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OZET

Tiirkiye’de Yaygin Tiiketilen Alkollii ve Alkolsiiz Iceceklerde Alprazolam ve
Lorazepam’in Coklu Spektroskopik Yontemler ve PCA ile Adli Analizi

Bayar, Fatma Nur
Yiiksek Lisans Tezi, Adli Bilimler Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Nuriye Akbay
Agustos 2025

Bu calismada, benzodiazepin grubu ilaglardan alprazolam (ALP) ve lorazepam (LORA)
etken maddelerinin, farkhi alkollii (beyaz sarap, roze sarap, votka) ve alkolsiiz (gazoz,
maden suyu) icecek matrislerinde analitik diizeyde tespitine olanak saglayan bir
metodoloji gelistirilmistir. Calismada UV-Goriintir absorpsiyon spektroskopisi, tiirev
spektroskopisi ve floresans spektroskopisi teknikleri birlikte degerlendirilmis; elde
edilen veriler Temel Bilesenler Analizi (PCA) ve Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA)
gibi cok degiskenli istatistiksel yontemlerle yorumlanmistir. ALP'nin 230-400 nm
araliginda karakteristik cift banth yapisi referans ¢ozeltiyle biiyiik olctide orttismiis, bazi
iceceklerdeki girisimlere ragmen tiirev spektroskopisi ile ayirt edilebilirlik korunmustur.
LORA ise 210-400 nm araliginda ikili bant yapis1 gostermis, 6zellikle ikinci tiirev analizi
ile spektral ¢oztintirlik artirilmistir. Her iki ilag i¢in floresans spektrumlarinda artan
derisimle bant kaymalar1 gozlenmis; bu durum tiirev floresans spektroskopisi ile
giderilerek secicilik gticlendirilmistir. [statistiksel analizlerde, PCA ve k-means
kiimeleme sonuglari, icecek matrislerinin ilag sinyalleri {izerindeki etkilerini net bicimde
ortaya koymus ve orneklerin ayristirilmasini saglamistir. Gelistirilen bu metodoloji, adli
toksikoloji gibi alanlarda, ilaglarin sivi matrislerde tespiti icin hizli, ekonomik ve
glivenilir bir alternatif sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Benzodiazepin, UV-Goriiniir Spektroskopi, Tiirev Spektroskopisi,
Floresans Spektroskopisi, Adli Toksikoloji



ABSTRACT

Forensic Analysis of Alprazolam and Lorazepam in Commonly Consumed Alcoholic
and Non-Alcoholic Beverages in Tiirkiye Using Multiple Spectroscopic Methods and
PCA

Bayar, Fatma Nur
Master’s Thesis, Department of Forensic Science
Supervisor: Prof. Dr. Nuriye Akbay
August 2025

In this study, a methodology was developed to enable the analytical detection of
two benzodiazepine active ingredients, alprazolam (ALP) and lorazepam
(LORA), in different alcoholic (white wine, rosé wine, vodka) and non-alcoholic
(soda, mineral water) beverage matrices. The approach combined UV-Visible
absorption spectroscopy, derivative spectroscopy, and fluorescence spectroscopy,
while the obtained data were interpreted using multivariate statistical methods
such as Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis
(HCA). ALP exhibited a characteristic dual-band structure within the 230-400 nm
range, largely overlapping with the reference solution. Despite interferences in
certain beverage matrices, derivative spectroscopy preserved spectral
distinguishability. LORA also showed a dual-band profile between 210-400 nm,
with the second-derivative analysis particularly enhancing spectral resolution in
more complex matrices. For both drugs, fluorescence spectra revealed band shifts
with increasing concentrations. These shifts were successfully corrected by
derivative fluorescence spectroscopy, thereby improving selectivity and enabling
more reliable detection. Statistical evaluations further supported the
spectroscopic findings. PCA and k-means clustering demonstrated clear
distinctions between beverage-related samples and reference spectra, effectively
highlighting the influence of matrix composition on drug signals and enabling
sample differentiation. The results underline the robustness and practicality of
the developed methodology. Offering rapid, cost-effective, and selective
detection, the approach provides a reliable alternative for identifying
benzodiazepines in liquid matrices. This methodology has strong applicability in
forensic toxicology and related disciplines, where the detection of drug-
adulterated beverages is of critical importance.

Keywords: Benzodiazepine, UV-Visible Spectroscopy, Derivative Spectroscopy,
Fluorescence Spectroscopy, Forensic Toxicology
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BOLUM I

1. GIRIS

Adli bilimler, sucgun islenis bigimini ve faili ortaya ¢ikarmaya yonelik, olayin lizerindeki
sis perdesini aralayan ¢ok disiplinli bir alandir (Asicioglu vd., 2024). Fizik, kimya,
biyoloji, psikoloji, hukuk ve tip gibi alanlarin katkisiyla sugun aydinlatilmasi ve maddi
gercege ulasilmast hedeflenir. Houck ve Siegel’e gore adli bilimler, kisi, yer ve nesneler
arasinda baglanti kurarak ceza ve hukuk davalarinin ¢éziimiine katki saglayan bilimsel bir
disiplindir. “Adli” kelimesi Latince forum (halk) sozciigiinden gelirken, “bilim”
sistematik bilgi iiretimini ifade eder. Bu alan sadece sucluyu tespit etmekle kalmaz, ayni
zamanda masumlarin korunmasina da hizmet eder (Houck & Siegel, 2009). Bu baglamda
adli bilimler, bilimin adalet sistemine hizmet eden yoniinii temsil eder. Adli bilimlerin
temel amaci hukuki uyusmazliklarin ¢éziimiine katki saglamak ve ceza yargilamasinda
gercegin ortaya cikarilmasma yardimci olmaktir. Adli bilimler, yalnizca teknik bir
uzmanlik degil, ayn1 zamanda yargi siirecine bilimsel yontemlerle destek veren bir

yaklagimi da ifade eder (Asirdizer, 2021).

Adli toksikoloji, adli bilimlerin alt disiplinlerinden biri olup, “zehir bilimi” anlamina
gelen toksikolojinin hukuki siireglere hizmet eden 6zel bir alanidir. Ceza hukuku, medeni
hukuk, ticaret hukuku gibi farkli alanlara konu olabilecek olaylarda yer alan kimyasal
maddelerin incelenmesi bu disiplinin temel ilgi alanini olusturur. Ozellikle bagimlilik
yapici yasal ya da yasadis1 maddelerin kullanimi, akut veya kronik zehirlenmelere neden
olabilecek kimyasallarin etkileri, yasal statiileri ve biyolojik ya da fiziksel delillerde tespit
edilmeleri gerektigi durumlarda adli toksikoloji devreye girmektedir. Trafik ve is kazalari,
intihar, cinayet, cinsel saldiri, gasp gibi olaylarin yani sira kasith ya da kasitsiz
zehirlenmelerde, fail veya magdurun madde etkisi altinda olup olmadiginin
degerlendirilmesinde bu bilim dali 6nemli rol oynar. Adli toksikolojinin bilimsel
cercevesi, adli tip, eczacilik, kimya, biyoloji, farmakoloji, farmasotik toksikoloji, hukuk
ve mithendislik gibi birgok disiplinle olan ¢ok yonlii iliskisiyle sekillenir. Bu yoniiyle adli
toksikoloji, adli bilimlerin dogasinda var olan multidisipliner yapinin temel 6rneklerinden

biridir.



Adli toksikoloji, kimyasal maddelerin 6lii ya da canli organizmalar {izerindeki toksik
etkilerinin tibbi ve hukuki yonleriyle incelenmesini konu alir. Analiz siire¢lerinde, analitik
toksikolojiye 6zgii gelismis enstriimantasyon ve yontemlerden faydalanilir. Bu bilim dal;
ante-mortem toksikoloji, post-mortem toksikoloji, davranig-performans toksikolojisi ve
yasadis1 madde/ila¢ kontrolii olmak iizere dort ana alt alanda faaliyet gostermektedir.
Davranig-performans toksikolojisi, bireylerin madde etkisi altindayken gosterdikleri
davranigsal degisimleri incelerken; yasa dis1 madde/ilag kontrolii, biyolojik ve fiziksel
numunelerdeki madde analizlerini kapsar. Ozellikle merkezi sinir sistemi (MSS) iizerinde
etkili olan psikotrop ya da psikoaktif maddeler, adli toksikolojinin ilgi alanindadir. Bu
maddeler MSS {izerinde uyaric1 ya da baskilayici etkiler gostererek, bireylerde bilissel,
duygusal ve algisal diizeyde gecici veya kalict degisimlere neden olur. Olusan etkiler
maddenin kimyasal yapisi, beyinde etki ettigi reseptorler ve etki siiresi gibi degiskenlere

bagl olarak farklilik gostermektedir (Asicioglu vd., 2024).

Ozellikle MSS baskilayicilari, adli toksikolojide énemli bir yer tutar. Bu grup maddeler;
“madde ile kolaylastirilmis cinsel suglar” olarak adlandirilan vakalarda sikca
kullanilmaktadir. Ketamin, gama-hidroksi biitirat (GHB) ve flunitrazepam gibi maddeler,
biling kaybi, motor kontrol kaybi, solunum depresyonu ve hatta 6liime yol agabilecek
potansiyele sahiptir. Bu etkilerinden 6tiirii fail tarafindan magdurun direncini kirmak ve
olaym hatirlanmasimi engellemek amaciyla kullanilabilmektedir (Mercan & Acikkol,

2014).

Alkol ve uyusturucu gibi biling kaybi olusturacak maddelerin birgok adli vakaya neden
oldugu bilinmektedir (Stark vd., 1999). Alkol ve uyusturucular, saldir1, trafik kazalari,
cinsel saldirilar, hirsizlik, mala zarar verme, uyusturucu ticareti, kagak¢ilik ve halk sagligi
suglar1 dahil olmak iizere ¢esitli adli vakalara yol agabilir ve yasal diizenlemelere gore

cezai sonuglar dogurabilir (Ohshima, 2006).

Alkol veya uyusturucu maddelerin etkisi altinda olan bir kisinin, normalde savunma veya
tepki yetenegine sahip olmasi gereken bir durumda suca maruz kalmasi, bu maddelerin
etkisiyle sucun islenmesini kolaylastirdigi bir durumu ifade eder. Bu tiir durumlar, sugun
islenmesindeki zorluklar1 azaltan veya kurbanin direncini diisiiren etkileri nedeniyle
"uyusturucunun kolaylastirdigi suclar" olarak adlandirilir (Hall & Moore, 2008).
Uyusturucu kullaniminin suglarin kolaylastirilmasinda etkili bir ara¢ olarak kullanilmasi

tarithsel olarak uzun bir geg¢mise sahiptir. Bununla beraber uyusturucunun, suglarin



islenmesindeki roliine dair bildirimler 1990'larin ortalarindan itibaren 6nemli Olclide
artmistir (Schwartz vd., 2000). Bu tiir su¢lara maruz kalan kurbanlar genellikle,
uyusturucu etkisi altinda kaldiklarini ve bu durumun sonucunda soyulduklarini veya
saldirtya ugradiklarini ifade ederler. Cogu durumda bu saldirilar, magdurlarin faillerle
miicadele etme yeteneklerini zayiflatan veya etkisiz hale getiren giiclii merkezi sinir
sistemi baskilayicis1 niteligindeki maddelerin etkisi altinda olmustur. Bu kapsamdaki

vakalar arasinda cinsel saldirilar biiylik bir orana sahiptir.

Cinsel saldir, bireyin rizast disinda gerceklesen cinsel iliskiyi ifade etmekte olup, bu tiir
saldirilar genellikle tehdit ve gii¢ kullanilarak gerceklestirilir. Saldirgan, fiziksel gii¢
kullanmadan da ilaglar araciligiyla cinsel saldiri girisiminde bulunabilir. Bu ilaglar,
kurbanda biling kaybi, konfiizyon, bulanti ve algi-durum bozuklugu gibi semptomlar
olusturabilir (Jickells & Negrusz, 2008). Bu semptomlar, kisiyi zayif hale getirerek cinsel
iliskiyi reddetme veya kendini savunma eylemlerini engelleyebilir. Tipik bir senaryoda,
saldirgan kurbanin igecegine ilact karistirabilir ve kurban ilacin etkisi altindayken cinsel
saldirty1 gerceklestirir. {lacin etki siiresi, alman miktar ve hangi maddelerle birlikte
alindig: gibi faktorlere baghdir. Cinsel saldirilarda kullanilan maddeler arasinda en yaygin
olanlar uyusturuculardir. Her zaman illegal yollarla elde edilen uyusturucu bu gorevi
tistlenmeyebilir, bunun yerine yaygin kullanilan bazi ilaglar 6ne ¢ikar. Cinsel saldirilarla
iliskilendirilen 1ilaglar arasinda GHB ve analoglari, klonazepam, alprazolam,
flunitrazepam, oxazepam, lorazepam gibi benzodiazepinler, barbitiiratlar ve ketamin gibi
cesitli maddeler yer almaktadir. Bu ilaglar ¢ogunlukla renksiz ve kokusuz olup yiiksek
oranda alkol veya diger i¢eceklerde ¢oziinebilir. Oral uygulamadan sonra hizla emilerek

viicuttan (Efeoglu vd., 2013; Grela vd., 2018).



2. GENEL BiLGILER

2.1. BENZODIAZEPINLER

Benzodiazepinler, y-aminobiitirik asit (GABA) sistemindeki reseptorleri etkileyen genis
bir molekiiler smifi temsil eder. Bu molekiiller, merkezi sinir sistemi iizerinde
sakinlestirici, kas gevsetici, anksiyolitik ve hipnotik etkiler gdsterirler. Bu o6zellikler
nedeniyle benzodiazepinler, tibbi uygulamalarda 6zellikle anksiyete, uykusuzluk, nébetler
ve kas spazmlar1 gibi durumlarin tedavisinde kullanilirlar. Benzodiazepinlerin uykusuzluk
tedavisinde kullaniminin onaylanmasi ve bu ilaglarin kullaniminin yayginlasmasi 1960'lt
yillara dayanmaktadir. Ozellikle 1960 yilinda diazepamin onaylanmasmin ardindan,
benzodiazepinlerin kullanimi hizla artmis ve 1970'li yillarda Ingiltere ve ABD'de en ¢ok
satilan ilaglar arasinda yer alarak genis bir popilerlik kazanmistir. Ancak,
benzodiazepinlerin hizla tolerans ve bagimlilik gelistirme potansiyeli nedeniyle, bu
ilaglarin uzun siireli kullanimi 6nerilmemektedir. Tolerans gelisimi, ilacin ayni1 etkiyi elde
etmek icin artan dozlarda kullanilmasimi gerektirebilir. Bagimlilik ise, fiziksel ve
psikolojik bagimlilik bicimlerinde ortaya ¢ikabilir ve ilacin birakilmast durumunda
belirtilen yoksunluk semptomlarina neden olabilir (Lader, 2011). Benzodiazepin toleransi
ilk defa Hollister vd. (1961) tarafindan rapor edilmistir; ancak bu olgu, 1960'1 ve 1970'li
yillarda barbitiiratlarin yerini alabilen bu ilaglarin fazla kullanimi nedeniyle siklikla
golgede kalmistir. Bu donemde, benzodiazepinlerin popiilerligi ve recete edilme sikligi
artmis, ancak bu kullanimin bagimlilik ve diger yan etkilerle iligkilendirilmesi yetersiz bir
sekilde ele alinmistir (Hollister vd., 1961). Giinlimiizde, benzodiazepinler, yasal ve
yasadis1 uyusturucular arasinda yiiksek bagimlilik riski altinda siralanmis olmalarina
ragmen (Nutt vd., 2010), bagimliligi konusundaki arastirmalarin ve toplumsal
farkindaligin artirilmas: hala 6nemli bir ihtiyactir. Bu baglamda, benzodiazepinlerin
kontrollii ve bilingli kullanimi, saglik profesyonelleri ve toplum i¢in énemli bir konudur

ve bu konuda daha fazla arastirma ve egitim dnem arz etmektedir (Lugoboni vd., 2014).



Sekil 1. Benzodiazepinlerin yapisal formiilii (NEUROtiker, 2007).
2.1.1. Lorazepam

3-hidroksi-1,4-benzodiazepin olan lorazepam, sedatif, anksiyolitik ve hipnotik 6zellikleri
nedeniyle klinik uygulamada yaygin olarak kullanilir. Diazepamdan farkli olarak
lorazepam, aktif metabolitler olusturmadan glukuronik asitle dogrudan konjugasyona
ugrar ve bu da daha ongoriilebilir ve hepatik fonksiyondan veya hasta yasindan daha az
etkilenen bir farmakokinetik profil ile sonuclanir. Daha diisiik lipofilikligi nedeniyle
lorazepam daha yavas bir etki baslangicina sahiptir; ancak, daha lipofilik
benzodiazepinlere kiyasla genellikle tek bir dozdan sonra daha uzun siireli klinik etki
gosterir. Terapotik uygulamalart arasinda akut ve kronik anksiyete bozukluklarinin,
uykusuzlugun ve ameliyat dncesi sedasyonun yonetimi yer alir. Lorazepam ayrica panik
ataklarmin tedavisinde ve mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda sedasyon ve kas
gevsemesi i¢in yardimci olarak kullanilir. Klinik ¢alismalar, yan etki profili (esas olarak
doza bagli merkezi sinir sistemi depresyonu) genellikle hafif ve geri doniisiimli oldugu

i¢in, plaseboya gore etkinligini tutarl bir sekilde desteklemektedir

Sekil 2. Lorazepam’in yapisal formiilii (Calvero, 2007).

Farmakokinetik olarak, lorazepam oral uygulamadan sonra etkili bir sekilde emilir ve
dozdan yaklasik iki saat sonra en yiiksek plazma derisimlerine ulasir ((Rutgers & Shearer,
1981). Ilag, yaklasik 12 saatlik nispeten kisa bir eliminasyon yar1 dmriine sahiptir ve bu,

kisa siireli kullanim i¢in uygunluguna katkida bulunur. Birincil metabolik yol,



farmakolojik  olarak  inaktif = lorazepam-glukuronid  konjugatini  olusturan
glukuronidasyonu igerir. Bu metabolit, agirlikli olarak bobrek yoluyla atilir ve uygulanan
dozun yaklasik %70 ila %75' idrarda geri kazanilir. Aktif ara metabolitlerin yoklugu ve
yasin veya karaciger bozuklugunun metabolizmasi iizerindeki minimum etkisi,
lorazepam1 ¢esitli hasta popiilasyonlarinda giivenilir bir se¢im haline getirir.
Benzodiazepin farmakoterapisinde radikal bir yeniligi temsil etmese de, lorazepam
olumlu etkinlik-giivenlik dengesi ve farmakolojik ©Ongoriilebilirligi nedeniyle klinik

olarak degerli bir ajan olmaya devam etmektedir (Rosebush vd., 1990).

2.1.2. Alprazolam

Alprazolam (C17H15ClINg; 8-kloro-1-metil-6-fenil-4H-[1,2,4]triazolo[4,3-
a][1,4]benzodiazepin), yaygin anksiyete bozuklugu, panik ataklar ve depresyon dahil
olmak iizere cesitli psikiyatrik durumlarin tedavisi i¢in yaygin olarak recete edilen bir
benzodiazepin tiirevidir (Sekil 2). 1,4-benzodiazepin ailesine aittir ve yliksek oral
aktivitesine, gli¢lii terapdtik etkinlige sahiptir. Alprazolam kan-beyin bariyerini kolayca
gecer ve merkezi sinir sistemindeki gama-aminobiitirik asit (GABA)-benzodiazepin
reseptor kompleksine yiiksek afiniteyle baglanir. Bu baglanma, noronlara kloriir
iyonlariin girigini artirarak birincil inhibitdr norotransmitter olan GABA'nin etkisini
artirir ve bunun sonucunda sedatif, anksiyolitik, kas gevsetici ve antikonviilsan etkiler

ortaya cikar (Verster & Volkerts, 2004).

N\
T\/SN

Sekil 3. Alprazolam’in yapisal formiilii (Vaccinationist, 2015).
Daha eski benzodiazepinlerle karsilastirildiginda, alprazolam saglikli bireylerde yaklasik
10 ila 12 saatlik bir ara eliminasyon yar1 dmriine sahiptir ve oral uygulamadan sonra
hizla emilir ve bir ila iki saat i¢inde en yiiksek plazma derisimlerine ulasir. Karacigerde
yogun bir sekilde metabolize edilir ve Oncelikle aktif bir metabolit olarak -
hidroksialprazolam iiretir, ancak plazma seviyeleri genellikle klinik olarak anlamli olmak

icin ¢ok disiiktiir. Dozun yaklasik %20'si degismeden atilirken, %80t 72 saat i¢inde
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idrarla geri kazanilir. Terapotik denemeler, alprazolamin giinliik dozlar tipik olarak 0,25
ila 3,0 mg arasinda degisen etkili bir anksiyolitik oldugunu ve etkinliginin en azindan
diazepam, klordiazepoksit ve lorazepam ile karsilastirilabilir oldugunu gdstermistir; bazi
calismalarda uyusukluk insidansmin daha diisiik oldugu bildirilmistir. Ozellikle,
alprazolam hem hayvan hem de insan ¢alismalarinda orta diizeyde antidepresan aktivite
gostermistir ve karsilastirmali  denemeler, unipolar depresyonu tedavi etmedeki
etkinliginin, bazi durumlarda daha erken baglamasinin ek faydasiyla, imipramininkine
benzer olabilecegini One siirmektedir. Bu bulgular, karisik anksiyete ve depresif
semptomlar1 olan hastalarda potansiyel kullanimini vurgulamaktadir; ancak antidepresan
roliinii tam olarak belirlemek i¢in daha iyi tasarlanmis denemelere ihtiyac¢ vardir (Dawson

vd., 1984).

Olumlu terapotik profiline ragmen, alprazolam, bagimlilik, yoksunluk semptomlar1 ve
uyusukluk ve bas donmesi gibi olast yan etkiler de dahil olmak {iizere diger
benzodiazepinlere benzer riskler tasir; bu yan etkiler yash veya giigsiiz hastalarda daha
belirgin olabilir. Plasentadan ge¢gme ve anne siitline gegme potansiyeli nedeniyle
hamilelik ve emzirme doneminde kullanimi 6nerilmez. Yan etkileri en aza indirmek ve
yoksunluk belirtilerini 6nlemek i¢in dozaj dikkatlice kisisellestirilmeli, tipik olarak giinde
¢ kez 0,25-0,5 mg ile baglanmali ve yash yetiskinler i¢in daha diisiik baslangic dozlari
onerilmelidir. Giinliik doz, giin boyunca béliinerek maksimum 4 mg'a kadar kademeli
olarak titre edilebilir ve baslangi¢c dozlar1 genellikle gilindiiz sedasyonunu azaltmak igin
yatmadan Once uygulanir. Genel olarak, alprazolam anksiyete ve panik bozukluklar1 i¢in
degerli bir farmakolojik secenek olmaya devam ederken - ve muhtemelen belirli depresif
durumlar icin - recete edilmesi, kotiiye kullanim, bagimlilik ve ani kesilme risklerini

azaltmak i¢in dikkatli izleme ve hasta egitimi gerektirir (Dawson vd., 1984).

Yaygin olarak regete edilen bir benzodiazepin olan alprazolam, gii¢lii sakinlestirici, kaygi
giderici ve amnezik O6zellikleri nedeniyle ilagla kolaylastirilmis cinsel saldir1 vakalarinda
suclanmigtir. Hizli sakinlestirme, biligsel islevi bozma ve hafiza kaybina neden olma
yetenegi, faillerin kurbanlari etkisiz hale getirmek icin bu etkilerden faydalanmasi
nedeniyle bu suglarda kotiiye kullanilan bir ilag haline getirir. Ilacin nispeten hizli etki
baslangic1 ve toplumdaki yayginligi, bu baglamda bulunabilirligini ve kotiiye kullanim
potansiyelini artirir. Sonug olarak, alprazolamin bu tiir saldirilara dahil olmasi, artan adli

teyakkuzun 6nemini ve arastirmalar sirasinda biyolojik drneklerde varligi tespit etmek



icin hassas analitik yontemlere olan ihtiyaci vurgular (Dumestre-Toulet & Eysseric-

Guérin, 2014; Orts vd., 2023).

2.2. SPEKTROSKOPIK ANALIZLER

Benzodiazepin bilesiklerinin artan koétiiye kullanimi, bunlarin tespiti ve miktar tayini i¢in
cesitli analitik tekniklerin gelistirilmesine yol agmistir. En yaygin kullanilan yontemler
arasinda gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS), sivi kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (LC-MS) ve ultraviyole dedeksiyonla birlestirilmis sivi kromatografisi
(LC-UV) bulunmaktadir. GC-MS, yiiksek hassasiyeti, birden fazla bileseni ayni anda
analiz edebilme yetenegi ve giicli ayirt etme giiciiyle 6zellikle dikkat ¢ekmektedir.
Omegin, Papoutsis ve ark. (2010), bu teknigi kullanarak kan orneklerinde 23 farkli
benzodiazepin tespit etmeyi basarmistir (Papoutsis vd., 2010). Bununla birlikte, GC-
MS'in de smirlamalart vardir; yiiksek isletme maliyetleri gerektirir, egitimli personel
gerektirir, ugucu olmayan bilesiklerle miicadele eder ve yogun emek gerektiren numune
hazirlama ve analiz gerektirir. Sonu¢ olarak, uygulanabilirligi hedef analitlerin
fizikokimyasal Ozellikleri ve hazirlama prosediirlerinin  karmasikligi nedeniyle

kisitlanabilir.

