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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitli tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliimiiniin gelecekteki calismalarda

(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, baskalarmin haklarmi ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazil
izin alinarak kullanilmast zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde

suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekdgretim Kurulu tarafindan yaymlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast,
Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar

haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /H.U. Kiitiiphaneleri Acik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii /Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erigsime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. (V

o Enstitli /Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir.

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. )

23.08.2023

Ecz. Aysenur FIZAN

!“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Evisime Acilmaswna Iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danmigmanimin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki
il siire ile tezin erigime agilmasimin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamus ve internetten paylasiimas: durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek
bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismanminin onerisi ve enstitii anabilim dalimin wygun goriiii iizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar ile alti ayr asmamak iizere tezin erisime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapidigt kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslaria
yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve
kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: ¢ercevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldirilmast halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu calismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin  oldugunu, Dog. Dr. Aysegil DOGAN
danigmanliginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitlisti Tez Yazim Y Onergesine gore yazildigini beyan ederim.

Ecz. Aysenur FIZAN
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OZET

Fizan, A. Antiviral Etkili Favipiravir’in Yesil Kromatografi ile Analizi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Program Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara, 2023. Giiniimilizde yapilan bilimsel aragtirmalar arasinda, ¢gevre ve insan
saglig1 giivenligini 6n planda tutan analizlerin gergeklestirilebilmesi i¢in gelistirilen
yesil kromatografi teknigi 6nemli bir yer tutmaktadir. Yesil kromatografik analiz
stiregleri, zararli ¢oziciilerin tiikketiminin azaltilmasi veya daha ¢evre dostu
coziiciilerle degistirilmesi gibi temellere dayanabilmektedir. Bu ¢alismada, COVID-
19 tedavisinde de kullanilan antiviral etkili Favipiravir (FAV)’in farmasotik
preparattan yesil kromatografik analizi i¢in yiiksek performanslt sivi kromatografisi
(HPLC) yontemi gelistirilmis ve ICH kilavuzu dogrultusunda valide edilmistir.
Gelistirilen yontemde; i¢ standart olarak Parasetamol (PAR) kullanilmis olup
analizlerin tiimii Zorbax C8 (150 x 4.6 mm, i.¢., 5 pm) analitik kolon kullanilmistir.
Kromatografik ayirim i¢in hareketli faz olarak kullanilan 30 mM derisiminde sodyum
dihidrojen fosfat tamponu (pH 4.2) ve etanol 97:3 h/h oraninda karistirilmis ve akis
hiz1 olarak 1 mL.dk™! olarak belirlenmistir. UV dedektor kullanilarak 290 nm dalga
boyunda sinyaller kaydedilmistir. Favipiravir ve parasetamoliin segilen optimize
edilen kromatografik sartlardaki alikonma zamanlar1 sirasiyla 5.1 ve 8.2 dakikadir.
Gelistirilen yontemler, ICH Q2R1 analitik yontem validasyon rehberinde belirtilen
kararlilik, 6zgiinliik, dogrusallik, duyarlilik, dogruluk, kesinlik, tutarlilik ve saglamlik
parametrelerine gore valide edilerek giivenirliligi kanitlanmistir. Favipiravir igin
dogrusallik araligi 1-100 ug.mL" olarak tespit edilmis olup gdzlenebilme smiri
(LOD); 0.57 png.mL™, alt tayin stir1 (LOQ) ise, 0.90 pg.mL™" olarak bulunmustur. Bu
tezde, gelistirilen ve valide edilen yontem, Favipiravir iceren tablet preparatlarindan

analizine uygulanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Favipiravir, yesil kromatografi, HPLC, farmasétik analiz, tablet.
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ABSTRACT

Fizan, A. Simultaneous Analysis of Antiviral Effective Favipiravir by Green
Chromatography, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Analytical Chemistry Program Master Thesis, Master of Sciences Thesis,
Ankara, 2023. Among the scientific researches carried out today, the green
chromatography technique, which has been developed to carry out analyzes that
prioritize environmental and human health safety, has an important place. Green
chromatographic analysis processes can be based on reducing the consumption of
harmful solvents or replacing them with more environmentally friendly solvents. In
this study, a high-performance liquid chromatography (HPLC) method was developed
for the green chromatographic analysis of the antiviral effective favipiravir, which is
also used in the treatment of COVID-19, which is used as an internal standard, from
the pharmaceutical preparation and validated in accordance with the ICH guideline. In
the developed method; Paracetamol (PAR) was used as internal standard and Zorbax
C8 (150 x 4.6 mm i.d., 5 um) analytical column was used for all analyzes. Sodium
dihydrogen phosphate buffer (pH 4.2) and ethanol at a concentration of 30 mM, which
was used as the mobile phase for chromatographic separation, were mixed at a rate of
97:3 h/h, and the flow rate was determined as 1 mL.min"!. Signals were recorded at a
wavelength of 290 nm using a UV detector. The retention times of favipiravir and
paracetamol at the selected optimized chromatographic conditions are 5.1 and 8.2
minutes, respectively. The developed methods have been validated according to the
stability, originality, linearity, sensitivity, accuracy, precision, consistency and
robustness parameters specified in the ICH Q2R1 analytical method validation guide,
and their accuracy and reliability have been proven. A linearity range of 1-100 pg.mL"
! was determined for favipiravir, and the limits of detection (LOD); 0.57 ug.mL"!, and
the lower limit of detection (LOQ) was found to be 0.90 pg.mL™'. The method
developed and validated in this thesis was applied to the analysis of tablet preparations

containing favipiravir.

Keywords: Favipiravir, green chromatography, HPLC, pharmaceutical analysis,
tablet.
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1. GIRIS

Kromatografi, bir karisimin bilesenlerini ayirmak ve analiz etmek ig¢in
kullanilan giiclii ve ¢ok yonlii bir ayirma teknigidir. Analitik kimyanin temel
tekniklerinden biri olan kromatografi, basta ilag sanayi, ¢cevre, gida olmak iizere bircok
alanda karisimdaki bilesenlerin dogru sekilde ayrilmasinin, tanimlanmasinin ve miktar
tayini yapilmasinin gerekli oldugu durumlarda kritik rol oynar. Bu yontem; sabit faz
ve hareketli fazlar arasinda her bir bilesenin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagh
olarak farkli davraniglar1 sonucunda ayirilmasi temeline dayanir. En yaygin olarak

kullanilan kromatografik yontem ise; Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

(HPLC) yontemidir.

HPLC; cesitli fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahip maddelerin, ¢oziicii
karisimlarindan olusan hareketli faz ve sabit bir faz {izerinde, yliksek basing yardimi
ile farkli hizlarla hareket etmeleri veya siiriikklenmeleri prensibine dayanir. HPLC ile
yapilan analizlerde yontem gelistirme ve validasyon sonrasinda orneklere uygulama
basarisi dikkate almirken analizci ve gevre giivenligi ikinci plana atilir. Ozellikle genis
uygulama alani olan sivi kromatografik yontemlerin zararli ¢oziicii kullanimi goz
oniine alindiginda bu alanda iyilestirici calismalarin yapildig1 yesil kromatografik
yontemler 6n plana ¢ikmaktadir. Siirdiirtilebilir veya ¢evre dostu kromatografi olarak
da bilinen yesil kromatografi, kromatografik analizlerde ¢evre dostu yaklasim ve
tekniklerin uygulanmasimi ifade eder. Yesil kromatografinin 6nemi, kromatografik
stireglerin ¢evresel etkisini azaltma ve siirdiiriilebilir analitik uygulamalari tesvik etme

potansiyelinde yatmaktadir.

Hareketli faz olarak kullanilan asetonitril ve metanol gibi zararli organik
coziliciiler, maruz kalan operatoriin saglifina zarar vermesinin yani sira, analiz
sonrasinda olusan atigin bertaraf edilmesi i¢in uygun atik yoOnetimini de
gerektirmektedir. Cevresel kirliligine neden olduklar1 ve insan hayatin1 tehdit
ettiginden dolay1 organik ¢dziicii iceriginin yesil veya daha yesil ¢oziicliler olarak
adlandirilan ¢evre ve insan sagligia zarar1 olmayan ¢oziiciilerle yer degistirilmesi,
daha kiicliik c¢apli kolonlar veya minyatiirlestirilmis cihazlarin kullanilmasi

yesillestirme yaklasimlarindan birkagi olarak sayilabilir.



Ilag analizlerinde, dogaya en az zarar verecek ve analizci i¢in giivenli kullanim
uyum siireclerini de kapsayan, yesil kromatografi olarak adlandirilan metotlarin
gelistirilmesi, valide edilmesi ve farmasdtik preparat analizine uygulanmasi amaciyla
gerceklestirilen bu tezde; yesil kromatografide hareketli fazdaki insan ve gevre
sagligina zararli ¢oziiclilerin daha az zararli ¢oziiciilerle degistirilerek antiviral etkili
favipiravirin analizine yonelik HPLC yoOntemi gelistirilmesi planlanmaktadir. Bu
analiz ile kromatografik ayirim kalitesinde oOdiin vermeden yesil analizlerin
yapilabilirligi test edilecek olup gelecekte arastirmacilar1 bu alanda ¢alismalar yapmak

icin tesvik edecegi diisliniilmektedir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Yesil Kimya

Biiyliyen sanayilesme siireci, diinya ekonomisinin gelisiminin en Onemli
bilesenini olusturmaktadir. Kiiresel hiikiimet politikalari, endiistriyel faaliyetlerin
biliylimesinin gezegenimizde neden olabilecegi cevresel etkilere yeterince ¢oziim
bulamamaktadir (1). Endustrideki gelisim ile dogru orantili olarak artan gevresel
bozulma ve kirlilik uzun yillar boyunca ekonomik gelisim yaninda g6z ardi edilmistir.
Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilat1 (OECD) iilkelerinin Cevre Bakanlarmin
1985 yilindaki toplantisinda, ii¢ ana konuda Ekonomik Kalkinma ve Cevre, Kirliligin
Onlenmesi ve Kontrolii ve Cevresel Bilgi ve Ulusal Incelemeler basliklar1 altinda
cesitli kararlar alinmis olup; bu ana temalara dayali miidahaleler, kimyasal iriin
riskinin azaltilmasi ve kirliligin dnlenmesi ve kontrolii konularini icermektedir (2).
Toksik kimyasal triinlerin risklerini kontrol ederek bu maddelerle ilgili sorunlar
onlemek ic¢in ilk etapta bu toksik liriinlerin iiretilmemesi en dogru yaklasimdir.
Olustuktan sonra bertarafinin kolay olmadig1 kimyasal atiklarin miimkiinse minimize
edilmesi, daha da otesinde daha az toksik olanlartyla yer degistirilmesi onem
kazanmistir. ABD Cevre Koruma Ajansi, 1991 yilinda, bu maddelerle ilgili ilk etapta
bu iirlinlerin tiretilmemesinin dogru olacaginin altini ¢izmis olup, sorunlar1 dnlemek
i¢in zehirli kimyasal tirlinlerin risklerini kontrol etme konusunda yeni bir felsefe ve
politika rapor eden “Kirliligi Onlemek igin Alternatif Sentetik Yollar” programini
baslatmistir (3). 1992'den beri, ¢evre dostu ¢oziiciiler ve daha gilivenli kimyasal
bilesikler gibi diger konularin dahil edilmesiyle birlikte o zamana kadar yeterince
onem verilmeyen yesil kimya kavrami endiistri ve aragtirmacilarin dikkatini cekmeye

baslamistir (4).

Yesil kimyanin ana fikri, analizci sagligina ve ¢evreye yonelik tehditleri en aza
indirmek i¢in kimyasallarin planlanmasi, iiretimi ve uygulanmasi sirasinda zararl
maddelerin kullanimini, {iretimini en aza veya sifira indirmek i¢in kimyasal beceri ve
bilginin kullanilmasidir (5). 1998'de Paul Anastas ve John Warner, yesil kimya i¢in
onerdikleri 12 ilkeyi i¢eren ilk kilavuzu yaymlamistir (Tablo 2.1.) (6).



Tablo 2.1. Anastas ve Warner tarafindan 6nerilen yesil kimyanin 12 ilkesi (6).

Ilke Ilkenin Aciklamasi

1 | Onleme Atik  olusumunun Onlenmesi ile ilgilidir. Atik
olusumundan ka¢inmak, olustuktan sonra bertaraf
etmeye calismaktan daha kolaydir.

2 | Atom ekonomisi Son iirline proses sirasinda kullanilan reaktiflerin
olabildigince dahil edebilmesi i¢in sentetik ydntem
planlanmalidir.

3 | Daha giivenli Sentetik yontemler, mesleki ve cevresel toksisitesi

kimyasal sentez disiik olan veya toksisitesi olmayan maddeleri
kullanmak ve {retmek iizere tasarlanmalhidir. Bu
nedenle, toksik c¢oziiciilerin diisilk veya hi¢ toksik
olmayan c¢oziiciilerle degistirilmesi tavsiye edilir.

4 | Daha giivenli Tasarlanan kimyasallarin toksisitesine biiyiikk 6nem
kimyasallarin verilmelidir. Islevlerini yerine getirmeleri gerekirken
tasarimi aynt zamanda miimkiin olan en diisiik toksisiteyi de

sunmalidirlar.

5 | Daha giivenli Coziciilerin  ve diger reaktiflerin kullanimindan
coziictilerin ve mimkiin  oldugunca  kagmilmalidir. ~ Miimkiin
yardimc1 maddelerin | olmadiginda ise bu maddeler zararsiz olmalidir.
kullanimi

6 | Enerji verimliligi Kimyasal islemlerde enerji tiiketimi minimuma
indirilmeli ve deneylerin ortam sicaklig1 ve basincinda
gerceklestirilmesi icin sentetik yOntemlerin {izerinde
calisarak gelistirilmelidir.

7 | Yenilenebilir Ekonomik ve teknik olarak miimkiin oldugunda,
hammadde yenilenemeyen hammaddeler yerine yenilenebilir
kullanimi hammaddeler kullanilmalidir.

8 | Tiirevlendirmenin Gereksiz tiirevlendirme siirecleri; 1ilave reaktif
azaltilmasi kullanimimi  gerektirdiklerinden ve sonucunda atik

olusturduklarindan, kagmilmali veya en aza
indirilmelidir.

9 | Kataliz Miimkiin oldugunca secici Kkatalitik reaktiflerin
kullanimi, stokiyometrik reaktiflerin kullanimindan
daha iyidir.

10 | Bozunma iiriinleri Kimyasallar, amagclanan fonksiyonlarin1  yerine

tasarimi getirdikten sonra zararsiz yan iirlinlere dontisebilmeleri
ve boylece ¢evrede kalici olmalarii dnleyecek sekilde
tasarlanmalidir.

11 | Cevre kirliligin Zararli maddelerin olusumunu Onlemek igin analitik
onlenmesi i¢in yontemler ger¢ek zamanli olarak izlenmelidir.
gercek zamanl
analiz

12 | Kazalarin 6nlenmesi | Kimyasal bir proseste hem maddeler hem de kullanim

sekli kacak, patlama ve yangin gibi olasi kazalar1 en aza
indirecek sekilde secilerek daha fazla is ve gevre
giivenligi hedeflenmelidir.




Yesil kromatografi, kromatografik yontemlere uygulanan ¢evre dostu veya
sirdliriilebilir uygulamalar1 tanimlamak ig¢in kullanilan bir terimdir. Analitik
performansi korurken veya gelistirirken; kromatografinin ¢evresel etkisini azaltmak

i¢in ¢esitli yaklagimlar1 kapsamaktadir.

Yesil kimya temelleri iizerine insa edilmis olan yesil kromatografik

yontemlerin temelleri ise asagidaki noktalarla ¢izilmistir:

1-Azaltilmis ¢oziicii tiiketimi: Yesil kromatografi, daha ¢evreci, daha az toksik
ve daha siirdiiriilebilir secenekler gibi alternatif ¢oziiciilerin kullanimini tesvik etmekte
ve ayrica mikro Olcekli kromatografi gibi tekniklerle ¢6ziicii kullanimini en aza
indirmektedir. Bu, tehlikeli atik olusumunu azaltip, solvent bertarafi ile ilgili maliyeti

diistirmektedir.

2- Enerji verimliligi: Yesil kromatografi, analiz sirasinda daha diisiik enerji
tiketimine yol acan, enerji verimli ekipman ve tekniklerin gelistirilmesini ve
kullanilmasini vurgulamaktadir. Ornegin, kolon tasarimi ve pargacik teknolojisindeki
gelismeler daha hizli ayirmalara imkan vererek zamandan ve enerjiden tasarruf

edilmesini saglamaktadir.

3- Atik olusumunun en aza indirilmesi: Yesil kromatografi, analitik siire¢
sirasinda atik olusumunu en aza indirecek stratejilerin benimsenmesini tesvik
etmektedir. Bu yaklasim, geri doniistiiriilebilir bilesenlerin kullanilmasini, fazla
kimyasal kullanimini azaltmak i¢in numune hazirlamanin optimize edilmesini ve

miimkiin oldugunda solventlerin geri doniistiiriilmesini igermektedir.

4- Yenilenebilir kaynaklarin kullanimi: Yesil kromatografi, biyobazli sabit
fazlar gibi yenilenebilir kaynaklar1 ayirma islemine dahil etmeyi amaglamaktadir. Bu,
petrol tiirevi malzemelere olan bagimlilig1 azaltarak ve siirdiiriilebilirlige katkida

bulunmaktadir.

5- Daha diisiik ¢evresel etki: Yesil uygulamalar1 benimseyen kromatografik
yontemler, ekosistemlerin ve insan sagliginin korunmasina yardimci olarak cevresel

ayak izlerini 6nemli 6l¢iide azaltabilmektedir.



6- Yonetmeliklere uyum: Bircok bdlge ve endiistri, atik bertarafi ve gevresel
etki konusunda giderek daha siki diizenlemeler uygulamaktadir. Yesil kromatografi
uygulamak, bu diizenlemelerle uyumludur ve siirdiiriilebilir uygulamalara olan

baglilig1 gostermektedir

7- Gelistirilmis kamu algisi: Tiketiciler ve paydaslar cevre sorunlari
konusunda giderek daha fazla bilinglendik¢e ¢evre dostu uygulamalar: benimsemek,

bir kurulusun itibarin1 ve marka imajimni artirmaktadir.

8- Uzun vadede maliyet tasarrufu: Yesil kromatografiye ge¢is icin ilk yatirim
maliyetleri s6z konusu olabilirken, azaltilmis atik bertaraf giderleri ve daha diisiik
organik ¢oziicii tedarik maliyetleri gibi uzun vadeli faydalar, genel maliyet

tasarruflarina yol acabilmektedir.

