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OZET

Vorikonazol Etken Maddesinin Farmasétik Preparatlarda Miktar Tayini icin
Analitik Yontemlerin Gelistirilmesi ve Validasyonu

Amagc: Bu calismanin temel amaci, Vorikonazol etken maddesinin farmasotik
preparatlarda miktar tayini i¢cin UV-Gor. Bolge Spektrofotometre ve Yiiksek
Performansli  Sivi  Kromatografisi (HPLC) yontemlerinin  gelistirilmesi  ve
validasyonlariin yapilmasidir.

Materyal ve Metot: Yontemlerin galisma parametreleri olarak UV-Gor. Bolge
Spektrofotometre yonteminde ¢6ziicli olarak asetonitril ve 255 nm dalga boyu, HPLC
yonteminde ise asetonitril-su-metanol (50/45/5, h/h/h)’den olusan hareketli faz, C18
kolonu, 1.0 mL/dk akis hizi ve 255 nm dalga boyu se¢ildi. Her iki yontem ICH kilavuzuna
uygun olarak dogrusallik, dogruluk, kesinlik, gézlenebilme siir1 (LOD), miktar tayin
smirt (LOQ) ve analitik geri kazanim gibi parametreler ¢alisilarak yontemlerin
validasyonu yapilda.

Bulgular: UV-Gor. Bolge Spektrofotometre yonteminin  5-60 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu, LOD ve LOQ degerlerininde sirasiyla 1.0
pg/mL ve 5.0 ug/mL oldugu gozlemlendi. Gilinigi ve giinler arasi dogruluk (%BH) ve
kesinlik (%BSS) degerlerinin sirastyla %0.08 ve %0.29°dan kiigiik oldugu belirlendi.
HPLC yonteminin 1-80 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu, LOD ve LOQ
degerlerinin ise sirastyla 0.2 pg/mL ve 1.0 pg/mL oldugu belirlendi. HPLC y6nteminin
glini¢i ve giinler aras1 kesinlik (%BSS) ve dogruluk (%BH) degerlerinin sirastyla %0.09
ve %0.93’den kiigiik oldugu tespit edildi. Her iki yontemin analitik geri kazanim degeri
ortalama olarak %100.73 olarak gozlendi. Son olaraka farmasotik preparat VVorent Tablet
igerisinde vorikonazol miktar tayini i¢in her iki yontem basariyla uygulandi.

Sonu¢: Bu galismada UV-Gor. Bolge Spektrofotometri ve HPLC yontemleri
gelistirilip valide edildi ve farmasotik preparatlarda uygulanabilir oldugu gosterildi.
Calismadan elde edilen veriler 1s18inda her iki yontemin ilag endiistrisi ve kalite kontrol
laboratuvarlarinda basari ile uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Farmasotik preapart, HPLC, Spektrofotometri, UV-Gor.

bolge, Vorikonazol
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ABSTRACT

Development and Validation of Analytical Methods for Quantification of the
Active Ingredient Voriconazole in Pharmaceutical Preparations

Aim: The main purpose of this study is to use UV-Visor for the quantification of
the active ingredient voriconazole in pharmaceutical preparations. The development and
validation of Zone Spectrophotometry and High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) methods.

Material and Method: UV-Vis. as working parameters of the methods. In the
Zone Spectrophotometry method, acetonitrile and 255 nm wavelength are used as
solvents, and in the HPLC method, the mobile phase consisting of acetonitrile-water-
methanol (50/45/5, v/viv) is used, C18 column, 1.0 mL/min flow rate and 255 nm. nm
wavelength was chosen. Both methods were validated in accordance with the ICH
guideline by studying parameters such as linearity, accuracy, precision, limit of detection
(LOD), limit of quantification (LOQ) and analytical recovery.