Kromatografik tekniklere ek olarak, RIA, EMIT ve FPIA gibi immiinokimyasal analizler
hipnotik benzodiazepinlerin taranmasinda siklikla kullanilir (Dixon vd., 1979; Jolley,
1981). Bu analizler, mikrogram derisimlerinde bilesikleri tespit edebilir ancak antikor
capraz reaksiyonu nedeniyle ana ilaglar, metabolitleri ve yapisal olarak benzer analoglari
arasinda ayrim yapmak zorlasir. ince tabaka kromatografisi de ekonomik bir tarama
yontemi olarak onerilmistir (Haefelfinger, 1979), ancak diisiik duyarlilig1 akut zehirlenme
vakalarina uygulanmasini sinirlar (Boukhabza vd., 1991). Gaz ve sivi kromatografisi,
yuksek duyarlilik saglamasina ragmen, genellikle hem zamani hem de uzmanlik
gereksinimlerini artiran hidroliz veya tiirevlendirme adimlarimi gerektirir (de Boer vd.,
1978; Kangas, 1977). Hidroklorik veya siilfiirik asit kullanilarak yapilan hidroliz
benzofenon tiirevleri verir ancak 6zgiilliigli tehlikeye atabilir (Cailleux et al., 1981; de
Bruyne et al.,, 1984). Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), hassasiyeti,
duyarlilig1r ve cesitli dedektorlerle (UV, MS, floresan) uyumlulugu nedeniyle oldukca
etkili bir teknik olarak kabul edilir. Chang vd. (1999) tarafindan yapilan ¢alismalar gibi
caligmalar, birden fazla benzodiazepin tiirevini tanimlamada etkinligini gostermistir
(Chang vd., 1999). Ancak HPLC ayni zamanda kaynak yogun bir yontemdir ve bazi

analitlerin diisiik termal ve fotostabilitesi nedeniyle uzman personel, hassas numune
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hazirlama ve dikkatli kullanim gerektirir (Swartz, 2010). Bu teknik ve ekonomik engeller,
kaynaklarin kisitli oldugu laboratuvar ortamlarinda kullanimini sinirlayabilir (Corradini

vd., 1998; Samanidou vd., 2009).

UV-Gor spektroskopisi, benzodiazepinlerin nitel ve nicel analizi i¢in hizli, basit ve uygun
maliyetli bir yaklagim sunar; tiirev spektroskopisi, spektral ¢ozilintirligl iyilestirerek ve
Ortiisen tepe noktalarmi ayirt ederek analitik hassasiyeti daha da artirir ve floresans
spektroskopisi lstiin hassasiyet ve secicilik saglayarak, karmasik matrislerde eser

miktarda benzodiazepinlerin tespitinde oldukca etkili hale getirir.

2.2.1. UV Tiirev Spektroskopisi

Ultraviyole-Goriiniir bolge (UV-Gor) absorpsiyon spektroskopisi hem gelismis hem de
rutin laboratuvar ortamlarinda yaygin olarak kullanilan kokli bir analitik tekniktir.
Molekiiler enerji seviyeleri arasindaki elektronik gecislerle iiretilen absorpsiyon
spektrumlarini 6lgme prensibiyle calisir. UV-Gor spektrumunda bir absorpsiyon bandinin
konumu gecis enerjisine karsilik gelirken, molar absorpsiyon katsayisi gecisin
yogunlugunu yansitir. Atomik gegislerin aksine, molekiiler gecisler ¢oziicii etkilesimleri
ve titresim ve donme enerji seviyelerinin Ortiismesi nedeniyle daha yayvan bantlar
(Katkar vd., 2022; O’Haver, 1979; Talsky vd., 1978). Tiirev spektroskopisi, UV-Gor
absorpsiyon spektroskopisinin hassasiyetini artirmak icin 1950'lerde ortaya cikmuistir.
Ancak, tiirev spektrumlarint manuel olarak hesaplamanin zorlugu nedeniyle uygulamasi
baslangigta sinir kalmistir. 1970'lerde mikrobilgisayarlarin ortaya ¢ikist bu sinirlamay1
ortadan kaldirarak tlirev spektroskopisini daha erisilebilir ve yaygin olarak kullanilir hale

getirdi.

Tirev spektroskopisi, UV-Gor spektral verilerine matematiksel farklilagtirma
uygulanmasini igerir ve daha ayrintili yorumlama saglar. UV-Gor bolgesinde

gerceklestirilen absorpsiyon spektroskopisinde temel iliski,

AM) = log 2 = e xIxc (1)
ifadesiyle tanimlanmaktadir. Burada ¢o6zeltinin derisimi (c¢) ve 1sik yolu (1) sabit
tutuldugunda, absorbans (A), yalnizca molar ekstinksiyon katsayisinin dalga boyuna (i)
baglh bir fonksiyonu haline gelir. Bu bagmtinin tiirev alinmasiyla, absorbansin dalga

boyuna gore birinci tiirevi,

dA _ de(d)
H_TXCXZ (2)



seklinde elde edilir. Aynm1 yaklagimin ardisik olarak uygulanmasi, n’inci tlirev igin genel

ifadeyi saglar:

d"A _ d"e(A)
W— aan X c Xl (3)

Bu genel esitlikten hareketle, herhangi bir dalga boyunda tiirev absorpsiyon degerinin
dogrudan ¢ozeltinin derisimi ile orantili oldugu anlasilir. Dolayisiyla, tiirev spektroskopisi
yontemiyle kantitatif analiz gergeklestirilebilmektedir; zira 0zgiin spektral bilgilerin

karakteristik 6zellikleri, belirli oranlar korunarak tiirev spektrumlarina yansitilmaktadir.

Tirev spektroskopisi, analitik kimyada ¢esitli avantajlar1 nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemin baslica kullanim amaglari arasinda; tiirev spektrumlarinin,
geleneksel absorpsiyon spektrumlarina kiyasla daha dar spektral bant genisligine sahip
olmas1 yer alir. Bu 6zellik, benzer spektral profillere sahip maddeler arasinda kiiclik
farklarin ayirt edilmesine olanak taniyarak spektral c¢oziiniirliigli artirir. Ayni zamanda
tirev spektrumlari, spektral bantlarin maksimumlarinin daha dogru belirlenmesini
saglamakta ve iist iliste binen bantlarin ayrilabilirligini iyilestirmektedir. Bununla birlikte,
tiirev spektrumlari, zemin (arka plan) absorpsiyonunu diizeltme amaciyla da kullanilabilir.
Bu islem pratikte hizli, basit ve ekonomik bir ¢6ziim sunar. Ayrica tiirev spektroskopisi;
secicilik, ozgiillik ve duyarliligi artirarak analitlerin ayr1 bir ayirma islemine gerek
kalmadan, ¢oklu bilesenlerin kantitatif analizine imkan taniyan hizli bir analitik yontem
olarak da degerlendirilmektedir. Ozellikle klasik tekniklerin yetersiz kaldig1 durumlarda,

alternatif bir yontem olarak 6n plana ¢ikar.
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Sekil 4. Bilgisayar ortaminda simiile edilen Gauss tipi absorpsiyon bandina ait birinci,
ikinci, tiglincii ve dordiincii tiirev spektrumlari.

2.2.2. Floresans Spektroskopisi

Floresans spektroskopisi, maddelerin disaridan alinan 151k enerjisini kisa bir siire sonra
daha uzun dalga boyunda 151k olarak geri yayma (fotoliiminesans) 6zelligine dayanan bir
analiz yontemidir. Uyarici 151k kaynagi ile belirli dalga boyunda uyarilan molekiillerden
yayilan floresans 1511 Olciilerek, maddeye 6zgili kantitatif ve kalitatif degerlendirmeler
yapilabilir. Yontemin en belirgin avantajlarindan biri, oldukc¢a diisiik derisimlerde bile
analiz yapilabilmesine olanak tamiyan yiiksek duyarliligidir. Ayrica floresans
spektroskopisi, seciciligi yiiksek bir yontem olmasi nedeniyle karmasik numune
matrislerinde bile giivenilir analiz sonuglar1 verebilmektedir. Kii¢lik miktarda numune ile
calisilabilmesi, ¢ok sayida fiziksel parametre hakkinda bilgi saglayabilmesi ve kullanim
kolaylig1 gibi avantajlar1 sayesinde diger spektroskopik teknikler arasinda 6n plana
cikmaktadir. Ancak yontemin bir sinirlayici 6zelligi, ¢evresel kosullara (pH, sicaklik,
¢Oziicii yapis1 gibi) kars1 oldukca hassas olmasidir. Bu durum kullanim amacina bagh

olarak avantaj ya da dezavantaj olarak (Bose vd., 2018).
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Son yillarda floresans spektroskopisinin kullanim alanlarinin genisledigi goriilmektedir.
Ozellikle biyolojik sistemlerde floresan problarn kullanimi artmakta olup, ilag

sektorlinde ve ¢evre analizlerinde de yaygin olarak uygulanmaktadir (Naresh, t.y.)

2.3. ISTATIKSEL ANALIZLER

Bu aragtirmada elde edilen verilerin degerlendirilmesi amaciyla ¢ok degiskenli
istatistiksel analiz yontemlerinden yararlanilmigti. Caligma kapsaminda farklh
parametrelerin ayni anda degerlendirilmesini ve Ornekler arasindaki benzerlik ile
farkliliklarin - belirlenmesini saglamak {izere uygun istatistiksel yaklasimlar tercih
edilmistir. Ozellikle yiiksek boyutlu veri setlerinin anlamli bir yapiya indirgenmesi,
gruplar arasi iligkilerin daha agik bir bi¢imde ortaya konmasi ve sonuglarin
gorsellestirilmesi amaciyla Temel Bilesenler Analizi (Principal Component Analysis,
PCA) ile Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (Hierarchical Cluster Analysis, HCA) yontemleri

kullanilmastir.

Uygulanan bu analiz yontemleri sayesinde hem degiskenler arasindaki temel iliski
desenleri belirlenmis, hem de benzer 06zellik gosteren Orneklerin gruplanmasi
saglanmistir. Cok degiskenli analiz tekniklerinin kullanilmasi, verilerin biitiinciil bir
yaklagimla degerlendirilmesine ve daha dogru sonuglara ulagilmasina katki saglamistir.
Bu dogrultuda, aragtirma kapsaminda gergeklestirilen istatistiksel islemler, ¢alismanin

giivenilirligini ve yorum giiciinii artirmay1 amaglamaktadir.

Spektroskopik yontemlerle elde edilen ¢ok boyutlu veri setlerinin dogrudan analiz
edilmesi, ozellikle veri yogunlugunun yiiksek oldugu durumlarda olduke¢a giiclesmektedir.
Bu tiir karmasik veri setlerinin daha anlagilir bir yapiya donistiiriilmesi ve
yorumlanabilmesi i¢in Temel Bilesenler Analizi (Principal Component Analysis- PCA)
yaygin olarak kullanilmaktadir. PCA, c¢ok sayida degisken igeren wveri setlerini,
aralarindaki iliskileri koruyarak daha az sayida yeni bilesen ile ifade etmeyi miimkiin
kilan istatistiksel bir yontemdir. Bu sayede veriler arasinda baskin olan desenler ve
degisim kaynaklar1 tespit edilebilmekte; ayrica siniflandirma ve gorsellestirme islemleri

kolaylasmaktadhir.

PCA uygulamasinda temel amag, yiiksek boyutlu veriyi temsil eden yeni degiskenler
(temel bilesenler) araciligiyla veri setini sadelestirmek ve ana varyasyon kaynaklarini
belirlemektir. Ilk temel bilesen (PC1), veri setinde bulunan en yiiksek varyansi agiklayan

bilesen olup, drnekler arasindaki genel farkliliklar: temsil eder. ikinci temel bilesen (PC2)
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ise PC1’e dik olacak sekilde hesaplanir ve daha 6zgiin varyasyonlar1 yansitir. Her bir
Ornege ait spektral veri, belirlenen temel bilesenlerin uygun dogrusal kombinasyonu
seklinde ifade edilebilir. Bu yaklasim sayesinde ornekler arasinda objektif ve

tekrarlanabilir bir siniflandirma yapilabilmektedir.

Korelasyon matrisinden elde edilen 6zdegerler, her bir temel bilesenin aciklayabildigi
varyansi temsil eder. Ozdegerlerin biiyiikliigiine gore yapilan siralama ile veri setindeki
temel varyasyon kaynaklar1 dnceliklendirilir. Ozdegerlerin yiizde toplami ise belirlenen
temel bilesenlerin, orijinal veriyi ne derece temsil ettigini gosterir. Genellikle ilk birkag

temel bilesenin toplam varyansin biiyiik bir kismin1 agiklamasi yeterli kabul edilir.

PCA yontemi yalnizca kimyasal analizlerde degil; adli bilimler, biyomedikal arastirmalar
ve cevresel izleme gibi bircok farkli alanda da kullanilmaktadir. Ornegin Saiz ve
arkadaslar1 (2014), benzodiazepin igeren 63 farkli igecek drnegini kapiler elektroforez ile
analiz etmis ve ortaya cikan elektroferogramlart PCA ve SIMCA teknikleriyle
degerlendirerek, ilag tiirlerini i boyutlu grafiklerde ayirt edebilmislerdir (Saiz vd., 2014).
Bu yaklagimla, benzodiazepinlerin standart madde kullanimi olmaksizin elektroforetik
profillerine dayali olarak tespit edilmesi saglanmis; ayrica adli laboratuvarlarda
elektroforetik parmak izi veri tabanlarinin olugturulmasi i¢in yeni bir yontem Onerilmistir.
Bu yonleriyle PCA, spektral verilerin 6zetlenmesi, siniflandirilmasi ve yorumlanmasinda

etkin bir ¢ok degiskenli analiz araci olarak degerlendirilmektedir.

Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (Hierarchical Clustering Analysis- HCA), c¢ok degiskenli
veri setlerinde yer alan Orneklerin birbirlerine olan benzerlik veya uzakliklarma gore
gruplandirilmasini saglayan istatistiksel bir yontemdir. Yontemde, her 6érnek baslangicta
bagimsiz bir kiime olarak kabul edilir. Daha sonra 6rnekler arasindaki mesafeler veya
benzerlik degerleri kullanilarak bir uzaklik matrisi olusturulur ve secilen algoritmaya gore
en yakin kiimeler asamali olarak birlestirilir. Her birlestirme isleminden sonra uzaklik

matrisi glincellenir ve islem, belirlenen kiime sayisina ulagincaya kadar devam eder.

Kiimeler arasindaki uzakliklar Oklidyen mesafesi, Manhattan mesafesi veya korelasyon
tabanli Olciitlerle hesaplanabilir. Baglama (linkage) yontemi olarak ise genellikle tek
baglama, tam baglama veya ortalama baglama yontemleri tercih edilmektedir. Secilen
mesafe ve baglama algoritmasi, kiimelerin yapisini dogrudan etkiler. HCA sonuglari
dendrogram adi verilen aga¢ diyagramlar ile gorsellestirilir. Dendrogramlar, o6rnekler

arasindaki benzerlik iliskilerini ve kiimelenme asamalarin1 grafiksel olarak gostermeye
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olanak tanir. Bu yontem, ozellikle karmasik veri setlerinde Ornekler arasinda yapisal
benzerliklerin belirlenmesi ve veri smiflandirmasinin  gorsellestirilmesi amaciyla

kullanilmaktadir (Granato vd., 2018; Lee & Yang, 2009)

BOLUM 11

3. DENEYSEL CALISMALAR
3.1. Kullanilan Cihazlar ve Donanim

Caligmanin tamaminda 6rneklerin UV-Gor absorpsiyon ve floresans emisyon Olciimleri,
150 W giiciinde xenon lambaya sahip Edinburgh Instruments Spectrofluorometer FS5
cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir. UV tiirev ve floresans emisyon tiirev spektrumlari
fluoracle adl1 cihazin yaziliminin bir 6zelligi olarak dl¢ctimden elde edilen spektrumlardan
olusturulmustur. Olgiimler sirasinda 1 cm optik yola sahip kuvars kiivet kullanilmustir.
Analizlerde kullanilan saf suyun temininde Millipore Direct-Q5 saf su sistemi
kullanilmistir. Numune hazirligi asamalarinda Isolab marka 1siticili  manyetik
karistiricidan yararlanilmistir. Xanax® tablet icerigindeki alprazolam (ALP) ve Ativan®
tablet icerigindeki lorazepam (LORA) bilesenlerinin varligi, BILTAM laboratuvarinda

bulunan Thermo Scientific Q Exactive Focus marka orbitrap tabanli LC-MS/MS sistemi

kullanilarak dogrulanmustir.

3.2. Kullamilan Kimyasallar ve Materyaller

Caligmada benzodiazepin tiirevlerinden alprazolam ve lorazepam kaynagi olarak piyasada
bu etken maddeleri igeren ilaglar kullanilmistir. Alprazolam etken maddesi igeren tabletler
piyasada Xanax® (Viatris) adiyla bilinitken, c¢alismada "ALP tablet" olarak
adlandirilmigtir. Lorazepam igeren tabletler ise ticari olarak Ativan® (Pfizer) ismiyle
satilmakta olup, calismada "LORA tablet" olarak ifade edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
metanol ¢ozeltisi %99,8 saflikta olup Isolab firmasindan temin edilmistir. ALP ve LORA
analizlerinde beyaz sarap (Kavaklidere®), roze sarap (Kavaklidere®), votka (Gilbey’s®),
gazoz (Sartyer®) ve maden suyu (Beypazan®) olmak iizere ¢esitli alkollii ve alkolsiiz
icecekler kullanilmistir. Tim deneysel uygulamalarda ¢ift damitilmis saf su tercih
edilmistir. Hazirlanan tiim stok cozeltiler ve igecek oOrnekleri +4 °C’de buzdolabinda

muhafaza edilmistir.
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3.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Caligsmalarda kullanilacak ALP tablet stok ¢ozeltisi her tablette 1 mg alprazolam iceren
Xanax® tabletler ile hazirlandi. Analizlerde referans olarak kullanilmak tizere 1 mg/mL
derisimindeki stok ¢ozelti, 10 mg etken madde igeren tabletlerin toz haline getirilip 10
mLhacimce %30’luk metanol icerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Daha sonra 41 numarali
filtre kagidi ile stiziilerek tabletten gelen ve metanolde ¢6ziinmeyen safsizliklar ortamdan
uzaklastirildi. ALP-igecek ¢ozeltileri de benzer sekilde toz halindeki tabletlerin

Olctimlerde kullanilacak i¢eceklerde ¢oziinmesi ile hazirlandi.

LORA tablet stok cozeltileri 2,5 mg lorazepam iceren Ativan® tabletleri kullanilarak
hazirlandi. Analizlerde referans olarak kullanilmak tlizere 1 mg/mL derisimindeki stok
cozelti, 10 mg etken madde igeren tabletlerin toz haline getirilip 10 mL hacimce %30°luk

metanol icerisinde ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

Hazirlanan LORA stok ¢ozeltilerinden, sirasiyla 6,7; 12,5; 25; 50; 100; 200; 300 ve 400
pg/mL derisimlerinde calisma ¢ozeltileri giinliik olarak hazirlanmistir. Her bir ¢ozeltide
toplam hacim 2 mL olacak sekilde ayarlanmis ve bu hacmin 1mL’si hacimce %30’luk
metanol (referans ¢oOzelti ¢oziiclisii) igerecek sekilde hazirlanmistir. Elde edilen

cozeltilerin absorpsiyon degerleri dlgiildiikten sonra floresans emisyonlari Slgiilmiistiir.

ALP ig¢in floresans emisyon Ol¢limleri 330—650 nm araliginda, 310 nm dalga boyunda
uyarilarak gerceklestirilmistir. LORA i¢in ise 335-650 nm araliginda alinan olgiimde
uyarma 315 nm’de yapilmistir. Tiim floresans Ol¢timlerinde slit aralii sabit olarak 10

nm’de tutulmustur.

3.4. LC-MS/MS Cahismalari

Xanax® tablet icerigindeki ALP ile Ativan® tablet igerisinde bulunan LORA’ nin varhigi,

BILTAM laboratuvarinda yer alan Thermo Scientific - Q Exactive Focus model, orbitrap
teknolojisine sahip LC-MS/MS cihazi ile analiz edilerek dogrulanmistir. Analiz siirecinde

kullanilan cihaz 6zellikleri ve parametreler Tablo 1’de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. LC-MS/MS analizlerine ait parametreler

Ornek 15 Xanax® tablet (her tablet 1 mg ALP igerir) tek tek tartildi ve bir tablet]
icin ortalama kiitle hesaplandi. Tabletler ezilerek toz haline getirildi. 10
mg ALP’ye esdeger miktarda alinip 10 mL %30’luk metanolde ¢oziildii
ve filtrelendi (1,0 mg/mL). Elde edilen bu ¢dzeltiden 25 ng/mL’lik ALP
cOzeltisi hazirlandi.

Ativan ® tablet (her tablet 2,5 mg LORA igerir) ezilerek 5 mL %30’luk
metanolde ¢oziildii ve filtrelendi (1,0 mg/mL). Elde edilen bu ¢dzeltiden
25 ng/mL’lik LORA ¢ozeltisi hazirland.

Kolon BioBasic-18, (50 x 2,1 mm, 5 um)

UHPLC Mobil fazlar (MF):

kosullari A: % 0,1(v/v) formik asit ve 2 mmol/L amonyum formatli su

(Sofalvi  vd.,B: % 0,1(v/v) formik asit ve 2 mmol/L amonyum formatl asetonitril

2020) Hiz: 0,25 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 20 pL.
Kolon sicakligi: 50 °C
Autosampler sicakligi: 4 °C
Akis profili:

0-0,5 dakikada %5 MFB, 0,5-1,5 dakikada %30 MFB, 1,5-4,5 dakikada|
%70 MFB, 4,5-7,5 dakikada %100 MFB'ye, 7,5-10 dakikada %100
MFB, 10-10,01 dakikada %5 MFB'ye ve 10,01-14 dakikada %5
MFB'den olusmustur.

MS kosullar

(Abarca &
Gerona, 2023;
Sofalvi vd.,
2020)

Spray Voltage: 3.5 kV
Capillary temp.: 350 °C
Aux gas heater temp.: 350 °C

Spektrofotometrik kiitle tayini, elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile pozitif]
iyonizasyon modunda gerceklestirildi. Numune, full MS ve PRM
(parallel reaction monitoring) ile analiz edildi.

3.5. Deney Sonuclarinin istatistiksel Incelemesi

Bu c¢alismada

UV-Vis absorpsiyon spektrumlarina ait istatistiksel analizler ve

gorsellestirmeler R programlama dili (R Core Team, 2024) kullanilarak yapilmistir.

Analiz siirecinde korelasyon matrisi, Temel Bilesenler Analizi (PCA) ve bu analizlerin

grafiksel sunum

lar1 i¢in R paketlerinden yararlanilmistir.
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PCA sonuglarinin yorumunu giiclendirmek amaciyla “k-means” kiimeleme algoritmasi
uygulanmigtir. Bu yontem, verileri onceden belirlenen kiime merkezlerine olan
uzakliklarina gore siniflandirarak benzer 6zellikteki gézlemleri bir araya getirmektedir.
Basit yapis1 ve hizli ¢alismasi nedeniyle 6zellikle biiyiik veri setlerinde yaygin kullanilan

bir yontemdir.

Ayrica UV-Gor spektrumlarma ait capraz korelasyon matrisi, farkli 6rneklerin spektral
benzerlik diizeylerini ortaya koymustur. Matris degerleri +1 ile -1 arasinda degismekte
olup, +1’e yakin katsayilar yiiksek benzerligi, 0’a yakin katsayilar zayif iliskiyi, -1’e

yakin katsayilar ise ters yonlil iligkiyi ifade etmektedir.

4. DENEYSEL SONUCLAR
4.1. LC-MS/MS Sonuclari

flag etken maddelerinin analitik dogrulamasi igin yiiksek duyarlilik ve 6zgiillilk sunan

LC-MS/MS  (Liquid Chromatography—Tandem Mass Spectrometry) yoOntemi
kullanilmistir. Bu yontem, ozellikle karmasik matrikslerde bile hedeflenen analitlerin
kesin kimyasal tanimlamasina olanak tanimasi nedeniyle farmasétik analizlerde altin
standart olarak kabul edilmektedir. Yapilan calismada, alprazolam (ALP) ve lorazepam
(LORA) etken maddeleri tablet 6rneklerinden ekstrakte edilerek LC-MS/MS cihazinda

analiz edilmistir.

Tablo 2. LC-MS/MS ile yapilan ALP VE LORA tayinine ait sonuglar

No [Analit [Kimyasal Beklenen |Olgiilen  [Kiitle \Allkonma [Adduct
formiil kiitle (Da,kiitle (Da,dogrulugu siiresi
m/z) m/z) (ppm) (dak)
1 ALP C17H13CINg 309,09015 (309,091  [2,76 6,04 Hidrojen|
(309,0902) M
H)
2 LORA |CisH10CLN20O2 [321,01921 [321,0189  }-0,9 6,03 Hidrojen|
(321,0192) M
H)
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Yapilan analizler sonucunda, ALP ve LORA tablet o6rneklerinden elde edilen kiitle
spektrumlariin (Ek-Sekil 1, Ek-Sekil 2) standart ALP ve LORA bilesenlerine ait
spektrumlarla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bu bulgu, tabletlerdeki ALP ve LORA
varliginin LC-MS/MS yontemiyle dogrulandigint géstermektedir.

4.2. UV-Gor Absorpsiyon Spektroskopisi Sonuclari
4.2.1. ALP-Votka UV-Gér Absorpsiyon Ol¢iimleri

ALP’nin UV-Gor absorpsiyon Ozellikleri ile derisim ve ¢dziicliniin absorpsiyon
ozellikleri iizerindeki etkisi detayli olarak incelendi. ALP tablet stok ¢ozeltisi ve votka
icerisinde degisen derisimlerde ALP absorpsiyon Ol¢limleri alindi. Asagida Sekil
5’te referans c¢ozelti ve votka igerisinde elde edilen ALP UV-Gor absorpsiyon

spektrumlart ile votkaya ait absorpsiyon spektrumu goriilmektedir.