Yesil kromatografinin avantajlarinin, ayirma yontemine ve uygulanan belirli
cevre dostu yaklasimlara bagli olarak degisebilecegini kabul etmek ¢ok Onemlidir.
Teknoloji ve uygulamalar ilerledikge, yesil kromatografinin faydalar1 muhtemelen
daha da onemli hale gelecektir ve siirdiiriilebilirlige, ¢evre bilincine 6ncelik veren

analitik laboratuvarlarinda daha sik uygulanmaya ¢alisilacaktir (6).
2.2. Kromatografi (7)

Kromatografi, en c¢ok kullanilan analitik yontemlerden biri olup kimyasal
bilesiklerin ayrilmasi, taninmasi ve tayin edilmesi i¢in kullanilir. Bu yodntemde,
maddeler karismayan iki faza dagilmaktadir. Bu iki fazdan sabit faz, bir kolon i¢inde
veya diiz bir ylizeyde tutturulurken, ikinci faz olan hareketli faz ise sabit fazin
tizerinden veya arasindan hareket etmektedir. Kromatografi, gaz veya sivi hareketli faz
kullanilarak bir karigimdaki bilesenlerin, sabit faz ile hareketli faz arasindaki ilgilerine
gore ayrildigi bir yontemdir. Bdylece, karisimdaki bilesenlerin birbirlerinden
ayrilmastyla hem nitel hem de nicel analizler yapilabilmektedir. Sabit faz polaritesi,
hareketli faz polaritesinden daha yiiksek oldugu durumda sivi kromatografisi normal
faz olarak; sabit faz polaritesinin hareketli faz polaritesinden diisiik oldugu

kromatografi ise ters faz olarak tanimlanur.



Ilk olarak 1892 yilinda Reed tarafindan ortaya atilan bir teori, bir karisimm bir
kolon araciligiyla ayristirilabilecegini 6ne stirmiistiir. 1906'da Tswett adl1 arastirmaci,
klorofil pigmentlerini ayirmak i¢in kolon kromatografisini kullanarak bu teoriyi
kanitlamistir. Bu ayirmada kalsiyum karbonat sabit faz olarak kullanilmis ve bu sekilde
ilk defa kati-s1v1 kromatografisi uygulanmistir. 1938 yilinda Rus arastirmaci Izmailov,
daha sonra 1950°de Stahl isimli arastirmacilar ince tabaka kromatografisini bulmustur.
1941'de Martin-Synge, daha sonra sivi-sivi kromatografisinin gelisiminin yolunu agan
kolon dagilma kromatografisinin temel ilkelerini tanimlamistir. Martin-James adli
arastirmaci ise hareketli faz olarak gazi kullanarak, mevcut yontemlerden ayrismus,
gaz-sivi kromatografisinin gelisimine katkida bulunarak, ¢igir agan arastirmasi ile
1952 yilinda Nobel Odiilii ile onurlandirilmistir. 1967 yilinda Huber ve Hulsman isimli
arastirmacilar, kolon Ozelliklerini, pompa sistemlerinin hassasiyetlerini ve
dedektorlerin hassasiyetlerini iyilestirerek yiiksek performansli sivi kromatografisinin

temellerini olugturmuslardir.
S1vi kromatografinin temel ilkeleri sunlardir:

1. Ayirma Prensibi: Sivi kromatografi, analit bilesenlerinin sabit faz ve
hareketli faz ile farkli etkilesimine dayamir. Sabit faz, bir kat1 (kolon
kromatografisinde) veya bir s1v1 (ince tabaka kromatografisinde) olabilir. Hareketli faz
sabit fazin i¢inden veya iizerinden ilerlerken, analitin bilesenleri iki faza olan ilgilerine

gore ayrilmaktadir.

2. Sabit Faz: Sabit faz, sivi kromatografisinin kritik bir bilesenidir. Analit ile
etkilesime giren belirli kimyasal o6zelliklere sahip maddelerdir. Yaygin sabit faz
malzemeleri, kolon kromatografisinde veya ince tabaka kromatografisinde kat1 destek

tizerine kaplanan silis, aliimina veya diger bagl fazlar1 icermektedir.

3. Hareketli Faz: Hareketli faz, analiti sabit faz boyunca tasiyan sivi veya
stvilarin karisimidir. Ayirma gereksinimlerine bagl olarak tek bir ¢oziiciiden veya bir
¢Oziicii karisimindan olusabilir. Analitlerin alikonma zamanlarini, dolayisiyla kapasite
faktorti, seciciligi ve kolon etkinligini en fazla etkileyen kromatografik bilesendir.
Hareketli faz kromatografik ayirimda eliisyon giiciinii etkilemektedir. Ayrica vizkozite,

bastirilabilirlik, dedektorle gecimlilik, kolon ile ge¢imlilik, numune ile etkilesmeler,



saflik ve icinde ¢oziinmiis gaz oran1 da hareketli faz tipi belirlenirken dikkat edilmesi
gereken noktalardir. Hareketli fazin cihaza verilmeden 6nce siiziilmesi gerekir. Stizme

islemi i¢in 0.45 pm gozenek c¢apina sahip membran veya teflon filtreler kullanilir.

4. Alikonma Siiresi: Analiti olusturan bilesenlerin enjeksiyonu ile birlikte
kromatografik sistemden gecerek dedektore ulasmasi i¢in gegen siire, alikonma stiresi
olarak tanimlanir. Alikonma siiresi, analit ile sabit faz arasindaki etkilesimin giiciine

baglidir ve analit bilesenlerini belirlemek ve tayini i¢in kullanilmaktadir.

5. Eliisyon: Eliisyon sivi kromatografide, bilesenlerin birbirlerinden ayrilip
detektore ulagmalar1 olarak tanimlanir. Bilesenlerin eliisyon sirasi, kromatografik
sistemde saptandiklar1 veya ayristirildiklar siray1 ifade eder. Numune kolona enjekte
edilir ve bilesenleri kolonda bulunan iki faz arasinda dagilir. Sabit faz ile daha giiglii
etkilesime sahip bilesenler daha gec, daha zayif etkilesime sahip olanlar ise daha erken
ayrisir. Eliisyon sirasinda, stirekli taze ¢6ziicii ilavesi, maddenin kolondan ayrilmasini
saglar. Kolondan stirekli gecirilen hareketli faz, numuneyi kolonda ilerlemeye zorlar
ve es zamanli olarak hareketli faz ile sabit fazin yeni boliimleri arasinda numune tekrar
boliisiiliir, bdylece numunenin hareketli ve sabit faz arasinda dagilimi

gerceklesmektedir.

6. Dedekte etme: Ayirma isleminden sonra ayrilan bilesenler dedektore ulasir
ve analiz edilir. S1v1 kromatografisinde, UV-GB dedektorleri, floresan dedektorleri,
kiitle spektrometreleri ve kirilma indeksi dedektorleri dahil olmak {izere cesitli

dedektorler kullanilmaktadir.

7. Kromatogram: Bir kromatogram, dedektorden elde edilen analit cevabinin
zaman veya hacim iizerinden grafiksel gosterimidir. x ekseninde alikonma siiresi ve y
ekseninde dedektor cevabi ile ayrilmig bilesenlere karsilik gelen tepe noktalarini (pik)
gostermektedir. Kolonda ayrimi gergeklesen her analitin, 6zelligine bagli olarak

secilen dedektor yardimiyla kromatogramda olusturdugu bir piki vardir.

Kromatografik yontemler i¢in farkli smiflandirma sekilleri mevcuttur.
Uygulama yontemlerine gore diizlemsel ve kolon olmak iizere ikiye ayrilir. Kolon

kromatografisinde, sabit faz ince bir kolonda tutulur ve basing altinda, sabit fazin



icinden hareketli faz gecirilir. Diizlemsel kromatografide ise diiz bir plakaya veya bir
kagidin gézeneklerine tutturulmus sivi sabit faz kullanilir. Hareketli faz, kapiller etkisi
veya yer ¢ekimi etkisiyle sabit fazin arasindan ilerler. Her bir kromatografi tiirii ayni
temel prensiplere dayanir. Kromatografiyi smiflandirmanin daha temel bir yolu,
kullanilan sabit ve hareketli fazlar ile bu fazlar arasinda maddelerin transfer gérevini
yapan denge tiirleri dikkate alarak yapmaktir. Bu siniflandirmada s1vi kromatografisi,
gaz kromatografisi ve siiperkritik akiskan kromatografisi gibi tiirler bulunmaktadir.
Kullanilan hareketli fazlar sirasi ile; sivi, gaz ve siiperkritik akigkandir. Sivi
kromatografisi hem kolonlar hem de diiz ylizeylerde uygulanabilirken, gaz
kromatografisi ve siiperkritik akigkan kromatografisi yalnizca kolonlar iizerinde
uygulanabilmektedir. Tablo 2.2.’de kromatografi tiirleri ve ayirma mekanizmalari

gosterilmistir.

Tablo 2.2. Kromatografi tiirleri ve ayirma mekanizmalari.

Smiflandirma Yontem Sabit Faz Denge tipi
Stvi-sivi veya Kati iizerine | Karismayan  sivilar
dagilma adsorplanmig s1v1 arasinda dagilma
Kat1 iizerine
| Stv1 ve bagh yiizey
Stvi-bagl faz baglanmis  organik
arasinda dagilma
tiirler

Sivi Kromatografisi

Sivi-kat1 veya .
) Kati Adsoprsiyon
adsorpsiyon

Iyon degisimi Iyon degistirici regine | Iyon degisimi

Polimer bir katinin
Boyut eleme ) ] Dagilma/eleme
gozeneklerindeki sivi

Kati ylizeyine | Gaz ve sivi arasinda
Gaz-sivi
adsorplanmis sivi dagilma
Kati ylizeyine
Gaz Kromatografisi | Siv1 ve bagh faz
Gaz-bagli s1v1 baglanmis  organik
arasinda dagilma
tirler
Gaz-kat1 Kat1 Adsorpsiyon
Siiperkritik Kati yiizeyine | Stiperkritik akiskan
Akiskanh baglanmig  organik | ve  bagh  yiizey

Kromatografisi tirler arasinda dagilma
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Eliisyon islemi, ¢oziinmiis bilesenlerin sabit fazda, ¢oziiciiniin kolondan siirekli
gecirilerek hareketi saglanarak ayrilmasmin saglanmasi ve kolon sonunda
toplanmasidir. Hareketli faz, numunenin belli bir kismini tagiyan ¢6ziiciiniin kolonda
hareket etmesini saglayarak, numunenin hareketli faz ile sabit fazin farkli bolgeleri
arasinda dagilmasini saglamaktadir. Kolona devamli taze ¢6ziicii verilmesi, hareketli
faz ve sabit faz arasinda madde transferinin siirekli olmasini saglar ve ¢ézlinmiis
maddelerin kolonun igerisinde asag1 dogru taginmasini saglamaktadir. Ancak, ¢éziinen
maddeler sadece hareketli fazda hareket eder, bu nedenle kolonda gog¢ etmeleri

ortalama hizlari, hareketli fazda gegirdikleri siireyle orantilidir.

Sabit faz tarafindan daha giiglii tutulan bilesenler, kolondan daha yavas eliie
olurlar. Bu hiz farki nedeniyle, karisimi olusturan bilesenler kolon boyunca bantlar
halinde ayrilir. Ayrilan bilesenler, yeterli miktarda hareketli fazla birlikte kolondan
eliie edilir. Kolonun sonuna, bilesene veya analit ¢ozeltisinin degisen 6zelligine tepki
veren bir dedektor yerlestirilir. Dedektorden alinan sinyal, zaman veya eliisyon i¢in
kullanilan hareketli faz hacmine bagli olarak grafige doniistiiriiliir. Bu grafik,
kromatogram olarak adlandirilir ve hem kalitatif hem de kantitatif analizde

kullanilmaktadir.

Kromatografik ~ yontemlerle yapilan analizlerde elde edilen
kromatogramlardaki pikler belirli parametreler ve kabul kriterlere gore degerlendirilir.
Analiz edilen elde edilen piklerin kromatografik acidan uygunluklari, kabul

kriterlerine gore degerlendirilerek optimizasyon ¢aligmasi yapilmaktadir.

2.2.1. Kromatografik Parametreler

Alikkonma Zamam ve Kapasite Faktorii

Numunenin kolona enjekte edildikten sonra dedektore ulasincaya kadar

gecirdigi zamana alikonma zamani (tr) denir.

Alikonma hacmi (Vg) ise, bir maddenin kolondan eliie olmasi icin gereken

hareketli faz hacmidir. Asagidaki sekilde hesaplanmaktadir;

Vr = trF (2.1)
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F: Hacimsel akis hiz1

Alikonma hacmi, kromatografik parametre olan dagilim katsayis1 (K) ile

dogrudan iliskilidir.
VR = Vm + KVs (2.2)
Vm: Kolondaki hareketli faz hacmi
Vi: Kolondaki sabit faz hacmidir.

K ise; analitin sabit fazdaki molar derisiminin (Cs) hareketli fazdaki derisimine

(Cwm) orani ile hesaplanmaktadir.
K=Cs/Cwum (2.3)

Bir maddenin kapasite faktorii (k’); alikonma hacmi ve 6lii hacmi degerleri

kullanilarak esitlik 2.4.’te oldugu gibi hesaplanabilir;
k>=(Vr—Vo)/ Vo (2.4)

Eger eliisyon sirasinda, hacimsel akis hiz1 (F) sabitse k’ esitlik 2.5.’te oldugu
gibi hesaplanabilir;

k> = (tr —to) / to (2.5)

Kolon ile herhangi bir etkilesmeye girmeyen maddeler 6lii hacim (bos hacim)

(Vo) olarak ifade edilirler.
Dagilimdaki derisimlere bagli olan k’, K ile dogrudan iliskilidir.
k’=K xVs/V (2.6)

k> bir analizde segilen hareketli faz bilesenlerinin oranina gére maddelerin
alikonma zamani ve 6lii hacimlerinin yer aldig: esitlikle hesaplanan bir parametredir.
Iyi bir ayrim icin her bir analitin optimum k’'niin 1 — 10 arasinda olmas1 beklenir.

Madde kolonda az tutunuyorsa ve piki ¢cok erken kromatogramda goézleniyorsa k’ < 1
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olarak hesaplanirken; k” > 10 olursa analitlerin kolonda ¢ok fazla tutundugu

varsayilarak analiz siiresini uzattig1 diisiiniiliir.
Secicilik

Bir karisimdaki maddenin ayrimini degerlendirmede kullanilan secicilik (o)

faktorii iki bilesenin k’ oranina esittir.
0=k’>/k’1 = (tr2 — to)/(tr1-to) 2.7)

Bu esitlikte, k’; goreceli kisa alikonma zamanina sahip analitin k’ olarak
tanimlanirken, k’> daha uzun alikonma zamanina sahip analitin k’'nli temsil
etmektedir. Alikonma parametresine bagli olan segicilik i¢in sabit ve hareketli faz
ozellikleri etkili olur. Iki analitin kromatografik olarak ayrilmasinda hesaplanan

secicilik degerinin en az 1 olmasi istenmektedir.
Kolon Etkinligi

Bir kolonun etkinligi, pikin genisligi ile dogrudan iliskilidir. Yiiksek verimli
kolonlar, daha dar piklerin olugsmasina katkida bulunurlar ve maddelerin ayrimini
saglamay1 daha kolaylastirmaktadir. Keskin sivri pikler, dar pik genislikleriyle birlikte
yiiksek ayiricilik, basarili bir kromatografik analiz olarak tanimlanabilir. Pik
genisliklerinin dar olmasi kolonda olusabilecek teorik tabakalarmmin da dar olmasi
olarak tanimlanir. Dar batlarin elde edildigi bir analizde kolon boyunca ¢ok sayida
tabaka gozlenecektir. Esitlik 2.8’de yer alan esitlige gore belirli uzunluktaki (L) bir
kolonda, azalan teorik tabaka ytiksekligi (H) degerinin, ters orantili olan teorik tabaka
sayisinin (N) arttiracagi goriilmektedir. N’deki artis ise kolonun istenen ayirimi

yapmasinin basar1 0l¢iitii olarak kabul edilebilmektedir.
N=L/H (2.8)

Teorik olarak bu denklemle verilen kolon etkinligi ayrica tr ve taban genisligi
ile de hesaplanabilir. tr’yi ve taban genisligini etkileyecek tiim analiz parametreleri bu
hesapta rol oynamaktadir. Ozellikle hareketli faz bilesimi, orani, akis hiz1 ve kolon
boyu etkili olan 6nemli degiskenlerdendir. Asagidaki esitlik N’yi hesaplamak i¢in

kullanilabilir.
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N=16 (tr / w)? (2.9)
tr: Alikonma zamani
w: Pik zemin genisligi (Pik yiiksekliginin % 10 undaki genisligidir)

Pik genisliginin Olc¢lilmesinde karsilasilacak hatalardan kaginmak icin N’nin
degerinin hesaplanmasinda kullanilan diger bir esitlik ise, pikin tabandan tepe
noktasina olan mesafenin yar1 yiiksekligindeki pik genisligi olan wi», degerinin

kullanilmasidir.
N=5.54 (tr/ w12) 2 (2.10)

Matematiksel olarak kromatografik kolondaki ayirma mekanizmasina ve
performansina dair bilesenlerin akis hiz1 ile degisimi, Hollandali kimya miihendisi Van
Deemter'in 1950'li yillarda yaptigi ¢aligmalarla sonuglanan ve kendi adiyla anilan

esitligin bulunmasiyla baslamistir (Bkz. Sekil 2.1. ve Esitlik 2.11.).

Tabaka yiiksekligi, H

I
| -
Toplam egri, van Deemter
i -
P -
\ -
- -
\ -
\ Optimum verimlilik P - C terimi (Cxu)
A terimi (A)
B terimi (Blu)

Mobil faz hizi, u

Sekil 2.1. Optimum verimlilik; ideal hiz, minimum H degerini gosteren
Van Deemter grafigi.

H=A+B/u+Cu (2.11)

H: Teorik tabaka yiiksekligi (cm)
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A: Coklu akis yollar1 ve Eddy difiizyonu
B: Boyuna diflizyon

C: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi

u: Cizgisel hiz

Kromatografik kolonun etkinligini saglamak amaciyla, ayirimda akis hizinin
optimum degerinin belirlenmesi gerekmektedir. Kolonun etkinligini artirmak i¢in H
degerini azaltmak i¢in cesitli onlemler alinabilir. Esitlik 2.11°e gore A degerinin akis
hizindan bagimsiz oldugu goriilmektedir. Madde molekiillerinin kolonda farkl yollar
izlemesi, onlarin hizlarmin da farkli olmasina neden olur. Tim molekiiller kolon
boyunca ilerlerken kromatografik bantta genisleme meydana gelmesine Eddy
difiizyonu denir. A degeri, kolon dolgu maddesinin ¢ok kiiciik tanecikler halinde

kullanilmastyla azaltilabilir.