Results: UV-Vis. It was observed that the Zone Spectrophotometer method was
linear in the concentration range of 5-60 pg/mL, and LOD and LOQ values were 1.0
pg/mL and 5.0 pg/mL, respectively. Intraday and interday accuracy (%BH) and precision
(%BSS) values were determined to be less than 0.08% and 0.29%, respectively. It was
determined that the HPLC method was linear in the concentration range of 1-80 ug/mL,
and LOD and LOQ values were 0.2 pg/mL and 1.0 pg/mL, respectively. It was
determined that the intraday and interday precision (%BSS) and accuracy (%BH) values
of the HPLC method were less than 0.09% and 0.93%, respectively. The average
analytical recovery value of both methods was observed as 100.73%. Finally, both
methods were successfully applied for the quantification of voriconazole in the
pharmaceutical preparation VVorent Tablet.

Conclusion: In this study, UV-Vis. Area Spectrophotometry and HPLC methods
have been developed and validated and shown to be applicable in pharmaceutical
preparations. In light of the data obtained from the study, it is thought that both methods
can be successfully applied in the pharmaceutical industry and quality control
laboratories.

Key words: HPLC, Pharmaceutical preparation, Spectrophotometry, UV-Vis.,

Voriconazole
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1. GIRIS

Mantarlarin neden oldugu enfeksiyonlara mantar enfeksiyonlar1 ve mantar
enfeksiyonlarini tedavi etmek igin kullanilan ilaglara ise antifungal ilaglar denir.
Mantarlar toprak, bitki, su ve hava dahil gevrenin her yerinde bulunabilen
mikroorganizmalardir. Bircok mantar tiirli zararsiz ve hatta faydali olsa da bazilar
insanlarda enfeksiyonlara neden olabilir. Antifungal ilaglar, fungal hiicrelerin
cogalmasini ve yayilmasini engelleyerek mantarlarin 6lmesine neden olur ve boylece
mantar hiicrelerinin hiicre zarim etkileyerek onlarin hayatta kalmasini engelleyen bir
etki mekanizmas1 kullanmasindan kaynaklanir.

Vorikonazol, bir antifungal ila¢tir ve ciddi mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu yiiksek lisans tezinin amaci, mantar enfeksiyon tedavisinde
kullanilan vorikonazol etken maddesinin farmasotik preparatlarda miktar tayini igin
UV-Gor. Bolge Spektrofotometre ve HPLC yontemlerinin gelistirilip validasyonlarinin
yapilmasi, bu yontemlerin uygulanabilir oldugunu gostermek i¢cin Eczanelerde satilan
vorikonazol etken maddesini igeren farmasotik preparatlarda vorikonazol miktar

analizini ger¢eklestirmektir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Mantar Hastaliklar1

Mantar hastaliklar1 insan viicudunun gesitli kisimlarini etkileyebilmektedir.
Spesifik mantar ve enfeksiyon bolgesine bagli olarak semptomlar hafif ve siddetli
arasinda degisebilir. Mantar hastaliklarinin yaygin belirtileri: cilte kizariklik, kasinti,
pullanma, kabarciklar ve ¢atlama seklinde, tirnaklarda: renk degisikligi, kalinlasma ve
kirilganlik belirtileri solunum yolunda: okstiriik, gogiis agrisi, nefes darligi, ates,
mukoza zarlarinda: beyaz lekeler, agri, akint1 ve sistemik semptomlar olarak ates,
yorgunluk, kilo kaybi, organa 6zgii semptomlar seklinde kendini gésterir (Firacative,
2020).

Mantarlar genellikle sag, cilt, tirnak veya mukozal yiizeylerde yiizeysel
enfeksiyonlara ve alerjiler gibi diger rahatsizliklara yol acarlar. Ancak, teshis edilip
uygun sekilde tedavi edilmezlerse, i¢ organlarda ilerleyici ve 6liimciil olabilen invaziv
enfeksiyonlara da neden olabilmektedirler (Firacative, 2020).

Mantar hastaliklari, genellikle kronik seyir gosterip konake¢iyr yavas yavas
oldiirmeleriyle ¢cogu bakteriyel hastaliktan ayrilirlar. Bu hastaliklar, tedaviye daha
direngli olup, pek cok invaziv mikozun aylarca veya daha uzun siire tedavi edilmesi
gerekebilir. Bakteriyel ve viral hastaliklardan farkli olarak, invaziv insan mantar
enfeksiyonlart nadiren bulasicidir, bu da halk sagligi otoritelerinin siirveyans
konusundaki ilgisinin azalmasina neden olmustur (Casadevall, 2018).