, —— 450 pg/ml
450 pg/ml (b) —— 400 pg/ml
—— 400 pg/ml
» —— 300 pg/ml
—— 300 pg/ml
—— 200 pg/ml
—— 200 pg/ml )
100 pg/ml
100 pg/ml
’ 50 pg/ml
c 50 pg/ml c
o o —— 25 pug/ml
S —— 25 ug/ml > ’ — 12.5 pg/ml
g — 12,5 pg/ml g s — 6.7 pg/ml
8 —— 6,7 pg/ml s
< T
w ‘ —M
T T T 1 0,25 + T T T T 1
400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)
-0,01 (c)
-0,02
c
H
g -0,03
o
[
-]
< 0,04
-0,05
'0106 T T T T 1
200 300 400 500 600 700

Dalgaboyu (nm)

Sekil 5. ALP tabletin (a) referans ¢ozeltisinde farkli derisimlerde; (b) votkada farkli
derisimlerdeki absorpsiyon spektrumlari ve (c¢) votkanin absorpsiyon spektrumu.
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Sekil 5 (a)’da ALP tabletin referans ¢ozeltisinde ii¢ ayr1 absorpsiyon bandi gézlenmistir.
Bu bantlar, sirasiyla 210-325 nm, 500-550 nm ve 570-660 nm araliklarinda yer almakta
olup hem spektral sekilleri hem de absorpsiyon maksimumlarinin dalga boylar
bakimindan belirgin 6zellikler tasimaktadir. Artan derisimle birlikte 210-325 nm arasinda
gozlenen ve absorpsiyon siddeti en yiiksek olan bandin seklinde degisiklik, absorpsiyon
maksimumunda ise kirmiziya kayma goriilmektedir. Sekil 5 (b)’de, ALP tabletin votka
icerisindeki absorpsiyon spektrumlar1 da benzer sekilde 210-325 nm, 500-550 nm ve
570-660 nm araliklarinda olmak {izere {i¢ karakteristik absorpsiyon bandi gostermistir.
Bu bulgu, ALP’nin votka igerisindeki elektronik gecislerinin metanol igerisindeki
gecislerle ayni olduguna isaret etmektedir. Sekil 5 (c)’de ise votka Ornegine ait
absorpsiyon 06l¢iimii yer almakta olup, belirgin bir absorpsiyon bandi goriilmemistir. Elde
edilen sinyal negatif bolgede oldugu i¢in daha ¢ok giiriiltii olarak degerlendirilmistir. Bu
durum, votkanin spektral ozelliklerinin ALP’nin absorpsiyonu iizerinde bir etkisi

olmadigini ortaya koymaktadir.

2,0 -
(a) —— Alprazolam-Metanol 22 b —— Alprazolam-Metanol
1,8 —— Alprazolam-Votka 2,0 4 ( ) —— Alprazolam-Votka
1,6 4 — Votka 1,8 4 — Votka
1,4 1,6 1
§ 1,24 < 1,4 4
.g 1,0 E 1,2 4
2 2 404
§ 0,8 - s
< g6 2 %%
0,6
0,4 04]
0.2 0,2
0,0 - 0,0 ] N
'012 T T T T 1 '012 T T T T 1
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)
24
2,2 (C) —— Alprazolam-Metanol
2.0 —— Alprazolam-Votka
18 —— Votka
g 1,6
> 1,4
g 1,2
E 1,0
< 08
0,6
0,4
0.2 M
0,0
'0;2 T T T T T 1
200 300 400 500 600 700

Dalgaboyu (nm)

Sekil 6. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve votkada (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve (¢)
300 pg/mL derisimlerindeki absorpsiyon spektrumlari.
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Sekil 6’da ALP’nin votkadaki UV-Gor absorpsiyon spektrumlart {i¢ farkli derisimde
referans ¢dzelti absorpsiyonlari ile karsilastirmali olarak sunulmustur. Ug farkli derisimde
de 210-325 nm arasinda yer alan kuvvetli bir absorpsiyon bandi gézlenmis, bu bandin
spektral sekli ve maksimumu iki ¢ozeltide biiyiik dlgiide benzerlik gostermistir. Ozellikle
artan derisimle birlikte absorpsiyon siddetinde belirgin bir artis gozlenmis, bu artig
metanol ve votka ortamlarinda paralel sekilde gerceklesmistir. Her iki ¢ozelti sisteminde
500-550 nm ve 570-660 nm bdlgelerinde diisiik siddetli absorpsiyonlar da dikkat
cekmekte olup, bunlar daha ¢ok yiiksek derisimlerde goriiniir hale gelmistir. Spektrumlar
arasindaki genel benzerlik, ALP’nin elektronik gegcislerinin her iki ¢oziiciide de benzer

davranig gosterdigini ve ¢oziicii matrisinin spektral profile anlamli bir etki yapmadigini

distindiirmektedir.
0,08 —— Alprazolam-Metanol 0,08 4 b —— Alprazolam-Metanol
(a) —— Alprazolam-Votka 0.06 ( ) —— Alprazolam-Votka
0,06 4 —— Votka e —— Votka
,04 -
0,04 0.0
< c
o o 0,02
20,02 2
s g 000 . . — = |
2 0,00 T 7 e 5 - 3 200 300 400 500 600 700
< 200 30 400 500 600 700 < -0,02 4
0021 0,04
-0,04 0,06 -
-0,06 - -0,08 - Dalgaboyu (nm)
Dalgaboyu (nm)
0,08
0.06 (c) —— Alprazolam-Metanol
0 —— Alprazolam-Votka
0,04 —— Votka

Absorpsiyon
o
[=}
N
1

Dalgaboyu (nm)

Sekil 7. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve votkada (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve (¢)
300 pg/mL derisimlerindeki birinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 7 ALP tabletin referans ¢ozelti ve votka igerisindeki birinci dereceden absorpsiyon
spektrumlarini gostermektedir. Birinci tiirev spektrumlarinda da absorpsiyon bantlar
genel anlamda benzerligini korumus, bunun yani sira referans ¢ozeltisi ve votka
icerisindeki Ol¢iimlerde ozellikle 210-325 nm boélgesindeki sifirinct derece absorpsiyon

spektrumlarinda gozlenmeyen kiiciik spektral farkliliklar ortaya ¢ikmustir. Sifirinct
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dereceden spektrumlarda daha diisiik siddette gozlenen 500-550 nm ve 570—-660 nm
araliklarindaki absorpsiyon bantlarinin tiirev spektrumlarinda daha belirgin hale geldigi
gdzlenmistir. Orneklerde derisimin artis1 ile paralel absorpsiyon siddetlerinde de artis
gbzlenmistir. Her li¢ derisimde de spektral profil korunmus, votka icerisindeki ALP
tabletin referans ile uyumlu absorpsiyon bandi oldugu ve votkanin ALP absorpsiyonuna

bir girisim olusturmadig: goriilmiistiir.

0,006 —— Alprazolam-Metanol| 0,006 —— Alprazolam-Metanol
(a) —— Alprazolam-Votka (b) —— Alprazolam-Votka
—— Votka — Votka
0,004 0,004 4
c 0,002 K c 0,002
o ]
= >
7] 73
g 0,000 A T T e~ 1 g 0,000 T T AI‘VN —F=— 1
2 200 00 400 500 600 7o§ 200 0 400 500 600 700
< -0,002 | -0,002
-0,004 -0,004
-0,006 - -0,006 - Dalgaboyu (nm)

Dalgaboyu (nm)

0,006

(C) —— Alprazolam-Metanol
—— Alprazolam-Votka
0,003 —— Votka
0,000 - "‘VM"' \
200 0 400 500 600 700

Absorpsiyon

-0,003

-0,006

Dalgaboyu (nm)
-0,009 -

Sekil 8. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve votkada (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve (¢)
300 pg/mL derisimlerindeki ikinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

ALP tabletin referans ¢ozelti ve votka igerisindeki ikinci dereceden absorpsiyon tlirev
spektrumlar1 Sekil 8’de goriilmektedir. ikinci tiirev spektrumlarinda da absorpsiyon
bantlar1 genel anlamda benzerligini korumus, derisim artis1 ile birlikte ALP tablet-votka
spektrumu ile referans ¢ozelti spektrumu arasindaki ortiisme nispeten artmistir. 500—700
nm arasindaki absorpsiyon bantlarinin daha belirgin hale geldigi goézlenmistir. Tiim
derisimlerde spektral profil korunmus, votka igerisindeki ALP tabletin referans ile uyumlu
absorpsiyon bandi oldugu ve votkanin ALP absorpsiyonuna bir girisim olusturmadigi

gorilmiistir.
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Orneklerin iciincii ve dérdiindii dereceden tiirev spektrumlar1 da incelenmis ve ALP
tayininde kullanilabilecek spesifik bir bant icermedigi goézlenmistir. Tim igecek
orneklerinde tiglincli ve dordiincii dereceden tiirev spektrumlari ekte sunulmustur (EK-

Sekil 3-12).

4.2.2. ALP-Beyaz Sarap UV-Gor Absorpsiyon Ol¢iimleri

ALP tabletin UV-Gor bolgesindeki absorpsiyon karakteristikleri ile farkli derisim ve
coziiciilerin bu 6zellikler tizerindeki etkileri ayrintili bicimde degerlendirilmistir. Referans
cozelti, beyaz sarap icerisinde elde edilen ALP absorpsiyon spektrumlari ve beyaz saraba

ait absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 9’da goriilmektedir.

—— 450 pg/ml —— 450 pg/ml
20- (a) —— 400 pg/ml —— 400 pg/ml
’ —— 300 pg/ml —— 300 pg/ml
—— 200 pg/ml —— 200 pg/ml
100 pg/ml 100 pg/ml
e 157 50 pg/m c 50 pg/mi
s —— 25 pg/ml _g. —— 25 pg/ml
g — 12,5 ug/ml 2 —— 12,5 ug/ml
s > h9 s — 6,7 pyg/ml
o 1,04 — 6,7 pg/ml 2 ’
g £
<
0,5
0,0 4 = 1 LA
T T T T 1 L T T T T 1
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)
(C) Beyaz Sarap
2,0
c 1,51
o
>
]
g
2 1,0
-}
<
0,5+
0,0 4
T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700

Dalgaboyu (nm)

Sekil 9. ALP tabletin (a) referans ¢ozeltisinde farkli derisimlerde; (b) beyaz sarapta farkli
derisimlerdeki absorpsiyon spektrumlari ve (¢) beyaz sarabin absorpsiyon spektrumu.

Sekil 9°da ALP tabletin beyaz sarap igerisindeki farkli derisimlerde elde edilen
absorpsiyon spektrumlari referans ¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari ile karsilagtirmali
olarak sunulmustur. Sekil 9 (a)’da ALP’nin referans ¢ozeltisinde lic ayr1 absorpsiyon

bandi gozlenmistir. Bu bantlar sirasiyla 210-325 nm, 500-550 nm ve 570-660 nm
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araliklarinda yer almaktadir. Ozellikle 210-325nm araliginda yogun absorpsiyon
siddetiyle One c¢ikan bantta, derisim arttikca absorpsiyon siddetinin arttig1 ve
maksimumunda hafif kirmiziya kayma oldugu gozlenmistir. Sekil 9 (b)’de ALP’nin beyaz
sarap icerisindeki absorpsiyon spektrumlari yer almaktadir. Bu spektrumlarda 210-
400 nm ve 530-660 nm bir belirgin bant goézlenmistir. Sekil 9 (c)’de ise yalnizca beyaz
saraba ait absorpsiyon spektrumu sunulmus olup, 210400 nm aralifinda yayvan ve
belirgin bir absorpsiyon bandi mevcuttur. 210-400 nm arasindaki hem ALP 6rneklerinde
hem de ALP icermeyen beyaz sarapta absorpsiyon gozlenmistir. Referans ¢ozeltide daha
dar ve daha diisiik siddette gozlenen ALP absorpsiyonunun daha genis ve yayvan olan
beyaz sarap absorpsiyon bandi ile Ortiismekte ve beyaz sarap bandi tarafindan
kapatilmaktadir. Beyaz sarap igerisinde 210-400 nm arasinda gozlenen yiiksek siddetli
absorpsiyon bandi ALP tablet ve beyaz sarap absorpsiyonlarinin toplamindan
kaynaklanmaktadir. Buna karsilik, 530—-660 nm araligindaki ikinci bant, yalnizca ALP
iceren c¢ozeltilerde gozlendigi icin ALP’ye 0zgii absorpsiyon gegislerini yansittigi

degerlendirilmektedir.

Beyaz Sarap igerisinde ALP tablet analizlerinde daha belirgin ayrimin goézlenmeye
basladigr 100 pg/mL ile absorpsiyon maksimumunda nispeten kayma olmadigini kabul
edebilecegimiz 200 ve 300 pg/mL igeren Ornekler referans ile karsilastirilarak
absorpsiyon spektrumlar1 ve tiirev spektrumlari incelenmistir. Caligmada analizi yapilan

biitiin iceceklerde ayn1 yaklagim kullanilarak spektrumlar incelenmistir.

23
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Sekil 10. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki absorpsiyon spektrumlari.

Referans ¢ozeltide derisim arttik¢ca absorpsiyon siddetinde belirgin bir artig goriiliirken,
ALP’nin beyaz saraptaki spektrumlarinda belirgin bir artis gozlemlenmemistir. Her iki
cozeltide de 560—660 nm bolgelerinde diisiik siddetli absorpsiyon bantlar1 gézlenmekte
olup artan derisim ile absorpsiyon siddetlerinde artis gozlenmistir. Bu bolgedeki
absorpsiyon bantlar1 referans ¢ozeltide 500—700 nm arasinda ikili bant olarak gézlenirken
ALP’nin beyaz saraptaki spektrumlarinda 530-700 nm arasinda daha yayvan tekli bant

olarak gozlenmistir.
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Sekil 11. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki birinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlart.

Sekil 11, ALP tabletin referans ¢ozelti ve beyaz sarap icerisindeki absorpsiyon
spektrumlarinin birinci derece tiirev absorpsiyon spektrumlarini gdstermektedir. Birinci
tirev spektrumlarinda 210400 nm arasinda yer alan beyaz saraba ait kuvvetli bir
absorpsiyon bandi ile ALP tablet-beyaz sarap Ornegine ait absorpsiyon bandi arasinda
kiigiik sekilsel degisiklikler ve bant kaymalar1 gozlense de analitik agidan iki Ornegi
birbirinden ayirt edecek yeterlilikte degildir. Buna karsilik sifirinct  dereceden
spektrumlarda gozlenen 560700 nm araligindaki absorpsiyon bandinin artan derigimle
birlikte referans ¢ozelti ile ALP tablet-beyaz sarap orneklerinde ortlisme oraninin arttigi

gbzlenmistir.
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Sekil 12. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki ikinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

Ikinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlar1 incelendiginde ALP tablet-beyaz sarap
ornekleri ile beyaz sarap orneklerinin 200-400 nm arasindaki bdlgede ortamdaki artan
ALP orani birlikte ayrismaya basladigini gérmekteyiz. Ancak ALP tablet- beyaz sarap
ornekleri ile referans ALP ornekleri arasinda énemli bir ortligme olmadigindan bu bolge
ikinci dereceden tiirev spektrumlarinda da tayin i¢in uygun olmamaktadir. Buna karsin
560-700 nm arasinda gozlemlenen absorpsiyon bandinda ise belirgin bir Ortiisme
gozlenmis ve ALP tayini i¢in ikinci tiirev spektrumlarinda kullanilabilecegi

Ongoriilmiistiir.
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4.2.3. ALP-Roze Sarap UV-Gor Absorpsiyon Ol¢iimleri

ALP tabletin UV-Gor bolgesindeki absorpsiyon karakteristikleri ile farkli derisim ve
¢oziiciilerin bu ozellikler iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Referans ¢ozelti ve roze
sarap igerisinde elde edilen ALP absorpsiyon spektrumlari ile roze saraba ait absorpsiyon

spektrumu Sekil 13’te sunulmaktadir.
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Sekil 13. ALP tabletin (a) referans ¢ozeltisinde farkli derisimlerde; (b) roze sarapta farkli
derisimlerdeki absorpsiyon spektrumlari ve (c¢) roze sarabin absorpsiyon spektrumu.

Sekil 13 (a)’da ALP’nin referans ¢ozeltisindeki absorpsiyon degerleri goriilmektedir.
Sekil 13 (b)’de ALP’nin roze sarap igerisindeki absorpsiyon spektrumlar1 yer almaktadir
ve bu spektrumlarda 210400 nm ve 530-700 nm araliklarinda iki bant gdzlenmistir.
Sekil 13 (c)’de roze saraba ait absorpsiyon spektrumunda 210—400 nm araliginda ALP
tablet-roze sarap absorpsiyon spektrumunda bu bolgede gbzlenen bant ile ayni1 goriintiide
bir absorpsiyon bandi gozlenmistir. 530-700 nm araliginda hem ALP iceren orneklerde
absorpsiyon bandi gozlenirken roze sarabin kendisinde bu bolgede bant
gozlenmemektedir. Referans c¢ozeltideki 210-400 nm araligindaki ALP absorpsiyon

bandinin roze sarabin absorpsiyon bandina goére daha dar ve diisiik siddetli oldugu
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goriilmektedir. Bu nedenle ALP tablet-roze sarap 6rneklerinde bu bolgedeki bant sarap ve
ALP absorpsiyonunun toplamini gosterse de ALP absorpsiyonunu sarabin absorpsiyon
bandinin domine ettigi goriilmektedir. Buna karsin, yalnizca ALP iceren cozeltilerde
ortaya ¢ikan 530—660 nm araligindaki ikinci bandin, ALP tablete 6zgili karakteristik bir
gecis oldugu degerlendirilmistir.
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Sekil 14. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve roze sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 14’da ALP referans ve ALP tablet- roze sarap orneklerinin absorpsiyonlarmin 3
farkli derisimde kiyasi goriinmektedir. Referans cozeltide derisimin artisiyla birlikte
absorpsiyon siddetinde belirgin bir yiikselis gozlenirken ALP’nin roze sarap igerisindeki
spektrumlarinda benzer diizeyde bir artis izlenmemistir. Beyaz sarapta oldugu gibi roze
sarapta da 500—-660 nm araliginda diisiik siddetli absorpsiyon bandi referans absorpsiyon
bandindan farkli olarak tekli ve yayvan bir bant olarak gozlenmistir. Yine diger
iceceklerde oldugu gibi artan derisimle birlikte absorpsiyon siddetlerinde anlamli artiglar

meydana gelmistir.
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Sekil 15. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve roze sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki birinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 15, ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve roze sarap icerisindeki birinci dereceden tiirev
absorpsiyon spektrumlarimi = gostermektedir. Tirev spektrumlarinda 210-400 nm
aralifinda roze saraba ait belirgin absorpsiyon bandi ile ALP tablet-roze sarap 6rneklerine
ait bant arasinda siurl diizeyde sekilsel farkliliklar ve bant kaymalari izlenmis olsa da bu
farkliliklar analitik ayrim i¢in yeterli diizeyde degildir. Sifirinct derece spektrumlarda
560-700 nm aralifinda gozlenen absorpsiyon bandinin, artan derigimle birlikte referans
cozeltisi ile ALP tablet-roze sarap Ornekleri arasinda daha yiiksek ortlisme gosterdigi

belirlenmistir.
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Sekil 16. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve roze sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve
ng ng
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki ikinci dereceden tlirev absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 16°de sunulan ikinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari incelendiginde, ALP
tablet iceren roze sarap Ornekleri ile yalnizca roze saraba ait spektrumlarin 200—400 nm
araliginda onemli bir ayrisma gostermedigi goriilmektedir. Ayrica referans ¢ozelti ile
yeterli benzerlik de gostermedigi i¢in analitik degerlendirme acisindan yetersiz
kalmaktadir. Buna karsilik, 560-700 nm araliginda ALP tablet iceren c¢ozeltiler ile

referans ¢dzeltinin belirgin sekilde ortiistiigli gozlenmistir.

4.2.4. ALP-Maden Suyu UV-Gér Absorpsiyon Ol¢iimleri

Alprazolam’in maden suyu igerisindeki absorpsiyon karakteristikleri ve absorpsiyon
ozelliklerinin maddenin tayininde kullanilma olasilig1 incelenmistir. Sekil 17°de ALP
tabletin referans ¢ozelti ve maden suyu igerisindeki farkli derisimlerde absorpsiyon

spektrumlar1 ve maden suyunun kendi spektrumu goriilmektedir.
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Sekil 17. ALP tabletin (a) referans ¢ozeltisinde farkli derisimlerde; (b) maden suyunda
farkli derisimlerdeki absorpsiyon spektrumlari ve (¢) maden suyunun absorpsiyon
spektrumu.

Sekil 17 (a)’da goriilen referans Olglimlerin spektrumlart daha Onceki igeceklerde
kullanilan spektrumlardir. Sekil 17 (b)’de ALP tabletin maden suyu icerisindeki
spektrumlar1 gosterilmis olup, referans ¢ozeltisi ile benzer spektral 6zellikler sergilemistir.
Ozellikle 210-325 nm aralifinda kuvvetli bir absorpsiyon bandi gézlenmis, bu bandin
artan derisimle birlikte siddeti artmistir. Ayrica 500-550 nm ve 570-660 nm bolgelerinde
diisiik siddetli absorpsiyon bantlar1 da tespit edilmistir. Bu durum, ALP'nin maden suyu
ortaminda da karakteristik elektronik gecislerinin siirdiigiinii gostermektedir. Sekil 17
(c)’de maden suyuna ait absorpsiyon Ol¢limii yer almakta olup, belirgin bir absorpsiyon
band1 goriilmemistir. Elde edilen sinyal negatif bolgede oldugu i¢in daha g¢ok giiriiltii
olarak degerlendirilmistir. Maden suyunun ALP tablet absorpsiyon dl¢limlerinde etkisinin
votka ile benzer oldugu, spektral 6zelliklerinin ALP’nin absorpsiyonu tizerinde bir etkisi

olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 18. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve maden suyunda (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 18’de ALP’nin maden suyundaki UV-GoOr absorpsiyon spektrumlar1 ii¢ farkl
derisimde referans ¢ozelti absorpsiyonlar ile karsilastirmali olarak sunulmustur. ALP
tablet-maden suyu orneklerinde 210-325 nm arasinda yer alan absorpsiyon bant seklinin
ALP tablet referans ¢ozeltinin daha distk derisimli ¢ozeltilerindeki bant sekline
benzedigi goriilmektedir. Bu goriinti maden suyunun ALP absorpsiyonuna referans

¢ozelti ¢oziiciisii olan metanolden daha az bozucu etki yaptig1 izlenimini dogurmaktadir.
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Sekil 19. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve maden suyunda (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki birinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlart.

Sekil 19, ALP tabletin referans ¢6zeltisi ve maden suyu igerisindeki birinci dereceden
tiirev absorpsiyon spektrumlarini gostermektedir. Tirev spektrumlarinda genel bant
yapilart  korunmus olmakla birlikte, 210-325nm bolgesinde sifirinct  derece
spektrumlarda ayirt edilemeyen bazi spektral farkliliklar daha goriiniir hale gelmistir.
Sifirier derece spektrumlarinda oldugu gibi 500-550 nm ve 570-660 nm araliklarindaki
absorpsiyon bantlarinin tiirev spektrumlarinda da artan derisim ile daha belirgin hale
geldigi gozlenmistir. Genel olarak her ii¢ derisim diizeyinde spektral profil korunmus,
maden suyu icerisindeki ALP’nin karakteristik bantlarinin referans ¢ozelti ile tlirev

spektrumunda da ortiistiigii goriilmektedir.
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Sekil 20. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve maden suyunda (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki ikinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

Ikinci dereceden tiirev spektrumlarinda 210-400 nm araligindaki absorpsiyon bantlarinda

farlilik oram1 artmis 500-660 nm araligindaki bantlarda ise tam Ortlisme gozlenmistir

(Sekil 20).

Ucgiincii dereceden absorpsiyon tiirev spektrumlarinda da ikinci derece ile benzer sonug
elde edilmistir. ALP tablet- maden suyu ornek olctimleri ile referans ¢ozelti Slgiimleri
arasinda 200-400 nm araligindaki bantlarda farklilasma orani artarken 500-700 nm

arasinda tam Ortiisme goriilmektedir.

4.2.5. ALP-Gazoz UV-Gor Absorpsiyon Olciimleri

Alprazolamin UV-Gor absorpsiyonunun gazoz igerisindeki karakteristikleri ve madde
derisiminin bu karakteristiklere etkisi incelendi. Sekil 21°te referans ¢ozelti ve gazoz
igerisinde elde edilen ALP’ye ait UV-Gor absorpsiyon spektrumlari ile birlikte gazozun

absorpsiyon spektrumu goriilmektedir.
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Sekil 21. ALP tabletin (a) referans ¢ozeltisinde farkli derisimlerde; (b) gazozda farkli
derigimlerdeki absorpsiyon spektrumlari ve (¢) gazozun absorpsiyon spektrumu.

Sekil 21 (a)’da ALP tabletin diger icecek analizlerinde oldugu gibi referans ¢ozeltisi
icerisinde elde edilen absorpsiyon spektrumlari yer almaktadir. Sekil 21 (b)’de ALP
tabletin gazoz icerisinde elde edilen spektrumlari yer almakta olup, 210-325 nm
araliginda diisiik derisimlerde ikili bant goézlenirken derisim arttikca tekli banda
doniismektedir. Referans c¢ozeltide ikili absorpsiyon bandi gozlenen 500-700 nm
araligindaki bolgede yayvan tekli bir bant gozlenmektedir. Sekil 21 (c) goriilen gazoza ait
absorpsiyon spektrumunda ALP tablet-gazoz 6rnegi ile hemen hemen aymi goriinen ikili
belirgin bir absorpsiyon band1 goriilmektedir. Sifirinct  dereceden absorpsiyon
Ol¢iimlerinde diisiik derisimlerde Orneklerin absorpsiyon karakteristiginde gazozun
absorpsiyon Ozelliklerinin ortami domine ettigi, yiiksek derisimlerde ise ALP tablet

absorpsiyon band1 goriiniimiiniin baskin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 22. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve gazozda (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve
(¢) 300 pg/mL derigimlerindeki absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 22°de ALP’nin gazozdaki UV-Gor absorpsiyon spektrumlar ii¢ farkli derisimde
referans ¢ozelti ile karsilastirmasi goriilmektedir. ALP tablet-gazoz 6rneklerinde 210-325
nm arasinda yer alan absorpsiyon bant seklinin ALP tablet referans ¢ozeltinin bant sekline
benzedigi goriilmektedir. Bu goriintii gazozun ALP absorpsiyonuna referans c¢ozelti

¢oziiciisli olan metanolden daha az bozucu etki yaptig1 izlenimini dogurmaktadir.
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Sekil 23. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve gazozda (a) 100 ug/mL, (b) 200 pg/mL ve (c)
300 pg/mL derisimlerindeki birinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 23’de, ALP tabletin referans ¢ozeltisi ile gazoz ortamindaki birinci derece tiirev
absorpsiyon spektrumlari ii¢ farkli derisimde karsilagtirmali olarak goriilmektedir. 210—
325 nm araliginda her iki ortamda da genel spektral yapinin korundugu, ancak bazi kiigiik
bigimsel farkliliklarin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Ayrica sifirinci derece spektrumlarda
goriilen 560—-660 nm bolgesindeki bantlarn, tiirev spektrumlarda daha belirgin bir sekilde
ortaya ciktig1 gozlenmektedir.
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Sekil 24. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve gazozda (a) 100 ug/mL, (b) 200 pg/mL ve (c)
300 pg/mL derisimlerindeki ikinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 24, ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve gazoz igerisindeki ikinci derece tiirev

absorpsiyon spektrumlarmi gostermektedir. Tiirev spektrumlarinda genel bant yapilari

korunmus olmakla birlikte, 210-325 nm ve 560-700 nm boélgelerindeki bazi spektral

farkliliklar daha belirgin hale gelmistir. Genel olarak her {i¢ derisim diizeyinde spektral

profil korunmus, gazoz igerisindeki ALP’nin karakteristik bantlarinin referans ¢ozelti ile

bliyiik dlgiide ortlistiigii gozlenmistir.