Boyuna difiizyon (B), 6zellikle akis hiz1 diisiik oldugunda énemli hale gelir ve
bilesenlerin hareketli faz igindeki difiizyon katsayilarinin degerleriyle dogru orantili
olarak artar. Kolon sicakliginin azaltilmasi ve kolona basing uygulanmasi ile B degeri

kiiciilmektedir.

Fazlar arasindaki kiitle aktarimi (C), akis hiz1 yiiksek oldugunda 6nemli hale
gelen kiitle aktarimini temsil eder. Akis hizinin artmasiyla bilesenlerin iki faz
arasindaki dagilim dengelerine ulagma siiresi azalir ve dolayisiyla tam bir dagilim
dengesine ulasilamaz. Hareketli sivi fazin diisiik viskoziteye sahip olmasi, kolon
sicakliginin artirilmasi ve sabit fazin ince bir s1v1 filmle kapliysa bu filmin kalinliginin

cok kiiciik olmasi ile C degeri kiigiilmektedir.
Ayiriciik

Kromatografik islemlerde, kolon etkinligi ve ¢oziicii etkinliginin ortak etkisi
ayiricilik (Rs) kavramiyla ifade edilir. iki maddenin kolonda ayrilabilirliginin nicel

Olcuisiidiir. Esitlik (2.12) ve (2.13) ile ifade edilebilir:

Rs=2(tr2—tr1)/ (W1 +w2) (2.12)
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Rs = (1/4) [(0-1) / a] [k’ / (k>+1)] N12 (2.13)

Kromatografik analizlerde, iki pikin birbirinden tamamen ayrildigi ve en uygun

ayiriciligin saglandig durumu ifade etmek i¢in Rs > 1.5 degeri kullanilir.

Genellikle segicilikle orantili olarak ayiriciligin da artig géstermesi beklenir.
Ancak belirli bir segicilik degerinden sonra, farkli alikonma siirelerine sahip madde
pikleri elde edilmesine ragmen toplam ayiricilikta gercek bir iyilesme olmayabilir.
Kromatografik ayirimin basarili bir sekilde gergeklesmesi i¢in o degerinin 1'den biiyiik
olmasi gerekmektedir. a = 1 oldugunda ise iki bilesigin ayrimi saglanamaz. Segcicilik,
hareketli faz ve sabit fazin bilesiminden etkilenir. Yakin pikler arasinda secicilik degeri

1'e yakindir.

N olarak da adlandirilan kolon etkinligi, pik genisligi ile iligkili olup akis hizi,
kolon uzunlugu ve dolgu maddesinin tanecik boyutu gibi faktérlere bagl olarak
degisir. Etkinlik faktori, pik genigligiyle iligkilidir. Ayiricilik, N'nin karekdkiine bagl
oldugu i¢in N'deki biiyiik degisiklikler, ayiricilikta kiiglik degisikliklere yol agar.
Hareketli fazin 6zelliklerinden etkilenen k’'niin ayiricilik iizerindeki etkisi, secicilik
kavramindan tiiretilmistir ve segiciligin etkisine benzer. k' = 0 oldugunda herhangi bir
ayrim ger¢eklesmez. Ayrica, k' degeri arttikga k'/(k'+1) degeri 1'e yaklasir ve k’ deki

artisin toplam ayiriciliga etkisi azalir.
Pik Simetrisi

Analitin, hareketli fazdaki denge derisimi (Cm) ile sabit fazdaki denge derisimi
(Cs) arasindaki iliski, grafik {lizerinde gosterildiginde bir dizi iliski ortaya ¢ikar. K
degeri, tim Cm degerlerinde sabit oldugundan &tiirii kromatografik bant, tiim

derisimlerde ayni1 hizda hareket eder ve simetrik bir eliisyon pikine ulagilmaktadir.

Dogrusal olmayan durumlar, nicel analizi zorlastirir ve alikonma siirelerinin
nitel analizde kullanilmasini engeller. Bu nedenle, kromatografik kosullar genellikle
simetrik bir eliisyon pikinin saglandig sekilde diizenlenir. lyi bir ayirma isleminde,

Pik Asimetri Oran1 (PAO) degerinin 1.5'den kiiciik olmas1 hedeflenmektedir (8).
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2.2.2. Hareketli Faz Bilesiminin Ayirima Etkisi

S1vi kromatografisinde, uygun ¢oziicii segilerek maddenin k’ degistirilebilir ve
1yi bir ayrim elde edilebilir. Eger birden fazla madde aymi k’ ile eliie ediliyorsa, bu
durum hareketli fazin se¢iciliginin yeterli olmadigini gosterir ve segiciligin optimize
edilmesi gerekmektedir. Ayirim kalitesini artirmak i¢in hareketli faz ¢ozeltilerine
eklenen maddelere diizenleyici denir. Ters-faz sivi kromatografisi genellikle su ve
organik ¢oziciilerin karisimindan olusan hareketli fazlar1 kullanilirken, kismen diisiik
polariteli ¢oziiciiler organik diizenleyici olarak kullanilmaktadir. Organik diizenleyici
tipini degistirerek yeterli segicilik elde etmek miimkiin olsa da kullanilabilecek ¢oziicii
sayist sinirli olmasina ragmen segiciligin iyilestirilmesi i¢in bazi durumlarda bu
yonteme bagvurulabilir. Ters faz tekniginde tamponlar da diizenleyici olarak
kullanilmaktadir. Zayif asit ve bazlarin segiciliginin optimize edilebilmesi i¢in
hareketli fazin pH degerinin titizlikle ayarlanmasi1 gerekir. Bazik numunelerdeki
piklerin kuyruklanmasini azaltmak i¢in ise trietilamin gibi iyon ¢ifti reaktifleri veya

stilfonik asit tiirevleri gibi asitler, hareketli faza eklenerek kullanilmaktadir.
2.2.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Yiiksek performansli/basingli sivi kromatografisi (HPLC), bir karisimi
olusturan bilesenleri ayirmak, tanimlamak ve tayin etmek i¢in genellikle analizlerde
kullanilan spesifik bir kolon kromatografisidir (9). HPLC sisteminde baglica sabit fazi
iceren bir kolon, hareketli fazin/fazlarin kolon boyunca ilerlemesini saglayan bir

pompa ve maddelerin alikonma siirelerine cevap veren bir dedektor yer almaktadir

(10).
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2.2.4. HPLC Cihaz1

HPLC cihazi, enjektor, pompa, kolon, dedektor ve kaydedici kisimlarindan
meydana gelir ve bu bilesenler Sekil 2.2.'de gosterilmistir. Organik c¢oziicii ve
tamponlardan  etkilenmemesi i¢in tim malzemeler korozyona dayanikli

malzemelerden yapilmistir.

Yiiksek performansl srvi

kromatografisi kolonu

Kromatogram

Pikler= sar1, kirmizi, mavi
— —

A\ ay
Otodrneklevicl enjektor
Ornek yoneticisi

e
o =

Bilgisayar veri
1stasyonu

Solvent Omek
(hareketli faz) o Dedektor
Pompa solvent yoneticisi
rezervuari
solvent dagitim sistenu Atik -
Sekil 2.2. HPLC boliimlerinin gosterimi (11).
Pompalar

Pompa, hareketli fazin kolon boyunca hareketini saglamak icin kullanilir.
Hareketli fazin pompalanma hizi sabit olmalidir, bu sayede akisin sabit ve deneylerin

tekrarlanabilir olmas1 saglamaktadir. Pompalar iki ¢esittir;

1. Sabit basingli pompalar: Ilk olarak gelistirilen pompalardir. Bu tiir
pompalarda hareketli faz bir rezervuarda bulunur ve inert bir gaz, 6rnegin azot,

kullanilarak basing altinda tutulur. Bu basing, hareketli fazin hareketini saglamaktadir.

2. Sabit hacimli pompalar: Basing, bir motor tarafindan saglanir. Sistemdeki
gecirgenlik herhangi bir nedenden dolayr bozulursa veya c¢oziiciiniin viskozitesi

degisirse, i¢ basing degisiklikleri motor tarafindan saglanan basing degisiklikleri ile
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dengelemeye calisilir. Ozellikle gradiyent eliisyonlarinda bu tiir pompalar kullanilmasi

Onerilmektedir.
Enjektorler

Iki tip enjeksiyon tipi vardir: Manuel ve oto-drnekleyiciler. Manuel enjeksiyon
valflerinde, numune yiikleme ve enjeksiyon i¢in iki farkli konum mevcuttur. Yiikleme
kisminda, "loop" olarak bilinen bir hazne, basingli ortamdan izole edilir ve istenen
numune miktar1 bir siringa kullanilarak "loop" i¢ine ¢ekilir. Enjeksiyon kisminda ise,
“loop” tekrar yiiksek basingli ortama donerek numunenin sisteme transferini

saglamaktadir.

Programlanabilir oto-enjeksiyon sistemleri, hassas bir motorla hareket ettirilen
siringalar kullanarak numune "loop"unu doldurmak i¢in kullanilir. Otomatik olarak
robot kol yardimiyla vialden enjektdre g¢ekilen analiz edilecek c¢ozeltiden istenilen
miktarda numune hacmi "loop"a doldurulur. Otomatik olan bu sistemde 1-25 uL
arasindaki hacimlerin vialden alinarak kolona verilebilmektedir. Az miktarda olan
orneklerle ¢alismada diisiik numune hacmini sisteme verebilme 6zelligiyle ve numune
kaybinin en diisiik seviyede olmasindan dolay1 manuel sisteme gore daha avantajlidir.
Ayrica, istenilen sayida ardisik enjeksiyon yapmak ve programlanan bir analiz
serisinin cihaz tarafindan kaydedilen yontem cercevesinde yapmasit da miimkiin

olmaktadir.
Kolonlar

Kromatografik aymrimlar igin gelistirilmis kolonlar genellikle paslanmaz
celikten yapilmis olup, i¢ ¢aplar1 genellikle 1-10 mm arasinda degisirken, uzunluklar
10-30 cm arasinda olabilmektedir. Son yillarda, yiiksek performans gosteren, daha
kiigiik boyutlu, mikro kolonlar analizciler tarafindan daha fazla tercih edilmektedir. Bu
mikro kolonlarin uzunlugu genellikle 1-10 cm arasinda, i¢ ¢aplar1 ise 1-3 mm arasinda,
dolgu maddesi taneciklerinin ¢ap1 ise 1.7-10 pm arasinda degismektedir. Bu durum
sistem performansini biiylik 6l¢iide etkileyen bir 6zelliktir. Kolonlarin émrii kullanima
bagli olarak degismekle birlikte, dmiirlerini uzatmak i¢in 6n kolon kullanilmasi tavsiye

edilmektedir. Tanecikler, preparatif amaclar i¢in kullanilan goézenekli yapilar ve
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analitik amaclar i¢in kullanilan pellikiiler yapida olabilirler. Preparatif ayirim amaciyla
pordz dolgu maddesi kullanildiginda yiiksek kapasite saglanmaktadir. Kromatografik
ayrim amaciyla kullanilan dolgu maddesi ise kiitle aktarimi daha hizli, etkinlik daha

ylksek ve kolonun yeniden dengelemesi ¢cok daha hizli ger¢eklesmektedir.

-OH gruplarin1 iceren polar Ozellik gosteren silika ve aliimina gibi kati
maddeler normal faz sivi kromatografisinde kullanilir. Ancak, -OH grubu yerine
CisHzs gibi bir hidrokarbon baglandiginda kati yiizey apolar 6zellik kazanir ve ters faz

sistemlerde kullanilabilmektedir.
Dedektorler

HPLC sisteminin en 6nemli bilesenlerinden biri olan dedektdrler, Maddeye
Yonelik Dedektorler ve Cozeltiye Yonelik Dedektorler olmak iizere iki baslik altinda

siniflandirilirlar:

a. Maddeye Yonelik Dedektorler: Hareketli faz i¢indeki maddenin 6zelliklerini

tayin ederler ve en yaygin kullanilan tiirleri asagida verilmistir:
1. Fotometrik dedektorler (UV, GB, IR fotometreleri)
2. Floresans dedektorler
3. Elektrokimyasal dedektorler
4. Ayirim sonrasi tepkime dedektorleri
5. Radyoaktivite dedektorleri
6. Elektron yakalayic1 dedektorler
7. Kiitle spektrometresi

b. Cozeltiye Yonelik Dedektorler: Cozeltinin icindeki maddeye degil,

maddenin ¢ozeltisine 6zgii dedektorlerdir ve asagidaki sekilde siniflandirilabilir:

1. Refraktif indeks dedektorleri
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2. Dielektrik sabiti dedektdrleri
3. Kondiiktivite dedektorleri

4. Yogunluk dedektorleri

2.3. COVID-19 (SARS-CoV2)

Aralik 2019'da Wuhan sehri, siddetli akut solunum sendromu Koronaviriis 2
(SARS-CoV-2)’nin neden oldugu biiyiik bir salgin yasamistir (12-14). Koronaviriis;
ylizeylerinde karakteristik “ta¢ benzeri” sivri u¢lar bulunan zarfli, pozitif tek sarmalli
bir RNA viriisii olup Coronaviridae familyasindan ve Orthocoronavirinae alt
familyasina aittir ve kuslar, memeliler ve insanlarda hastaliga yol acabilir (15, 16).
COVID-19'un klinik 6zellikleri ates, solunum semptomlari, nefes darligi, oksiiriik ve
pnomoniyi igermektedir (17, 18). Alt solunum yolu, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun
birincil hedefidir. Koronavirlis hastaligina yakalanan yetiskinlerin, genellikle bu
hastaligin erken evresinde hem CD4 + hem de CD8 + T hiicresi alt gruplarinda biiytik
bir diisiis ile ortaya ¢ikmasi dnemlidir (12, 19). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine
gore SARS-CoV-2 ile enfekte olmus birey sayis1 yaklasik 768 milyona ulagmistir (20).

2.4. Antiviral Ilaclar

Virtisler, cogalmak ve yeni viral parcaciklar iiretmek i¢in konakg1 hiicrelere
dayanan hiicre ici parazitlerdir. Antiviral ilaglar, viral yasam dongiisiiniin c¢esitli
asamalarin1 hedeflemek ve viral replikasyon ve yayilmaya miidahale etmek icin
gelistirilmistir. Antiviral ilaclarin gelistirilmesi, ¢esitli viral enfeksiyonlarin tedavisine

ve dnlenmesine yardimci olduklari i¢in modern tipta 6nemli bir basar1 olmustur.

Antiviral ilaglarin hedefi, viriislerin ¢ogalmasini engellemektedir. Bunu, viral
replikasyonun cesitli asamalarinda yer alan spesifik viral enzimleri veya proteinleri
hedefleyerek yaparlar. Ilaglar, bu kritik siireclere miidahale ederek yeni viral
partikiillerin {iretimini sinirlayabilir, viicuttaki viral yiikii azaltabilir ve potansiyel

olarak enfeksiyonun siddetini ve siiresini azaltmaktadir.

Antiviral tedavinin birincil amaci, enfekte bireydeki viral yiikli azaltmaktir.

Bunu yaparak, bagisiklik sistemi enfeksiyonu daha etkili bir sekilde kontrol edebilir
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ve hastanin semptomlar1 hafifletilebilir. Bazi durumlarda, antiviral ilaglar viral
enfeksiyonlarin, 6zellikle de viicuttan tamamen yok edilemeyen viriislerin neden
oldugu semptomlarin yonetilmesine yardimer olabilir. Bu ilaglar, viral replikasyonu
baskilayabilir ve virlisiin ciddi hasara neden olmasini engelleyerek daha hafif

semptomlar ve daha iyi sonuglar saglayabilir.

Antiviral ilaclar, viriisiin viicutta ¢ogalmasini ve yayilmasini hedefleyerek viral
enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in tasarlanmis ilaglardir. Antiviral ilaglar, bakteriyel
enfeksiyonlara karsi etkili olan antibiyotiklerin aksine, 6zellikle virlislere karsi
etkilidir. Spesifik ilaca ve etki mekanizmasina bagli olarak viral enfeksiyonlar

onlemek veya mevcut enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in kullanilabilirler.

Antiviral ilaglar ayrica belirli viral enfeksiyonlarin bulagmasini 6nlemede rol
oynayabilir. Enfekte bir bireydeki viral yiikii azaltarak, viriisii bagkalarina yayma sans1

azaltilabilir.

Antiviral ilaglar, etki bi¢imlerine ve hedefledikleri viral yasam dongiisiiniin
belirli asamalarma gore birkag kategoride smiflandirilabilir.  Bunlar;
niikleozit/niikleotit analoglari, proteaz, polimeraz, neuraminidaz, fiizyon, integraz ve
RNA-RNA’ya bagli polimeraz inhibitorleri olarak siralanmaktadir. Antiviral ilaglarin,
hedef almak i¢in tasarlandiklar1 viriise 6zglidiirler. Bazi antiviral ilaglar, birden fazla
viriise karsi etkili genis bir aktivite spektrumuna sahip olabilirken, digerleri yalnizca
tek bir viriis tiirline kars1 etkilidir. Antiviral ilaglarin se¢imi ve kullanimai, spesifik viral

enfeksiyona ve ilacin giivenlik ve etkinlik profiline baghdir (21).

S-siibstitiie-2'-deoksiiiridin (IDU)’nun tanimlanmastyla, viral enfeksiyonlarin
tedavi edilebilecegi fikri 1959 yilinda ortaya atilmistir (22). Antiviral ilaglarin
siiflandirilmasi, spesifik bir viral replikasyon basamaginin inhibisyonu i¢in belirli bir

viriis hedefinin tanimlanmasi esasina dayanir (21, 23).

2.5. Favipiravir

2.5.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Favipiravir (FAV), 5-floro-2-okso-1H-pirazin-3-karboksamid yapisindadir.
Kimyasal formiilii CsH4FN30; olan FAV’1n agik formiilii Sekil 2.3.’te gdsterilmistir.
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~ NH 2
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N OH
Sekil 2.3. Favipiravirin kimyasal yapis1 (24).