2.2. Mantar Enfeksiyonlar:

Mantar enfeksiyonlari, insanlik tarihinde oldukga eski bir gegmise sahiptir. Tip
literatiirinde mantar enfeksiyonlarina dair ilk belgelenmis kayitlar eski Misir ve
Mezopotamya medeniyetlerine dayanmaktadir. Antik Misir papiriislerinde, mantar

enfeksiyonlarma kars1 bitkisel ve dogal tedavi yontemlerine dair bazi bilgiler



bulunmaktadir. Orta ¢ag’da ve Ronesans doneminde, mantar enfeksiyonlarina dair daha

detayl1 gozlemler yapilmistir. Ozellikle Candida ve Aspergillus gibi mantar tiirlerine
kars1 hastaliklarin belirtileri ve tedavileri hakkinda bilgiler bu donemde kaydedilmistir.
Modern tip, mantar enfeksiyonlar1 hakkinda daha ayrintili bilgilerin edinilmesiyle
birlikte, bu enfeksiyonlar1 daha etkili bir sekilde teshis etme ve tedavi etme yetenegine
sahip olmustur. Mikoloji (mantar bilimi), bu tiir enfeksiyonlarla ilgilenen bir bilim dal1
olarak gelismistir. Giinlimiizde, mantar enfeksiyonlar1 diinya genelinde onemli bir
saglik sorunu olarak kabul edilmektedir. Ozellikle bagisiklik sistemi zayiflamus Kisiler,
organ nakli veya kemoterapi gibi immiinsiipresif tedaviler alan hastalar, mantar
enfeksiyonlarina daha yatkindir. Bu nedenle, modern tip’ ta mantar enfeksiyonlarinin
teshisi, tedavisi ve onlenmesi i¢in siirekli olarak caligmalar yiiriitiilmektedir.

Invaziv mantar enfeksiyonu yeterince taninmayan ve yeni ortaya cikan bir
kiiresel saglik tehdididir. Son zamanlarda, Diinya Saglk Orgiiti (WHO), mantar
enfeksiyonlarina ve antifungal dirence kars1 kiiresel tepkiyi gliclendirmek i¢in
aragtirmalara ve halk sagligi miidahalelerine rehberlik edecek, sagligi tehdit eden
mantarlarin ilk listesini yayinladi. Su anda antifungal ilaglar, enfekte hastalarin
prognozunu iyilestirmede yalnizca kismi basar1 gdstermektedir ve bu, mantar tiirleri
arasinda ilag direncinin hizli gelisimi ile daha da artmaktadir (Loh ve ark., 2023).

Invaziv mantar enfeksiyonlarinin (IFI'ler) kiiresel yiikii, ¢esitli hastaliklardan ac1
ceken, bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarin daha fazla olmasi nedeniyle son yillarda
bir artig gostermistir. Mantar enfeksiyonunun baslangi¢ evrelerinde agresif bir sekilde
kontrol altina alinmasinda erken ve dogru taninin rolii hayati hale gelir ve boylece
yasami tehdit eden bir durumun gelismesi 6nlenir. Klinik mikolojinin degisen talepleri
ile birlikte mantar teshisi alami gelisti ve geleneksel mikroskopi ve kiiltiirleme

yontemlerinden daha gelismis, kiiltiire dayali olmayan araglara dogru uzun bir yol kat



etti. Yeni PCR testleri, T2 Candida, mikroakiskan ¢ip teknolojisi, yeni nesil dizileme,
yeni nesil biyosensorler, nanoteknoloji tabanli araglar, yapay zeka tabanli modeller gibi
daha giiclii yaklasimlarin ortaya g¢ikmasiyla birlikte mantar teshisinin yiizii stirekli
olarak daha iyiye dogru degisiyor (Fang ve ark., 2023).