4.2.6. LORA-Votka UV-Gor Absorpsiyon Ol¢iimleri

LORA tabletin UV-Go0r absorpsiyonu hem referans ¢ozeltide hem de votka iginde farkl

derisimlerde incelenmistir. Sekil 25°te, referans c¢ozelti ile votka ortaminda elde edilen

LORA absorpsiyon spektrumlart ve votkaya 0zgii spektrum karsilagtirmali olarak

gosterilmektedir.
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Sekil 25. LORA tabletin (a) referans ¢ozeltisinde farkli derisimlerde; (b) votkada farkl
derisimlerdeki absorpsiyon spektrumlar1 ve (c¢) votkanin absorpsiyon spektrumu.

Sekil 25 (a)’da LORA tabletin referans ¢ozeltisinde elde edilen absorpsiyon spektrumlari
sunulmustur. Tiim LORA tablet iceren igecek analizlerinde karsilastirma amaciyla bu
referans ¢ozeltisine ait spektrumlar esas alinmistir. Referans olgiimlerde 6zellikle 210—
400 nm araliginda iki belirgin absorpsiyon bandi gozlenmis olup, bu bantlar spektral
profilleri ve maksimum dalga boylar1 agisindan karakteristik ozellikler tasimaktadir.
Derigimin artisiyla birlikte, 300 nm’den sonra goézlenen bant siddetinde 200-300 nm
arasinda gozlenen banda gore daha yiiksek oranda artis olmustur. Yiiksek derisimlerde
bant siddetleri yaklasik ayni seviyede gozlenmektedir. Sekil 25 (b)’de, ayni tabletin votka
icerisindeki absorpsiyon spektrumlari yer almakta olup, referans ¢ozelti ile benzer sekilde
210-400 nm araliginda ikili absorpsiyon bandi gozlenmistir. Bu durum, LORA tabletin
votka ortamindaki elektronik gecislerinin referans ¢ozelti ile benzer 6zellikler tasidigini
gostermektedir. Sekil 25 (c)’de votkaya ait absorpsiyon spektrumu gosterilmis olup, bu
spektrumda belirgin bir absorpsiyon bandi saptanmamuistir. Elde edilen sinyal genel olarak
diisiik siddetli ve negatif bolgede yer almakta, bu nedenle spektral olarak anlamli bir etki

tasimadig1 ve daha ¢ok giiriiltii niteliginde oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum, votkanin
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LORA tabletin UV-Go6r absorpsiyon karakteristikleri iizerinde girisim olusturmadigini

gostermektedir.

1,8

Absorpsiyon

(a)

Lorazepam-Metanol
Lorazepam-Votka
Votka

200

T
300

T T 1
350 400 450

Dalgaboyu (nm)

Absorpsiyon

2,0

Absorpsiyon

(c)

2,04

0,5

0,0

—— Lorazepam-Metanol
(b) —— Lorazepam-Votka
—— Votka
T T T 1
200 250 300 400 450
Dalgaboyu (nm)
—— Lorazepam-Metanol
—— Lorazepam-Votka
—— Votka

T T
200 250 300

T T 1
350 400 450

Dalgaboyu (nm)

Sekil 26. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve votkada (a) 100 pg/mL, (b) 200 ng/mL ve

(c) 300 pg/mL derisimlerindeki absorpsiyon spektrumlari.

LORA tabletin 100, 200 ve 300 pg/mL derisimlerinde referans ¢ozelti ile votka

icerisindeki UV-GoOr absorpsiyon spektrumlart Sekil 26’da karsilagtirmali  olarak

sunulmustur. Her iki ¢ozeltide de 230-400 nm araliginda yer alan karakteristik iki

absorpsiyon bandimin korundugu ve spektral sekillerin biiyiik Ol¢lide Ortiligtiigii

gdzlenmistir.
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Sekil 27. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve votkada (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki birinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.
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absorpsiyonuna anlamli bir girisim olusturmadigi gozlenmistir.

Sekil 27°de referans ve votka ortaminda hazirlanan LORA tablet ¢Ozeltilerinin birinci
derece tiirev spektrumlari yer almaktadir. Bu spektrumlarda genel bant benzerligi

korunmus, votka Ornekleri ve referans arasinda. Ayni sekilde votkanin LORA
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Sekil 28. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve votkada (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki ikinci dereceden tlirev absorpsiyon spektrumlari.

LORA tabletin referans ¢ozelti ve votka igerisindeki ikinci derece tiirev absorpsiyon

spektrumlart Sekil 28°de gosterilmektedir. Tiirev spektrumlarda, 6zellikle 210—-400 nm

araliginda spektral profil genel olarak korunmus olup, birinci tiirev spektrumlarinda

oldugu gibi drnekler ve referans arasinda tam Ortlisme gozlenmistir.

Orneklerin iiciincii ve dordiindii dereceden tiirev spektrumlar1 da incelenmis ve LORA

tayininde kullanilabilecek spesifik bir bant icermedigi gozlenmistir. Tim igecek

orneklerinde ii¢lincii ve dordiincli dereceden tiirev spektrumlar ekte sunulmustur (EK-

Sekil 13-22).

4.2.7. LORA-Beyaz Sarap UV-Gor Absorpsiyon Ol¢iimleri

LORA tabletin farkli derisimlerdeki UV-Gor absorpsiyon spektrumlari, referans ¢ozeltisi

ve beyaz sarap ile karsilastirmali olarak Sekil 29°da sunulmustur.
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Sekil 29.LORA tabletin (a) referans ¢ozeltisinde farkli derisimlerde; (b) beyaz sarapta
farkli derisimlerdeki absorpsiyon spektrumlari ve (¢) beyaz sarabin absorpsiyon
spektrumu.

Sekil 29 (a)’da LORA tabletin diger icecek analizlerinde oldugu gibi referans ¢ozeltisi
icerisinde elde edilen absorpsiyon spektrumlart yer almaktadir. Sekil 29 (b)’de, beyaz
sarap igerisinde farkli derisimlerde hazirlanmis LORA ¢ozeltilerine ait UV-Gor
absorpsiyon spektrumlart goriilmektedir. Bu spektrumlarda 230-400 nm araliginda yer
alan ve tim derisimlerde ortak bi¢imde izlenen yayvan bir absorpsiyon bandi
gozlenmistir. Beyaz sarabin kendine ait absorpsiyon sinyalinin de bu aralikta baskin
oldugu dikkate alindiginda, LORA’ya ait absorpsiyonun beyaz sarap tarafindan
kapatildigi ve bu durumun analitik ayrimi1 engelleyebilecegi diisiiniilmektedir. Sekil 29
(c)’de yalnizca beyaz saraba ait absorpsiyon spektrumu sunulmus olup, 210—-400 nm
araliginda yayvan ve yiiksek siddetli bir bant gozlenmektedir. Bu bolgedeki absorpsiyon
hem LORA igeren hem de icermeyen Orneklerde ortak olarak izlenmis ve LORA’ya ait
absorpsiyon beyaz sarabin yayvan spektral bandi ile 6rtlismiistiir.

43



3,0 q —— Lorazepam-Metanol 30+ (b) —— Lorazepam-Metanol
(a) —— Lorazepam-Beyaz Sarap ’ —— Lorazepam-Beyaz Sarap
271 —— Beyaz Sarap —— Beyaz Sarap
2,4 2,5
2,1
3 2,0
3 18 g
2 ]
5 1,54 £ 15
7]
< 1.2 2
0,9 1,0 4
0,6
0,5
0,3
030 T T T T 1 0,0 T T T T 1
200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)
3,0 1 (c)
—— Lorazepam-Metanol
—— Lorazepam-Beyaz Sarap
2,5 —— Beyaz Sarap
e 2,0
o
2
g
5 151
[
-
<
1,0
0,5
0,0 T T T T 1
200 250 300 350 400 450

Dalgaboyu (nm)

Sekil 30. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL

ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki absorpsiyon spektrumlari.

LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarap igerisindeki 3 farkli derisimde UV-Gor

absorpsiyon spektrumlari Sekil 30'da karsilastirilmali olarak goriilmektedir. Her iki

ortamda da 210—400 nm araliginda genis ve yayvan bir absorpsiyon bandi izlenmistir.

Ancak beyaz sarap igerisindeki spektrumda bu bandin daha yayvan ve tekli yapida

olustugu, bu yoniiyle referans ¢ozeltiden belirgin bicimde ayristig1 gézlenmistir.
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Sekil 31. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki birinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlart.

Sekil 31, LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarap igerisindeki birinci dereceden

absorpsiyon tiirev spektrumlarini géstermektedir. 210—400 nm araliginda, beyaz saraba ait

yayvan absorpsiyon bandi ile LORA tabletin beyaz sarap Orneklerindeki spektrumlari

arasmda sinirh diizeyde bant kaymalar1 ve sekilsel farkliliklar izlenmistir. Ornekler ve

referans arasinda Ortlisme tayin niteliginde bir Ortlisme gézlenmemistir. Ancak gozlenen

bu spektral degisimler, analitik diizeyde ayirt edici nitelikte degerlendirilememektedir.

45




0,010 -

0,005

0,000

Absorpsiyon

-0,005

-0,010 -
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ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki ikinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarap icerisindeki ikinci derece tiirev UV-Gor

absorpsiyon spektrumlart Sekil 32'de gosterilmektedir. Beyaz sarap ornekleri ile LORA

igceren beyaz sarap

bulunmakta ancak referans ile Ortiisme bulunmamaktadir. Bu farkliliklar LORA tabletin

spektrumlar1 arasinda belirli bolgelerde spektral Ortiismeler

tayini acisindan yeterli analitik ayrim saglayamamaktadir.

4.2.8. LORA-Roze Sarap UV-Gér Absorpsiyon Ol¢iimleri

LORA tabletin farkli derisimlerdeki UV-Gor absorpsiyon spektrumlari, referans ¢ozeltisi

ve roze sarap ile karsilastirmali olarak Sekil 33°te sunulmustur.
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Sekil 33. LORA tabletin (a) referans ¢ozeltisinde farkli derisimlerde; (b) roze sarapta
farklh derisimlerdeki absorpsiyon spektrumlari ve (c) roze sarabin absorpsiyon spektrumu.
Sekil 33 (a)’da, LORA’nin metanol igerisindeki referans ¢ozeltisine ait absorpsiyon
spektrumlart yer almaktadir. Roze sarapta hazirlanmigs LORA tabletin farkhi
derisimlerdeki ¢ozeltilere ait spektrumlart Sekil 33 (b)’de sunulmustur. Beyaz sarap
orneginde oldugu gibi roze sarapta da yayvan absorpsiyon bantlart gézlenmistir. Ayni
spektral aralikta roze sarabin da absorpsiyon verdigi géz oniinde bulunduruldugunda,
LORA’nin absorpsiyon bandinin roze sarabin absorpsiyon bandi ile ¢akisabilecegi ve
bunun analitik ayrim1 engelleyecegi degerlendirilmektedir. Sekil 33 (c)’de yalnizca roze
saraba ait spektrum yer almakta olup, 210-400 nm aralifinda giiglii ve yayvan bir bant

gbzlemlenmistir.
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Sekil 34. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve roze sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 34, LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve roze sarap igerisindeki UV-Gor absorpsiyon
spektrumlarini karsilagtirmali olarak gostermektedir. Her iki ¢ozeltide de 210400 nm
araliginda genis ve yayvan bir absorpsiyon bandi izlenmistir. Beyaz sarap Orneginde
oldugu gibi roze sarap ortaminda gozlenen spektrumda sarap absorpsiyonu LORAnin

absorpsiyon bandini kapatmastir.
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Sekil 35. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve roze sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (c¢) 300 pg/mL derisimlerindeki birinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

LORA tabletin referans c¢oOzeltisi ve roze sarap icerisindeki birinci derece tiirev
absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 35°te karsilastirmali olarak sunulmustur. 210—-400 nm
araliginda, roze saraba ait yayvan bant ile LORA igeren roze sarap spektrumlar1 arasinda
hafif bant kaymalar1 ve sinirli bicimsel degisiklikler gézlenmistir. Ancak bu varyasyonlar

analitik ayrim i¢in yeterli diizeyde degildir.
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Sekil 36. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve roze sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki ikinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 36’da, LORA tabletin referans ¢ozeltisi ile roze sarap icerisindeki ikinci dereceden

absorpsiyon tiirev spektrumlar1 goriilmektedir. Birinci tiirevde de belirtildigi gibi 210—-400

nm araliginda, roze sarap ve LORA iceren roze sarap Ornekleri arasinda belirli bolgelerde

sinirlt bant kaymalar1 ve spektral farkliliklar izlenmistir ve bu degisimlerin LORA’nin

analitik tayini i¢in yeterli ayirt edicilige sahip olmadig: diistiniilmiistiir.

4.2.9. LORA-Maden Suyu UV-Gér Absorpsiyon Ol¢iimleri

LORA tabletin farkli derisimlerdeki UV-Gor absorpsiyon spektrumlari, referans ¢ozeltisi

ve maden suyu ile karsilastirmali olarak Sekil 37°de sunulmustur.
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Sekil 37. LORA tabletin (a) referans ¢ozeltisinde farkli derisimlerde; (b) maden suyunda
farkli derisimlerdeki absorpsiyon spektrumlari ve (¢) maden suyunun absorpsiyon
spektrumu.

Sekil 37 (a)’da LORA tabletin diger icecek analizlerinde oldugu gibi referans ¢ozeltisi
icerisinde elde edilen absorpsiyon spektrumlar1 yer almaktadir. Sekil 37 (b)’de, LORA
tabletin maden suyu igerisindeki spektrumlar1 verilmistir. Bu spektrumlarda da benzer
sekilde 210400 nm araliginda ikili absorpsiyon band1 olusmustur. Ikili banttan 280-350
nm araligindaki bant goriiniimii referans ¢ozeltiye gore diisiik siddette olsa da ayni
spektral bolgede ve aym sekilsel yapiya sahiptir. Referans cozeltisiyle gosterdigi bu
benzerlik, LORA’nin maden suyu ortamindaki spektral davraniginin 6nemli 6l¢iide
degismedigini gostermektedir. Sekil 37 (c)’de yalnizca maden suyuna ait spektrum yer
almakta olup, bu spektrumda diisiik siddetli ve ¢cogunlukla negatif bolgede yer alan bir
sinyal goriilmektedir. Bu sinyalin spektral olarak anlamli bir absorpsiyon i¢ermedigi
diistiniilmektedir. Bu durum, maden suyunun LORA’nin UV-Go6r analizinde girisim

olusturmadigini gostermektedir.
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Sekil 38. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve maden suyunda (a) 100 pg/mL, (b) 200
pg/mL ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 38’de LORA tabletin 100, 200 ve 300 pg/mL derisimlerinde, referans ¢ozeltisi
ile maden suyu icerisindeki UV-Gor absorpsiyon spektrumlar1 karsilastirmali olarak
sunulmustur. Her iki c¢ozeltide de 230-400 nm araliginda karakteristik ¢iftli
absorpsiyon bandmin korundugu gézlenmistir. Ozellikle 300 pg/mL’lik derisimde,
maden suyu icerisindeki spektrumun, referans c¢ozeltiye kiyasla absorpsiyon
siddetinde bir miktar azalma gosterdigi, ancak spektral profilin genel hatlariyla ayn
kaldig1 gozlenmistir. Daha diisiik derisimlerde ise her iki ¢ozeltideki bant yapilari
ortiismektedir. Maden suyuna ait spektrumun ise 230—400 nm araliginda belirgin bir
absorpsiyon igermedigi goriilmektedir. Bu durum, maden suyunun LORA tabletin
UV-Gor absorpsiyon 0Ozellikleri iizerinde belirgin bir spektral girisime neden
olmadigin1 gostermekte ve analitik tayin agidan Orneklerin tayin edilebilecegini

gostermektedir.
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Sekil 39. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve maden suyunda (a) 100 ug/mL, (b) 200
png/mL ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki birinci dereceden tiirev absorpsiyon
spektrumlari.

LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve maden suyu igerisindeki birinci derece tiirev UV-
Gor spektrumlari karsilastirmali olarak Sekil 39°da verilmistir. Tiirev spektrumlart ile
tiim derisimlerde referans ¢ozeltisi ile maden suyu igerisindeki spektral benzerligin

devam ettigi ve oOrtlisen bant yapilarinin daha ayirt edilebilir hale geldigi gozlenmistir.
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Sekil 40. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve maden suyunda (a) 100 ug/mL, (b) 200
png/mL ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki ikinci dereceden tiirev absorpsiyon

spektrumlari.

Sekil 40°ta LORA tabletin maden suyu ve referans ¢ozeltisi igerisindeki ikinci dereceden

absorpsiyon tiirev spektrumlart sunulmustur. Spektral bant yapilarinin incelenmesi

sonucunda, tiim derisimlerde maden suyu ortamindaki spektrumlarin referans ¢ozelti ile

genel anlamda benzerlik gosterdigi gozlenmistir. Artan derigimle birlikte 6rnek ¢ozelti ile

referansin bantlar1 arasinda dalga boyu kaymalarinin olustugu goézlenmistir.

4.2.10. LORA-Gazoz UV-Gér Absorpsiyon Olgiimleri

Sekil 41°de LORA tabletin gazoz ve referans ¢ozeltisi ortamindaki ikinci derece tiirev

UV-Gor spektrumlari karsilastirmali olarak sunulmustur. Elde edilen spektrumlarda, tiim

derisimlerde gazoz orneklerinin referans ile spektral benzerlik gosterdigi izlenmistir.
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Sekil 41. LORA tabletin (a) referans ¢ozeltisinde farkli derisimlerde; (b) gazozda farkl
derisimlerdeki absorpsiyon spektrumlar1 ve (¢) gazozun absorpsiyon spektrumu.

Sekil 41(a)’da referans c¢ozeltisinde elde edilen ve karakteristik c¢ift bant yapisi
sergileyen absorpsiyon spektrumlari yer almaktadir. Sekil 41(b)’de, LORA tablet-
gazoz Orneklerinin spektrumlart goriilmektedir. Bu spektrumlarda da 210-400 nm
araliginda iki belirgin absorpsiyon band1 gézlenmis, 6zellikle 280—-350 nm bolgesinde
yer alan bant sekilsel acidan referans ¢ozeltiyle benzerlik gdstermistir. Sekil 41(c)’de

yalnizca gazoz ornegine ait spektrum sunulmakta olup ikili bant yapis1 gdzlenmistir.
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Sekil 42. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve gazozda (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 42'de sunulan spektrumlar, LORA tabletin farkli derisimlerdeki absorpsiyon
davranigini referans ¢ozeltisi ve gazoz ortaminda karsilastirmali olarak gostermektedir.
LORA tablet- gazoz spektrumlari, 6zellikle 280-350 nm aralifinda referans ¢ozeltide
gozlenen karakteristik bantlarla biiylik ol¢iide oOrtiismektedir. Ayni bolgede gazozun da
absorpsiyonu  bulunmakla beraber daha diisiik siddette oldugundan LORA
absorpsiyonunu domine etmemistir. Ancak Orneklerde Olgililen absorpsiyon degerinin
gazoz ve LORA absorpsiyonunun toplamina esit oldugunu goéz oniinde bulundurmak

onemlidir.
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Sekil 43. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve gazozda (a) 100 ug/mL, (b) 200 pg/mL ve
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki birinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

LORA tabletin 100, 200 ve 300 pg/mL derisimlerinde gazoz igerisindeki birinci
dereceden absorpsiyon tiirev spektrumlari, referans ¢ozeltisi ile karsilastirmali olarak
Sekil 43’te verilmistir. Her ii¢ derisimde de gazoz ortaminda elde edilen tiirev spektrumlar
ile referans spektrumlar arasinda belirgin spektral benzerlik gézlenmistir. Ozellikle 280—
350 nm araliginda tiirev pik konumlarinin korunmus olmasi, LORA'nin gazoz igindeki
spektral karakteristigini biiyiik ol¢lide yansittigini gostermektedir. Gazozun kendi tiirev

spektrumu ise referanstan ve drneklerden belirgin farklilagsma gostermistir.
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Sekil 44. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve gazozda (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve
() 300 pg/mL derigimlerindeki ikinci dereceden tiirev absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 44°te LORA tabletin gazoz ve referans c¢oOzelti ortamlarindaki ikinci dereceden
absorpsiyon tiirev spektrumlarini karsilastirmali sekilde verilmistir. Gazoz igerisindeki
spektrumlarin genel sekil ve bant dagilimi itibartyla referans ¢ozeltiyle benzerlik
gosterdigi gozlenmistir. Bu baglamda ikinci tiirev analizi, diisiik siddetli sinyallerin ayirt
edilmesini kolaylastirmistir. Gazoz oOrneklerinde hem birinci hem ikinci tiirev

spektrumlarinin LORA tayininde kullanilabilecegi goriilmektedir.
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4.3. Floresans Spektroskopisi Sonuglari

Floresans emisyon spektroskopisi UV- Goriiniir bolgede madde tayinleri ve madde
etkilesimleri incelemelerinde yaygin kullanilan bir spektroskopi yontemidir. Bu ¢alismada
UV-Gor absorpsiyon spektroskopisiyle birlikte benzodiazepinlerin farkli igecek
ortamlarinda  kullanilabilirligi  arastirllmistir. Aym1  zamanda floresans emisyon
spektrumlarinin tiirev spektrumlarinin da madde tayinlerinde kullanilabilme olasiligi

arastirilmastr.

4.3.1 ALP-Votka Floresans Spektroskopisi Sonu¢lari

ALP tabletin votka igerisinde farkli derisimlerde alinan floresans emisyon olgiimleri ALP
tabletin referans ¢oOzeltisinde ayni derisimdeki floresans emisyon Olclimleri ile
karsilastirilmistir. Sekil 45°te hem referans c¢ozelti floresans emisyonlart hem de votka
icerisindeki floresans emisyonlar1 goriilmektedir. Floresans emisyon karakteristiklerine
baktigimizda votkanin yaklasik 350 nm emisyon maksimumu olan tek bantli bir
emisyonu goriilmektedir. ALP tabletin ise derisimine bagli olarak floresans emisyon
spektrumunda farklilik goriilmektedir. Sekil 45°te (c) olarak adlandirilan emisyon bandi
tim derisimlerde ortak olmakla birlikte ALP tablet diisiik derisimlerde, yaklasik 25
ng/mL’ye kadar, (a) ve (c) bantlarinin oldugu bolgede, 25 pg/mL’den yiiksek derisimlerde
ise (b) ve (c) bantlarinin bulundugu boélgelerde iki banttan olusan emisyon bandina
sahiptir. Votka igerisinde hazirlanmis Orneklerin emisyon spektrumlari incelendiginde
referans ¢ozelti emisyon spektrumlari ile ayni karakteristige sahip olduklari

goriilmektedir.
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Sekil 45. ALP tabletin votka ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde floresans

spektrumu.

Sekil 46, 47, 48 ve 49°da ALP tabletin farkli derisimlerde votkada ve referans ¢ozeltide

birinci, ikinci, tiglincii ve dordiincii dereceden floresans tiirev spektrumlari goriilmektedir.

Tiirev spektrumlari incelendiginde votkanin kendisinin 375 nm’ye kadar bandi oldugu, bu

degerden sonra bandi bulunmadig1 goriilmektedir. ALP tablet-votka 6rnekleri ile referans

Olctimleri kiyaslandiginda ayni derisimlerde ayni karakteristik davranisi gosterdigi

goriilmektedir. Birinci dereceden tiirev spektrumlarina baktigimizda 450 nm’ye kadar

olan kisim uyumlu olmakla birlikte daha karmagik bir gériimdedir. 500-650 nm arasinda

goriilen bantlar incelendiginde hem 6rneklerde hem referans ¢ozeltilerde derisim artis ile

siddet artis1 gosterdikleri, sekilsel olarak tiim derisimlerde tam uyum sagladiklari

goriilmektedir.
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Sekil 46. ALP tabletin votka ve referans ¢ozelti i¢erisindeki farkli derisimlerde birinci
dereceden floresans tiirev spektrumu.
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Sekil 47. ALP tabletin votka ve referans ¢ozelti i¢erisindeki farkli derisimlerde ikinci
tiirev floresans spektrumu.

Ikinci dereceden floresans tiirev spektrumlari incelendiginde votkada ayni bant yapisi
oldugu goriilmektedir. ALP tablet-votka drnekleri ve referans dlgiimlerine baktigimizda

derisimden bagimsiz olarak bantlarda tam Ortiigme oldugu sdylenebilir.
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Sekil 48.ALP tabletin votka ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde iigiincii
dereceden floresans tiirev spektrumu.