FAV beyaz/agik sar1 renkte bir tozdur. Molekdil agirligi 157.1 g/mol; asetonitril
ve metanolde eser miktarda, su ve etanolde biraz ¢Oziiniir; erime noktas1 187-193C

arasinda; pKa degeri 5.1 ve logP degerleri 0.25 ve 0.49’dur (25, 26).
2.5.2. Farmakolojik Ozellikleri

FAV bir 6n ilactir ve ribozile ve fosforile edilerek hiicre i¢cinde aktif metaboliti
olan T-705RTP’ye doniiserek etki gostermektedir (27, 28). Bu antiviral ajan,
Riboniikleik asit (RNA) bagimli RNA polimeraz inhibitorii olarak etki gdstererek
influenza A ve Ebola, Bat1 Nil viriisii, Sarthumma virtisii, Lassa viriis gibi infeksiyon

etkenlerine kars1 etkinligi gosterilmistir (27, 29-31).
2.5.3. Farmakodinamik Ozellikler

On ilag olarak islev géren FAV, aktif formu olan RTP’ye déniismek icin hiicre
icinde ribosilasyon ve fosforilasyona ugramaktadir (32, 33). FAV-RTP, nihai olarak
viral transkripsiyonu ve replikasyonu onleyen RNA polimerazina baglanir ve inhibe

etmektedir (32, 34).
2.5.4. Farmakokinetik Ozellikleri

FAV oral yolla viicuda alindiktan sonra % 97.6 biyoyararlanim diizeyi ile kan
dolasimina ulagsmaktadir (27). FAV’1n 6nerilen doz semasi i¢in ortalama kan derigimi
(Cinaks) 51.5 pg.mL!"dir. Maksimum plazma derisimine oral uygulamadan 2 saat sonra
geldigi ve ardindan 2-5.5 saatlik kisa bir yarilanma 6mrii ile hizla diistiigli yapilan

calisma ile gosterilmistir (33).
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FAV’1n insanda; plazma proteinlerine baglanmasi % 54 (35), insan serum
albiimini ve al-asit glikoproteine baglanma yiizdeleri sirastyla % 65.0 ve % 6.5 olarak

bulunmustur (36). Dagilma hacminin 15 - 20 L oldugu bildirilmistir (37).

FAV daha ytiksek bir dozda veya ¢oklu dozlarda verildiginde, aldehit oksidazin
(AO) geri doniisiimsiiz inhibisyonunun meydana geldigi ve besinlerle alindiginda

Cmaks tizerindeki etkisinin azaldigi goriilmiistiir (36).

Karacigerde esas olarak aldehit oksidaz ve kismen de ksantin oksidaz
tarafindan metabolizasyona ugrar ve bobrekler tarafindan atilan inaktif bir oksidatif

metabolit olan T-705M1 {iretilmektedir (33).
Klinik Kullanim ve Dozu

Pandemik influenza viriisii enfeksiyonlarinin tedavisinde FAV i¢in Onerilen
oral doz: 1. giin: giinde iki kez 1600 mg; 2-5. giinler: Giinde iki kez 600 mg seklindedir
(38).

2.5.5. Endikasyonlar:

1990'arin sonunda Japon sirketi Toyama Chemical Co. tarafindan gelistirilmis
olan FAV, viral RNA-polimerazi inhibe eden giiglii bir antiviral ajandir (39).
Favipiravirin; direngli infuenza virlisli, arenaviriisler, bunyaviriisler, floviriisler, sar1
humma, Bati1 Nil, Bat1 at ensefaliti, ayak ve agiz hastalig1 viriisii, noroviriis ve kus gribi

bircok RNA viriisiine kars1 anti-viral etkiler sergiledigi gosterilmistir (40-43).

COVID-19’un hizli yayilmas1 ve yikici etkilerinden otiirli aragtirmacilar
antiviral ilaclar1 kesfetmeye sevk etmistir ancak yeni bir ilacin onaylanma siirecinin
uzunlugundan dolay1 diger bir secenek olan Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onayli FAV genis spektrumlu anti-viral kapsami nedeniyle tedavi
stireglerinde degerlendirilmistir. Subat 2020'de Cin'de yeni influenzanin tedavisi i¢in
onaylanan ve COVID-19'un deneysel tedavisi i¢in Cin popiilasyonunda arastiriimaya

hala devam edilmektedir (44-48).

Ulkemizde ise, T.C. Saglik Bakanlig: tarafindan yayimlanan ve 22.03.2020
tarihinde giincellenen “COVID-19 Eriskin Hasta Yonetimi ve Tedavisi Rehberi” ve
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Kamu Hastaneleri Genel Miudiirliigli Tedarik Planlama, Stok ve Lojistik Ydnetimi
Daire Bagskanligi Hastane Eczaciligi Yonetim Birimi tarafindan yayimlanan ve
14.04.2020 tarihinde giincellenen “COVID-19 Tedavisinde Kullanilacak Ilaglara
Iliskin Bilgilendirme: Favipiravir 200 mg” kilavuzuna gore olasi/kesin COVID-19

hastalarina yonelik tedavi prosediirleri belirlenmistir (49, 50).
2.5.6. Yan Etkileri

FAV ve metaboliti, FAV hidroksit organik anyon tasiyic1 (OAT) 1 ve 3’1 inhibe
ederek tiibiiler iirik asit sekresyonunu azalttigindan otiirli en sik gdzlenen yan etki
hiperiirisemidir (36). Diger yan etkiler arasinda hafif ila orta siddette diyare,

transaminazlarda asemptomatik artisg ve notrofil sayisinda azalma yer almaktadir (33).
2.5.7. Ila¢ Etkilesimleri

FAV; pirazinamid, repaglinid, teofilin, sitalopram, zaleplon, famsiklovir ve
sulindak gibi ilaglarla kullanildiginda dikkatle izlenmelidir (37, 51). Pirazinamid ve
diger irik asit diizeyini arttiran ilaglarla ile birlikte kullanimda hiperiirisemi riski
artmaktadir. Repaglinid CYP2C8 enzimi ile metabolize oldugu i¢in FAV ile birlikte
kullanimda, repaglinid diizeyinde ve etkilerinde artis beklenmektedir. Teofilin FAV’1n

kan diizeyini ve etkilerini arttirabilir (28).

Parasetamol ile birlikte kullanimda parasetamoliin etkisini arttirabilmektedir
(28). Asetaminofen ile birlikte alindiginda ise Onerilen maksimum giinliik
asetaminofen dozu 3 g'dir (52). Asiklovir, FAV’1n aktif formuna geg¢isini ve dolayisiyla

antiviral etkinligini geciktirebilmekte ve azaltabilmektedir (28).

Aldehit oksidazi inhibe eden ilaclar arasinda potansiyel bir ilag etkilesimi riski
olusur ve FAV’in dikkatle izlenmesi gerekir. Yashlarda dikkatle uygulanmasi ve

izlenmesi gerekirken ¢ocuklarda heniiz klinik ¢aligmalar yiiriitilmemistir (53).
2.5.8. Kaynaklarda Yer Alan Analiz Yontemleri

I. Bulduk (54), FAV 1n tabletten analizi i¢in C18 kolonu ve 50 mM potasyum
dihidrojen fosfat (pH 2.3) ve asetonitril (90:10, v/v) karisimini igeren hareketli faz
kullanarak 15 dk ¢alisma siiresi kapsaminda HPLC yontemi gelistirmistir. Dogrusallik
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aralign 10-100 pg mL!, LOD ve LOQ degerleri sirastyla 1.20 pg.mL™! ve 3.60

pg.mL ™! bulunmustur.

Elizabeth Challenger ve ark. (55), insan plazmasinda FAV miktarinin
belirlenmesi i¢in LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Ellisyon, su i¢inde % 0.2
formik asit ve metanol i¢inde % 0.2 formik asitten olusan bir gradiyent hareketli faz

kullanilarak, Synergi Polar-RP (150 x 2.1 mm i.¢., 4 um) kolon ile gerceklestirilmistir.

Cahaya Azzahra Rahmadhani ve ark. (56), tam kanda FAV’in HPLC-DAD ile
Olclimil icin yontem gelistirmislerdir. Sabit faz olarak C18 kolon (Waters, Sunfire™
250 x 4.6 mm i.¢., 5 um) ve asetonitril - % 0.2 formik asit - 20 mM sodyum dihidrojen
fosfat (pH 3.5) i¢eren gradiyent hareketli faz olarak kullanilarak gerceklestirilmistir.

Safa M Megahed ve ark. (57) ise, insan plazmasinda FAV’1n belirlenmesi i¢in
hizli, saglam, hassas ve yesil spektrofluorimetrik yontemin gelistirilmesi i¢in ¢alisma
yapmuglardir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 9.44 ng.mL' ve 28.60 ng.mL’!
bulunmustur. Yontemin yiiksek duyarliligi, FAV'im 48-192 ng/mL araliginda
belirlenmesine olanak saglamistir. Onerilen spektroflorimetrik yontemin analitik eko

Olcege gore gevre dostu oldugu kanitlanmistir.

Cesitli matrikslerden gerceklestirilen ¢alismalar kapsamli olarak Tablo 2.3.’te

verilmistir.
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Matriks | Yontem ve Calisma Kullanilan Kullanilan Ref.
Kosullar Hareketli Faz Kolon

Tablet HPLC 50 mM potasyum 512 % 250 (54)
Akis hiz: 1.0 mL.dk! dihidrojen fosfat (pH | '+ mm
Dedektor dalga boyu: 323 nm | 2.3) ve asetonitril Sa
Kolon sicakligi: 30 °C (90:10, h/h)

Alikonma Siiresi: <15 dk
HPLC -PDA C-18

Plazma Akis hizi: 1.5 mL.dk™! 1(.)0 mM (4.6 x 25 mm (58)

ve doku N trietilamonyum )
Dedektor dalga boyu: 360 nm N . 1.¢., 5 um)

> o fosfata% 1 asetonitril
Kolon sicakligi: 30 °C dave edilmistir
Enjeksiyon hacmi: 100 pL S

Tablet | HPLC-MS/MS Hareketli faz A: H,0 + 81 5 5 (59)
LC-DAD % 0.1 formik Asit s
Akis hiz1: 0.5 mL.dk! Hareketli faz B: 1g., 5 pm)

Kolon sicakligi: 30 °C Metanol + %0.1
Enjeksiyon hacmi: 1 pL formik Asit

Insan 0.02 M Brij-35, 0.15 Cl3 47)
HPLC-UV ; )72, L. (250 x 4.6 mm

plazmasi N M SDS, ve 0.02 M )
Dedektor dalga boyu: 436 nm | .. S i.¢., 5 um)

ve tablet Akis hizt: 1.0 mL.dic Disodyum hidrojen
15 izl 1.0 mL. fosfat karisimi fosforik
asit ile pH 5’¢
ayarlanmistir.

Tablet | LCMS Metanol + % 0.2 18 (60)
Kolon sicakligi: 25 °C asetik asit (20:80, h/h) (50 x 4.6 mm
Enjeksiyon hacmi: 5 puL T i.¢., 3.5 um)

Akis hizi: 0.6 mL.dk!

Insan UPLC_MS/N{S o 10 mM Amonyum CI8 (61)
Kolon sicakligi: 25 °C o . (100 x 2.1 mm

Plazmasi M format+ % 0.1 formik | .

Akis hizi: 0.35 mL.dk . i i.c., 1.8 um)
Enieksivon hacmi: 2 UL asit ve metanol; 0-1 dk
Jekstyon hacmi. = (98:2), 1.1-2 (10:90),
2.1-4.5 (98:2) olmak
tizere gradiyent
ellisyon yapilmustir.

Tablet HPLC - UV 50 mM Potasyum (62)

Dedektor dalga boyu: 320 nm | dihidrojen fosfat (pH
2.3) ve asetonitril
(90:10, h/h).

(Ref.: Referans)
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Kaynaklarda yer alan yontemlerin tiimiinde uluslararasi kaynaklarda toksik
oldugu belirtilen asetonitrile yer verilmistir. Asetonitril diisiik viskozitesi, yiiksek
oranda suyla neredeyse tamamen karisabilirligi ve UV absorbans degerinin diisiik
olmas1 nedeniyle analitik kimyacilar tarafindan uzun yillardir en ¢ok tercih edilen
hareketli faz bilesenidir. Bu iyi 6zelliklerinin yaninda kolay alev alan, uguculugu
yiiksek ve cesitli ¢evre ajanslari tarafindan toksik kimyasallar listelerinde yer alan bir
¢Oziiciidiir. Yesil kimya yaklagimi ile bakildiginda analizcilerin tercih etmemesi, yerine
daha ¢evre ve analizci dostu kimyasallarin yer verilmesi ve mecburen kullanilacaksa
miktarinin minimum diizeyde tutulmasi gerekmektedir. Yesillestirme yaklasimlarinda
yer alan “toksik atik olusturma veya miimkiin oldugunca az olustur” yaklasimi ile
bakildiginda ise endiistride kullanilan milyarlarca litre asetonitril atiginin bertaraf

edilme sorunu ortaya ¢ikmaktadir.

Asetonitril en fazla calisilan ortamdaki havaya daha sonra ise suya, topraga
karisarak dogal kaynaklara ve insan sagligina zarar verebilmektedir. Ciltten temasla
absorbe olmasi da miimkiindiir. Nefes yoluyla asetonitril maruziyeti mukoz
membranda tahrise, halsizlik ve titremeye yol acabilmektedir. Hem dermal hem de

solunumla alinmasi siyaniir zehirlenmesi gergeklestirmektedir (63-65).

FAV’m analizi i¢in bu tez kapsaminda gelistirilip valide edilen yontemde
hareketli faz bilesiminde kullanilan etanol hem ¢evre ve analizci dostu yapisi (66) hem
de hareketli faz i¢cinde diisiik oranda bulunmasi ile yesil kromatografi i¢in ¢ok uygun

bir hareketli faz bileseni oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu ¢alismada dizi diyot dedektorlii Shimadzu marka HPLC (Shimadzu LC -
20AB pompa sistemi, Shimadzu SPD - M20A DAD dedektor, Shimadzu SIL - 20AC
oto ornekleyici) kromatografi cihazi kullanilacaktir. Kromatografik ayirimlar 30 mM
derisiminde sodyum dihidrojen fosfat tamponu (NaH>PO4) (pH 4.2) ve toksik olmayan
etanol 97:3 h/h oraninda karistirilmis ve akis hizi olarak 1 mL.dk™' belirlenmistir.
Gelistirilip optimize edilen yesil kromatografik yontem ICH (67) kilavuzu

dogrultusunda valide edilerek FAV’n preparatindan analiz i¢in uygulanacaktir.
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3. GERECLER VE YONTEM

3.1. Tez Cahismasinda Kullanilan Geregler

3.1.1. Cihazlar

HPLC sistemi

Pompa

Oto ornekleyici

UV Dedektor

Kolon Firimi

Data analizori

Otomatik mikropipet

pH metre

Hassas terazi

Ultrasonik banyo

Santrifiij

Vorteks karistirici

Saf su sistemi

Buzdolabi

Manyetik karistiric

3.1.2. Kimyasal maddeler

Favipiravir

Parasetamol

CsH4FN30O»

CsHoNO»

Shimadzu LC - 20AB

Shimadzu SIL - 20AC

Shimadzu SPD - M20A

Shimadzu CTO - 20AC

LC Solution software (Shimadzu)

Eppendorf (10-100/100-1000uL)

Mettler Toledo MA 235

Mettler Toledo AG 285

Bandelin, Sonorex, RK514 BH

Hettich, EBA 20

IKA Vorteks Genius 3

Barnstead NanoPure Diamond

Bosch

Hotplate Stirrer



Etanol

Sodyum dihidrojen fosfat
3.1.3. Sarf Malzemeler
Kolon

Otomatik pipet ucu
Vial

Mikro santrifiij tiipii
Siringa tipi filtre
Siringa

Balon joje

Spatiil

Tartim kabi

Meziirler
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C>HeO (ISOLAB Chemicals, Sigma-Aldrich)

NaH>P0O4.2H>0, Merck

Nucleosil 100-5 C18 (150 x 4,6 mm i.¢., 5 um)
100 ve 1000 pL

Cam, 1 mL

2mL

PTFE, 0.45 pm

2mL

10, 100, 500 ve 1000 mL’lik, pyreks

Metal

Cam

100 ve 1000 mL’lik

3.1.4. Analizi Yapilan Farmasotik Preparatlar

Favimol ® (tablet)

3.2. Deney Hazirhklar:

Neutec Ilag Sanayi Ticaret A.S.

3.2.1. Etkin Maddenin Saflig

FAV etkin maddesi Atabay Ilag Sirketi tarafindan sertifikas1 (Ek 6) ile birlikte

saglanmustir.

3.2.2. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

FAV stok ¢ozeltisi (1000 ng.mL"): 10.0 mg standart FAV hassas terazide

tartilip balon joje (10.0 mL) igerisine alinip lizerine hareketli faz ilavesiyle ultra sonik
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banyoda 5 dk tutularak ¢oziinmesi saglandiktan sonra hacmi yine hareketli fazla 10.0

mL olan balon joje hacmine kadar tamamlanmustir.

Parasetamol (i¢c standart, IS) stok ¢ozeltisi (1000 pg.mL"): 10.0 mg PAR
hassas terazide tartilip balon jojeye (10.0 mL) aktarilarak ultrasonik banyo yardimiyla
tamamen ¢oziinmesi saglandiktan sonra suyla 10.0 mL olan balon joje hacmine kadar

tamamlanmastir.

Cahsma standartlari: FAV stok c¢ozeltisinden belli hacimlerde alinarak
dogrusallik araligina giren FAV calisma standartlar1 hazirlanmistir. Vial igerisine
istenilen derisimi saglamak i¢in alinan hesaplanan FAV hacmi ve 10.0 pL IS ilave
edilerek hareketli faz ile vial igerisinde 1000 pL’ye seyreltilmesiyle giinliik olarak

hazirlanmustir.

30 mM Fosfat tamponu: Hareketli fazda kullanilan fosfat tamponunu
hazirlamak ic¢in 4.6803 g NaH>POs tartilip, 1000 mL’lik balon jojeye aktarilmuistir.
Balon jojede belli hacimde suda ultrasonik banyoda bekletilerek ¢oziinmesi

saglandiktan sonra hacmi 1000 mL’ye su ile tamamlanmistir.

5.0 N Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 20.0 g NaOH tartilarak yaklasik 80.0 mL
su ile ultrasonik banyoda tutularak ¢éziinmesi saglandiktan sonra su ile 100.0 mL’ye

tamamlanmaistir.

1.0 N HCI cozeltisi: 1 litrelik balonjoje igerisine bir miktar su ilave edildikten
sonra derisik % 37.5’lik HCI ¢6zeltisinden lizerine 8.44 mL eklenmis ve su ile hacmine

tamamlanmustir.