2.3. Antifungal Tlaglar

Antifungal ilaglar, yilizeysel deri enfeksiyonlarindan yagami tehdit eden sistemik
hastaliklara kadar uzanan mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde Onemli bir rol
oynamaktadir. Ancak etkili ve giivenli tedaviyi saglamak icin uygun tani, antifungal
ajan se¢imi ve yan etkilerin izlenmesi 6nemlidir. Ayrica mantar direnciyle miicadele ve
yeni antifungal tedavilerin gelistirilmesi ¢abalari da 6nemli arastirma alanlar1 olmaya
devam ediyor. Antifungal ilaglar etki mekanizmalarina, kimyasal yapilarina ve etki
spektrumlarina goére smiflandirilabilir.  Bu simiflandirmada Polienler, Azoller,
Ekinokandinler, Allilaminler ve Pirimidin Analoglar1 yer almaktadirlar. Polienlerin
ornekleri arasinda amfoterisin B ve nistatin bulunur. Bu ilaglar mantar hiicre zarlarinin
bir bileseni olan ergosterol'e baglanarak zarin bozulmasma ve hiicre 6liimiine neden
olur.

Flukonazol, itrakonazol ve ketokonazol gibi azol antifungalleri, mantar
hiicrelerinde ergosterol sentezi i¢in gerekli olan lanosterol 14-alfa-demetilaz enzimini
inhibe eder. Ergosterol olmadan mantar hiicre zarlart dengesizlesir. Bu siif
kaspofungin, mikafungin ve anidulafungin gibi ilaglar1 igerir. Ekinokandinler, mantar
hiicre duvarinin bir bileseni olan -(1,3)-D-glukan sentezini inhibe ederek hiicre duvari
bozulmasina ve hiicre Oliimiine yol agar. Terbinafin dikkate deger bir allilamin
antifungaldir. Ergosterol sentezinde yer alan bir enzim olan skualen epoksidazi inhibe
ederek mantar hiicre zar1 biitiinliigiinii bozar. Flusitozin Pirimidin Analoglarin bir

ornegidir. Fungal RNA ve DNA sentezine miidahale ederek sonugta hiicre 6liimiine yol



acar. Antifungal ilaglar kullanim alanlarina gore 4 ayr1 gurupta yer almaktadirlar.
Birinci grup Sistemik Enfeksiyonlardir ki i¢ organlari etkileyen veya viicuda yayilan
enfeksiyonlardir. Amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol gibi ilaglar kandidiyaz,
aspergilloz ve kriptokokoz gibi sistemik mantar enfeksiyonlarini tedavi etmek igin
kullanilir. Ikinci grup Topikal Enfeksiyonlardir ve bu grubun iginde mantar dnleyici
kremler, merhemler ve klotrimazol, mikonazol ve terbinafin gibi ajanlar igeren tozlar,
ayak mantari, sagkiran ve tirnak mantar1 gibi lokalize mantar enfeksiyonlarini tedavi
etmek igin dogrudan cilde veya tirnaklara uygulanir. Ugiincii grup Profilaksi antifungal
ilaglardirlar, bu ilaglar bagisiklik sistemi zayif olan bireylerde (6rn. HIV/AIDS hastalart,
organ nakli yapilan kisiler) mantar enfeksiyonu riskini azaltmak amaciyla onleyici
olarak kullanilabilir ve en son grub Tarimsal kullanimdir, Tarimda bitkileri mantar
hastaliklarindan korumak i¢in antifungal ajanlar da kullanilmaktadir (Prevalence ve
ark., 2018; Rayens ve ark., 2022).

Coronavirlis  hastaligt 2019 (COVID-19) ile iliskili invazif mantar
enfeksiyonlari, ciddi sayida hastaneye yatiritlan COVID-19 hastasinda onemli bir
komplikasyondur. U¢ grup mantar patojeni, COVID-19'da ortak enfeksiyonlara neden
olur: Aspergillus, Mucorales ve Candida auris dahil Candida tiirleri. Bu calismada
diisiik, orta ve yiiksek gelirli {ilkelerde bu mantarlarin neden oldugu COVID-19 ile
iliskili invazif mantar enfeksiyonlarinin goriilme sikligimi gozden gegiriyoruz.
Epidemiyolojiyi, klinik risk faktorlerini, konak¢r ortamin predispozan 6zelliklerini ve
bu koenfeksiyonlarin patogenezinin altinda yatan immiinolojik mekanizmalari
degerlendirerek, gelecekteki aragtirmalar ve klinik rehberligin gelistirilmesi i¢in zemin
hazirlamis olduk (Hoenigl ve ark., 2022).