Sekil 48 ve 49’da goriilen iglincii ve dordincii dereceden tiirev spektrumlar
incelendiginde ornekler ve referans dlgiimleri arasinda bantlarda tam 6rtiisme goriilmekle
birlikte dordiincii dereceden tiirev spektrumlarinda
degerlendirmeyi zorlastiracak derecede azalma oldugu goriilmektedir. Bu nedenle,

ALP’nin diger i¢ki ornekleriyle yapilan ¢aligmalara iliskin dordiincii tiirev spektrumlari

yalnizca Ek boliimiinde verilmistir (Ek-Sekil 23-26).
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Sekil 49. ALP tabletin votka ve referans ¢ozelti i¢erisindeki farkli derisimlerde dordiincii
dereceden floresans tiirev spektrumu.

4.3.2 ALP-Beyaz Sarap Floresans Spektroskopisi Sonug¢lar:

ALP tabletin beyaz sarap icerisinde tayini i¢in floresans emisyon spektroskopisi
kullanilma olasilig1 arastirildiginda en onemli etkenin beyaz sarabin kendi floresansi
oldugunu gozlemlendi. Sekil 50°de beyaz sarap, ALP tablet referans ve ALP tablet-Beyaz
sarap Orneklerinin farkli derisimlerde floresans emisyon spektrumlar1 goriilmektedir.
Votka analizlerinde referans c¢ozelti degerlendirmesinde belirtildigi iizere ALP tablet
madde miktarina bagl olarak iki farkli floresans spektrumu gostermektedir. Beyaz sarap
ise emisyon maksimumu yaklagik 475 nm’de yayvan bir emisyon bandina sahiptir. Beyaz
sarabin emisyon bandi yliksek derisimlerde gozlenen ALP tablet emisyon bantlarinin
ortasina diismektedir. Yayvan bir bant olmasi nedeni ile de ALP tabletin her iki emisyon

bandi ile de 6nemli oranda Ortiismektedir.
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+ + ALP-Beyaz Sarap 6,7 pg/mL
- - ALP-Beyaz Sarap 12,5
- - ALP-Beyaz Sarap 25
-+ ALP-Beyaz Sarap 50

- - ALP-Beyaz Sarap 100
- - ALP-Beyaz Sarap 200
- - ALP-Beyaz Sarap 300
- + ALP-Beyaz Sarap 400
- - ALP-Beyaz Sarap 450
—— ALP-Metanol 6,7

—— ALP-Metanol 12_5
—— ALP-Metanol 25

—— ALP-Metanol 50

—— ALP-Metanol 100
—— ALP-Metanol 200
—— ALP-Metanol 300
—— ALP-Metanol 400
—— ALP-Metanol 450

— - - Beyaz Sarap

Floresans Siddeti (a.u.)

1 B 1 B 1 B 1 B 1 B 1 B 1
350 400 450 500 550 600 650
Dalgaboyu (nm)

Sekil 50. ALP tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derigimlerde
floresans spektrumu.

Sekil 50°’de sarabin kendi emisyonu ve sarap igeren Orneklerin emisyonlart kesikli
cizgilerle gosterilmistir. ALP tablet- beyaz sarap orneklerinde ALP tabletten dnemli bir
farkla tek emisyon bandi gozlenmistir. Beyaz sarap emisyon bandi ile belirli oranda

ortiismekle beraber 6rnekler cok daha dar emisyon bantlarina sahiptir.

65



+ +ALP-Beyaz Sarap 6,7 pug/mL
+ ALP-Beyaz Sarap 12,5

+ +ALP-Beyaz Sarap 25

+ ALP-Beyaz Sarap 50

+ ALP-Beyaz Sarap 100

+ ALP-Beyaz Sarap 200

+ ' ALP-Beyaz Sarap 300

— + ALP-Beyaz Sarap 450

-~ ALP-Metanol 6,7

~——— ALP-Metanol 12_5

——— ALP-Metanol 25

——— ALP-Metanol 50

——— ALP-Metanol 100

——— ALP-Metanol 200

-~ ALP-Metanol 300

-~ ALP-Metanol 400

-~ ALP-Metanol 450

— -+ Beyaz Sarap

0,04

0,02

0,00

Floresans Siddeti (a.u.)

-0,04 Dalgaboyu (nm)

Sekil 51. ALP tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde
birinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.

ALP tablet- beyaz sarap orneklerinin birinci dereceden floresans tiirev spektrumlarina
baktigimizda analitik acidan referans Olglimlerle anlamli bir Ortlisme olmadig:

goriilmektedir.
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0,003 -
0,002 -

0,001 -

-0,002

Floresans Siddeti (a.u.)

-0,003

-0,004 -

-0,005 -

0,000

-0,001 |\

Dalgaboyu (nm)

650

+ ALP-Beyaz Sarap 6,7 pg/mL|
+ ALP-Beyaz Sarap 25

+ ALP-Beyaz Sarap 50

+ ALP-Beyaz Sarap 100
+ ALP-Beyaz Sarap 200
+ ALP-Beyaz Sarap 300
+ ALP-Beyaz Sarap 400
+ ALP-Beyaz Sarap 450
== ALP-Metanol 6,7
=== ALP-Metanol 12_5
== ALP-Metanol 25

=== ALP-Metanol 50

== ALP-Metanol 100
=== ALP-Metanol 200

== ALP-Metanol 300
=== ALP-Metanol 400
== ALP-Metanol 450

-~ - Beyaz Sarap

Sekil 52. ALP tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde

ikinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.

ALP tablet -beyaz sarap Orneklerinin ikinci dereceden floresans spektrumlari

incelendiginde, o6zellikle 300-450 nm arasinda ALP tablet - beyaz sarap Ornekleri ile

referans Ol¢limler arasinda benzerlik olugmaya basladigi ancak yine analitik agidan

anlamli bir ortiisme olmadig1 goriilmektedir.
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+ *ALP-Beyaz Sarap 6,7 pg/mL
+ ' ALP-Beyaz Sarap 12,5
+ +ALP-Beyaz Sarap 25

+ ALP-Beyaz Sarap 50

+ ALP-Beyaz Sarap 100
+  ALP-Beyaz Sarap 200
+ ALP-Beyaz Sarap 300
+ +ALP-Beyaz Sarap 400
+  ALP-Beyaz Sarap 450
-~ ALP-Metanol 6,7

——— ALP-Metanol 12_5

0,0008

0,0006

——— ALP-Metanol 25
—— ALP-Metanol 50
——— ALP-Metanol 100
—— ALP-Metanol 200
——— ALP-Metanol 300
——— ALP-Metanol 400
——— ALP-Metanol 450
— - Beyaz Sarap

0,0004

0,0002 4 §

0,0000 - e

Floresans Siddeti (a.u.)

Dalgaboyu (nm)

Sekil 53. ALP tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde
ticlincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Sekil 53’te goriilen ALP tablet-beyaz sarap orneklerinin tigiincii dereceden floresans tiirev
spektrumlar: incelendiginde de benzer bir durumun gegerli oldugu goriilmektedir. ALP
tablet- beyaz sarap ornekleri ile referans Ol¢limler arasinda analitik agidan anlamli kabul

edilebilecek bir ortiisme gozlenmedigi ifade edilebilir.

4.3.3 ALP-Roze Sarap Floresans Spektroskopisi Sonuclari

ALP tablet, roze sarap Orneklerine ait floresans karakteristikleri incelendiginde beyaz
saraba olduk¢a benzer sonuclar gozlenmistir. Sekil 54, 55, 56 ve 57°de ALP tablet roze
sarap Orneklerinin siras1 ile floresans emisyon spektrumlart ve 1. , 2. , 3. dereceden

floresans tiirev spektrumlari goriilmektedir.
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- ALP-Rose Sarap 6,7 pg/mL|
- ALP-Rose Sarap 12,5
- ALP-Rose Sarap 25

- ALP-Rose Sarap 50

- ALP-Rose Sarap 100
- ALP-Rose Sarap 200
= ALP-Rose Sarap 300
— = ALP-Rose Sarap 400
— = ALP-Rose Sarap 450
- ALP-Metanol 6,7
——— ALP-Metanol 12_5
—— ALP-Metanol 25

—— ALP-Metanol 50

——— ALP-Metanol 100
—— ALP-Metanol 200
—— ALP-Metanol 300
——— ALP-Metanol 400
——— ALP-Metanol 450

— - Rose Sarap

Floresans Siddeti (a.u.)

1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
400 450 500 550 600 650
Dalgaboyu (nm)

Sekil 54. ALP tabletin roze sarap ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
floresans spektrumu.
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= ALP-Rose Sarap 6,7 ug/mL,
= ALP-Rose Sarap 12,5
= ALP-Rose Sarap 25

= ALP-Rose Sarap 50

= ALP-Rose Sarap 100
- ALP-Rose Sarap 200
- ALP-Rose Sarap 300
= ALP-Rose Sarap 400
- ALP-Rose Sarap 450
—— ALP-Metanol 6,7
——— ALP-Metanol 12_5
~——— ALP-Metanol 25
——— ALP-Metanol 50

——— ALP-Metanol 100

—— ALP-Metanol 200
—— ALP-Metanol 300
—— ALP-Metanol 400
—— ALP-Metanol 450
— - Rose Sarap

Floresans Siddeti (a.u.)

-0,04 Dalgaboyu (nm)

Sekil 55. ALP tabletin roze sarap ve referans ¢ozelti i¢erisindeki farkli derisimlerde
birinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.

ALP tablet- roze sarap Orneklerinin birinci dereceden floresans tiirev spektrumlari
incelendiginde, 300-450 nm arasinda tam olarak Ortiigme goriinmese de benzer
karakteristige sahip bantlar oldugu goriilmektedir. Bunun yani sira burada diisiik
derisimdeki ALP tablet referans ¢ozeltilerinin farkli bir bant yapist gosterdigi

goriilmektedir.
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+ ALP-Rose Sarap 6,7 pg/mL
+ ALP-Rose Sarap 12,5
+  ALP-Rose Sarap 25
+ ALP-Rose Sarap 50
+ ALP-Rose Sarap 100
+ ALP-Rose Sarap 200
+ ALP-Rose Sarap 300
+  ALP-Rose Sarap 400
+ + ALP-Rose Sarap 450
= AL P-Metanol 6,7
= ALP-Metanol 12_5
= ALP-Metanol 25
= ALP-Metanol 50
= ALP-Metanol 100
= ALP-Metanol 200
= ALP-Metanol 300
= ALP-Metanol 400
= ALP-Metanol 450
= Rose Sarap

Floresans Siddeti (a.u.)

Dalgaboyu (nm)

Sekil 56. ALP tabletin roze sarap ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde ikinci
dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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B

— + ALP-Rose Sarap 6,7 pg/mL
0 0008 ] — : ALP-Rose Sarap 12,5
’ — + ALP-Rose Sarap 25
— + ALP-Rose Sarap 50
i — - ALP-Rose Sarap 100
— + ALP-Rose Sarap 200
0 0006 = — + ALP-Rose Sarap 300
’ — + ALP-Rose Sarap 400
—— ALP-Metanol 6,7
—_ T —— ALP-Metanol 12_5
= —— ALP-Metanol 25
——— ALP-Metanol 50
‘U. 0’0004 7 —— ALP-Metanol 100
— —— ALP-Metanol 200
= b —— ALP-Metanol 300
Q ——— ALP-Metanol 400
——— ALP-Metanol 450
g 0’0002 N i — - Rose Sarap
73 ] }
(72]
[
(1)
(2]
()
S
o
(18

Dalgaboyu (nm)

Sekil 57. ALP tabletin roze sarap ve referans ¢ozelti igcerisindeki farkli derisimlerde
ticiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.

ALP tablet-roze sarap Orneklerine ait ikinci ve lgiincii dereceden floresans tiirev
spektrumlar1 Sekil 56 ve 57°de goriilmektedir. Spektrumlar incelendiginde, 300-500 nm
dalga boyu araliginda benzer yapinin olugsmaya basladig1 ve bantlardaki 6rtlisme oraninin
arttigr gozlemlenmistir. Ancak roze sarap igerisindeki Orneklerde bant siddetlerinin
oldukea diisiik olmasi nedeniyle bu Ortligmenin analitik acidan ne dl¢lide anlamli oldugu

kesin olarak belirlenememektedir.

Bant siddetlerinin oldukc¢a diisiik olmasi nedeniyle ALP tablet-roze sarap 6rneklerine ait

dordiincii dereceden floresans tlirev spektrumlar dikkate alinmamastir.

4.3.4 ALP-Maden Suyu Floresans Spektroskopisi Sonuclari

ALP tablet- maden suyu orneklerine ait floresans emisyon spektrumlari incelendiginde,
daha Once incelenen iceceklerden farkli bir karakteristik sergilendigi belirlenmistir.
Maden suyunun yaklasik 300-550 nm dalga boyu araliginda, ALP tablet referans
coOzeltisinin yliksek derisimlerinde elde edilen bantlardan biriyle tam Grtiisen bir floresans

emisyonu bandi oldugu goézlemlenmistir. Bununla birlikte, ALP tablet- maden suyu
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ornekleri degerlendirildiginde, ALP tablet referans ¢ozeltilerinin daha uzun dalga

boyundaki, yaklasik 525-650 nm araliginda yer alan, emisyon bandiyla tam Ortiisme

gosteren bir emisyon bandinin bulundugu tespit edilmistir (Sekil 58).

Floresans Siddeti (a.u.)

- ALP-Maden Suyu 6,7 pg/mL|
- ALP-Maden Suyu 12,5
- ALP-Maden Suyu 25

+ ALP-Maden Suyu 50

+ ALP-Maden Suyu 100
- ALP-Maden Suyu 200
+ ALP-Maden Suyu 300
+ ALP-Maden Suyu 400
+ ALP-Maden Suyu 450

= ALP-Metanol 6,7
——— ALP-Metanol 12_5
- ALP-Metanol 25
—— ALP-Metanol 50
—— ALP-Metanol 100
—— ALP-Metanol 200
——— ALP-Metanol 300
——— ALP-Metanol 400
——— ALP-Metanol 450

* Maden Suyu

0,0

1 1
450 500
Dalgaboyu (nm)

T T
350 400

T
550

1
600

1
650

Sekil 58. ALP tabletin maden suyu ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde

floresans spektrumu.

Sekil 58‘de goriilen ALP tablet- maden suyu Orneklerinin birinci, ikinci ve tiglincii tiirev

spektrumlar1 incelendiginde, yalnizca uzun dalga boyunda emisyon bandina sahip

olmalar1 nedeniyle tiirev spektrumlarinin 500-650 nm dalga boyu araliginda bantlar

icerdigi goriilmektedir (Sekil 59-61). Ayrica bu bantlarin, ALP tablet referans ¢ozeltisinin

ayni dalga boyu araligindaki bantlar ile tam bir ortiisme gosterdigi belirlenmistir. Bant

siddetlerinin ¢ok diisiik olmasi nedeni ile dordiincii dereceden floresans tiirev

spektrumlar1 kullanilmamastir.
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- ALP-Maden Suyu 6,7 ug/mL
- ALP-Maden Suyu 12,5

- ALP-Maden Suyu 25

- ALP-Maden Suyu 50

- ALP-Maden Suyu 100

- ALP-Maden Suyu 200

- ALP-Maden Suyu 300

+ ALP-Maden Suyu 400

- ALP-Maden Suyu 450

—— ALP-Metanol 6,7

—— ALP-Metanol 12_5

—— ALP-Metanol 25

—— ALP-Metanol 50

—— ALP-Metanol 100

—— ALP-Metanol 200

—— ALP-Metanol 300

—— ALP-Metanol 400

—— ALP-Metanol 450

— - Maden Suyu

Floresans Siddeti (a.u.)

-0,04 Dalgaboyu (nm)

Sekil 59. ALP tabletin maden suyu ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
birinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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600

oY

Floresans Siddeti (a.u.)

+ ALP-Maden Suyu 6,7 pug/mL
+ ALP-Maden Suyu 12,5
+ ALP-Maden Suyu 25

+ ALP-Maden Suyu 50

+ ALP-Maden Suyu 100
+ ALP-Maden Suyu 200
+ ALP-Maden Suyu 300
+ ALP-Maden Suyu 400
+ ALP-Maden Suyu 450

Dalgaboyu (nm)

Sekil 60. ALP tabletin maden suyu ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde

= ALP-Metanol 6,7
-~ ALP-Metanol 12_5
—— ALP-Metanol 25
—— ALP-Metanol 50
—— ALP-Metanol 100
—— ALP-Metanol 200
—— ALP-Metanol 300
——— ALP-Metanol 400
—— ALP-Metanol 450
— + Maden Suyu

ikinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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+ ALP-Maden Suyu 6,7 pg/mL
+ ALP-Maden Suyu 12,5
+ ALP-Maden Suyu 25

+ ALP-Maden Suyu 50

- ALP-Maden Suyu 100
- ALP-Maden Suyu 200
- ALP-Maden Suyu 300
+ ALP-Maden Suyu 400
+ ALP-Maden Suyu 450
—— ALP-Metanol 6,7
—— ALP-Metanol 12_5
——— ALP-Metanol 25

—— ALP-Metanol 50

——— ALP-Metanol 100
—— ALP-Metanol 200

——— ALP-Metanol 300
——— ALP-Metanol 400
——— ALP-Metanol 450
— - - Maden Suyu

Floresans Siddeti (a.u.)

Dalgaboyu (nm)

Sekil 61. ALP tabletin maden suyu ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
ticiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.

4.3.5 ALP-Gazoz Floresans Spektroskopisi Sonug¢lari
ALP tablet- gazoz Orneklerinin floresans emisyon spektrumlari, ALP tablet referans

¢ozeltilerinin emisyon spektrumlari ile karsilastirmali olarak Sekil 62°de sunulmustur.
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- ALP-Gazoz 6,7 pg/mL|
- ALP-Gazoz 12,5

+ ALP-Gazoz 25

- ALP-Gazoz 50

- ALP-Gazoz 100

- ALP-Gazoz 200

- ALP-Gazoz 300

- ALP-Gazoz 400

+ ALP-Gazoz 450
—— ALP-Metanol 6,7
—— ALP-Metanol 12_5
—— ALP-Metanol 25
—— ALP-Metanol 50
—— ALP-Metanol 100
—— ALP-Metanol 200
—— ALP-Metanol 300
—— ALP-Metanol 400
—— ALP-Metanol 450
— - Gazoz

Floresans Siddeti (a.u.)

1 B 1 B 1 B 1 1
350 400 450 500 550 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 62. ALP tabletin gazoz ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde floresans
spektrumu.

ALP tablet- gazoz Orneklerine ait floresans emisyon spektrumlar incelendiginde, ALP
tablet referans Orneklerinin yiliksek derisimlerdeki c¢ozeltilerinin kisa dalga boyu
araliginda (300-550 nm) gdzlenen bandi ile kismen ortiisen ve sekilsel olarak biiyiik
oranda benzerlik gosteren tekli emisyon bantlar1 gozlenmistir. ALP tablet- gazoz
orneklerinin floresans emisyon spektrumlarinda uzun dalga boyu araliginda (550-650
nm) yer alan banda rastlanmamistir. Bununla birlikte, emisyon bantlarinin degisen
derisimle birlikte emisyon maksimumlarinda kayma gosterdigi gozlemlenmistir. Bu
durum, artan derisimle birlikte emisyon veren formun bir banttaki tiirden diger banttaki

tiire gegis yaptigini diisiindiirmektedir.
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— + ALP-Gazoz 6,7 pg/mL
— + ALP-Gazoz 12,5
— + ALP-Gazoz 25
— + ALP-Gazoz 50
— + ALP-Gazoz 100
0.04 — - ALP-Gazoz 200
’ — - ALP-Gazoz 300
— + ALP-Gazoz 400
— + ALP-Gazoz 450
——— ALP-Metanol 6,7
——— ALP-Metanol 12_5
— ——— ALP-Metanol 25
= —— ALP-Metanol 50
=- 0 02 = ALP-Metanol 100
© ’ —— ALP-Metanol 200
S— —— ALP-Metanol 300
per) ~—— ALP-Metanol 400
Q ——— ALP-Metanol 450
T
©
(724
* 0,00
c
©
N
()
.
2 .
L .0,02 4
-0,04 - Dalgaboyu (nm)

Sekil 63. ALP tabletin gazoz ve referans ¢ozelti i¢erisindeki farkli derisimlerde birinci
dereceden emisyon tiirev spektrumu.

ALP tablet- gazoz Orneklerine ait birinci dereceden floresans tiirev spektrumlari
incelendiginde, 300-500 nm dalga boyu araliginda kismen ortiisen bantlarin bulundugu
belirlenmistir. Ancak uzun dalga boyunda emisyon gézlenmemesi nedeniyle 500—-650 nm
dalga boyu araligindaki bantlarla dogal olarak ortiisen herhangi bir bant tespit

edilmemistir.
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* ALP-Gazoz 6,7 pg/mL

« ALP-Gazoz 12,5

+ ALP-Gazoz 25

* ALP-Gazoz 50

+ ALP-Gazoz 100

- ALP-Gazoz 200

+ ALP-Gazoz 300

* ALP-Gazoz 400

+ ALP-Gazoz 450

= ALP-Metanol 6,7

= ALP-Metanol 12_5

—— ALP-Metanol 25

—— ALP-Metanol 50

——— ALP-Metanol 100

——— ALP-Metanol 200

——— ALP-Metanol 300

i -~ ALP-Metanol 400
-~ ALP-Metanol 450

— - Gazoz

Floresans Siddeti (a.u.)

Dalgaboyu (nm)

Sekil 64. ALP tabletin gazoz ve referans ¢ozelti i¢erisindeki farkli derisimlerde ikinci
dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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- ALP-Gazoz 6,7 pg/mL
+ ALP-Gazoz 12,5

: - ALP-Gazoz 25
— + ALP-Gazoz 50
0,0006 = A = + ALP-Gazoz 100
ALP-Gazoz 200
— - ALP-Gazoz 300
— - ALP-Gazoz 400
=« ALP-Gazoz 450
= AL P-Metanol 6,7
gy 0’0004 ] ——— ALP-Metanol 12_5
=. —— ALP-Metanol 25
© —— ALP-Metanol 50
~ | —— ALP-Metanol 100
- iy —— ALP-Metanol 200
%) 0 0002 = ——— ALP-Metanol 300
© ’ I ~—— ALP-Metanol 400
© ‘ ALP-Metanol 450
w,, i -+ Gazoz
20,0000 = -
©
o 650
()
)
2 .0,0002 -
-0,0004 i
-0,0006 Dalgaboyu (nm)

Sekil 65. ALP tabletin gazoz ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derigimlerde ticiincii
dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Sekil 64 ve 65°’te sunulan ikinci ve tiglincli dereceden floresans Tiirev spektrumlarinin
incelendiginde ALP tablet- gazoz ornekleri ile referans dl¢limler arasinda 300450 nm
araligindaki bantlarda yiiksek diizeyde bir Ortlisme goriilmektedir. Bant siddetlerinin
oldukca diisiik olmas1 nedeniyle ALP tablet- gazoz 6rneklerine ait dordiincii dereceden

floresans tiirev spektrumu degerlendirmeye alinmamustir.

4.3.6 LORA-Votka Floresans Spektroskopisi Sonuclari

LORA tabletin votka ve referans ¢ozelti ortamlarinda farkli derisimlerde elde edilen
floresans ve emisyon tlirev spektrumlar1 degerlendirilmistir. LORA tablet, derisime baglh
olarak floresans emisyon spektrumunda farklilik goriilmektedir. Sekil 66’°da (b) olarak
adlandirilan emisyon bandi tiim derisimlerde ortak olmakla birlikte LORA tablet diisiik
derisimlerde, yaklasik 25 ug/mL’ye kadar (a) oldugu bolgede iki banttan olusan emisyon
bandina sahiptir. Votka yaklagik 350 nm maksimumlu bir emisyon bandma sahiptir.
LORA tablet emisyon maksimumu 400 nm civar1 olup votka emisyonu ile nitel tayini

engelleyecek bir ortiismeye sebep olmaz.
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- = LORA-Votka 6,7

- = LORA-Votka 12,5
- = LORA-Votka 25

- = LORA-Votka 50

- - LORA-Votka 100

LORA-Votka 200
(a) (b) — . - LORA-Votka 300
1,04/ — . - LORA-Votka 400

LORA-Metanol 6,7
—— LORA-Metanol 12,5
—— LORA-Metanol 25
—— LORA-Metanol 50
—— LORA-Metanol 100
—— LORA-Metanol 200
—— LORA-Metanol 300
—— LORA-Metanol 400
— — Votka

0,54

Floresans Siddeti (a.u.)

1
400 500 600
Dalgaboyu (nm)

Sekil 66. LORA tabletin votka ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
floresans spektrumu.