Urasil stok cozeltisi (1000 pg.mL"): 10 mL’lik balon jojeye hassas terazide
tartilan 10.0 mg urasil ilave edilir. Bir miktar saf suda ultrasonik banyoda tutularak
¢oziindiikten sonra hacmi 10.0 mL’ye tamamlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden viale alinan
10 pL hareketli fazla 1.0 mL’ye seyreltilir. Urasil enjeksiyonu ile elde edilen pikin
alikonma zamani kromatografik parametrelerin hesaplanmasinda kullanilan sistemin

01l hacim (to) zamani olarak kabul edilmistir.
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3.2.3. Farmasotik Preparatlarin Analize Hazirlanmasi

FAV’1n farmasotik preparatindan yesil kromatografik analizi i¢in 10 adet
Favimol® (200.0 mg) tablet havanda toz haline getirildikten sonra bir tablete esdeger
agirliktaki miktar tartilarak 100.0 mL’lik balon jojeye almmistir. Uzerine 80 mL su
ilave edilip, ultrasonik banyoda 15 dk tutularak ¢ézlinmesi saglandiktan sonra su ile
hacmi 100.0 mL’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden bir miktar1 falkon tiipiine alinip
santrifiijlenmis ve {istte kalan berrak santrifiigattan alinan 50.0 mL’lik kisim, hareketli
faz ilavesiyle 100.0 mL’ye seyreltilmistir. Hazirlanan numune ¢ozeltisinden bir viale
alinan 10.0 uL’lik kisma 10.0 uL parasetamol i¢ standard1 (1000 pg.mL"lik stoktan)

ilave edilerek hacmi hareketli faz ile 1.0 mL’ye tamamlanmustir.
3.2.4. Sentetik Preparatlarin Hazirlanmasi

Sentetik tablet preparati hazirlanirken toplam hacim 100.0 mL olacak sekilde
etkin ve yardime1r maddeler eklenmistir. Plasebo, FAV standart1 eklenmeden, oranlari
kaynaklardan (68) bulunan, yardimci maddeler povidon (% 5), kolloidal silikon dioksit
(% 1), krospovidon (% 0.1), sodyum stearil fumarat (% 0.2) ve opadry sari
[hipromelloz, titanyum dioksit (E171), polietilen glikol / makrogol, sar1 demir oksit
(E172)] eklenerek hazirlanmistir. Sentetik preparat; plaseboya 200.0 mg FAV ilave

edilerek toplam hacim 100.0 mL olacak sekilde su ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.3. Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi
3.3.1. HPLC
HPLC Deneyinin Yapihis1 ve Kromatografik Kosullarin Saptanmasi

Yesillestirilmis kromatografik kosullarin optimize edilmesi i¢in, hareketli
fazda bulunan organik ¢oziicii orani, pH degeri, akis hiz1 ve enjeksiyon hacmi gibi
faktorlerin FAV'in ters-faz sivi kromatografisiyle ayrilmasina olan etkileri
arastirllmistir. UV dedektorde hem etkin madde hem de i¢ standardin birlikte ayni
kromatogramda cevap verdikleri, en uygun pik yiiksekliklerinin gézlendigi dalga boyu
calisma dalga boyu olarak secilmistir. FAV’1n yesil kromatografik analizleri Zorbax
C8 (150 x 4.6 mm i.¢., 5 um) analitik kolon yardimiyla, oda sicakliginda (22-25°C)

gerceklestirilmistir. Hareketli faz bilesimi olarak etanol/fosfat tamponundan (30 mM,
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pH: 4.2 NaH;PO4) 3:97 oraninda kullanilarak ayirim saglanmistir. Tiim deneyler
boyunca analizler éncesinde HPLC sisteminden 20 dk (akis hizi: 1 mL.dk™') HPLC
kalitesinde su gecirilmistir. Daha sonra, 20 dk hareketli faz gecirilerek kolon ve
dedektoriin dengelendigi; boylece kromatogramlarda gozlenen giiriiltiiniin en aza

indigi ve sabit kaldig1 bir zemine ulaginca analizlere baglanmistir.

Hareketli fazdaki etanol miktarinin saptanmasi i¢in % 1, % 2, % 3, % 4 ve %
5 oranlari, fosfat igeriginin belirlenmesi i¢in 20, 30 ve 40 mM derisimleri denenmistir.
Ayrica hareketli faz pH’sinin taranmasi i¢in 4.0, 4.2 ve 4.6 pH degerlerinde
hazirlanmis hareketli fazlar kullanilmis olup; optimum akis hizinin belirlenmesinde
0.8, 1.0 ve 1.2 mL.dk™" akis hizlar1 test edilmistir. Optimizasyon parametrelerine ait
tiim noktalar kromatografik parametrelere ve kabul kriterlerine gore test edilerek

optimum kromatografik parametreler tespit edilmistir.
3.3.2. Yontemin Validasyonu Calismalari

Yontem validasyonu i¢in dogrusallik, 6zgiinliik, dogruluk, kesinlik, duyarlilik,
tutarlilik, kararlilik ve geri kazanim parametreleri incelenmistir (67, 69-71) ve

sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir (72).
Kararhhk

Stok ¢ozeltilerin kararliligini test etmek ic¢in kararliligin her kosulu icin 10.0
pg.mL™! FAV ve IS derisine sahip 3 farkli ¢dzelti hazirlanmistir. Daha sonra test edilen
her zaman dilimi ve kosulda elde edilen degerler % kalan miktar cinsinden hesaplanip
kararlilik sonuglar1 degerlendirilmistir. Buzdolabinda (+4 °C) tutulan FAV stok
cozeltilerinin 2 aylik (uzun donem) kararlilik caligmasi icin siirenin sonunda
coOzeltilerin analizi yapilarak taze hazirlanmis ¢ozelti sonuglar ile kiyaslanmistir. FAV
cozeltisinin kisa donem kararlilik testi i¢in, 48 saat oda sicakliginda (karanlik,
aydinlikta) ve buzdolabinda (+4 °C) saklanan ayni derisimdeki (n=3) standart
cozeltilerin analizi yapilmistir. Tiim c¢ozeltilerden elde edilen alan degerleri ile taze
hazirlanmis ¢ozeltilerden elde edilen veriler % kalan miktar hesaplanarak ve

cozeltilerin kisa ve uzun donem kararliklar: tespit edilmistir.
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FAV stok ¢ozeltilerinin (1000 pg.mL™') kisa dénem kararliligmin saptamasi
icin ¢ozeltiler, aydinlik, karanlik ve + 4 °C’de 8, 24 ve 48 saat bekletilmistir. Uzun
donem kararlilik testi ise buzdolabinda +4 °C’de 2 ay bekletilerek yapilmistir.
Belirtilen saklama kosullarinda bekletilen stok ¢ozeltilerden hazirlanan 10.0 pg.mL™!

derisimindeki FAV ¢alisma standartlar1 analiz edilmistir (n = 3).
Ozgiinliik (Secicilik)

Analit cevabinin numunedeki diger bilesenler varliginda analiz edilebilmesinin
Olciitli olan Ozgiinlilk parametresinin incelenebilmesi i¢in, hareketli faz, plasebo,
standart ve numune (farmasotik preparat) analizlerine ait kromatogramlar
karsilastirilmistir. FAV’1n farmasétik preparat icindeki yardime1r maddeler ile girisim
yapip yapmadigl arastirilmistir. Ayrica 6zgilinliigiinii gostermek amaciyla numune
¢ozeltisine standart ekleme ¢aligmasi da yapilmistir. Numune kromatograminda elde

edilen piklerin pik saflik indeks verileri de piklerin safliklar1 kontrol edilmistir.
Dogrusallik ve Arahik

Miktar tayini i¢in kullanilacak dogrusallik araliginin belirlenmesi amaciyla
FAV i¢in 1.0 — 100.0 pg.mL"! derisim aralif: test edilmistir. Dogrusallik aralig: 1.0,
2.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0 ve 100.0 pg.mL"' derisim diizeylerindeki
hazirlanip 6l¢iilen kalibrasyon ¢ozeltileri ile belirlenmistir. Kalibrasyon egrileri FAV
derisimine karst FAV pik alan/IS pik alam1i oranmmin grafikte gegirilmesiyle
olusturulmus ve olusturulan kalibrasyon dogrunun dogrusalliktan ayrilis1 istatistiksel

olarak incelenmistir.
Dogruluk

Giin i¢i, giinler aras1 ve geri kazanim c¢aligmalari ile gelistirilen kromatografik
yontemin dogruluk calismalar1 gergeklestirilmistir. Giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk
caligmalarinda, ayni giin i¢cinde FAV’1n diisiik, orta ve yiiksek olmak {izere 3 farkl
derisimde (2.00, 20.0, 40.0 pg.mL') 6 tekrarli olarak hazirlanan ¢dzeltilerin

analizlerinden elde edilen cevaplarin bagil hata (BH) degerleri hesaplanmigtir.
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Geri kazanim ¢aligmasi i¢in hazirlanan sentetik preparat ¢ozeltilerinin (n=6)
tekrarli analizleri ile elde edilen veriler degerlendirilmis ve sonuglar eklenen miktara

karsilik yiizde geri kazanilan miktar olarak ifade edilmistir.
Kesinlik

Analizler sonucunda elde edilen verilerin birbirine yakinligini olarak ifade
edilen kesinlik parametresi, kromatografik sayisal verilerin veya hesaplanan miktar
degerlerinin bagil standart sapma (BSS) ile aciklanmaktadir. Giin i¢i ve giinler arasi
kesinlik calismalari, FAV’1n diisiik, orta ve yiliksek olmak tizere 3 farkli derisimdeki
(2.0, 20.0, 40.0 pg.mL™'), 6 bagimsiz ¢ozeltilerden elde edilen cevaplarin BSS

degerlerinin hesaplanmasi ile yapilmistir.
Tekrarlanabilirlik

Yontemin tekrarlanabilirlik calismalarinda; dogrusallik araligina giren 20.0

pg.mL! FAV igeren 10 ayr1 ¢dzelti hazirlanarak ayni giin i¢inde analizleri yapilmustir.

FAV’1n analizinde enjeksiyon (cihaz) tekrarlanabilirligi igin ise, 20.0 ug.mL!
FAV igeren bir ¢ozeltinin ayn1 vialden 10 kez tekrarlanan enjeksiyonu ile yapilmugtir.
Yontem ve cihaz tekrarlanabilirligi verileri elde edilen pik alanlarinin BSS degerleri

ile sunulmaktadir.
Gozlenebilme Sinir1 ve Alt Tayin Sinir1

Analiz yonteminin FAV’1 kilavuzlara uygun olarak yeterli duyarlilikta analiz
edebilirligi gozlenebilme siir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ) ile sunulmustur. LOD,
sinyal/gliriiltli (S/G) oran1 3 oldugunda gozlemlenebilen FAV derisimi, LOQ ise, (S/G)
oranin 10 oldugunda tayin edilebilen FAV derisimi olarak alinmistir (67).

LOD hesaplanmasinda Esitlik 3.1 kullanilmistir.
LOD =3.3 (SS/S) (3.1
SS: Olusturulan kalibrasyon egrilerinin y-kestiriminin standart sapmasi,

S: Olusturulan kalibrasyon egrilerinin egimlerinin ortalamasidir.



35

LOQ hesaplanmasinda Esitlik 3.2 kullanilmistir.

LOQ =10 (SS/S) (3.2)
SS: Olusturulan kalibrasyon egrilerinin y-kestiriminin standart sapmasi,

S: Olusturulan kalibrasyon egrilerinin egimlerinin ortalamasidir.

Saglamhik ve Tutarhhk

Gelistirilen HPLC yonteminin kiiglik ve kasti degisikliklerden etkilenme
kapasitesinin smanmasma saglamlk testi adi verilir. 30.0 pg.mL"' derisiminde
hazirlanan FAV ¢ozeltilerinin gelistirilen yontem parametrelerinde yapilan kiiglik ve
kasti degisiklikler varliginda yapilan analizleri, optimize edilen sartlarda yapilan
analiz sonuclariyla karsilastirilmistir. Bunun igin; etanol orani, tampon derigimi ve
pH’s1, dalga boyu, akis hiz1 ve kolon sicakligi parametrelerdeki kiigiik degisimlerin

sonucu ne kadar etkiledigi incelenmistir.

Tutarlilik ise kesinlik basligi altinda ara kesinlik olarak da ifade edilebilen bir
terim olup farkli cihaz ve/veya analizci degisiminin analiz sonuglari iizerine etkisini
arastirmaktadir. Bu ¢alismasinda; analizci A ve analizci B olmak iizere iki farklh
analizcinin etkisi, 30.0 pg.mL™! derisimde FAV standart ¢dzeltilerinin (n=6) ayr1 ayr1

analiz edilip istatistiksel karsilastirmalar1 yapilarak degerlendirilmistir.
Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen yontem 200.0 mg FAV iceren Tirkiye piyasasinda satilan
Favimol® tablet preparatlarina uygulanmistir. Farmasotik preparatlarin  analize
hazirlanmas1 kisminda (Bkz. 3.2.3.) anlatildig1 gibi hazirlanan FAV igeren farmasotik
preparata ait 6 farkli ¢ozelti gelistirilen yontem ile analiz edilmis ve sonuglar ortalama,

standart sapma (SS), BSS ve giiven araliklar ile verilmistir.
Sistem Uygunluk Testi

Geligtirilen yontemin ilgili analitin analizi i¢in uygun kromatografik

parametreleri {iretebildiginin testi olan sistem uygunluk testi i¢in USP’deki kriterler
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temel alinmistir (73). USP’de belirtilen (Tablo 3.1.) enjeksiyon kesinligi, k’, Rs, N ve
PAO’ya gore degerlendirilmektedir. Test i¢in ayni standart ¢ozeltinin 6 tekrarh

enjeksiyonu sonucunda elde edilen veriler kullanilmistir.

Tablo 3.1. Sistem uygunluk test kriterleri (73).

Test edilen parametre Sinir deger
Enjeksiyon kesinligi BSS <% 1,n>5
Kapasite faktori k’>2
Ayiricilik Rs>1.5

Pik asimetri orani <15
Teorik tabaka sayis1 N=>2000

(BSS: Bagil standart sapma, k’: Kapasite faktorii, Rs: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, n: Enjeksiyon
say1s1)
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4. BULGULAR
4.1. HPLC Sisteminin Optimizasyonu

FAV’1 HPLC kullanarak analiz etmek i¢in en uygun kromatografik sartlari
saptamak amaciyla, farkli degiskenlerin ayirma islemi iizerindeki etkisini
degerlendirmek i¢in bir arastirma yiiriitiilmiistiir. Bu degiskenler arasinda hareketli
fazin tiirli ve miktar1, akis hizi, enjeksiyon hacmi, tampon derisimi ve kolon sicakligi

yer almaktadir.
4.1.1. Sabit Faz

FAV’1n analizi i¢in C18 Inertsil ODS (150 X 4.6 mm i.¢., 5 um), Inertsil HILIC,
Chromolith Performance RP-18e 100-3 mm ve ACE Excel 3 C18 kolonlar1 denenmis
fakat uygun alikonma degerleri elde edilememistir. Bu c¢alismada FAV’in
kromatografik ayrimi i¢in Zorbax C8 (150 x 4.6 mm i.¢., 5 pum) analitik kolon

denenmis ve deneylerin geri kalani i¢in sabit faz olarak se¢ilmistir.
4.1.2. Hareketli Fazin Belirlenmesi

Hareketli faz bilesimini belirlemek i¢in, organik ¢oziiciiniin tiirii, oran1 ve akis
hizi gibi cesitli faktorlerin FAV’in kromatografik ayimrimi iizerindeki etkileri

arastirilmstir.
FAV’1mn Ayrimina Organik Coziicii Tiirii ve Derisiminin EtKkisi

FAV’1n analizi i¢in uygun optimum kosullarin bulunmasi amaciyla, organik
¢oziicli miktarinin belirlenmessi i¢in yesil ¢oziiciilerden olan etanol; hacimce % 1, %
2, % 3, % 4 ve % 5 oraninda, hareketli faza eklenmistir (Sekil 4.1., Sekil 4.2. ve Tablo
4.1)).
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Tablo 4.1. Organik ¢oziicii miktarinin FAV kromatografik parametreleri iizerine etkisi.

FAV IS FAV-IS
Etanol | t(dk) |k’ PAO | N t(dk) |k PAO [N o R,
(%)

| 66 |35 13 | 8133 | 129 |78 1.0 1011 |22 13.7
5 55 |28 13 8095 |90 |52 1.0 | 9728 | 1.9 10.7
3 49 |23 12 |831 |75 |42 1.1 9685 | 1.8 |95
A 43 1.9 12 | 7373 |63 |33 1.1 8522 | 1.7 |8.1
5 3.8 1.6 12 | 6605 |54 |27 1.1 7738 | 1.7 |68

(Etanol: Etanol, t: Alikonma zamani, k’: Kapasite faktorii, a: Secicilik, Rs: Ayiricilik, N: Teorik tabaka

sayisi, PAO: Pik Asimetri Orani, to= 1.46 dk)

Etanoliin % 1-5 arasinda degisen oranlar1 icin k’, a ve N’nin kriterlere

uygunlugu temelinde en iyi sonuglarin elde edildigi sart tespit edilmeye ¢alisilmistir

(Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.). a ve k’ agisindan analiz siiresinin fazla uzamamasi goz

oniinde bulundurularak o ve k’ en uygun oldugu % 3 degeri secilmistir.
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Sekil 4.1. Etanol orani ile k’ ve a degisimi (Kromatografik kosullar: Etanol : 30 mM
NaH,POu4, pH: 4.2, Akis hizi: 1.0 mL.dk™!, Kolon C8 Zorbax, Kolon sicakligi: 30 C,
Dedektor: UV 290 nm).
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Sekil 4.2. Etanol orani ile N’nin degisimi (Kromatografik kosullar: Etanol : 30 mM
NaH,POs, pH: 4.2, Akis hiz1: 1.0 mL.dk™!, Kolon C8 Zorbax, Kolon sicaklig1: 30C,
Dedektor: UV 290 nm).
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Hareketli Faz pH’ sinin Belirlenmesi

FAV’1n farmasotik preparatlardan analizinde kullanilacak hareketli fazin pH
degerinin kromatografik parametrelerine etkilerinin incelenmesi amaciyla etanol:30
mM NaHxPOs tamponu (3:97, h/h), akis hizi 1.0 mL.dk! sabit tutularak
gerceklestirilmistir. En uygun pH degerinin belirlenebilmesi i¢in hareketli fazin pH
degeri sirasiyla 4.0, 4.2 ve 4.6 olarak ayarlanmis ve kromatografik parametreler
hesaplanmistir (Tablo 4.2., Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.). Artan pH degerleri ile alikonma
zamanlari, dolayisiyla kapasite faktorleri azalmistir. PAO’lar1 pH degeri ile 6nce azalip
sonra artmaktayken; o ve Rs degerlerinde artis gerceklesmistir. Denenen farkli pH
degerleri arasindan, PAO’nun disiikligi ve N’nin yiiksekligi sebebiyle pH 4.2

hareketli faz pH’s1 olarak se¢ilmistir.

Tablo 4.2. Hareketli fazdaki tampon pH’sinin kromatografik parametrelere etkisi.