Mantar enfeksiyonlar1 insanlarda nispeten yaygindir; yaygin, hafif ylizeysel

enfeksiyonlardan yasami tehdit eden invazif enfeksiyonlara kadar degisebilir. Patojenik



mantarlarin ¢ogu, HIV enfeksiyonu, kanser, kemoterapi, organ nakli ve bagisiklik
sistemini baskilayan ilag¢ kullanicilar1 gibi bagisiklik sisteminin zayifladigi kosullar
altinda hastaliga neden olan firsatgidir. Yiiksek riskli popiilasyonun etkili bir sekilde
tespit edilmesi ve tedavi edilmesi, 6liimlerin cogunun 6nlenmesinde en yiliksek dncelik
olmaya devam etmektedir. Invaziv enfeksiyonlarin biiyiik ¢ogunlugu Candida,
Aspergillus ve Cryptococcus tiirlerinden kaynaklanmaktadir. Etkili asilarin, standart
teshis araglarinin, etkili antifungal ilaglarin eksikligi ve ilaca direngli tiirlerin/suslarin
ortaya ¢ikis1, invazif mantar enfeksiyonlarini (IFI) kontrol etmek icin kiiresel bir tehdit
olusturmaktadir. Konakg¢inin bagisiklik tepkisinin daha iyi anlasilmasi, invazif mantar
enfeksiyonlar1 kontrol etmek icin yeni veya gelistirilmis antifungal stratejilerin
gelistirilmesine yonelik ana yaklagimlardan biridir. Bu derlemede, tibbi acidan 6nemli
mantarlarin patogenezini, kalip tanima reseptorleri araciligiyla mantarlarin konakgiyla
etkilesimini ve invazif mantar enfeksiyonuna karsi konakg¢i bagisikligini
sekillendirmede dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin  etkilesimini tartistik
(Pathakumari ve ark., 2020)

Mantar enfeksiyonlari, basta bagisiklik fonksiyonu zayif olanlar olmak {izere,
diinya ¢apinda yilda 1.5 milyondan fazla 6liimden sorumludur. Bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarin, 6zellikle de insan bagisiklik yetmezlik virtisii (HIV) bulunan
hastalarin sayisinin son on yilda artmasi nedeniyle bu durum endise vericidir. Bu
analizin amact Amerika Birlesik Devletleri'nde mantar hastaliginin mevcut yaygimligini
ve etkisini saglamakt1 (Prevalence ve ark., 2018; Rayens ve ark., 2022).

Deri, sa¢ ve tirnaklardaki mantar enfeksiyonlart diinya nifusunun %25’ini
etkilemektedir. Geleneksel antifungal tedavi etkilidir ancak direng, tedavi basarisizligi,
ilag etkilesimleri ve tedaviye bagl toksisite nedeniyle alternatif tedavilere ihtiyag

duyulmaktadir. Fotodinamik terapi (PDT) antimikrobiyal 6zellikler gostermistir ve



mantar enfeksiyonlarinda giderek daha fazla kullanilmaktadir. Bu derleme, ylizeysel
mikozlarda PDT'nin bildirilen etkinligini ve yan etkilerini arastirmaktadir (Shen ve ark.,
2020). Dermatofitoz gibi yiizeysel mantar enfeksiyonlarmin aksine, invazif mantar
enfeksiyonlar1 (IFI'ler), mantar elemanlarinin dokulara niifuz etmesiyle karakterize
edilir. Hastalik bir bolge igerisinde lokal olarak yayilabilecegi gibi hematojen veya
lenfatikler yoluyla da yayilabilmektedirler (Barrs ve ark., 2024).

2.4. Vorikonazol

Vorikonazol etken maddesine sahip ilag ilk olarak 1990 yilinda icat edildi, 2002
yilinda tescil edildikten sonra Amerika Birlesik Devletleri'nde kullanilmaya basladi.
Diinya Saglik Orgiitii'niin temel ilaglari listesine Vorikonazol Vfend ticari ismi ile
girmistir. 2002 yilinda ikinci nesil azol antifungal ajani olarak piyasaya siiriilmiis temel
olarak invaziv aspergillozda birinci basamak tedavisi olarak Candida tiirlerinde
kullanilmaktadir (Drabinska ve ark., 2022).