LORA tablet-votka ornekleri referans ol¢limler ile uyumludur. Diisiik derisimlerde hem
votka Orneklerinde hem referans Olglimlerde kisa dalga boyunda bir bant daha

goriilmekte, derisim artist ile bu bant kaybolup yalnizca 400 nm maksimumlu emisyon

gozlenmektedir.
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+ LORA-Votka 6,7

+ LORA-Votka 12,5
+ LORA-Votka 25

+ LORA-Votka 50

+ LORA-Votka 100

+ LORA-Votka 200

- LORA-Votka 300
— + LORA-Votka 400
= | ORA-Metanol 6,7
-~ | ORA-Metanol 12,5
—— LORA-Metanol 25

-~ LORA-Metanol 50

= 0,01 L ORAMetanl 200
a —
."3 0,00 I I I I — I I I—Votka
g 425 450 4 550
o
* -0,01 -
c ]
h
o -0,02 -
] ]
T
-0,03
0.04 1 Dalgaboyu (nm)
-0,05 -

Sekil 67. LORA tabletin votka ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde birinci
dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Sekil 67°de goriilen 6rneklere ve referansa ait birinci tlirev spektrumlar1 incelendiginde
50 pg/mL’ye kadar 300-400 nm araliginda g6zlenen karakteristik bantlarin hem 6rnekler
hem referans i¢in bu derisimin iizerinde farklilastig1 ve birbirleri ile uyumlu olduklar
goriilmektedir. 400 nm’den uzun dalga boyunda ise derisimden bagimsiz tiim 6l¢timlerde

ayni bant olusmustur. Votkanin bandinda ise belirgin bir farklilasma goriilmektedir.
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Sekil 68. LORA tabletin votka ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde ikinci
dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Sekil 68’de goriilen LORA tablet-votka orneklerinin ikinci dereceden floresans tiirev
spektrumlarini inceledigimizde derisime bagli bant goriintiisiinde degisimin azaldig1
ancak 300-375 nm araliginda votka band ile de ortiisme oldugu gozlenmistir. 375 nm’den
uzun dalga boylarinda ise votkaya ait bir bant olmadigi, 6rneklerin tiirev spektrumlarinin

referans tiirev spektrumlari ile tam uyum igerisimde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 69. LORA tabletin votka ve referans ¢ozelti i¢erisindeki farkli derisimlerde iigiincti
dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Sekil 69’da goriilen LORA tablet-votka drneklerinin iiciincii dereceden floresans tiirev
spektrumlar ikinci tiirev spektrumlari ile hemen hemen ayni 6zellikleri tagimaktadir. %0
pg/mL’nin {izerindeki derisimler i¢in birinci dereceden tiirev spektrumu LORA tablet-
votka ornekleri i¢in ideal goriinmektedir. Dordiincii tiirev spektrumlariin incelenmesi
sonucunda, analitik ag¢idan anlamli bir farklihik go6zlemlenmemistir. Bu nedenle,
LORAnin tiim igki orneklerine ait dordiincii tiirev spektrumlar1 yalnizca Ek boliimiinde

sunulmustur (Ek-Sekil 27-31).

4.3.7 LORA-Beyaz Sarap Floresans Spektroskopisi Sonuclar:

LORA tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti ortamlarinda farkli derisimlerde elde edilen
floresans ve emisyon tiirev spektrumlar1 degerlendirilmistir. Sekil 70°te LORA tablet-
beyaz sarap ve referans ¢ozelti ortamlarinda farkli derisimlerde elde edilen floresans

spektrumlar1 goriilmektedir.
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Sekil 70. LORA tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derigimlerde
floresans spektrumu.

LORA tablet— beyaz sarap karigimlarinin 375-600 nm araliginda floresans emisyonu
yaptig1 goriilmektedir. Beyaz sarabin kendisi ise 375—-650 nm araliginda, 500 nm emisyon
maksimumlu daha genis bir emisyon bandina sahiptir. LORA tablet beyaz sarap
icerisindeki emisyon bantlari, beyaz sarabin kendi floresansina kiyasla daha dar ve daha
kisa dalga boyu bolgesinde konumlanmigtir. Referans LORA tablet ¢ozeltilerinde ise

emisyon, 375-550 nm araliginda yogunlagmis olup, emisyon maksimumu 400 nm’dir.
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Sekil 71. LORA tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde
birinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Sekil 71°de, LORA tablet- beyaz sarap orneklerinin birinci dereceden floresans tiirev
spektrumlar1 ile referans c¢ozeltilerine ait birinci dereceden tiirev spektrumlarinin
karsilastirmasi goriilmektedir. LORA tablet- beyaz sarap 6rneklerine ait birinci dereceden
floresans tiirev spektrumlarinin analizi, referans ¢ozeltileri ile karsilastirildiginda bant
sekillerinde yiiksek derecede benzerlik, ancak absorpsiyon bantlarinin dalga boyu
konumlarinda belirgin farkliliklar ortaya koymustur. Hem LORA tablet- beyaz sarap
ornekleri kendi i¢lerinde hem de referans ¢ozeltileri kendi i¢lerinde dalga boyu konumlari
ve Ortlisme bakimindan yiiksek bir tutarlilik sergilemistir. Buna karsilik, beyaz sarap
spektrumu her iki gruptan da belirgin sekilde ayrismistir. Elde edilen bu veriler, bantlarda
tam dalga boyu ortiismesi gézlenmemesine ragmen, LORA tablet 6rneklerinin referans
cozeltileri ile yapisal olarak benzer davranis sergiledigini ve beyaz saraptan net bir
sekilde ayrildigimi gostermektedir. Bu bulgular, s6z konusu spektrumlarin nitel analiz

amaciyla potansiyel olarak kullanilabilecegini diisindiirmektedir.
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Sekil 72. LORA tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derigimlerde
ikinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.

LORA tablet- beyaz sarap orneklerinin ikinci dereceden floresans tiirev spektrumlar ile
referans cozeltilerine ait ikinci dereceden tiirev spektrumlarimin karsilagtirmas: Sekil
72°de goriilmektedir. LORA tablet- beyaz sarap orneklerinin ikinci dereceden floresans
tiirev spektrumlar1 incelendiginde, yaklasik 350 nm’ye kadar referans spektrumlar ile
herhangi bir ortiisme gozlenmemistir. Buna karsilik, 300 nm ile 470 nm arasindaki dalga
boyu araliginda bantlarda tam bir Ortligme tespit edilmistir. Beyaz sarap spektrumu
incelendiginde, yaklasik 460 nm civarinda baglayan bandin, bu dalga boyundan itibaren
LORA tablet- beyaz sarap ornekleri ile tam bir ortiisme gosterdigi belirlenmistir. Genel
degerlendirmeye bakildiginda LORA tablet tayini i¢in etkinliginin oldukg¢a sinirlt oldugu

goriinmektedir.

87



- - LORA-Beyaz Sarap 6,7
- LORA-Beyaz Sarap 12,5
- - LORA-Beyaz Sarap 25
. - - LORA-Beyaz Sarap 50
- ' LORA-Beyaz Sarap 100
0,001 0 - LORA-Beyaz Sarap 200
— - -LORA-Beyaz Sarap 300
| — - LORA-Beyaz Sarap 400
0 0008 ] —— LORA-Metanol 6,7
’ —— LORA-Metanol 12,5
1 —— LORA-Metanol 25
—— LORA-Metanol 50
0,0006 I —— LORA-Metanol 100
—— LORA-Metanol 200
—— LORA-Metanol 300

0 0004 - —— LORA-Metanol 400
’ — =—Beyaz Sarap

Floresans Siddeti (a.u.)

-0,0006 - Dalgaboyu (nm)

Sekil 73. LORA tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derigimlerde
ticiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Sekil 73’te goriilen iiglincli dereceden floresans tiirev spektrumlarinda 350 nm’den
itibaren beyaz sarap Orneklerinin bantlari ile referans 6lgtimlerin bantlar1 arasinda biiyiik
oranda Ortlisme gozlenmektedir. Bunun yami sira beyaz sarap bandi ile 6rtlisme olmasi

tayin i¢in uygun olmadigini gostermektedir.

4.3.8 LORA-Roze Sarap Floresans Spektroskopisi Sonuclar:

LORA tablet- roze sarap drneklerinin floresans emisyon spektrumlar1 ve floresans tiirev
spektrumlar1 detayli incelenerek LORA tablet tayininde kullanilma potansiyelleri

arastirilmastir.
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Sekil 74. LORA tabletin roze sarap ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde
floresans spektrumu.

Sekil 74’te, LORA tablet- roze sarap 6rneklerinin farkli derisimlerde elde edilen floresans
emisyon spektrumlari ile ayni derisimlerdeki referans cozeltilerine ait floresans emisyon
spektrumlart gosterilmektedir. LORA tablet- roze sarap 6rneklerinin floresans emisyon
spektrumlar1 incelendiginde, beyaz sarap Ornekleri ile benzer bir emisyon profili
sergiledikleri goriilmektedir. Ancak, iki spektrum arasindaki temel farklilik; roze sarabin
kendisine ait emisyon bandinin, beyaz sarabin emisyon bandina kiyasla daha dar olmasi
ve emisyon maksimumunun, LORA tablet- roze sarap Orneklerinin emisyon

maksimumuna daha yakin bir dalga boyunda konumlanmasidir.
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Sekil 75. LORA tabletin roze sarap ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
birinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.

LORA tablet- roze sarap drneklerinin birinci dereceden floresans tiirev spektrumlari ile
referans ¢ozeltilerine ait birinci dereceden tiirev spektrumlarinin karsilagtirmast Sekil
75’te goriilmektedir. LORA tablet- roze sarap orneklerinin birinci dereceden floresans
tirev spektrumlari, referans ¢ozeltilerin birinci dereceden floresans tiirev spektrumlar ile
karsilastirlldiginda; 300-425 nm aralifinda beyaz saraba kiyasla daha yiiksek oranda
ortiisme gosterdigi belirlenmistir. 400550 nm araliginda ise bant sekillerinin benzer
oldugu, ancak emisyon maksimumlarmin dalga boyu konumlarinda farklilik bulundugu
goriilmiistiir. Bantlarin sekilsel benzerlikleri ve roze sarabin kendisine ait bantlarinin
belirgin farklilik sergilemesi birlikte degerlendirildiginde, birinci dereceden tiirev

spektrumlarin nitel tayinde kullanilabilir olabilecegi 6ngoriilmektedir.
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Sekil 76. LORA tabletin roze sarap ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derigimlerde
ikinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Sekil 76°da gosterilen LORA tablet-roze sarap Orneklerinin ikinci dereceden floresans
tirev spektrumlar1 incelendiginde, 300425 nm aralifinda daha belirgin bir Ortiisme
sergiledikleri goriilmektedir. 400 nm’den itibaren ise saraba ait bantlar da goriinmeye
baslamis ve spektrumlar arasinda kismi Ortiisme olusmustur. Bu bulgular, LORA tablet
tayini i¢in kullanilabilecek en uygun bolgenin, Ozellikle yiliksek derisimlerde (50

pug/mL’ nin lizerindeki derisimler) 350-400 nm aralig1 oldugunu gostermektedir.
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Sekil 77. LORA tabletin roze sarap ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde
ticlincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Sekil 77°de goriilen LORA tablet-roze sarap Orneklerinin liclincli dereceden floresans
tirev spektrumlart incelendiginde, ikinci dereceden tiirev spektrumlarinda goézlenen

durumun burada da gegerli oldugu belirlenmistir.

4.3.9 LORA-Maden Suyu Floresans Spektroskopisi Sonug¢lar:

LORA tablet-maden suyu Orneklerinin floresans emisyon spektrumlari, ayni
derigimlerdeki referans ¢ozeltilerin floresans emisyon spektrumlar ile karsilagtirilmisgtir.
Sekil 78’de, LORA tablet-maden suyu Orneklerinin ve referans ¢ozeltilerinin floresans

emisyon spektrumlar1 karsilastirmali olarak gosterilmektedir.
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Sekil 78. LORA tabletin maden suyu ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde
floresans spektrumu.

LORA tablet-maden suyu ornekleri, referans ¢ozeltiler ve maden suyu 6rnekleri benzer
floresans emisyon bantlarina sahiptir. Maden suyu spektrumu, digerlerine kiyasla daha
genis bir emisyon bandi sergilemektedir. Bununla birlikte, diisiikk derisimli referans
cozeltilerinde 350 nm’nin altinda keskin bir bant gézlenmis olup, bu bandin giiriiltii
kaynakl1 olabilecegi diisiiniilmektedir. 50 pg/mL’nin {izerindeki derisimlerde ise bu bant

gozlenmemektedir.

Sekil 79, 80 ve 81’de, LORA tablet-maden suyu Orneklerinin referans c¢ozeltiler ile
karsilastirmali olarak birinci, ikinci ve licilincii dereceden floresans tiirev spektrumlari

gosterilmektedir.
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Sekil 79. LORA tabletin maden suyu ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derisimlerde
birinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.

LORA tablet-maden suyu 6rneklerinin birinci, ikinci ve li¢lincii dereceden floresans tiirev
spektrumlart incelendiginde, diisiik derisimli referans ¢ozelti Ol¢timleri haricinde, tim
referans ¢ozelti 6lgiimleri ile rneklerin yliksek uyum gosterdigi belirlenmistir (Sekil 79-
81). Buna karsilik, maden suyunun tiirev spektrumlart hem Orneklerden hem de
referanslardan belirgin sekilde farklihik sergilemistir. Tiirev spektrumlarinin genel
degerlendirmesi, lic spektrum tipinin de LORA tablet-maden suyu Orneklerinde tayin
amaciyla kullanilabilecegini gostermektedir. Pik siddetlerinin daha yiiksek olmasi
nedeniyle birinci dereceden tiirev spektrumunun, ayrica tayin amaciyla birinci veya ikinci

dereceden tiirev spektrumlarinin tercih edilmesinin uygun olacagi 6ngoriilmektedir.
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Sekil 80. LORA tabletin maden suyu ve referans ¢ozelti i¢erisindeki farkli derigimlerde
ikinci dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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Sekil 81. LORA tabletin maden suyu ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derigimlerde
ticlincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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4.3.10. LORA-Gazoz Floresans Spektroskopisi Sonu¢lari

LORA  tablet-gazoz  Orneklerinin  analizinde  floresans  spektroskopisinin
kullanilabilirligini aragtirmak amaciyla, Orneklerin floresans emisyon spektrumlart ve
floresans tiirev spektrumlar1 incelenmistir. Sekil 82°de LORA tablet—gazoz 6rneklerinin

ve referans ¢ozeltilerinin floresans emisyon spektrumlari goriilmektedir.

- = LORA-Gazoz 6,7
- = LORA-Gazoz 12,5
— - = LORA-Gazoz 25
— - = LORA-Gazoz 50
LORA-Gazoz 100
LORA-Gazoz 200
— - = LORA-Gazoz 300
— - = LORA-Gazoz 400
——— LORA-Metanol 6,7
——— LORA-Metanol 12,5
—— LORA-Metanol 25
—— LORA-Metanol 50
—— LORA-Metanol 100
—— LORA-Metanol 200
—— LORA-Metanol 300
—— LORA-Metanol 400
- — Gazoz

Floresans Siddeti (a.u.)

T T T T T T T T T T T T -l _I

1
300 350 400 450 500 550 600 650
Dalgaboyu (nm)

0,0

Sekil 82. LORA tabletin gazoz ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
floresans spektrumu.

LORA tablet—gazoz drneklerinin floresans emisyon spektrumlari incelendiginde, referans
cozeltiler ile tam uyumlu emisyon bantlarina sahip olduklari goriilmektedir. Gazozun
kendisine ait floresans emisyon spektrumu incelendiginde ise 300—375 nm araliginda bir

emisyon bandi sergiledigi belirlenmistir.

Sekil 83, 84 ve 85°te sirastyla LORA tablet—gazoz Orneklerinin ve bu orneklerle aym
derisimlerdeki referans ¢ozeltilerin birinci, ikinci ve iigilincii dereceden floresans tiirev

spektrumlar1 gosterilmektedir.
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' LORA-Gazoz 6,7

- ' LORA-Gazoz 12,5

- ' LORA-Gazoz 25

- LORA-Gazoz 50

- LORA-Gazoz 100

- LORA-Gazoz 200

- LORA-Gazoz 300
— ' LORA-Gazoz 400
—— LORA-Metanol 6,7
——— LORA-Metanol 12,5

—
=' ——— LORA-Metanol 25
= ——— LORA-Metanol 50
8 —— LORA-Metanol 100
- —— LORA-Metanol 200
) —— LORA-Metanol 300
T —— LORA-Metanol 400
© J
o>
o 0,000
c
©
0
g
S -0,008 -
(18
1 7
-0,016 4,7
-0,024 |

Dalgaboyu (nm)

Sekil 83. LORA tabletin gazoz ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde birinci
dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Birinci, ikinci ve iiglincli dereceden floresans tiirev spektrumlari incelendiginde, 50
pg/mL ve flzerindeki derisimlerde, ornek c¢ozeltilerin emisyon bantlari arasinda ve
referans c¢ozeltiler ile karsilagtirildiginda biiyiik oranda ortiisme gdzlenmistir. Gazoz ise
her ii¢ tiirev spektrumunda da hem Orneklerden hem de referans cozeltilerden belirgin

sekilde farkli bir davranis sergilemekte ve herhangi bir girisime neden olmamaktadir.
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S 0,001

s

% 0,000

©

j=

o 0,001 -

(2]

c

3

g 0,002

2 4

L .0,003
-0,004 -
-0,005 -

Dalgaboyu (nm)

+ LORA-Gazoz 6,7

+ LORA-Gazoz 12,5

+ LORA-Gazoz 25

- LORA-Gazoz 50

+ LORA-Gazoz 100

+ LORA-Gazoz 200

+ LORA-Gazoz 300

+ LORA-Gazoz 400
= LORA-Metanol 6,7
= LORA-Metanol 12,5,

= LORA-Metanol 25
= LORA-Metanol 50
= LORA-Metanol 100
= LORA-Metanol 200
= LORA-Metanol 300
|~ LORA-Metanol 400

Sekil 84. LORA tabletin gazoz ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde ikinci

0,000180 -

0,000135

0,000090

0,000045

0,000000

Floresans Siddeti (a.u.)

-0,000045

-0,000090 -

-0,000135 -

dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Dalgaboyu (nm)

- - LORA-Gazoz 6,7

- - LORA-Gazoz 12,5

- - LORA-Gazoz 25

- - LORA-Gazoz 50

- - LORA-Gazoz 100

- - LORA-Gazoz 200

- - LORA-Gazoz 300

- - LORA-Gazoz 400
—— LORA-Metanol 6,7
—— LORA-Metanol 12,5
—— LORA-Metanol 25
—— LORA-Metanol 50
—— LORA-Metanol 100
—— LORA-Metanol 200
—— LORA-Metanol 300
—— LORA-Metanol 400
— = Gazoz

Sekil 85. LORA tabletin gazoz ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde {igiincii

dereceden emisyon tiirev spektrumu.

Elde edilen sonuglar, 50 pg/mL {izerindeki orneklerde her ii¢ tiirev spektrumunun da

LORA tablet-gazoz Orneklerinin tayininde kullanilabilecegini gostermektedir. Bununla
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birlikte, bant siddetleri dikkate alindiginda, iigiincii dereceden tiirev spektrumunun
oldukca diisiik sinyal verdigi belirlenmistir. Bu nedenle, tayin amaciyla birinci ve ikinci

dereceden tiirev spektrumlariin kullanimi daha uygun goériinmektedir.

5. ISTATISTIKSEL ANALIZ SONUCLARI
5.1. Korelasyon Matrisi Analizi
5.1.1. Alprazolam ve I¢ceceklerin UV Spektrum Analizi

Bu calismada, farkli ALP derisimlerinde hazirlanan 6rneklerin UV- Gor spektrumlari
karsilastirilmis ve icecek, ALP-igecek ve ALP matrisleri arasindaki benzerlik diizeyleri
korelasyon katsayilar1 kullanilarak degerlendirilmistir. Ortalama korelasyon katsayilarinin
renklendirilmis olarak sunuldugu Sekil 86-90'da, her bir ALP derisiminden elde edilen
spektral verilerin birbirleriyle olan iliskisi gorsel olarak ortaya konmugstur. Spektrumlarda
da gozlenen ikili bant yapilar1 (210400 ve 500-660 nm) bu béliimde birinci ve ikinci

bolge olarak adlandirilmastir.

ALP :,_'Z:'i::':."k icecek ALP :f:,rf:;t icecek ALP Aﬁffq’:‘;k icecek  ALP Af_:':l‘;:::k icecek

UVabsorbans ~ 0.5406 0.5590 0.0546 0.5564 0.5771 0.0546 0.5742 0.6173 0.0546 0.6248 0.6659 0.0546

E  iDeTure 04419 04859 00501 _ 04822 _ 05192 00501 05083 05654  0.0501 05696 05898  0.0501
S 2.DeTirev 02996  0.3616 | 0.0145 00347 = 03883 _ 0.4247 | 0.0145  0.4231 03704 | 0.0145
% 3DeTirev 03808 05037 01287 04908 05994  0.1287  0.5650 | 0.6604 01287 | 06895 05822  0.1287
4. DerTurev 0.3838 0.5186 0.3765 0.5022 0.6254 0.3765 0.5829 0.6949 0.3765 0.6936 0.6041 0.3765
& Wabsobans 06139 | 06924 | 05696 |07097' 06248 05696 | 07134 06357 05696 | 0.6754 06115  0.5696
S 1DeTure 04261 04644 02305 _ 04885 04730 02305 05146 04594 02305 05035  0.4387  0.2305
2 2peTirey 03464 03581  0.2980 03829 03265 02980 03864 02817 02980
S a.DeTirev 04642  0.4686  0.4093  0.4920 04585 04093 04955 04766  0.4093 05406  0.4411  0.4093
- 4. DerTurev 0.4811 0.4696 0.4368 0.5036 0.4343 0.4368 0.4964 0.4736 0.4368 0.5345 0.4546 0.4368
AL WML igecek AL AEETL igecek AP JRHETL  icecek  ALP  aieiies  icecek  ALP Ao, Icecek
Wabsorbans | 0.6803 10,6896 | 0.0546 06904 00546 | 06941 06859 00546 | 0.6909  0.6832  0.0546 | 0.6894 06822  0.0546
E  iDeTire | 05873 05856  0.0501 05462 00501 05588 05120 00501 05342 04914 00501 05238  0.4854  0.0501
2 2.DeTurer 03556 0.3590 | 0.0145 03247 = 00145 03412 02784 = 00145 03098 02475 00145 02945 02395  0.0145
= 3.perTirev | 06090 | 0.6632 0.1287 05981 01287 | 06393 | 0.4593 01287 05529  0.3850  0.1287  0.5044 03682  0.1287
4. DerTiirey 0.6673  0.7188 | 0.3765 0.6645  0.3765 | 0.7031 04758  0.3765 _ 0.6104  0.3794  0.3765 05398  0.3612  0.3765
& Wabsobans | 06442 05942 05696 06139 05923 05696 06102 05899 05696 06071 05902  0.5696  0.6084  0.5884  0.5696
2 1DeTurev 04602 04282 02305  0.4363 04202 02305  0.4205 04177 = 02305  0.4157 04152 02305  0.4142 04142 02305
2 2peTire 03237 02637 02980 02732 02394 02980 02372 02334 02980 02277 02284 02980 02270 02251  0.2980
S a.DeTirev 05071 04170 04093 04209 03592  0.4093 03493 03448  0.4093 03255 03359  0.4093 03243 03251  0.4093
= aDeTirev 05322 04485 04368 04643 03569 04368 03433 03307 04368 02986 03225  0.4368 02966 03007  0.4368

Sekil 86. ALP-Votka Ol¢iimlerine ait ortalama ¢apraz korelasyon degerleri.

Alp-Votka olglimlerine dayanan analizlerde, igecek Orneklerinin, ALP iceren tiim
orneklerden diisiik korelasyon degerleri ile ayristigi goriilmiistiir. Bu bulgu, igecegin
spektral profilinin ALP eklenmesiyle belirgin sekilde degistigini gostermektedir. Buna
karsilik, farkli derisimlerdeki ALP ornekleri kendi aralarinda yiiksek korelasyon
gostermistir. Dolayisiyla hem birinci hem de ikinci bolge degerlendirmelerinde igecekler
ile ALP igeren Ornekler arasinda net bir ayrim ortaya ¢ikmig, referans ALP gruplarinin ise

homojen bir spektral davranis sergiledigi belirlenmistir.
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Ote yandan, ALP- icecek ile ALP &rneklerinin ortalama korelasyon degerlerinin, 6zellikle
ALP’nin miktarinin artmasiyla birlikte 6nemli 6l¢iide yilikselmistir. Bu bulgu, artan ALP
derisiminin UV-Gor spektrumu {izerinde daha baskin hale geldigini ve igecegin

spektrumunu ALP spektral profiline yaklastirdigini gostermektedir.

Beklendigi iizere, igecek ile referans ALP spektrumlarina ait ortalama korelasyon
katsayilar1 her iki 6rnek grubu icin de oldukca diisiiktiir. Bu durum, bu iki matrisin
kimyasal bilesimlerinin birbirinden tamamen farkli oldugunu ve UV-Go6r spektrumlarinin

da bu farklilig1 yansittigini gostermektedir.