FAV IS FAV-IS
Tampon | t(dk) k’ PAO N t (dk) k’ PAO N o R
pH
4.0 53 2.6 1.4 7596 8.2 4.6 1.2 8600 1.8 8.0
4.2 4.9 23 1.2 8301 7.5 4.2 1.1 9685 1.8 9.5
4.6 43 1.9 1.5 6287 7.9 4.4 1.3 9048 2.3 11.3

(t: Alikonma zamant, k’: Kapasite faktorii, o: Segicilik, Rs: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayist, PAO: Pik
Asimetri Orant, to= 1.46 dk)
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30 mM NaH,PO4, Akis hizi: 1.0 mL.dk™!, Kolon C8 Zorbax, Kolon sicakligt: 30 C,
Dedektor: UV 290 nm).
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Sekil 4.4. Hareketli faz pH’s1 ile PAO ve Rs’nin degisimi (Kromatografik kosullar:
Etanol : 30 mM NaH,POu, Akis hizi: 1.0 mL.dk™!, Kolon C8 Zorbax, Kolon sicaklig::
30C, Dedektor: UV 290 nm).
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Hareketli Faz Tampon Derisiminin Belirlenmesi

Fosfat tamponu derisiminin FAV analizine etkilerinin arastirilmasi i¢in pH’s1
4.2 olan, etanol: 20, 30 ve 40 mM derisimlerindeki NaH,PO4 tamponlar1 (3:97, h/h)
1.0 mL.dk™! akis hizinda kullanilmustir. Artan tampon derisimi ile k” artip sabit kalirken
ve PAO sabit kalmis, k’, o’nin azaldig1 saptanmistir (Tablo 4.3., Sekil 4.5. ve Sekil
4.6.). FAV i¢in, k’, N ve R en yiiksek olan 30 mM tampon derisimi se¢ilmistir.

Tablo 4.3. Hareketli fazdaki tampon derisiminin kromatografik parametrelere etkisi.

FAV IS FAV-IS
Tampon t kK’ PAO N t kK’ PAO N o R;
Derisimi | (dk) (dk)
20 48 | 23 1.2 8222 7.6 | 42 1.1 9677 1.8 5.7
30 49 | 23 1.2 8301 7.5 | 4.2 1.1 9685 1.8 9.5
40 49 | 23 1.2 8272 7.5 | 4.1 1.0 9886 1.8 9.5

(t: Alikonma zamani, k’: Kapasite faktorii, a: Segicilik, Rs: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAO: Pik
Asimetri Orani, to= 1.46 dk)
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Sekil 4.5. Hareketli faz tampon derisimi ile k’ ve a’nin degisimi (Kromatografik
kosullar: Etanol : 30 mM NaH,PO4 (3:97, h/h), pH: 4.2, Akis hiz1: 1.0 mL.dk ™!,
Kolon C8 Zorbax, Kolon sicakligi: 30 °C, Dedektér: UV 290 nm).
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Sekil 4.6. Hareketli faz tampon derigimi ile PAO ve Rs’nin degisimi (Kromatografik
kosullar: Etanol : 30 mM NaH,PO4 (3:97, h/h), pH: 4.2, Akis hiz1: 1.0 mL.dk ™!,
Kolon C8 Zorbax, Kolon sicakligi: 30 °C, Dedektor: UV 290 nm).
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Hareketli Faz Akis Hizinin Belirlenmesi

Hareketli faz akis hizinin FAV’1n tr ve pik sekline olan etkisini arastirmak igin,
3:97 (v/v) oraninda etanol ve 30 mM NaH>PO4 tampon karisimindan olusan, pH degeri
4.2 olan bir hareketli faz kullanilmistir. Hareketli fazin kolondan 0.8, 1.0 ve 1.2 mL.dk
'akis hizlarinda gegirilmesiyle, FAV'1n ayirma verimliligini arastirmak icin akis hizi

degisiminin kromatografik parametreler tizerindeki etkisi incelenmistir.

PAO’nun, k’, N’nin ve R¢’nin en uygun oldugu deger gbz oniine alinarak akis
hiz1 1.0 mL dk.”! oldugunda ulasgilmistir (Tablo 4.4., Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.). Bu

verilerin 15181 altinda hareketli faz akis hiz1 1.0 mL dk.™! olarak segilmistir.

Tablo 4.4. Akis hiz1 degisikliginin FAV kromatografik parametrelerine etkisi.

FAV IS FAV-IS
Akshizn | t@dk) | K | PAO | N t@do |k |PAO| N « | R
(mL.dk™)
0.8 54 2.7 1.2 7101 8.8 50 | 1.2 | 8122 1.9 10.4
1.0 4.9 2.3 1.2 8301 7.5 4.2 1.1 9685 1.8 9.5
1.2 4.7 2.2 1.3 6162 7.2 3.9 1.1 8169 1.8 7.6

(t: Alikonma zamani, k’: Kapasite faktorii, a: Segicilik, Rs: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAO: Pik
Asimetri Orani, to= 1.46 dk)
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Sekil 4.7. Hareketli faz akis hizi ile PAO ve k’ degisimi (Kromatografik kosullar:
Etanol : 30 mM NaH>PO4 (3:97, h/h), pH: 4.2, Kolon C8 Zorbax, Kolon sicakligi:
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Sekil 4.8. Hareketli faz akis hiz1 ile N nin degisimi (Kromatografik kosullar: Etanol :
30 mM NaH;PO4 (3:97, h/h), pH: 4.2, Kolon C8 Zorbax, Kolon sicakligi: 30 °C,

Dedektor: UV 290 nm).
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Enjeksiyon Hacminin Belirlenmesi

Enjeksiyon hacminin FAV analizini nasil etkiledigini incelemek icin standart
FAV enjeksiyonlari, 3:97 (h/h) oraninda etanol ve 30 mM NaH;PO4 tampon karigimi
iceren bir hareketli faz kullamlarak gergeklestirilmistir. Akis hiz1 1.0 mL.dk™! olarak
sabit tutulmus ve parametrelere gore 5 pL ve 10 puL hacimler arasinda ug farkliliklar
olmamasindan 6tiirii yesil kimya ¢ercevesinde daha az drnekle ¢alisilmasi agisindan

enjeksiyon hacmi 5 pL sec¢ilmistir (Sekil 4.9. ve Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. Enjeksiyon hacmi ile N’nin degisimi (Kromatografik kosullar: Etanol :
30 mM NaH>POs4 (3:97, h/h), pH: 4.2, Akis hizi: 1.0 mL.dk™!, Kolon C8 Zorbax,
Kolon sicakligi: 30 C, Dedektor: UV 290 nm).



47

1.4

1.2 1.2 1.2
1.2

Pik Asimetri Orani

5 10 15
Enjeksiyon hacmi (uL)

= Pik Asimetri Orani

Sekil 4.10. Enjeksiyon hacmi ile PAO’nun degisimi (Kromatografik kosullar:
Etanol : 30 mM NaH,POs (3:97, h/h), pH: 4.2, Akis hizi: 1.0 mL.dk!, Kolon C8
Zorbax, Kolon sicakligi: 30 C, Dedektér: UV 290 nm).

Kolon Sicakhiginin Belirlenmesi

Kolon sicakliginin FAV’1n analizi izerindeki etkisi, kolon sicakligi 25°C, 30°C
ve 35°C'ye ayarlanarak arastirilmistir ve HPLC kullanilarak FAV analizi i¢in optimal
kromatografik kosullar belirlenmistir (Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.). Analiz i¢in secilen
hareketli faz etanol ve 30 mM NaH>PO4 tamponunun (pH 4.2) 3:97 (h/h) oraninda
karistirilmus, akis hizi 1.0 mL.dk™! olarak ayarlanmis ve kolon sicaklig: degistirilerek
pik lizerindeki etkisi test edilmistir. UV dedektorii, en yiiksek pik alanina sahip dalga
boyuna karsilik gelen 290 nm'de absorbansi 6l¢mek iizere ayarlanmistir. Bu kosullar

altinda FAV’1n alikonma zamani 5.1 dakika olarak bulunmustur.
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Sekil 4.11. Kolon sicakligr ile PAO’nun degisimi (Kromatografik kosullar: Etanol :

30 mM NaH>PO4(3:97, h/h), pH: 4.2, Akis hizi: 1.0 mL.dk™!, Kolon C8 Zorbax,
Dedektor: UV 290 nm).
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Sekil 4.12. Kolon sicakligi ile k’"niin degisimi (Kromatografik kosullar: Etanol : 30
mM NaH>PO4 (3:97, h/h), pH: 4.2, Akis hizi: 1.0 mL.dk ™!, Kolon C8 Zorbax,
Dedektor: UV 290 nm).



49

I¢c Standart Secimi

HPLC yontemi kullanilarak FAV’in es zamanl analizi i¢in i¢ standart (IS)
olarak parasetamol (PAR) secilmistir. Bu analiz i¢in segilen hareketli faz; etanol ve 30
mM NaH>POs tamponunun (pH 4.2) 3:97 (v/v) oraninda karisimi i¢ermektedir.
Hareketli fazin akis hiz1 1.0 mL.dk™! olarak ayarlanmistir. FAV ve IS pikleri belirtilen
kromatografik kosullar altinda UV dedektorii kullanilarak 290 nm’ye ayarlanmis ve

FAV ve IS’nin alikonma stireleri sirasiyla 5.1 ve 8.2 dakika olarak bulunmustur.

4.2. Farmasotik Preparattan Favipiravirin Analiz Yonteminin

Validasyonu

Bu asamadan itibaren FAV etken maddesinin PAR i¢ standardi varliginda ICH
(67) standartlarinda yer alan validasyon deneylerine baglanmistir.

4.2.1. Sistem Uygunluk

FAV analiz yonteminin sistem uygunluk testi i¢in elde edilen veriler USP

tanimlamalar1 esasinda hesaplanarak verilmistir (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. 6 Tabletten FAV analizi i¢in sistem uygunluga ait test bulgulari.

Test edilen parametre FAV IS
Enjeksiyon kesinligi (n=6) 0.10 0.34
kK’ 2.36 4.60
Rs 9.38

PAO 1.26 1.16
N 8170 9230

4.2.2. Analit Cozeltilerinin Kararhhg:

FAV’1in ¢ozelti kararhiligmin belirlenmesi i¢in Bolim 3.3.2.°de verilen
kosullarda bekletilen FAV ¢ozeltisinin HPLC ile analizi yapilmis ve bulunan sonuglar

ayn1 derisimdeki yeni hazirlanmis ¢6zelti sonuglar ile karsilastirilmistir. FAV standart
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¢ozeltisinin (20.0 pg.mL!) oda sicakliginda, aydinlikta en az 8 saat, karanlikta en az
24 saat kararli oldugu tespit edilirken +4 °C’de en az 48 saat kararli oldugu
bulunmustur. Uzun dénem stabilite ¢calismasinda ise +4 °C’de en az 2 ay kararh bir
sekilde saklanabildigi ve anlamli bir bozunma olmadig1 saptanmistir (p < 0.05, Tablo

4.6

Tablo 4.6. FAV ¢ozeltisinin kararliliklari.

Uzun
. Aydinhk | Karanhk BUnglabl . donem
Sure (+4 C) Sure (+4 OC)
(saat) (ay)
% Kalan % Kalan % Kalan % Kalan
0 100.0 100.0 100.0 0 100.0
8 98.9 98.9 100.2
24 97.9 98.6 101.1 2 98.9
48 97.8 97.6 101.1

Sonuglar Friedman iki yonlii varyans analizine gore (p < 0.05) test edilmistir. Bkz. Ek 5.

4.2.3. Ozgiinliik

Yontemin 6zgiinliigii; FAV standarti, plasebo, 10.0 pg.mL™* FAV eklenmis
sentetik preparat ve tablet numunelerine ait ¢ozeltilerin optimize yontemle analizinden
elde edilen kromatogramlar veya spektrumlar karsilastirilarak degerlendirilmistir.
Amac, FAV'in farmasotik preparatta bulunan eksipiyanlarla herhangi bir etkilesiminin
olup olmadigini belirlemektir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.’te

gosterilmistir.
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25000+

1500 £ AV standart+IS standart

50000

o

s0000]
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Favimol tablet numunesi+IS standart
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04
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Sekil 4.13. Hareketli faz, Plasebo+IS standart ¢ozelti, FAV standart+IS standart
¢ozelti ve Favimol tablet numunesi+IS standart ¢ozeltilerine ait kromatogramlar
(Kromatografik kosullar: Kolon C8 Zorbax (150 x 4.6 mm i.¢., 5 um) kolon, Etanol :
30 mM (pH 4.2) NaH,PO4 (3:97, h/h), Akis hizi: 1.0 mL.dk™!, Dedektér: UV 290

nm.).
mAU
1Purity Curv Peak |
0.50+Zzero Line i
] 50.0
0.254 [
: - 25.0
0.004 i
——————— - 0.0
5.25 5.50 min

Sekil 4.14. FAV” a ait pik saflik bilgisi (Pik saflik indeksi: 1.0000).
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Bulgulardan, HPLC yontemi ile FAV’in analizi i¢in tablet preparatindaki
cevaplarinin herhangi bir matriks bileseni, yan maddeler veya ¢oziicii piklerinden

etkilenmedigi saptanmaistir.
4.2.4. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik Arahgi

FAV derisimi, FAV pik alanlarinin IS pik alani oranmna karsi grafige
gegirilmesiyle FAV igin 1.0-100.0 pg mL"! aralifida dogrusal kalibrasyon egrileri
elde edilmistir (Sekil 4.15. ve Tablo 4.7.).

16.0000
14.0000
12.0000
10.0000

8.0000

6.0000 y=0.13839x + 0.12485
R2=0.9999

4.0000

Fav /IS Pik Alani Orani

2.0000

0.0000
0 20 40 60 80 100 120

Favipiravir Derisimi (ppm)

Sekil 4.15. FAV’a ait kalibrasyon grafigi.
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Tablo 4.7. FAV’1n analizinden elde edilen kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi
ve dogrusalliktan ayrilis nem kontrolii.

Korelasyon Katsayist Onem Kontrolii

n

r

Sr

tH

tT

6

0.99994237

1.44071E-05 | 336025.2147

2.78

tu>tr: Korelasyon katsayisi tesadiife bagl bir deger degildir (p<0.05).

Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii

RKT

YOAKT | RAKT

RAKO

RKO Fu

Fr

79.856

79.703 -0.153

-0.038

79.856 -2087.32

7.709

Fu>Fr : Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusaldir. (p<0.05)

Istatistiksel terimler ve hesaplamalar icin Bkz. Ek 1.

FAV icin olusturulan kalibrasyon egrilerinin ozellikleri Tablo 4.8.’de

verilmistir.

Tablo 4.8. Tabletten FAV analizi i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerinin 6zellikleri.

Regresyon denklemi

*y=0.13839x + 0.12485

Egimin standart hatasi 0.046059543
Kesisimin standart hatasi 0.045939886
Korelasyon katsayis1 (1) 0.9999
Tanmimlayicilik katsayist (R?) 0.9999
Dogrusallik aralig 1.0-100 pg.mL™!
Gozlenebilme smir1 (ug.mL™") 0.57 pg.mL!
Tayin alt sinir1 (ug.mL™ 0.90 pg.mL"!

*y = ax + b; x: pg.mL"! biriminde derisim, y: Pik alan orami, a: Egim, b: Kesisim
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Sekil 4.16. FAV’1n tabletten analizi i¢in kalibrasyon egrisinin dogrusallik kontrol
grafigi.

Gelistirilen yontemin matriks bilesenlerinden etkilenip etkilenmediginin,
dolayistyla dogrudan kalibrasyon egrisinin miktar tayini hesaplanmasinda kullanima
uygun oldugu matriks etkisini inceleyen standart ekleme yontemiyle test edilmistir.
Belirli miktarda numune {izerine standart eklenerek eklenen derisime karsi pik alan
oranlart grafige gecirilerek olusturulan bu egrinin denklemi ve regresyon katsayisi

Tablo 4.9.’da verilmektedir.

Tablo 4.9. FAV’1n dogrudan kalibrasyon ve standart ekleme kalibrasyon denklemleri.

Favipiravir Dogrudan Kalibrasyon Standart Ekleme
Yontemi Yontemi
Regresyon denklemi y=0.13839x + 0.12485 y =0.1403x + 1.3104

Tanimlayicilik Katsayist (R?) 0.9999 0.9992
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4.2.5. Dogruluk ve Kesinlik

2.0, 20.0 ve 40.0 pg.mL"' olmak iizere 3 farkli derisimde 6 farkli seride
hazirlanan FAV c¢ozeltileri ile giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik ¢alismalari
yapilmistir. Kalibrasyon egrisinden elde edilen veriler Tablo 4.10.’da verilmektedir.
Buna gore dogruluk i¢in % BH degerleri kesinlik i¢in ise % BSS degerleri

incelenmistir.

Tablo 4.10. FAV analizine ait giin i¢i ve giinler aras1 analiz sonuglar1 (n=6).

FAV miktari Giinler Arast! Giin ici?
(pg.mL™)
Bulunan miktar % BH Bulunan miktar % BH
1.96 1.90 2.01 -0.37
2.03 -1.61 2.01 -0.66
2.00 1.96 1.77 2.03 -1.61
2.01 -0.37 1.96 1.90
2.03 -1.61 2.01 -0.37
1.96 1.77 1.96 1.77
X 1.99+0.01 2.00+0.01
SS 0.03 0.03
BSS (%) 1.72 1.41
19.99 0.07 20.25 -1.26
19.61 1.97 19.62 0.88
20.28 -1.40 19.95 0.27
20.00 19.74 1.31 19.77 1.14
19.84 0.80 19.68 1.58
19.62 1.88 19.81 0.93
X 19.85+0.10 19.85+0.09
SS 0.26 0.23
BSS (%) 1.29 1.14
40.40 -1.00 39.62 0.94
40.52 -1.30 39.81 0.48
40,00 39.31 1.73 39.31 1.73
40.21 -0.52 40.40 -1.00
39.62 0.94 40.01 -0.03
39.51 1.22 39.35 1.63
X 39.93+0.21 39.75+0.17
SS 0.51 0.42
BSS (%) 1.28 1.05

! Giinler aras1 galismalar; ii¢ derisim seviyesinde 6 ayr ¢ozelti kullanilarak 6 ayr giinde yapilmstir.
2 Giin i¢i calismalar; ii¢ derisim seviyesinde 6 ayri ¢ozelti kullamlarak aym giinde yapilmistir. X:
Ortalamazstandart hata, SS: Standart sapma, BH: Bagil Hata, BSS: Bagil standart sapma (Istatistiksel
hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 2).
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4.2.6. Duyarhhk

Boliim 3.3.2.°de anlatilan Esitlik 3.1. ve Esitlik 3.2.’deki gibi hesaplanan LOD
ve LOQ degerleri sirastyla 0.57 ug.mL™! ve 0.90 pg.mL! olarak bulunmustur.

4.2.7. Geri Kazanim

200 mg FAV igeren sentetik preparatlara ait geri kazanim degerleri Tablo
4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11. FAV’1n analizine geri kazanim analiz sonuglar1 (n=6).