Vorikonazol (eski adiyla UK-109,496), azollerin kimyasal ailesine ait yeni bir
sistemik antifungal ajandir. Su anda klinik uygulamada bes sinif sistemik antifungal
vardir:  polienler (amfoterisin B), alkilaminler/tiyokarbamatlar  (terbinafin),
floropirimidinler (florositozin), azoller ve ekinokandinler (kaspofungin). Ketokonazol
disinda yaygin olarak kullanilan tiim sistemik azoller triazollerdir (5 {iiyeli azol
halkasinda ii¢ nitrojen) ve bunlar su anda Flukonazol, Itrakonazol ve Vorikonazolu
icermektedir. Avrupa'da vorikonazol, invaziv aspergillozlu yetiskin ve pediatrik
hastalarin, flukonazole direngli invaziv Candida enfeksiyonlarinin, nétropenik olmayan
kandidemili hastalarin ve Scedosporium'un neden oldugu yeni ortaya c¢ikan
enfeksiyonlarin tedavisi igin onaylanmistir (Levéque ve ark., 2006).

Vorikonazol invaziv mantar hastaliginin tedavisinde kullanilan antifungal bir

triazol CisH14F3sNsO kimyasal formiiliine sahip tabletler, oral soliisyon ve enjekte



edilebilir soliisyon seklinde piyasada mevcut olup ¢ocuklarda ve yetiskinlerde mantar
enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Reginatto ve ark., 2024). Son
yillarda invaziv mantar enfeksiyonlari, bagisiklik sisteminde teknik kusur bulunan
bir¢cok hastanin (Kemoterapi ve AIDS hastaliginda) 6liimiine neden olmustur. Bu ilag
mantar hiicrelerinin biiyiimesini ve ¢ogalmasini engelleyerek enfeksiyonlari kontrol
altinda tutmaktadir. Vorikonazol, aspergillozis ve kandida gibi ciddi mantar
enfeksiyonlarinin tedavisinde de yaygin olarak kullanilmakta olup ayrica immiin
yetmezlik durumlarmma sahip olan hastalarin  profilaktik tedavisinde de
kullanilabilmektedir.

Invaziv mantar enfeksiyonlar diinya capinda mortalite ve morbidite oranlarini
artirmaktadir. Bu enfeksiyonlarin tedavisi, diisiik biyoyararlanim ve toksisite nedeniyle
hala sinirlidir ve 6zellikle en agir vakalarda terapétik izleme gerektirir. Vorikonazol,
invaziv aspergilloz, diger hyalin kiifler, bircok dematias6z kiif, flukonazole direncli
olanlar dahil Candida tiirlerinin tedavisinde ve merkezi sinir sisteminde meydana
gelenlere ek olarak endemik mikozlarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan bir azoldiir. Bununla birlikte, genis aktivitesine ragmen,
vorikonazol kullaniminin dogrusal olmayan farmakokinetigi ile ilgili siirlamalari
vardir, bu da supraterapdtik dozlara ve metabolizmasi sirasindaki bireysel
polimorfizmlere gore artan toksisiteye yol agmaktadir. Bu anlamda nanoteknolojiye
dayali ila¢ dagitim sistemleri, antifungaller de dahil olmak tizere farkli ila¢ siiflarinin
fizikokimyasal ve biyolojik yonlerini basariyla gelistirmistir. Bu derlemede,
vorikonazol i¢in nanoteknolojiyi uygulayan son ¢alismalar1 vurguladik. Bu sistemler,
okiiler, pulmoner, oral, topikal ve parenteral gibi farkli uygulama yollarinda kontrollii
ve bagka yollarla vorikonazoliin hedef dokulara niifuz etmesinin ve birikmesinin

artmasma olanak saglamistir. Boylece vorikonazoliin verilmesini amaglayan



nanoteknoloji uygulamasi mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde daha etkili ve giivenli
bir tedavi alternatifi haline gelmektedir. Boylece vorikonazoliin verilmesini amaglayan
nanoteknoloji uygulamasi mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde daha etkili ve giivenli
bir tedavi alternatifi haline gelmektedir (Almeida Campos ve ark., 2023).