AP STHUML igecek  ALP  LniSTL lcecek AP icecek AP MUTL  icecek

UVabsorbans  0.5408 0.6404 0.6338 0.5564 0.6376 0.6338 0.5742 0.6377 0.6338 0.6248 0.6376 0.6338

£ 1.perTurev 0.4419 05357 0.5277 _ 0.4822  0.5313 05277 0.5083 _ 0.5302 _ 0.5277  0.5696 _ 0.5305  0.5277
2 2. DerTiirev 3 | 03770  0.4231
2 3.DerTurev 05650  0.6483  0.6526  0.6595  0.6589  0.6526
4. DerTirev 105 | 05820 | 06930 0 06936 |
£ Wabsobans |10,6239 o 0.4638 0.4638 [WO7A840 06408 | o.4638 1067841 06195 = 0.4638
2 1.DerTirev 0.4261 | 0.0854 | 0.1953 01953 05146 _ 0.2161 _ 0.1953  0.5035 _ 0.2649  0.1953
o 2. DerTiirev 0.3464 0.0949  0.3346 0.3346 0.3829 0.3346 0.3864 | 0.1012 0.3346
£ 3.DerTirev 0.4642 0.4562 0.4562  0.4955 04562 05406 0.4562
T 4.DerTirev 0.4811 0.4839 0.4839  0.4964 0.4839 05345 | 0.1009 = 0.4839
ALP :::dum icecek ALP :::,iw icecek ALP ,‘w icecek ALP m:’::; icecek  ALP :f:ﬁ:’::k icecek
W absorbans | 0.6803 06338 | 0.6934 06315 06338 | 06941 06290 06338 | 0.6909 = 06259  0.6338 . 0.6894 06244  0.6338
£ 1.perTurev 0.5873 0.5277 05823 0.5200  0.5277 _ 0.5588  0.5153  0.5277 _ 0.5342 _ 0.5111 _ 0.5277 7 i i
2 2. DerTiirev 0 6 ) 03737 7 i &
2 3.perTurev 0.6090 0.6472  0.6526  0.6393  0.6312 _ 0.6526  0.5529 _ 0.6305
4. DerTirev 0.6673 0.6937 [ . 0.6674 0.6104 | 0.6743
&  Wabsoans [110/64421| 0.5356  0.4638 | 06139 | 04680 04638 | 06102 04417 04638 | 06074 | 04138 04638 | 06084 | 0.4196  0.4638
2 1.DerTirev 0.4602 _ 0.2764  0.1953 04363 _ 02877  0.1953  0.4205  0.2871  0.1953  0.4157  0.2843  0.1953 04142  0.2865  0.1953
S 2.DerTirev 0.3237 | 0.0805 03346 02732  0.1473  0.3346  0.2372  0.1391  0.3346 02277  0.335 03346  0.2270  0.1447  0.3346
e
=

3. DerTiirev 0.5071 - 0.4562 0.4299 0.1993 0.4562 0.3493 0.1851 0.4562 0.3255 0.1542 0.4562 0.3243 0.2116 0.4562

4. DerTirev 0.5322 0.4839 0.4643 0.2084 0.4839 0.3433 0.1867 0.4839 0.2986 0.1433 0.4839 0.2966 0.2554 0.4839

Sekil 87. ALP-Beyaz sarap Olgiimlerine ait ortalama ¢apraz korelasyon degerleri.
ALP-beyaz sarap Olgiimleri incelendiginde hem birinci bolge hem de ikinci bdlge
orneklerinde UV-Gor spektrumlart lizerinden elde edilen ortalama korelasyonlar, ALP’nin
matrise etkisinin derisime bagl olarak arttigini, ancak matrisin yapisal farkliliklarinin bu
etkiyi degistirdigini gostermektedir. ikinci bolge ornekleri daha diisiik derisimlerde
ayrigsma gosterirken, birinci bolge orneklerinde spektral benzerlik daha uzun siire

korunmaktadir.
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67 12,5 pg/mL 25 50 pg/mL
ALP “P::Ie':k icecek ALP AIJ'«::::‘.& icecek ALP ‘mﬁl‘::';k icecek  ALP Awfl‘v:.k icecek

Wabsorbans  0.5406 0.5557 0.5144 0.5564 0.5543 0.5144 0.5742 0.5548 0.5144 0.6248 0.5542 0.5144

€ 1DwTorew _ 04419 04561 04343 04822 04549 04343 0.5083 _ 04558 04343 0.5696 _ 0.4556 _ 0.4343
2 2. DerTarev 0.3550 0.3883 | 0.3348 0.4231 10,3334
£ 3DuTrev | 03808 05191 04194 04908 05039 04194 05650  0.5136
4.DeTirer | 03838 05551 04468 05022 05232 04468 05820  0.5425
e Wabsooans| 06139 05849 _ 05450 [N000700 05962 _o.saso [NOFISAN 0.6440
2 1.DeTorew 04261 02769 0.4885 03177 05146  0.4147
S 2.0wTorew 03464 03354 03707 03342 03829  0.3450
S 3.0eTorev 04642  0.4583 04920  0.4462 04955  0.4543
T 4DeTirer 04811 04875 05036 0.4667 04964  0.4797
ALP 100pg/ml  joecek ALP :’:‘;;AWML I k ALP 300pe/mL  jeecek sodperml  § 4s0pg/mL icecek
ALP+igecek icecek  lgece! ALP+igecek & ALP Alpsicecek  Iecek  ALP ALP+icecek ¢
Wabsobans [10.6808 | 0.5541 05144 1069341 05559 05144 |N06941N 05563  0.5144 [106900)| 05557 05144 106894 05627  0.5144
£ 1DeTorw 05873 04538 04343 0.5823 04549 04343 05588 04534 04343 0.5342 04520 04343 05238 0.4637 _ 0.4343
2 2.0eTire | 03556 0.3589 03412 - 0.3486
=2 3DuTurev _ 06090 05121 04194 | 06745 05087 04194 06393 05077 04194 05520 05154 04194 05044 05289  0.4194
4.DeTirer | 06673 | 05453  0.4468 05424  0.4468 05368 04468 06104 05520 04468 05398  0.5652  0.4468
e Wabsorbans | 0.6442 1070161 05450 06139 06189 05459 06102 05367 _ 05459 06071 04910 _ 05459  0.6084  0.4728 _ 0.5459
2 1DeTorw 04602  0.4125 0.4363  0.3505 0.4205 03184 0.4157  0.3059 04142 02946
S 2.0eTore 03237  0.3390 02732 0.2889 02372 0.2203 02277 0.1860 02270  0.1382
S 3.DeTorw 05071  0.4700 04209  0.4652 03493  0.4283 03255  0.3606 03243  0.1638
T 4DeTire 05322 04852 04643  0.4850 03433 0.4856 02986 0.4546 02966 | 0.1407

Sekil 88. ALP-Roze sarap Olgiimlerine ait ortalama ¢apraz korelasyon degetleri.
Sekil 88’de roze sarap verileri analiz edildiginde UV-Gor ve birinci tiirev spektrumlari,
derigim arttikca referans ALP giderek daha yiiksek ortalama korelasyon gostermektedir.
Ozellikle 100 pg/mL ve iizeri derisimlerde, bu korelasyonlar 0.70 degerine yaklasmakta,
bu da ALP’nin spektral etkisinin baskin hale geldigini gdstermektedir. Ayn1 drneklerde
icecege ait ortalama korelasyonlar genellikle diisiik kalmakta (¢ogu <0.35), bu da igecek
matrisinin spektral etkisinin derisimle birlikte geri planda kaldigini1 diistindiirmektedir.
Uciincii ve dordiincii tiirev spektrumlari, genel olarak daha diisiik korelasyon degerleri
sunmaktadir. Tim veriler birlikte degerlendirildiginde, ikinci bolge incelemelerinde
icecek ile olan diisiik korelasyon ortalamalarinin, bu bolgenin spektrumlarin ayriminda
kullanilabilirligini destekledigi goriilmektedir. ALP-roze sarap olgiimleri incelendiginde
hem birinci bolge hem de ikinci bolge orneklerinde UV-Gor spektrumlari tizerinden elde
edilen ortalama korelasyonlar, ALP’nin matrise etkisinin derisime bagli olarak arttigini

gostermektedir.

Ikinci bolge oOrnekleri daha diisiik derisimlerde ayrisma gosterirken, birinci bolge
orneklerinde spektral benzerlik daha uzun siire korunmaktadir. Ikinci bélgede, drneklerde
birinci bolgeye benzer bir egilim gozlenmekle birlikte, referans ALP ile elde edilen
ortalama korelasyon degerleri genellikle ilk bolgeye kiyasla daha diisiiktiir. UV absorbans
korelasyon degerleri, yiiksek derisimlerde ¢ogunlukla 0.68—0.71 araliginda seyretmistir.
Bu durum, ikinci bolgeye ait 6rnek matrislerinin spektral tepkisinin ALP’ye kars1 daha
direncli veya daha karmasik bir yapiya sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan,
icecek ile ortalama korelasyon degerlerinin oldukc¢a diisik —c¢ogu durumda 0.2’nin

altinda— kalmasi, matris karakteristiginin yiiksek degiskenlik gdsterdigini ve ALP’nin
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etkisinin ornekten ornege farklilik arz ettiini ortaya koymaktadir. Tiim veriler birlikte
degerlendirildiginde, ikinci bolge incelemelerinde igecek ile olan diisiik korelasyon

ortalamalarinin, bu bdlgenin spektrumlarin ayriminda kullanilabilirligini destekledigi

goriilmektedir.
8,7, L 12,5 pg/mL 25 pg/mL. 50 pg/mL.
AP o leee lgecek ALP  atpsigecek Igecek ALP Am':l'éauk lgecek  ap APHicecek  IgeCeK
Wabsorbans = 0.5406 05184 02864 = 05564 05338 02864 = 05742  0.5351 02864 | 06248 05452  0.2864
£ 1peTurew 04419 03006 02730 04822 03632 02730 _ 0.5083 03684 02730 _ 0.5696  0.4063 _ 0.2730
2 2.DeTure 0.0184 0.0184 0.0184 ] 0.0184
= 3.0eTirew  0.3808 ~ 0.0390 05592 04908 02309 _ 0.5592  0.5650 02098 _ 0.5592 & 03030 _ 0.5592
4.DeTirv 03838 | 00232 06419 05022 02204 | 06419 05829 02104 | 0.6419 03173 | 06419
¢ Wabsonans | 06130 MEOBAOEM o.s00 [WGF0970 06119 o.1sc0 INOFASAN 06317 | o.1ss0 [0678410 05553  0.1890
2 1.DeTure 04261 03049 00271 04885 04717 00271 05146  0.4753 00271 05035 04488  0.0271
S 2.0eTure 10,0432 00027  -0.0044 00308 00027  -0.0019  -0.0045 00027 -0.0058  0.0233  0.0027
S  3.0Tirw 04642 01832 00908 04920 03406 = 00908 04955 04106 00908 05406 03721  0.0908
4.DeTorev 04811 01911 01106 05036 03413 01106 04964 03944 01106 05345 03577 01106
450 L
ALP :m igecek ALP ,;’:'.;.“,:’;:; icecek ALP m‘;‘; icecek ALP oveimL  ligecek ALP A,,.‘if’,.’.i‘.. icecek
. 02864 | 06934 06411 02864 | 06941 06667 0.68 0.2864 [0/68: 0696401 0.2864
§ ; 02730 0.5823 02730 0.5588  0.5949 : 02730 05238 06137 02730
3 2.00Te 00184 . 00184 00682 | 01421 00184 00620 01217 00184  -0.0597 0.0184
S 3.DwTire | 06090 05078 05592 0.5592  0.6393 05592 05529 06108  0.5592  0.5044  0.5948  0.5592
4.DeTorev | 06673 05400 | 06419, 07031 06782 . 06104 06202 06419 05398 06136 06419
e  Wabsorbans | 06442 05701  0.1890 | 06139 05761  0.1890 . 06102 05676  0.1890 06071  0.5689  0.1890 . 0.6084  0.5696  0.1890
2 1.DeTire 04602  0.4361 00271 04363 0.4316 00271 _ 0.4205  0.4272 | 00271 04157 04269 00271 _ 0.4142 04253 00271
S 2.0eTurev | 00101 00190 00027 00187 00168 00027  -0.0196 0.0178 00027 -0.0198  0.0167 00027  -0.0194  -0.0167  0.0027
£ 3.DeTirew 05071 03403 = 00908 04299 03611  0.0908 03493 03485 00908 03255 03451 00908 03243 03320  0.0908
4.DeTire | 05322 02040 01106 04643 03373 01106 03433 03416 01106 02986 03341 01106 02966 03120  0.1106

Sekil 89. ALP-Maden suyu Olgiimlerine ait ortalama ¢apraz korelasyon degerleri.
Sekil 89’da ALP-Maden suyu verilerinin analizinde derisim arttikga spektral profilin
referans ALP’ye daha ¢ok yaklastigim1i ve ALP’nin spektral katkisinin baskin hale
geldigini gostermektedir. Buna kargin, igecek ile korelasyonlar genellikle diisiik
kalmaktadir (cogunlukla <0.3). Ugiincii ve dérdiincii tiirev spektrumlarinda, korelasyonlar
belirli bir seviyeye kadar ¢ikmakta ancak UV-Gor absorpsiyon ve birinci tiirev kadar

giiclii bir egilim sergilememektedir.

Ikinci bdlge 6rneklerinde benzer bir egilim s6z konusu olmakla birlikte, genel olarak
korelasyon degerleri daha dusiiktir. UV-Gor absorpsiyon ve birinci tlirev
spektrumlarinda, yiiksek derisimlerde referans ALP ile korelasyonun 0.7 civarinda sinirl
kaldig1 (6rnegin  0.68-0.72 arasi) gozlemlenmistir. Ayrica, referans ALP ile
korelasyonlarin burada da yiliksek oldugu ve matrisin kendi spektral etkisinin zayif

kalmaya devam ettigi anlagilmaktadir.
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12,5 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL.

ALP STuEmL  jcecek ALP  pipiicecek  IGECEK ALP  [iPiicecex Icecek  ALP ALPsicecek  IgeCeK

ALP+igecek

UVabsorbans  0.5406 0.6228 0.6026 0.5564 0.6379 0.5742 0.6588 0.6026 0.6248 0.6823 0.6026

E  yDeTurv _ 04419 04890 04563  0.4822  0.5140 0.5083 05605  0.4563  0.5696  0.6061 _ 0.4563
s (L REE -l i 04563
2 2paTie 03523 03360 03550 03622 0. 03883 03745 | 0.3360 | 04231  0.3905 || ]
= 3. DerTurev 0.3808 0.5222 0.4935 0.4908 0.5363 0.5650 0.5327 0.4935 0.6595 0.5558 0.4935
4.DerTrev | 03838 05275 04887 05022  0.5418 0.5829 05172  0.4887 | 06936 | 05377  0.4887
e Wabsoans | 0,6139 05995 0.2827 008700 0. 07 05989 | 02827 [Wole784" 06292 0.2827
% 1. DerTurev 0.4261 0.3284 0.1342 0.4885 0.3513 0.5146 0.4005 0.1342 0.5035 0.4196 0.1342
g 2. DerTurev 0.3464 0.3244 0.1999 0.3707 0.3252 0.3829 0.3279 0.1999 0.3864 0.3417 0.1999
S a.DeTirv 04642  0.4421 02843 04920  0.4384 04955  0.4425 02843 05406 04513  0.2843
- 4. DerTurev 0.4811 0.4679 0.3307 0.5036 0.4640 0.4964 0.4609 0.3307 0.5345 0.4703 0.3307
ALP :35:2:."« icecek ALP fmg::( icecek ALP :m::‘: icecek ALP mg::k icecek  ALP :::;:':k Igecek
Wabsorbans | 06803 0.6921 | 0.6026 | 06934 107000 0.6026 07022 o0.6026 | 06909 07013 o0.026 | 06894 07007 0.6026
E  iDeTurv _ 05873 0.6040  0.4563 05823  0.5789  0.4563 3 05717 04563 05342 05615 04563 05238 05563 0.4563
S 20eTurev | 03556 03741 | 03360 03589 | 0.3361  0.3360 03417 0.3360 3363 0.3360 03360
= 3. DerTurev 0.6090 0.5984 0.6061 0.4935 0.6393 0.6279 0.4935 0.5529 0.6154 0.4935 0.5044 0.5845 0.4935
4.DerTurev | 06673 0.6223 06414 04887 | 07031 06684  0.4887 06104 | 06740 @ 0.4887  0.5398  0.6440  0.4887
e Wabsoans (1064420 05382 02827 106139 04608 02827 06102 04305 _ 02827 06074 04111 _ 02827 |0.6084 | 0.3858 _ 0.2827
% 1. DerTurev 0.4602 0.3842 0.1342 0.4363 0.3435 0.1342 0.4205 0.3202 0.1342 0.4157 0.3010 0.1342 0.4142
g 2. DerTurev 0.3237 0.3416 0.1999 0.2732 0.3201 0.1999 0.2372 0.2759 0.1999 0.2277 0.2113 0.1999 0.2270
S aDerTuev | 05071 04449 02843 04299 04625 02843 03493 04428 02843 03255  0.4013 02843  0.3243 |

4. DerTurev 0.5322 0.4551 0.3307 0.4643 0.4794 0.3307 0.3433 0.4546 0.3307 0.2986 0.4318 0.3307 0.2966

Sekil 90. ALP-Gazoz Olgiimlerine ait ortalama ¢apraz korelasyon degerleri.
Sekil 90°da yer alan ALP-Gazoz 6l¢iimlerinin UV spektrumlarina ait ortalama korelasyon
degerleri incelendiginde; ikinci bolge verilerine gore, 6.7 pg/mL’den 50 pg/mL’ye kadar
olan derisim araliginda, UV-Go6r absorpsiyon spektrumlarinin referans ALP ve ALP-
icecek Orneklerinin diger tiim ol¢iimlere olan ortalama korelasyonu orta diizeyde olup
(agik kirmizi ve beyaz tonlar), igecegin ortalama korelasyonlar1 daha disiiktlir (mavi
tonlar). Bu durum, diisiik ve orta diizeydeki derisimlerde spektrumun hem ALP’ye hem
de matris etkisine kismen duyarli oldugunu gostermektedir. 100 pg/mL ve iizerindeki
derisimlerde, UV-Gor ve 1. tiirev spektrumlarinin referans ALP ile korelasyonlarinin
giderek arttig1 ve koyu kirmizi tonlara ulastigi goriilmektedir. Bu, ALP’nin spektral
profile baskin sekilde etki etmeye basladigint ve matrisi ikincil plana ittigini
gostermektedir. Ayni aralikta referans ALP ile korelasyonlar belirgin sekilde diisiik

kalmakta veya mavi tonlara gegcmektedir.

Ikinci boliim verileri incelendiginde, daha diisiik korelasyon degerleri gozlenmektedir.
Ozellikle UV-Gér absorpsiyon ve birinci tiirev verileri, yiiksek derisimlerde bile referans
ALP yeterince giiclii korelasyon gostermemektedir. Bu durum, ikinci boliimdeki matrisin
ilaca kars1 spektral olarak daha farkl tepki verdigini ve belki de farkli katki maddelerinin
ya da ortam kosullarmin etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle {iciincii ve dordiincii
tiirev spektrumlarinda, genel olarak korelasyon diizeylerinin diisiik kalmas1 (baskin mavi
tonlar) bu tiir tiirevlerin spektral ayrimi gii¢lestirdigini veya daha az belirgin yapilar

olusturdugunu gdstermektedir.
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5.1.2. Lorazepam ve I¢ceceklerin UV Spektrum Analizi

Lorazepam iceren orneklerin UV absorbans ve tiirev spektrumlarinin farkli derigsimlerde
seviyelerinde ii¢ farkli durum (referans LORA, LORA-Icecek karisimi ve igecek) icin
birbirleri ile olan benzerligi/farkliligi korelasyon analizi ile degerlendirilmistir. Analiz
sonucunda elde edilen ortalama korelasyon katsayilar1 renk skalasina gore
gorsellestirilmis  olup, veriler Tlzerinden derisim etkisi ve referans farkliliklar

yorumlanmstir (Sekil 91-95).

25 pg/ml

6,7 ug/ml 12,5 ug/ml 50 pg/ml
LORA LORA-igecek icecek LORA LORA-igecek icecek LORA  LORA-igecek icecek LORA LORA-igecek icecek
UV absorbans 0.4694 0.5062 0.5451 0.5493 0.5832 0.5903 0.6404 0.6362
1. Der. Tirev 0.3513 0.3762 -0.0070 0.4570 0.4565 -0.0070 0.5206 0.5233 -0.0070 0.5474 0.5468 -0.0070
2.Der. Tirev 0.3650 0.4190 0.2745 0.5258 0.5307 0.2745 0.6019 0.6067 0.2745 0.5321 0.5528 0.2745
3.Der. Tirev 0.4162 0.4919 0.4204 0.6052 0.6116 0.4204 0.6698 0.6780 0.4204 0.5085 0.5579 0.4204
4.Der.Tirev  0.4823 05710 0.5516 0.6801 0.6852 0.5516 07212 07359 | 0.5516 0.5545 06194 0.5516
100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml 400 pg/ml
LORA  LORA-igecek icecek LORA-icecek icecek LORA-igecek icecek LORA LORA-igecek icecek
UVabsorbans | 0.6786 0.6804 - 07038 07052 10.7001 0.6937 0.6877 0.6760
1. Der. Tirev 0.5607 0.5626 -0.0070 0.5712 0.5765 -0.0070 0.5606 0.5524 -0.0070 0.5402 0.5256 -0.0070
2. Der. Tirev 0.5114 0.5153 0.2745 0.4961 0.5124 0.2745 0.4736 0.4682 0.2745 0.4438 0.4431 0.2745
3. Der. Turev 0.4807 0.4957 0.4204 0.4815 0.5272 0.4204 0.4709 0.4828 0.4204 0.4337 0.4548 0.4204
4. Der. Turev 0.5060 0.5316 0.5516 0.5010 0.5826 0.5516 0.5252 0.5674 0.5516 0.4929 0.5275 0.5516

Sekil 91. LORA-Votka ol¢limlerine ait ortalama ¢apraz korelasyon degerleri.
Tiim veri tiirlerinde (6zellikle UV absorbans, birinci ve ikinci tiirev), LORA derisiminin
artmasiyla birlikte referans LORA’nin LORA-igecek oOlgiimleriyle olan ortalama
korelasyon degerlerinde belirgin bir artis gozlemlenmektedir. En yiiksek korelasyonlar,
300—400 ng/mL seviyelerinde UV absorbans (0.70-0.69) ve birinci tiirev spektrumlarinda
(0.56-0.54) elde edilmistir. Bu egilim, spektral profilin artan derisimle birlikte referans
LORA’ya daha fazla benzedigini ve LORA etkisinin baskin hale geldigini géstermektedir.

LORA-igecek olan matrislerde, ortalama korelasyon degerleri UV -Gor absorpsiyon ve
birinci tiirev igin genellikle yiiksek ve tutarlidir (&rnegin 0.68-0.70 civarinda). Ikinci,
ticlincii ve dordiincii tiirev spektrumlarinda bu korelasyonlar daha diistiktiir, ancak 4. tlirev
ozellikle bazi derisimlerde yiiksek degerler gostermektedir (6rnegin 0.73-0.74 aralig).
Icecege ait ortalama korelasyonlar negatif ya da diisiik pozitif degerdedir. Bu durum kalan
veri setlerinin (referans LORA ve LORA-icecek) icecekten sistematik olarak uzaklastigini
ve boylece LORA iceren matrislerde LORA’nin baskin ozellik gdsterdigini ortaya
koymaktadir.
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6,7 pg/ml 12,5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml

LORA LORA-icecek icecek LORA LORA-icecek icecek LORA  LORA-icecek icecek LORA LORA-icecek iqecek
UVabsorbans  0.4694 0.6533 0.6524 0.5451 0.6529 0.6524 0.5832 0.6506 0.6524 0.6404 0.6484 0.6524
1. Der. Tiirev 0.5529 0.5537 0.4570 0.5524 0.5537 0.5206 0.5509 0.5537 0.5474 0.5473 0.5537
2. Der. Tirev 0.5889 0.5896 0.5258 0.5896 0.5896 0.6019 0.5914 0.5896 0.5321 0.5851 0.5896

3.Der.Tirev | 0.4162 0.6380 0.6378 0.6052 0.6380 0.6378 0.6698 0.6435 0.6378 0.5085 0.6303 0.6378
4.Der. Tiirev 0.4823 0.7020 0.7031 0.6801 0.6983 0.7031 0. 0.7081 0.7031 0.5545 0.6940 0.7031

100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml 400 pg/ml
LORA  LORA-igecek icecek LORA LORA-igecek icecek LORA  LORA-igecek icecek LORA LORA-icecek icecek
UVabsorbans | 0.6786 0.6447 0.6524 7038 0.6403 06524 | . 06379 0.6524 0.6877 0.6393 0.6524
1. Der. Tirev 0.5607 0.5441 0.5537 0.5344 0.5537 0.5606 0.5292 0.5537 0.5402 0.5230 0.5537
2. Der. Tiirev 0.5114 0.5842 0.5896 0.5571 0.5896 0.4736 0.5329 0.5896 0.5154 0.5896
3. Der. Tiirev 0.4807 0.6378 0.4815 0.5909 0.6378 0.4709 0.5480 0.6378 0.5154 0.6378

4.Der.Tirev  0.5060 07031 05010 06535 | 07031 = 05252  0.6055 04929 05578 | 07031 |

Sekil 92. LORA-Beyaz sarap Ol¢limlerine ait ortalama ¢apraz korelasyon degerleri
LORA-beyaz sarap ol¢iimleri incelendiginde; UV absorbans verisi tiim derisimlerde her
lic matriste de benzer ortalama korelasyon degeri sunmaktadir (genellikle ~0.64—0.70
araliginda). Icecege ait ortalama korelasyonlar genellikle diger referans LORA y ada
LORA-icecek 6lciimlerine ¢ok yakindir, bu da UV spektrumunun genel profil agisindan
ayirt ediciliginin sinirlt oldugunu diisiindiirebilir. Bu durum LORA ve icecek etkisini tek

basina gii¢lii bir sekilde ayiramadigini géstermektedir.

Birinci tiirev, 6zellikle LORA-igecek karisimi verileri i¢in daha tutarli ve hafifce yiiksek
korelasyonlar saglamaktadir (0.52-0.58). Ikinci tiirevde ise bu korelasyon biraz daha
artmakta, ancak yine dl¢liim setleri arasinda ciddi bir ayrisma gozlenmemektedir. Bu iki
tirev, UV verisine kiyasla biraz daha fazla ayrim giicii sunmakla birlikte, 6zellikle
derisim artisiyla birlikte korelasyonlarin sabitlenmesi, bu tiirevlerin spektral katkiy1 sinirl

ol¢iide yansittigini gostermektedir.