Eklenen Etkin Madde Bulunan Miktar % Geri Kazanim

Miktari (ng.mL™) ’
196.31 98.15
197.24 98.62
201.10 100.55
199.38 99.69
197.40 98.70

200.0 mg
197.58 98.79

X: 198.17+0.72 X: 99.08+0.36
SS: 1.75 SS: 0.88
BSS: % 0.88 BSS: % 0.44

GA: 196.33-200.01

GA: 98.17-100.00

X: Ortalama+Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giliven araligi
(Istatistiksel hesaplamalar i¢in bkz. Ek 2).

4.2.8. Tekrarlanabilirlik

FAV’1n analizi i¢in yontem ve enjeksiyon tekrarlanabilirlik bulgular1 asagidaki

Tablo 4.12.’de verilmistir.
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Tablo 4.12. HPLC yonteminin ve enjeksiyonunun tekrarlanabilirligine ait analiz

bulgular1 (FAV: 20.0 pg.mL!, n=10).

Bulunan Miktar (ug.mL")
HPLC yonteminin tekrarlanabilirligine | Enjeksiyon  tekrarlanabilirligine  ait
ait analiz bulgulari analiz bulgulari
20.67 19.95
20.55 19.61
20.71 19.98
20.25 19.74
20.59 19.84
19.99 19.77
20.70 19.82
20.67 19.90
19.82 19.38
19.99 19.95
X:2039:0.11 X :19.79:0.06
SS: 0.35 SS: 0.19
BSS: % 1.71 BSS: % 0.93
GA: 20.14-20.64 GA: 19.93-19.66

X: Ortalamazstandart hata, SS: Standart Sapma. BSS: % Bagil Standart Sapma, GA: Giiven arahig1 (a=

0.05) (Bkz. Ek 2).
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4.2.9. Saglamhik ve Tutarhhk
Saglamlik testi kapsaminda, yontem parametrelerindeki kiicik ve kasti
degisikliklerin analiz sonuclarina etkisi incelenmistir. Tablo 4.13.’te degistirilen

parametreleri ve elde edilen sonuglar1 gostermektedir.

Tablo 4.13. Farmasotik preparat analizi i¢in gelistirilen HPLC yontemine ait saglamlik
bulgular1 (Eklenen 30.0 pg.mL™! FAV, n=3).

FAVIPIRAVIR

(ﬁ‘g‘f:‘n‘f_‘l‘) BSS (%) hesap

Optimum kosullar 31.32+0.31 0.33 -
Etanol Oram % 2.7 31.52+0.36 1.99 1.20
Etanol Oram % 3.3 31.45+0.34 1.89 0.85
Tampon Derisimi 27 mM 31.43+0.19 1.03 2.38
Tampon Derisimi 33 mM 30.95£1.48 1.72 -0.14
Tampon pH’s1 4.0 33.09+0.73 1.91 2.69
Tampon pH’s1 4.4 29.77+1.92 1.76 0.52
Dalga boyu 287 nm 31.02+0.99 1.96 -0.25
Dalga boyu 293 nm 30.30+0.45 1.90 1.03
Akis Hiz1 0.9 mL.dk! 30.09+0.54 1.61 -0.16
Akis Hiz1 1.1 mL.dk! 30.09+0.51 1.39 -0.08
Kolon Sicakhigi 24.0 °C 30.04+0.40 1.65 -0.13
Kolon Sicakhigr 26.0 °C 30.58+1.48 1.80 0.09

BSS: % Bagil Standart Sapma. Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla t-testi kullanilarak
karstlastirtlmistir: taplo = 2.776 > thesap (p > 0.05) (Bkz. Ek 3.).

Tutarlilik degerlendirmesi i¢in Tablo 4.14.te verilen iki farkli analizci

sonuglar1 incelenmistir.
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Tablo 4.14. Gelistirilen HPLC yontemine ait tutarlilik bulgular1 (Eklenen 30.0 pg.mL"

' FAV, n=6).
1. Analizci 2. Analizci
Eklenen Bulunan Gert Bulunan Gert
Mikear ng.mL Kazanim I Kazanim
(%) (“o)
30.41 101.37 30.24 100.81
31.24 104.14 30.96 103.21
30.0 pg.mL- 30.92 103.05 29.95 99.84
30.41 101.37 29.52 98.40
30.01 100.03 30.39 101.29
30.58 101.93 30.82 102.73
X 30.59+0.18 101.984+0.59 30.31+0.22 101.05%0.73
SS 0.43 1.44 0.54 1.79
BSS (%) 1.41 1.41 1.78 1.78
Iki analizcinin bulgular1 i¢in Wilcoxon eslestirilmis iki drnek testi:
thesap= 15 > trablo= 2, p>0.05

X: Ortalamatstandart hata, SS: Standart sapma; BSS: Bagil standart sapma (Bkz Ek 2); thessp:
Hesaplanan t degeri; twbio: n=6 serbestlik derecesindeki teorik t degeri; p: Hesaplanan yanilma diizeyi

(Bkz. Ek 4).

4.3. Farmasotik Preparatlarin Analizi

Farmasotik preparat analizinde, madde / IS alan oranlar1 standart FAV

derisimlerine karsi ¢izilerek grafige gecirilmistir. Bu grafiklere dayanarak standart

egriler olusturulmus ve regresyon denklemleri bulunmustur. Bu denklemler

kullanilarak farmasdtik preparatlarda bulunan FAV miktarlar1 hesaplanmistir.

Farmasotik preparatlardan FAV analizi i¢gin HPLC ile elde edilen bulgular

Tablo 4.15.’te sunulmustur.
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Tablo 4.15. Farmasotik preparattan FAV analizi sonuglart (n=6).

Etiket Miktan Bulunan (mg)
198.35
199.85
Favimol® 200 mg 198.29
201.63
200.33
199.31
X 199.63+0.52
SS 127
BSS (%) 0.64
GA 198.29-200.96

X: Ortalama+ Standart hata; SS: Standart Sapma; BSS: Bagil Standart Sapma, GA: Giiven aralii
(0=0.05) (Bkz. Ek 2)
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5. TARTISMA

Kalite kontrol laboratuvarlarinda arastirmacilar tarafindan genellikle kisa
siirede dogru sonuglar elde edilen, uygulamasi kolay ve uygun sekilde valide edilen
HPLC analiz yontemleri kullanilir. Aragtirma, ozellikle T.C. Saglhik Bakanligi
tarafindan onaylanmig ve yerel ila¢ pazarinda bulunan yaygin olarak kullanilan bir
farmasotik bilesik olan FAV igeren tablet formiilasyonlarini hedef almistir. Calismanin
temel amaci, tablet formundaki farmasotik preparatlarda bulunan FAV miktarini
belirlemek iizere analiz etmek i¢in, yesil kimya prensiplerine uyularak basit, glivenilir
ve dogrulanmis bir HPLC yontemi gelistirmek ve uygulamak amacglanmistir. Analiz
icin Neutec Pharmaceutical Company'den temin edilen FAV standardi kullanilmis olup
ve saflig1 iireticiler tarafindan verilen sertifika dogrulanmistir. 2019 yilinda ortaya
¢ikip tiim diinyaya yayilan pandemi esnasinda iilkemizde ve tiim diinyada acil
kullanim onay1 alinarak hemen hemen her hastaya verilmistir. Bu derece yaygin
kullanima sahip preparatin endikasyonu olan COVID-19 giiciinii yitirmesine ragmen
ileride olusabilecek diger viral pandemiler i¢in de kullanimi olasidir. Bu ¢alismada
gelistirilip valide edilen kromatografik yontem ile hem farmasotik preparatin kalite
kontrol analizlerine katkida bulunurken hem de arastirmacilara konvansiyonel bir
kromatografik yontemin kaliteden herhangi bir kayip yasanmaksizin ¢evre ve analizci

dostu yesil ¢oziiciiler ve yaklagimlar kullanilarak yapilabilecegini gosterilmistir.
5.1. HPLC Yontemi

HPLC, cok cesitli bilesenleri tespit etmek, miktarlarii 6lgmek ve ¢esitli
numuneler arasindaki farkliliklar1 belirlemek iizere, bilesenlerin bir hareketli faz
icinde sabit bir faz iizerinde ayrilmasini temel alarak analizlerde yiiksek hassasiyet ve
ayirim saglayan, 6zellikle farmasdtik, kimyasal, gida ve ¢evre endiistrilerinde yaygin
olarak kullanilan bir kromatografi teknigidir. FAV’1n analizi i¢in C18 Inertsil ODS
(150 x 4.6 mm i.¢., 5 um), Inertsil HILIC, Chromolith Performance RP-18e 100-3 mm

ve ACE Excel 3 C18 kolonlar1 denenmis fakat uygun tr degerleri elde edilememistir.

I. Bulduk (54), FAV’1n tabletten analizi icin 50 mM potasyum dihidrojen fosfat
(pH 2.3) ve asetonitril (90:10, v/v) karisimini igeren hareketli faz kullanarak 15 dk
caligsma siiresi kapsaminda FAV’1 7.7 dk’de analiz ederek, LOD ve LOQ degerlerinin
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sirastyla 1.20 pg mL™! ve 3.60 ug mL™! hesaplandigi HPLC yontemini gelistirmistir;
Elizabeth Challenger ve ark. (55), insan plazmasinda FAV miktarinin belirlenmesi igin
su i¢inde % 0.2 formik asit ve metanol i¢inde % 0.2 formik asitten olusan bir gradiyent
hareketli faz kullanarak LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir; Cahaya Azzahra
Rahmadhani ve ark. (56), tam kanda FAV’1n HPLC-DAD ile 6l¢iimii i¢in asetonitril -
% 0.2 formik asit - 20 mM sodyum dihidrojen fosfat (pH 3.5) igeren gradiyent hareketli
faz kullanarak yontem gelistirmisglerdir; Safa M Megahed ve ark. (57), insan
plazmasinda FAV’in  belirlenmesi i¢in  hizli, saglam, hassas ve yesil

spektrofluorimetrik yontemin gelistirilmesi i¢in ¢alisma yapmiglardir.

Arastirmacilar ve sanayi tarafindan etanoliin hareketli faz bileseni olarak yer
aldig1 yontemlere ait kaynaklara sik rastlanmamaktadir. FAV analizi i¢in gelistirilen
yesillestirilmis bu ¢alismada, asetonitril yerine etanol kullanilmis ve daha kisa siirede
analiz gergeklestirilmistir. Bu tez caligmasi ile hareketli faz replasmaninin basari ile
uygulanabilecegi ve rutin analizlerde de kullanilabilecegi kanitlanmis olup

arastirmacilart yesil kromatografiye tesvik edecegi diistiniilmektedir.
5.1.1. Organik Coziicii Etkisi

HPLC analizinde maddelerin tutulmasini etkileyen birincil faktorler arasinda
hareketli faz olarak kullanilan organik ¢6ziiciiniin tiirii ve derisimi yer almaktadir. Yesil
kimya kapsaminda, tercih edilen organik ¢oziicli olarak etanol se¢ilmistir. FAV'in
alikonma zamani, hareketli faz bileseni olarak etanoliin degisik oranlarda ilave
edilmesiyle hazirlanan hareketli fazlarla test edilmistir. Bu kapsamda hareketli faz
orant analiz maddemizin alikonma zamani iizerinde etkili olmustur. Alikonma
zamaninin direk yer aldig1 kromatografik parametreler olan o ve N verilerini de i¢eren
en iyi oran tespit edilmistir. Bu caligmada analiz siiresini uzatmadan en 1iyi

kromatografik ayirimin elde edilmesi seklinde ilerlenmistir.

Etanol derisiminin % 3’ten % 4’e degisimi sirasinda FAV maddesinin tr ve k’
azalmis, % 4 ve % 5 etanol derisiminde FAV i¢in k’'niin 2’nin altina diistigi
belirlenmistir. Ote yandan, % 1 ve % 2 oranlarinda etanol kullanildiginda iki madde
arasindaki o ve Rs yliksek, ancak N ve PAO’nun % 3 oranina gore diisiik oldugu ve tr

daha uzun oldugu gozlenmis ve % 3 etanol oraninin kullanilmasina karar verilmistir.
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Bu etanol oraninda, o > 1, N > 2000, Rs > 1.5 kromatografik degerlendirme kriterleri

saglanmaktadir (Bkz. Tablo 4.1.).
5.1.2. Tampon Derisimi ve pH Etkisi

Alikonmaya ve pik sekline kullanilan hareketli faz pH’sinin etkisini incelemek
amaciyla pH taramasi yapilmigtir. Pik sekillerinin tampon ¢6zelti hazirlanip 6l¢iildiigii
pH’da keskin ve dar olmasi ile uygun tr’ye sahip olmasindan dolay1 pH aralig1 dar
tutulmustur. Farkli pH’larin kromatografik parametrelere etkisini incelemek i¢in pH
4.0, 4.2 ve 4.6 olarak hazirlanan fosfat tamponu ¢ozeltilerinin hareketli faz olarak
kullanildig1 analizler yapilmistir. Kromatografik optimizasyon parametreleri igin
analizde 4.2 olarak se¢ilen pH degerinde, k’, PAO ve N degerlerinin, diger pH
seviyelerinde yapilan analizlerde elde edilen verilerden daha fazla kabul kriterlerini

karsiladig1 goriildiigiinden calismalara tampon pH’s1 4.2 segilerek devam edilmistir

(Bkz. Tablo 4.2.).

Tampon derisimini belirlemek amaciyla farkli derisimlerde hazirlanan 20, 30
ve 40 mM derisimlerindeki NaH,PO4 tamponlar1 (3:97, h/h) 1.0 mL.dk™! akis hizinda
en 1yi pik sekillerinin elde edilmesi amaciyla denenmistir. Beklendigi gibi tampon
derisimi tr lizerinde etki gostermezken PAO’da ve dolayisiyla N parametrelerinde
beklenen degisiklikler gozlenmemistir. Bundan dolay1 en yiiksek N’nin gozlendigi 30

mM derisimi optimum tampon derisimi olarak kabul edilmistir.
5.1.3. Akis Hizx

Kromatografik parametrelere akis hiz1 etkisini incelemek i¢in belirlenen hizlar
0.8, 1.0 ve 1.2 mL.dk™ olup; bu islem esnasinda tr, PAO ve N iizerindeki etkiler
gozlenmistir. Akis hizi arttirildiginda; PAO’da 0.8 mL.dk™! ve 1.0 mL.dk™! akis hizinda
degisiklik olmazken; 1.2 mL.dk™! akis hizinda az da olsa artis gergeklesmistir, tr ise
azaldigindan dolay1 k> de akis hizi ile birlikte azalmaktadir. Sonu¢ olarak, tr
gozetilerek PAO degerinin 1’e en yakin oldugu, N’nin en yiiksek oldugu hareketli faz
akis hiz1 1.0 mL.dk™! ¢alisma akis hiz1 olarak segilmistir (Bkz. Tablo 4.4.).
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5.1.4. Enjeksiyon Hacmi Etkisi

Sabit bir madde derisiminde kromatografik sisteme verilen kiitle miktarini
belirleyen enjeksiyon hacminin artis1 kiitle miktarini artmasina ve kolonda agirt madde
yuklenmesiyle iligkili olarak, dogrusal ideal kromatografik kosullarda sapmanin
meydana gelmesi ile pik kuyruklanmasi ve/veya tr kaymasina sebep olmasi beklenir.
FAV i¢in artan enjeksiyon hacmi ile tr’leri dolayisiyla k’'leri degismezken; 10 pL
enjeksiyon hacminde PAO’nun en az oldugu ve 15 uL ve daha fazla hacminde
enjeksiyon yapildiginda PAO’nun arttig1 gozlenmistir. Sonug olarak, 5 uL enjeksiyon
hacminde N ve PAO’lar1 kabul edilebilir degerler oldugundan yesil kimya prensipleri

kapsaminda enjeksiyon hacmi minimum olanin se¢ilmesi uygun bulunmustur.
5.1.5. Kolon Sicakhg Etkisi

Kolon sicakligi artist hareketli faz viskozitesini diislirerek ve k’ ile PAO’da
degisikliklere sebep olmaktadir. Kolon sicakliginin FAV pikin k> ve PAO {izerine
etkisini incelemek i¢in farkl sicakliklarda (25°C, 30°C ve 35°C) deneyler yapilmistir.
PAO’da ve analiz siiresinde biiyiik degisiklikler olmaksizin k’'deki artis dikkate
alinarak 2.5 k’ degerinin kaydedildigi 25°C optimum kolon sicaklig1 olarak se¢ilmistir.

5.1.6. i¢c Standart Secimi

Denenen cesitli maddeler arasindan FAV icin gelistirilip optimize edilen
yontemle analizi yapildiginda FAV ile ayn1 kromatografik pencerede uygun cevabi

olan PAR, i¢ standart olarak (8.2 dk) olarak secilmistir.
5.1.7. HPLC Yonteminin Validasyonu

Gelistirilen HPLC yonteminin sistem uygunlugu, k', Rs, ayirim, N ve PAO, Rs
ve enjeksiyon kesinligi bazinda degerlendirilmistir. Test i¢in ayn1 standart ¢ozeltinin 6
tekrarli enjeksiyonundan elde edilen veriler kullanilmig ve elde edilen degerlerin (Bkz.
Tablo 4.17.) kabul edilebilir sinirlar i¢inde oldugu goriilmiistiir (k' > 1, N > 2000, Rs
>1.5,% BSS <% 1 ve PAO < 1.5).
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Sistem uygunlugu tespit edilen analiz i¢in ICH Q2R1 (67) kriterlerine gore
validasyon ¢alismasinda kararlilik, 6zglinliik, dogrusallik ve aralik, dogruluk, kesinlik,

duyarlhilik, saglamlik ve tutarlilik validasyon parametreleri test edilmistir.