6,7 ug/ml 12,5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml

LORA LORA-igecek igecek LORA LORA-igecek igecek LORA  LORA-igecek igecek LORA LORA-icecek igecek
UVabsorbans  0.4694 0.6119 0.5808 0.4694 0.6119 0.5808 0.5832 0.6113 0.5808 0.6404 0.6115 0.5808
1. Der. Tiirev 0.4842 0.4241 0.4570 0.4843 0.4241 0.5206 0.4814 0.4241 0.5474 0.4824 0.4241
2. Der. Tiirev 0.4640 0.3879 0.5258 0.4654 0.3879 0.6019 0.4607 0.3879 0.5321 0.4648 0.3879

3.Der.Tirev = 04162 04800 | 04135 06052 04845 | 04135 06698 04806 | 04135 05085 04948 | 04135
4.Der.Tirev 04823 05379 04545 | 06801 | 05456 04545 | 07212 | 05422 04545 05545 05730  0.4545

100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml 400 pg/ml
LORA  LORA-icecek i(;ecek LORA LORA-Igecek iqecek LORA LORA-icecek icecek LORA LORA-Icecek it;ecek

UV absorbans | 06786 06112 05808 | 07088 @ 06124 0.5808 06114 0.5808
1.Der.Tirev  0.5607 04810 | 0.4241 05712 04803 | 04241 05606 04799  0.4241 0.4772 0.4241
2.Der.Tirev ~ 05114  0.459 0.4961 0.4574 04736  0.4524 0.4496

3.Der.Tirev ~ 0.4807  0.4790 | 0.4135 | 0.4815 04774 | 04185 = 04709  0.4646 | 0.4135 0.4337 0.4677 0.4135
4.Der.Tirev  0.5060 0.5426 0.4545 0.5010 05407 04545 05252 0.5204 0.4545 0.4929 05244  0.4545

0.6044 0.5808

Sekil 93. LORA-Roze sarap dlciimlerine ait ortalama ¢apraz korelasyon degerleri.
LORA ve Roze sarap Ol¢limlerinde; UV absorbans degerleri tiim derisimlerde her {i¢ veri
setinde de yaklasik olarak esit ve orta-yliksek seviyede korelasyon gostermektedir (0.58—
0.70 aras1). Bu durum, UV spektrumunun hem LORA hem de icecek kaynakli genel
spektral yapiy1 birlikte yansittigin1 gostermektedir. Ancak, icecek ile olan korelasyonun

da ytiksek olmasi, UV verisinin ayirt ediciliginin sinirh olabilecegine isaret etmektedir.
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Birinci tiirev spektrumu ozellikle referans LORA’ya ait ortalama korelasyonlarda daha
yuksek degerler sunmakta (0.48—0.57 arasi) ve ayni zamanda igecek i¢in diistiik degerler
elde edilmekte oldugu icin LORA nin etkisini daha iyi yansittig1 goriilmektedir. Icecege
ait korelasyonlar genel veri setine bakildiginda goreceli olarak diisiik diizeyde kalmakta,
bu da birinci tiirev spektrumunun spektral farkliliklari daha iyi ayirt ettigini
diisiindiirmektedir. Ayrica LORA-igecek karigiminin ortalama korelasyon degerlerinin UV
absorbans olciimlerine gére daha dengeli ve oldugu sdylenebilir. Ikinci tiirev
spektrumunda ortalama korelasyon degerleri olduke¢a diistiktiir (0.38-0.46), ozellikle
icecek ile korelasyonlar ¢ok diisiiktiir. Referans LORA’ya ait korelasyonlar orta diizeyde
kalmakta olup, derisim etkisine kars1 duyarliligi diisiiktii. Uglincii tiirev spektrumu
ortalama korelasyon degerleri genellikle diisiik-orta seviyededir (0.41-0.50). Spektral
ayirt edicilik agisindan birinci tiirev kadar giliclii olmasa da ikinci tiireve gore daha
dengeli bir yapt sunmaktadir. Bu tiirevde hem referans LORA hem de LORA-igecek
benzer egilim gostermektedir. Dordiincili tiirev spektrumunda, ortalama korelasyonlar
0.45-0.52 araliginda degismekte, bu da tigiinci tiirevin biraz tistiinde ancak birinci tiirevin
altinda bir performans gdstermektedir. Derisimden bagimsiz olarak sabit kalan bu
korelasyon diizeyi, dordiincii tiirevin 6zellikle genel spektral katkiy1 degil, secici bazi

bolgeleri yansittigini diistindiirmektedir.

6,7 ug/ml 12,5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml
LORA  LORA-igecek jcecek LORA  LORA-Igecek jcecek LORA  LORA-icecek jcecek LORA  LORA-igecek jcecek
Wabsorbans 04634 oases NN osesi  osos [N oss2  oscor [EEEEN 0séod osies

1.Der. Turev 0.3513 0.3577 03414  0.4570 0.4279 03414 0.5206 0.5066 | 03414 @ 0.5474 0.5348 | 0.3414

2.Der. Turev 0.3650 0.3850 0.4840 0.5258 0.4989
3. Der. Turev 0.4162 0.4428 0.5859 0.6052 0.5805
4.Der. Turev 0.4823 0.5131 0.6562 0.6801 0.6578

0.4840 0.5321 0.5338 0.4840
0.5859 0.5085 0.5113 0.5859
0.6562 0.5545 0.5600 0.6562

100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml 400 pg/ml

LORA LORA-igecek icecek LORA LORA-igecek icecek LORA  LORA-icecek icecek LORA LORA-igecek icecek
Uvabsorbans | 06786 06705 = 02879 |0.7038 6 02879 05347 02879 | 06877 03484 02879
1. Der. Tarev 0.5607 0.5505 0.3414 0.57 0.5734 0.3414 0.5606 0.0929 0.3414 0.5402 0.0295 0.3414
2.Der. Turev 0.5114 0.5025 0.4840 0.4961 0.5034 0.4840 0.4736 0.4840 0.4438 0.4840
3.Der. Turev 0.4807 0.4809 0.5859 0.4815 0.4964 0.5859 0.4709 0.5859 0.4337 0.5859
4.Der. Turev 0.5060 0.5266 0.6562 0.5010 0.5316 0.6562 0.5252 0.6562 0.4929 0.6562

Sekil 94. LORA-Maden suyu dlglimlerine ait ortalama ¢apraz korelasyon degerleri.
UV absorbans verileri, referans LORA’da orta diizey korelasyonlar gostermektedir
(ortalama ~0.60’a yaklagsmaktadir). Ancak LORA-igecek karisimina ait ortalama
korelasyonlar biraz daha diisiiktiir (~0.50 civar1). Igecege ait korelasyon ise tiim
derisimlerde ¢ok diisiiktiir (~0.29). Bu durum, UV absorbans verisinin LORA etkisini
yansitma konusunda orta diizeyde etkili oldugunu, ancak icecekten Snemli olgiide

ayristigini gostermektedir.
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Birinci derece tiirev spektrumlarinda referans LORA’ya ait ortalama korelasyonlar
ozellikle yiiksek derisimlerde artig gostererek ~0.55-0.57 seviyelerine ulagmaktadir.
LORA-igecek karigimi ile olan korelasyonlar da benzer sekilde orta diizeyde (~0.50
civarinda) kalmaktadir. igecege ait korelasyonlar ise diger veri setlerine kiyasla biraz daha
yuksektir (~0.34), ancak belirgin bir ayrim giicli tasimamaktadir. Genel olarak birinci
tirev, UV-Gor’e kiyasla LORA’ya karsi daha duyarli bir yapiya sahiptir ve ozellikle

derisim etkisinin spektral olarak takip edilmesinde islevseldir.

6,7 pg/ml 12,5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml
LORA  LORA-iecek jcecek LORA  LORA-icecek cacek LORA  LORA-icecek gecek LORA  LORA-Igecek jcecek
Uvabsorbans  0.4694 06260 05976  0.5451 06451 05976 05832 06583 05976 06404 06726  0.5976
1. Der. Tiirev 04514 08734 0.4570 05158 078  0.5206 05665 [N0B78AM 05474 0.5892
2. Der. Tiirev 04791 . 04199 = 05258 05316 | 04199 = 06019 05792 | 04199 05321 0594 | 04199

3.Der.Tirev | 04162 = 05514 05321 06052 05713 05321 06698 05730 05321 05085 05797 05321
4.Der.Tirev ~ 04823 05851 05965 | 06801 05920 05965 | 07212 | 05673 05965 05545 06008  0.5965

100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml 400 pg/ml
LOM LOBA-!qscak igecek LORA LO!(A-!qacak igecek LORA LOM-IQCCER igecek LOR(\ Lo.ftAtlgecak igecek
UVabsorbans | 0.6786 0.7001 0.699 . 0.6877
1.Der.Tirev ~ 05607 05894 [NOGZ84M 05712 05809 [NOGZ84M 05606  0.570
2.Der. Turev 0.5114 05792 | 04199  0.4961 05228 | 04199 04736 0.4914
3.Der. Turev 0.4807 0.6060 0.5321 0.4815 0.5456 0.5321 0.4709 0.4983
4.Der. Turev 0.5060 0.6493 0.5965 0.5010 0.6289 0.5965 0.5252 0.5713

0 /'1‘

Sekil 95. LORA-Gazoz 6l¢iimlerine ait ortalama ¢apraz korelasyon degerleri.
UV-gor ve birinci derece tiirev spektrumlarinda 50-300 png/mL derisimlerinde ayrim sz
konusudur. Referans LORA’ya ait ortalama korelasyonlar 6zellikle yiiksek derigimlerde
artis gostermistir. LORA-icecek karisimi ile olan korelasyonlar yiiksektir. Icecege ait

korelasyonlar ise diisiiktiir ve belirgin bir ayrim giicii tasimaktadir.

UV-Gor verisi genel spektral yapiy1 yansitmakta basarilidir. Birinci tiirev, referans LORA
ile LORA-igecek korelasyonlarinda ve igeceklerin ayrigmasinda en etkili spektral veri

tiirli olarak 6ne ¢ikmaktadir.

5.2. Temel Bilesenler Analizi

5.2.1. Alprazolam ve I¢ceceklerin UV Spektrum Analizi
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Sekil 96. ALP’in tiim i¢ecekler ile yapilan UV spektrumlarinin birinci derece tiirev ve
ikinci bolge PCA analizi.

Sekil 96’da, UV-Gor absorpsiyon verilerinin temel bilesen analizi ve k-means kiimeleme
algoritmasi ile degerlendirilmesi sunulmustur. PCA sonuclarina gore, ilk iki ana bilesen
toplam varyansin %58,2’sini acgiklamaktadir (Diml: %40; Dim2: %18,2). Bu oran, iki
boyutlu diizlemin verideki varyansin biiylik bir kismini temsil ettigini gostermektedir.
Sekil 96 (a) 'da Olclimler, spektral benzerliklerine gore iki boyutlu diizlemde
konumlandirilmig; nokta renkleri cos® degerlerine gore renklendirilmistir. Cos* degeri
yiiksek olan bireyler (turuncuya yakin) iki bilesen diizleminde daha iyi temsil edilirken,
mor renge yakin olanlar daha zayif temsil edilmektedir. Grafik incelendiginde 6l¢timlerin
bliyiik cogunlugunun merkez etrafinda yogunlastigi, bazi dlgtimlerin (6rnegin: 3, 6, 9, 12,

15, 18, 21, 24, 27 gibi) Diml ekseninde belirgin sekilde ayristigi goriilmektedir. Bu
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Olctimler her ¢alismada igeceklerin spektrum verilerine denk gelmekte olup referans ve
LORA-igecek karisimlarindan PCA yontemi ile belirgin bir sekilde ayrilabilmektedir.
Sekil 97 (b)de PCA eksenleri iizerine uygulanan k-means kiimeleme analizi yer
almaktadir. Iki kiime belirlenmis olup, bireylerin dagilimi farkli kiimelere ayrilmustir.
Kime 1 (kirmizi) merkezde yogunlasan ve genis bir araliga yayilan Olglimleri
kapsamaktadir. Bu kiime, spektral 6zellikler bakimindan daha homojen olmayan, gesitlilik
gosteren bir grubu temsil etmektedir. Kiime 2 (mavi/yesil) daha belirgin bir yonelime
sahip olup oOzellikle pozitif Dim1 degerlerinde kiimelenmis bireyleri i¢cermektedir. Bu
bireyler muhtemelen benzer UV spektral 6zellikler gostermekte ve kimyasal igerikleri

acisindan daha benzer yapidadir.

Kiimeler arasinda goriilen ayrigsma, veri setinde belirgin gruplarin oldugunu ve érneklerin
belirli spektral dzelliklere gore smiflanabildigini ortaya koymaktadir. Ozellikle 2, 86, 89
gibi bireylerin kiime sinirlarinin disinda veya kenarlarinda konumlanmasi, bu bireylerin
potansiyel olarak aykir1 gozlem olabilecegini veya iki kiime arasinda gecis Ozelligi
tagidigini diisiindiirmektedir. Bu sayisal veri sirast bakimindan LORA-igecek verilerine

denk gelmekte olup istatistiksel ve fiziksel agidan sonuglar birbirini dogrular durumdadir.
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5.2.2. Lorazepam ve I¢ceceklerin UV Spektrum Analizi
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Sekil 97. LORA’ nin tiim igecekler ile yapilan UV spektrumlarinin birinci derece tiirev
PCA analizi.

Sekil 97°de, UV spektral verilerine uygulanan temel bilesen analizi (PCA) ve k-means
kiimeleme sonuglart sunulmustur. PCA sonuglarina gore, birinci bilesen (Dim1) varyansin
%33.6’s1n1, ikinci bilesen (Dim2) ise %27.4’linii aciklamaktadir. Bu iki bilesen birlikte
verideki toplam varyansin %61’inden fazlasini yansitarak, ornekler arasi farklarin iki

boyutlu diizlemde bagarili sekilde temsil edildigini gostermektedir.

Sekil 97 (a)’da veri setlerinin iki ana bilesen diizleminde dagilimi ve her veri setinin
temsil kalitesi cos? degerine gore renklendirilmistir. Mor tonlar, bireylerin bu diizlemde
diisiik temsil edildigini gosterirken; Turuncu tonlar, verinin ilgili eksenlerde yiiksek temsil
gliciine sahip oldugunu gostermektedir. Grafik incelendiginde, bireylerin biiyiik
cogunlugunun sag iist ¢eyrekte yogunlastigi, bazi bireylerin ise farkli bolgelerde gruptan

ayristigi goriilmektedir. Ozellikle 6rnek 3, 6, 9, 12, 15 ve 60, 63, 66 gibi iceceklere ait
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veri setleri digerlerinden acik sekilde uzak konumlanmis ve yliksek varyansa katki
saglayan ayirt edici 6rnekler olarak degerlendirilmistir. Bu 6rnekler, diger 6rneklerden
belirgin bir sekilde farkli spektrum sunmaktadir. Bu durumda PCA gerceklestirilirken
birinci derece tiirev spektrumlari kullanilarak icecekleri ayirt etmek miimkiin

olabilecektir.

BOLUM I11

6. TARTISMA

Bu tez calismasinda, benzodiazepin grubu ilaglar arasinda yer alan alprazolam (ALP) ve
lorazepam (LORA) etken maddelerinin, farkli icecekler icerisinde analitik diizeyde tayin
edilebilirligini aragtirmak ve kapsamli bir metodoloji olusturmak amaciyla gelistirilmistir.
Calisma kapsaminda alkollii (beyaz sarap, roze sarap, votka) ve alkolsiliz (gazoz, maden
suyu) igecek ortamlarimin UV-Gor absorpsiyon spektroskopisi, tiirev spektroskopisi ve
floresans spektroskopisi gibi cesitli analitik araglar birlikte kullanilarak ¢ok yonlii bir
degerlendirme yapilmistir. Elde edilen spektral veriler, ¢ok degiskenli istatistiksel analiz
teknikleri olan Temel Bilesenler Analizi (Principal Component Analysis, PCA) ve
Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (Hierarchical Cluster Analysis, HCA) ile yorumlanmis;
farkli icecek ortamlarinin etken madde tayinine etkisi sayisal olarak degerlendirilmistir.
Bu biitiinciil yaklagim sayesinde, hem ilaglarin icecek ortamlarindaki varliginin giivenilir
sekilde saptanmasi saglanmis hem de gelistirilen yontemin farkli Ornek tiirlerine

uygulanabilirligi tartisilmistir.

Tez kapsaminda alprazolam (ALP) etken maddesi, referans ¢ozelti ile birlikte alkollii ve
alkolsiiz icecek matrisleri igerisinde UV-Goriinilir ve tiirev spektroskopisi yontemleri
kullanilarak incelenmistir. UV-Gor spektrumlarinda ALP, ozellikle 230—400 nm
araliginda karakteristik ¢ift bant yapis1 gostermistir. Bu bantlarin 6zellikle beyaz sarap,
maden suyu ve votka orneklerinde referans ¢ozelti ile benzer profiller gdstermesi, matriks
etkisinin siirli diizeyde oldugunu ve ALP’nin ayirt edilebilirliginin siirdiirtilebildigini
gostermistir. Ancak gazoz ve baz1 durumlarda roze sarap orneklerinde sinyal Ortiismeleri
gbzlenmis; bu durum analiz hassasiyetini kismen azaltmistir. Birinci ve ikinci derece
tirev spektrumlari, bu matrislerdeki olasi Ortligmeleri azaltarak ALP’ye 6zgii sinyalleri

daha belirgin hale getirmistir.
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Lorazepam (LORA) icin elde edilen bulgular, LORA’nin UV-G&r spektrumlarinda 210—
400 nm araliginda ikili bantli absorpsiyon Ozellikleri gosterdigini ortaya koymustur.
Referans ¢ozelti ile igecek Ornekleri arasindaki benzerlik ¢ogunlukla korunmustur. Roze
ve beyaz sarap gibi i¢eceklerde ise, matrikse ait absorpsiyonun etkisiyle LORA’ya ait
sinyallerin kismen maskelendigi goriilmiistiir. Bu durum, LORA ig¢in tiirev tekniklerinin
kullaniminin daha biiyiik 6nem kazandigimi gdstermektedir. Ozellikle ikinci derece tiirev
spektrumlari, diisiik yogunluklu LORA sinyallerini daha goriiniir hale getirerek analitik

ayrimi kolaylastirmistr.

ALP ve LORA'nin floresans oOzellikleri incelendiginde, her iki etken maddenin de
referans ¢ozeltilerinde karakteristik emisyon spektrumlari sergiledigi gozlenmistir. i¢ki
matrislerinde, LORA’nin floresans sinyali bazi orneklerde kismen zayiflasa da genel
olarak izlenebilirligini korumustur. Ozellikle ALP i¢in gazoz ve maden suyu gibi diisiik
girisimli ortamlarda emisyon spektrumlari referans c¢ozelti ile yiiksek oranda ortiismiistiir.
Bu bulgu, floresansin 6zellikle bu tiir iceceklerde ilacin varliginin tespitinde etkili bir arag¢
olabilecegini gostermektedir. Floresans spektrumlarinda, ALP ve LORA etken
maddelerinin artan derisimlerine bagli olarak gozlenen bant kaymalari, dogrudan
degerlendirmeyi zorlastirmakla birlikte, tiirev floresans spektroskopisi sayesinde bu
kaymalar minimize edilmistir. Boylece spektral ortiigmelerin 6niine ge¢ilmis, daha net ve

karsilastirilabilir sinyaller elde edilerek analitik degerlendirme yapilabilir hale gelmistir.

Genel korelasyon analizi bulgulart degerlendirildiginde, ortalama korelasyon
katsayilarinin ilag derisimindeki degisimlere bagl olarak spektral benzerliklerde meydana
gelen farkliliklart etkin bicimde yansittigi goriilmiistiir. Alprazolam (ALP) igeren
orneklerde, 1. bolgeye ait spektral gecislerin daha kademeli ve tutarli bir sekilde
gerceklestigi; buna karsin 2. bolge drneklerinde gecislerin daha ani ve dalgali bir karakter
sergiledigi belirlenmistir. Bu goézlem, farkli igcecek matrislerinin ilacgla etkilesim
potansiyelinin ¢esitliligini yansitmakta olup, 2. bolge ol¢iimleri 6zellikle formiilasyon
stabilitesi ve ilag-matris etkilesim diizeyinin arastirilmasi agisindan ileri analizler igin

onemli bir zemin olusturmaktadir.

Temel Bilesenler Analizi (PCA) ve k-means kiimeleme analizleri birlikte
degerlendirildiginde, veride belirgin bir grup yapismin bulundugu gériilmiistiir. Ozellikle
icecek Orneklerine ait spektrumlarin bu gruplarin disinda yer almasi, matris kaynakli

farkliliklarin analitik ayirt edicilige yansidigini gostermektedir. Bulgular, 6zellikle adli
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toksikoloji ve adli kimya alaninda, yogun spektral verilerin temel bilesen analizleri ile
sadelestirilerek bilinmeyen Orneklerin siniflandirilmasi ve benzerlik degerlendirmelerinin
yapilmasi acisindan PCA’nin giiclii ve pratik bir istatistiksel ara¢c oldugunu ortaya

koymaktadir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda gelistirilen UV-G6r ve floresans temelli metodoloji,
hem alprazolam hem de lorazepam’in farkli igecek matrislerinde tespitine olanak taniyan,
hizli, ekonomik, tlirevlendirme ile segiciligi artirllmis ve istatistiksel acgidan da
dogrulanmis bir analitik yaklasim sunmustur. Ozellikle tiirev spektroskopisi, floresans
Ol¢iimleri ve PCA-HCA destekli analizlerle yontemin giivenilirligi ve ayirt edici giicii
artirtlmis, bu yoniiyle adli toksikoloji ve adli kimya analizlerinde pratik uygulamalar i¢in

potansiyel tasimaktadir.
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EK-Sekil 1. (a) Analiz sonucu elde edilen ALP MS spektrumu, (b) standart ALP MS
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EK-Sekil 2. (a) Analiz sonucu elde edilen LORA MS spektrumu, (b) standart LORA
MS spektrumu.
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EK-Sekil 3. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve votkada (a) 100 ug/mL, (b) 200 pg/mL ve (c) 300
pg/mL derisimlerindeki {igiincli dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 4. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve votkada (a) 100 ug/mL, (b) 200 pug/mL ve (c) 300
pg/mL derisimlerindeki dordiincii dereceden absorpsiyon spektrumlart.
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EK-Sekil 5. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 ug/mL ve (c)
300 pg/mL derigimlerindeki tigiincli dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 6. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 ug/mL ve (c)
300 pg/mL derisimlerindeki dordiincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 7. ALP tabletin referans ¢6zeltisi ve rose sarapta (a) 100 ug/mL, (b) 200 pg/mL ve (¢)
300 pg/mL derisimlerindeki tigiincii dereceden absorpsiyon spektrumlart.

123



Alprazolam-Metanol

—— Alprazolam-Metanol

a R'PTGZ$°|am'R059 Sarap| b prazolam-Rose Sarap
—— Rose Sara)
00002 P Rose Sarap
0,0002 4
S 000014 =
& & 00001
@
@
§ §
8 ]
S 00000 <l
2 2 000004
3
< <
-0,0001 -
-0,0001 4
-0,0002 -
T T T T | 0,0002 4
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)
—— Alprazolam-Metanol
[} —— Alprazolam-Rose $arap|
000024 —— Rose Sarap
E 0,0001 4
@
2
8
8
50,0000
2
3
<
-0,0001 4
-0,0002 4
T T T T |
200 300 400 500 600 700

Dalgaboyu (nm)

EK-Sekil 8. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve rose sarapta (a) 100 ug/mL, (b) 200 pg/mL ve (c)
300 pg/mL derisimlerindeki dordiincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 9. ALP tabletin referans ¢6zeltisi ve maden suyunda (a) 100 ug/mL, (b) 200 ug/mL ve
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki {iglincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 10. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve maden suyunda (a) 100 pg/mL, (b) 200 ug/mL ve
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki dordiincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 11. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve gazozda (a) 100 ug/mL, (b) 200 ug/mL ve (c) 300
pg/mL derisimlerindeki {igiincli dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 12. ALP tabletin referans ¢ozeltisi ve gazozda (a) 100 pg/mL, (b) 200 ug/mL ve (c) 300
png/mL derigimlerindeki dordiincii dereceden absorpsiyon spektrumlart.
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EK-Sekil 13. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve votkada (a) 100 ug/mL, (b) 200 ug/mL ve (¢)
300 pg/mL derisimlerindeki ti¢iincli dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 14. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve votkada (a) 100 ug/mL, (b) 200 pg/mL ve (¢)
300 pg/mL derisimlerindeki dordiincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 15. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarapta (a) 100 ug/mL, (b) 200 ug/mL ve
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki {iglincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 16. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve beyaz sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 ug/mL ve
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki dordiincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 17. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve roze sarapta (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve
(¢) 300 pg/mL derisimlerindeki tiglincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 18. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve roze sarapta (a) 100 ug/mL, (b) 200 pg/mL ve
(c) 300 pg/mL derisimlerindeki dordiincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 19. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve maden suyunda (a) 100 ug/mL, (b) 200 ug/mL
ve (¢) 300 ug/mL derisimlerindeki i¢iincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 20. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve maden suyunda (a) 100 pg/mL, (b) 200 ug/mL
ve (¢) 300 pg/mL derisimlerindeki dordiincii dereceden absorpsiyon spektrumlart.
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EK-Sekil 21. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve gazozda (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve (c)
300 pg/mL derigimlerindeki tigiincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 22. LORA tabletin referans ¢ozeltisi ve gazozda (a) 100 pg/mL, (b) 200 pg/mL ve (c)
300 pg/mL derisimlerindeki dordiincii dereceden absorpsiyon spektrumlari.
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EK-Sekil 23. ALP tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.

131



|—— ALP-Rose Sarap 6,7 pg/mL|
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EK-Sekil 24. ALP tabletin rose sarap ve referans ¢ozelti icerisindeki farkli derigimlerde
dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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EK-Sekil 25. ALP tabletin maden suyu ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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—— ALP-Gazoz 6,7 pg/mL|
—— ALP-Gazoz 12,5
—— ALP-Gazoz 25
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EK-Sekil 26. ALP tabletin gazoz ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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EK-Sekil 27. LORA tabletin votka ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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EK-Sekil 28. LORA tabletin beyaz sarap ve referans ¢ozelti icerisindeki farkl
derisimlerde dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.

—— LORA-Roze Sarap 6,7
—— LORA-Roze $arap 12,5
—— LORA-Roze Sarap 25

1 —— LORA-Roze Sarap 50
0,00025 - LORA Rore garep 200
] | - LORA-Roze Sarap 300
|  Loranemmoneg
? 0,00020 + | - LORA-Metanol 12,5
. ] I -~ LORA-Metanol 25
9’ | — LORA-Metanol 50
= 000015 o
O 1 I —— LORA-Metanol 300
o] | - LORA-Metanol 400
o] 0,00010 -1 “Z‘ Roze Sarap
I3 ]
[72] .
- 0,00005
g ]
@ 0,00000-
S ] :
L -0,00005 |
-0,000104
1 \
-0,00015
T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800

Dalgaboyu (nm)

EK-Sekil 29. LORA tabletin roze sarap ve referans ¢ozelti igerisindeki farkli derisimlerde
dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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0,00025
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EK-Sekil 30. LORA tabletin maden suyu ve referans ¢ozelti igerisindeki farkl
derisimlerde dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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EK-Sekil 31. LORA tabletin gazoz ve referans ¢ozelti i¢erisindeki farkli derisimlerde
dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumu.
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