Validasyon ¢aligsmasi oncesi yapilan kararlilik ¢alismasi ile hazirlanan stok ve
standart ¢ozeltinin kararlilig1 belirlenmis ve sonuglar dogrultusunda, stok ve standart

¢ozeltilerinin ne kadar siirede hangi ortamda saklanmasi gerektigine karar verilmistir.
Kararhhk

Calismalarimiz ~ siiresince calisma standart ¢ozeltileri giinliik olarak
hazirlanmistir. FAV stok standart ¢ozeltilerinin aydinlikta, karanlikta ve sogukta 0, 8,
24 ve 48 saatlik kisa donem ve 2 aylik uzun dénem kararlilik ¢alismalar1 sonucunda
FAV maddelerinin cevaplarindaki degisimler izlenmistir (Bkz. Tablo 4.6.). Deneyler
sonucunda yiizde kalan miktarlar hesaplandiginda hazirlanan FAV standart
¢ozeltilerinin +4 °C buzdolab1 ortaminda kararli oldugu tespit edildiginden standart
¢ozelti hazirlandiktan sonra buzdolabinda muhafaza edilmis ve 2 ay sonunda yenisi
hazirlanmistir. Ayrica giinliik calisma ¢ozeltileri de her ¢calisma 6ncesinde bu stoktan

seyreltilerek hazirlanmistir.
Ozgiinliik

Ozgiinliik gelistirilen yontemin FAV maddesini diger maddelerin varligindan
etkilenmeden analiz edebilme yetisidir. FAV standarti, plasebo, sentetik numune, tablet
numunelerine ait kromatogramlar karsilastirildiginda matriksten kaynaklanan
herhangi bir girisim etkisi bulunmamistir (Bkz. Sekil 4.13.). Ayrica FAV pikine ait pik
saflik indeksinin 1 olmas1 da pikin saf oldugunu kanitlamaktadir (Bkz. Sekil 4.14.).
Dogrudan kalibrasyon ve i¢ standart ekleme yontemleriyle elde edilen kalibrasyon
denklemlerinin egrilerinin benzer olmas1 yontemin matriks etkisinde olmadan miktar

tayini yapabildigini gostermektedir.
Dogrusalhik

HPLC yonteminde FAV pik alan oranlariin derisime kars1 grafige gecirilmesi

elde edilen kalibrasyon egrileri 1.0-100.0 pg.mL™! araliginda dogrusal ve korelasyon
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katsayilarinin 6nemli bir deger oldugu istatistiksel olarak bulunmustur (Bkz. Sekil
4.15., Tablo 4.7. ve Tablo 4.8., p < 0.05). Tanimlayicilik katsayilarinin da FAV ig¢in
1.0000°e yakin bir deger olan 0.9999 olarak bulunmasi ¢izilen kalibrasyon egrilerinin

dogrusal oldugunu gostermektedir (Bkz. Tablo 4.8.).

FAV’1n tabletten analizi i¢in, olmas1 gereken derisimin bulunan derisime karsi
grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrisinin dogrusallik kontrol grafigi elde edilmistir
ve tanimlayicilik katsayist 0.999 bulunmustur. Belirli miktarda numune iizerine
standart eklenerek eklenen derisime karsi pik alan oranlar grafige gecirilerek

olusturulan bu egrinin denklemi ve regresyon katsayisi Tablo 4.9.’da verilmistir.
Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu hem giin i¢i hem de giinler arasi1 calismalarla ve geri
kazanim deneyleriyle degerlendirilmistir. Bu amacla, bagimsiz FAV numuneleri 3
farkli derisimde tekrarli (n=6) analizleriyle ¢alisiimustir: 2.0, 20.0 ve 40.0 pg.mL!
Gelistirilen yontemin giin i¢i analizlerinden elde edilen % BH degerleri FAV i¢in 0.03
ile 1.90 arasinda degigmektedir. Giinler aras1 sonuglardan elde edilen verilere gore ise
FAV icin % BH degerleri 0.07 ile 1.97 arasinda hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.10.).
Analitik sonuclarin en yliksek % BH degeri olan 2’yi gegmemesi (69, 70) kosulu goz

oniine alindiginda onerilen kromatografik yontemin dogru oldugu gosterilmistir.

Analiz sonucunda, geri kazanim sentetik preparat c¢ozeltisine eklenen
maddenin ne kadarmnin tayin edilebildigini belirlemek amaciyla her biri tek bir
derisimde hazirlanan 6 farkli ¢ozeltiden geri kazanim ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
FAV i¢in geri kazanim % 99.08 olarak hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.11.). Bulunan geri
kazanim degerlerinin kabul edilebilir smirlar (% 98-102) i¢cinde olmasi analizlerin

dogrulugunu gostermektedir (40).

Yontemin kesinligi ise hem giin i¢i ve glinler arasi kesinlik deneyleri hem de
cithaz ve yontem tekrarlanabilirligi ¢alismalariyla test edilmistir. Giin i¢i ve glinler arasi
caligmada test edilen 3 farkli derisim seviyesinde 6 bagimsiz ¢ozeltinin analizi
yapilmis ve sonuglarin % BSS degerleri hesaplanmistir. Gelistirilen yontemin giin i¢i

analizlerinden elde edilen % BSS degerleri 1.05 ile 1.41 arasinda iken; giinler arasi
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sonugclar i¢in, % BSS degerleri 1.28 ile 1.72 arasinda hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.10.).
En yiiksek % BSS degerinin en fazla 2 (69, 70) olmas1 kosuluna dikkat edildiginde,

yontemin kesinliginin yliksek oldugu saptanmuistir.

Yoéntemin tekrarlanabilirligi calismasinda, 20.0 pg.mL™!' FAV igeren 10 farkli
¢oOzeltinin analiz edilmesiyle degerlendirilmistir (Tablo 4.12.). Elde edilen % BSS
degeri 1.71 olup, % 2'den diisiik olmasi1 (70) sonuglarin tekrarlanabilir oldugunu ifade
etmektedir. Ayrica, cihazin tekrar ayni sonuglari liretilebilirligi, ayni giin iginde ayni
vialden 20.0 pg.mL! FAV iceren bir ¢ozeltinin 10 tekrarli enjeksiyonu
gerceklestirilerek degerlendirilmistir. FAV pik alanlar1 i¢in % BSS degerleri, % 0.93
olarak hesaplanmasi, % 1'den az bulundugu igin (74, 75) bu, cihazin siirekli olarak

tekrarlanabilir sonuclar verdigini gosterir.
Duyarhhk

S/G oram1 3 oldugunda saptanabilen en kiigiik derisim olan ydntemin
gozlenebilme smir1 (LOD), FAV igin 0.57 pg.mL'; S/G oram 10 oldugunda
saptanabilen en kiigiik derisim LOQ ise, 0.90 pg.mL! olarak bulunmustur. Bulgular
gelistirilen yontemin farmasotik preparattan analiz i¢in yeterli duyarlilikta (69, 71)

oldugunu gostermektedir.
Saglamhik ve Tutarhihk

Y ontemin saglamligi, hareketli faz etanol orani, tampon pH'1, tampon derisimi
ve akis hiz1 gibi yontem parametrelerindeki kiigiik degisikliklerin FAV miktarinin
belirlenmesi iizerindeki etkisi arastirilarak incelenmistir. Istatistiksel degerlendirme
sonucunda, thesap< trablo = 2.776 (p > 0.05) oldugu ve sonuclarin bu degisikliklerden

etkilenmedigi belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.13.).

Tutarlilik caligsmasi i¢cin FAV i¢in dogrusallik araliginda bir derisimde iki farkl
analist tarafindan hazirlanan 6 farkli ¢6zeltinin analiz sonuglari arasinda istatistiksel
karsilastirma yapilmistir. Her iki madde icin t-testi sonuglari, hesaplanan t degerinin
(thesap) tablodaki t degerinden (twblo) biiylik oldugunu ve p degerinin 0.05'ten biiyiik
oldugunu gostermistir (Bkz. Tablo 4.14.). Bu, iki analist tarafindan elde edilen

deneysel sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigini goéstermektedir.
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Farmasotik Preparat Analizi

FAV igeren farmasotik preparatlarin analizi igin gelistirilen yontem valide
edildikten sonra, tabletten FAV analiz sonuglar1 i¢in % BSS degeri % 0.64 olarak
hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.15.). Bu % BSS degerlerinin kabul kriteri olarak (69) %
2'nin altinda olmasi, yontemin tablet preparatlarinda FAV analizi yiiksek analitik

kesinlik sergiledigini gostermistir.

Onerilen yénteme ait validasyon bulgular1 tabletten FAV analizi i¢in kilavuzlar
cergevesinde tam validasyonla gegerli kilinmistir. Bu yontem HPLC kullanan
analizciler i¢in etanolle de deney yapilabilirliginin gosterilmesi agisindan tesvik
edicidir. Alternatif hareketli faz bileseni olan etanol sayesinde hem g¢evre hem de

analizci giivenligi analiz kalitesi kadar 6n plana alinmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, COVID-19 tedavisinde de kullanilan antiviral etkili FAV ve IS
olarak kullanilan PAR’1n farmasétik preparattan yesil kromatografik yontemle analizi
icin HPLC yontemi gelistirilmis ve ICH kilavuzu dogrultusunda valide edilmistir.
Gelistirilen yontemde analizlerin tiimii Zorbax C8 (150 x 4.6 mm i.¢., 5 um) analitik
kolonda gerceklestirilmistir. Kromatografik ayirim ig¢in hareketli faz olarak kullanilan
30 mM derisiminde sodyum dihidrojen fosfat tamponu (NaH>POs) (pH: 4.2) ve toksik
olmayan etanol 97:3 h/h oraninda kanistirilmis ve akis hizi olarak 1 mL.dk!
belirlenmigtir. UV dedektor kullanilarak 290 nm dalga boyuna sinyaller
kaydedilmistir. Gelistirilip optimize edilen yontem ICH Q2R1 analitik yontem
validasyon rehberinde belirtilen 6zgiinliik, kararlilik, dogrusallik, duyarlilik, dogruluk,
kesinlik, tutarlilik ve saglamlik parametrelerine gore valide edilerek yontemin

dogruluk ve giivenirliligi kanitlanmigtur.

Yesil kromatografi, kromatografik yontemlere uygulanan ¢evre dostu veya
sirdliriilebilir uygulamalar1 tanimlamak ic¢in kullanilan bir terimdir. Analitik
performansi korurken veya gelistirirken kromatografik yontemin cevresel etkisini
azaltmak icin ¢esitli yaklasimlar1 kapsamaktadir. Toksik kimyasal iirtinlerin risklerini
kontrol ederek bu maddelerle ilgili sorunlar1 6nlemek i¢in ilk etapta bu toksik tiriinlerin
tiretilmemesi en dogru yaklagimdir. Bu nedenle yiiksek hacimlerde kullanilan hareketli
fazlarin ihtiva ettigi toksik hareketli faz bilesenlerinden arinmis bir analiz tercih

edilmis olacaktir.

Bu tez caligmasinda gelistirilen yOntem arastirmacilara yesil analizlerin
yapilabilirligini yasanan biiyiik pandemide hasta olan hemen her bireyin kullandig1 bir
preparat lizerinden validasyon ve miktar tayini ile gosterilmistir. Geligsen teknoloji ve
endiistri ile birlikte ¢evre ve analizci dostu yaklasimlarin giderek artacagi

diistiniilmektedir.
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8. EKLER

EK 1. Korrelasyon Katsayisi ve Dogrusalliktan Ayrihs Onem Kontrolii

Bulunan korrelasyon katsayisinin 6nemli bir katsay1r mi1 yoksa tesadiife bagl

bir katsay1 mi1 oldugu test edilmistir.
Testin yapiminda islemler:
1. Ho: Korrelasyon katsayisi tesadiife bagli bir degerdir (r = 0).

2. Test istatistiginin hesaplanmasi:

. r
=5
1-r2
S, = [E] (Korelasyon katsayisinin standart hatast)

3. Yanilma olasiligi olarak a = 0.05 secilmistir.
4. Serbestlik derecesi =n — 2

5. a = 0.05 diizeyinde ve 4. Madde de bulunan serbestlik derecesinde tablo t

degerine bakilir.

6. Karsilastirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyiikse HO
hipotezi reddedilir, kiiglikse kabul edilir.

7. Karar: Korrelasyon katsayisi 6nemli bir degerdir, tesadiifen bulunmus bir
deger degildir (t = Hesapla bulunan deger, p <0.05) veya korrelasyon katsayis1 6nemli
bir deger degildir, tesadiifen bulunmus bir degerdir (t = Hesapla bulunan deger, p >

0.05).
Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii
1. Kareler toplamlar1 bulunur:

a) Regresyon Kareler Toplami (RKT):
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Sy - COEN*
n
RKT =
52t - B

b) Y Ortalamadan Ayrilig Kareler Toplami (YOAKT):

Gy

n

YOAKT = Z y?
c¢) Regresyondan Ayrilis Kareler Toplami1 = RAKT = YOAKT - RKT
2. Serbestlik dereceleri bulunur:
a) Regresyon Serbestlik Derecesi (RSD) = 1
b) Y Ortalamadan Ayrilis Serbestlik Derecesi = YOASD =n-1
c) Regresyondan Ayrilis Serbestlik Derecesi = RASD = YOASD — RSD
3. Kareler ortalamalar1 bulunur:
a) Regresyon Kareler Ortalamas1 = RKT / RSD
b) Regresyondan Ayrilis Kareler Ortalamast = RAKO = RAKT / RASD
4. Ho = Derigim ile detektdr cevabi arasindaki iliski dogrusal degildir.
5. Yanilma olasilig1 a. = 0.05 secilmistir.
6. F =RKO /RAKO

7. p = 0.05 diizeyinde RSD ve RASD serbestlik derecelerindeki tablo F

degerleri bulunur.

8. Karsilagtirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden biiyiikse HO
hipotezi reddedilir, kii¢likse kabul edilir.
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9. Karar: Derigim ile detektor cevabi arasindaki iliski dogrusaldir (F = Hesapla
bulunan, p< 0.05) veya dogrusal degildir (F = Hesapla bulunan, p > 0.05).

Kesisimin Sifirdan Ayrilisinin Onem Kontrolii

Iy -Ex)?n

S
yx - n—1

(1 —r) (n 1)1”2

2. St = (Syx) 2 [(1/n) + X/ (Zx 2 = (2x) 2/ n)]
3. Ho = Kesisim degeri (a) sifira esittir.

4. Yanilma olasiligi p = 0.05 segilmistir.
5.tu=a/ Sup)

6. a = 0.05 diizeyinde tr degerleri bulunur.

3. Karsilagtirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyiikkse Ho
hipotezi reddedilir, kiiglikse kabul edilir.

4. Karar: Kesisim degeri sifira esittir (tu = Hesapla bulunan, p > 0.05) veya
Kesisim degeri sifirdan farklidir (ty = Hesapla bulunan, p < 0.05).
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EK 2. istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi
Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi
Bagil Standart Sapma = (SS+X) x 100
SS: Standart Sapma
X: Aritmetik ortalama
% Bagil Hata Hesaplanmasi

. (Olmasi gereken miktar — Bulunan miktar)
% Bagil Hata (%BH) = Olmast gereken miktar x 100

Standart Hata Hesaplanmasi

SS
Standart Hata (SH) = —
vn

SS: Standart sapma
n: Olgiim sayisi
% Geri Kazanim Hesaplanmasi

Bulunan miktar

% Geri K = x 100
o Gerl Kazanim Olmast gereken miktar

Evren Ortalamasi Giiven Araliginin Hesaplanmasi
H=X=£Sxt veya X-Sx < § <X+ Sx

u: Evren ortalamasi, X: Orneklem ortalamast

Sx: Standart hata, t: Secilen yanilma diizeyi (o) ve

n-1 serbestlik derecesindeki t tablosundaki deger.
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EK 3. t — Testi
Iki ortalama arasinda fark olup olmadigini test eder.

s? = [(ny — Dsf + (ny — s3]/ (ng +ny — 2)

t= (X1 - X2) / s\(1/ns+1/n2)

ni: 1. yontemin Ol¢lim sayisi, np: 2. yontemin Slglim sayisi
s1: 1. yontemin standart sapmasi, s2: 2. yontemin standart sapmast
Xi: 1. yontemin ortalamasi, X»: 2. yontemin ortalamasi
Serbestlik derecesi=ni + nz -2
1. Ho = Iki ortalama arasinda fark yoktur.

2. 0=0.05 yanilma diizeyinde ve n; + nz - 2 serbestlik derecesindeki tablo t

degerine bakilir.

3. Karsilagtirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyiikse Ho
hipotezi reddedilir, kiiglikse kabul edilir.

4. Karar:
a) Ortalamalar arasinda fark yoktur (t = Hesaplanan deger, p > 0.05).

b) Ortalamalar arasinda fark vardir (t = Hesaplanan deger, p < 0.05).
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EK 4. Wilcoxon Eslestirilmis Iki Ornek Testi

Ayni Orneklerin degisik iki durumdaki 6l¢iim sonuclari arasinda fark olup

olmadiginin belirlenmesinde n<25ise uygulanan 6nemlilik testidir.
Ho = iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.
0=0,05 yanilma diizeyi se¢ilmistir.
Test istatistiginin hesaplanmast:

Iki yontemden elde edilen sonuglar iki siitun seklinde yan yana yazilir. Sagda
yeni bir siituna satirlar arasindaki farklar +/- isaretleriyle birlikte yazilir. Ardindan
farklar kiiglikten biiylige dogru siralanir ve sira no. verilir. Sira numaralarinin 6niine
farklardaki +/- igaretleri yazilir. + ve - isaretli sira no. gruplar1 arasinda igareti sayica

fazla olan grup toplanir. Elde edilen deger, hesapla bulunan T degeridir (Th).
Olgiim say1s1 (n) serbestlik derecesindeki tablo T degerine bakilir.
Karar:

a) Tu>T, 1se iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur (Tu=

Hesaplanan T degeri, p>0,05).

a) Tu<T; ise iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark vardir (Tu=

Hesaplanan T degeri, p<0,05).
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EK 5. Friedman Testi: Tekrarh Ol¢iimlerde Varyans Analizi

Yontemlerin  karsilastirilmasinda, yontemler arasinda fark  bulunup

bulunmadigini kontrol etmek i¢in Tekrarli Ol¢iimlerde Varyans Analiz testi uygulanir.
1. Kareler toplamlar1 bulunur.

a) Genel kareler toplam1 (GnKT):

GnKT = Z 2— @x)"

n
b) Gruplar arasi1 kareler toplam1 (GAKT):
2
, 2
caxr =y (Zx) ]_ OF)
1

n
c¢) Denekler arasi kareler toplam1 (DAKT):

(Her bir satir toplamzi)? > x)?
DAKT = Z - — -
Her bir satirdaki ol¢iim sayist n

d) Etkilesim (hata) kareler toplami1 = HKT = GnKT — GAKT — DAKT
2. Serbestlik derecelerinin bulunmas:

a) Genel serbestlik derecesi = GnSD =n; x k-1

b) Gruplar arasi serbestlik derecesi = GASD =k — 1

c¢) Denekler arasi serbestlik derecesi = DASD =n; — 1

d) Hata serbestlik derecesi = HSD = (nj— 1) x (k- 1)

3. Kareler ortalamasinin bulunmast:

a) Gruplar arasi kareler ortalamas1t = GAKO = GAKT / GASD

b) Denekler aras1 serbestlik derecesi = DAKO = DAKT / DASD
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c) Hata kareler ortalamas1 = HKO = HKT / HSD
4. Ho = Yontemler arasinda fark yoktur.

Hi = En az bir 6l¢iim digerlerinden farklidir.

5. Yanilma olasiligi p = 0.05 secilmistir.

6. F=GAKO /HKO

7. a = 0.05 diizeyinde GASD ve HSD serbestlik derecelerindeki tablo F

degerleri bulunur.

8. Karsilagtirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden biiytikse HO
hipotezi reddedilir, kiigiikse kabul edilir.

9. Karar: Yontemler arasinda fark yoktur (F = Hesapla bulunan, p < 0.05) veya
yontemlerden en az biri farklidir (F = Hesapla bulunan, p > 0.05)
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