Vorikonazol oldukc¢a degisken ila¢ maruziyeti nedeniyle, terapétik ilag izleme
(TDM) 6nerilmistir. TDM, maruziyetin dogru bir sekilde tahmin edilmesinde yardimci
olabilir, ancak Vorikonazol metabolizmasini etkileyen siddetli inflamasyon gibi ortak
degiskenler, rutin TDM i¢in uygun popiilasyon farmakokinetigi (popPK) modellerine
dahil edilmemistir (Van den Born ve ark., 2023). Yash hastalarda vorikonazoliin
terapotik ilac takibine iligkin veriler sinirlidir. Yash bireylerde bozulmus karaciger
fonksiyonu ve inflamatuar durumun, vorikonazol serum seviyesini etkiledigi
varsayllmaktadir (Cheng ve ark., 2020).

Invaziv mantar enfeksiyonu (IFI) olan tiim pediatrik hastalar i¢in vorikonazolun
TDM' si (terapotik ilag izlemesi) zorunlu olmalidir. VVorikonazol farmakokinetiginde
hastalar aras1 ve hasta i¢i genis degiskenlik, bu popiilasyonda tedavi sirasinda terapotik
konsantrasyonun saglanmasina ve siirdiiriilmesine neden olur. Gdsterilen ¢alismalar,
giincellenmis dozaj Onerilerine ragmen ¢ogu durumda vorikonazoliin plazma
konsantrasyonlarinin tedavi edicinin altinda oldugunu gostermistir. Yalnizca
tekrarlanan TDM, c¢ocuklarda antifungal tedavide ilag maruziyetini ve dozajin
bireysellestirilmesini ongdrebilir (Resztak ve ark., 2021).

Vorikonazoliin yan zincirindeki 2-floropirimidin  modifikasyonu, uygun
antifungal spektruma, gelismis farmakokinetik 6zelliklere ve tolere edilebilir toksisite
profillerine sahip efinakonazol, albakonazol, ravukonazol ve izavukonazol dahil olmak
tizere yeni nesil triazolilbiitanol ilaglarin piyasaya siiriilmesini saglamistir (Ghobadi ve

ark., 2022).



Terapotik ilag izlemesi (TDM), antifungal tedavinin optimize edilmesinde
onemli bir role sahiptir. Cin Farmakoloji Dernegi kilavuzlarinda, Britanya Tibbi
Mikoloji Dernegi kilavuzlarinda ve Amerika Enfeksiyon Hastaliklart Dernegi
kilavuzlarinda vorikonazol mantar tedavisinde rutin olarak Onerilmektedir. Ancak,
yavas metabolik genotipe sahip iilkelerde kullanim farkliliklar1 vardir (Shen ve ark.,
2022).

2.4.1. Vorikonazol’un Kullanim Sekli ve Maksimum Doz Simirlar:

Vorikonazollar, genellikle tablet formunda olup intravenéz (IV) inflizyon
formunda da bulunabilmektedir. Damar igine enjekte edilirken infiizyon hiz1 ve dozu,
hastanin durumuna bagli olarak dikkatlice ayarlanmalidir. Ayrica, oral siispansiyon
formunda da bulunmaktadir. Ozellikle gocuklarda veya hastanin agiz yoluyla ilag
aliminda zorluk yasadigi durumlarda kullanilabilmektedir. Genel olarak kabul edilen
standart dozaj araliklar1 tedaviye yanit, yan etkiler ve enfeksiyonun ilerlemesi gibi
faktorlere gore diizenlenmelidir. Ozellikle ¢ocuklarda ve yashlarda dozaj ayarlamas,
daha hassas bir sekilde yapilmasi gerekmektedir (Drabinska ve ark., 2022).
Vorikonazoliin uygulama siklig1 ve siireleri Tablo 2.1°de verildi (Vfend, Pfizer Ilaglari

Ltd, 2005).
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Tablo 2.1. Vorikonazolun uygulama siklig1 ve siiresi

Oral (Tablet) Oral (Tablet)

Onerilen dozlar . A0kgve 40 kg’in altindaki
I Intravenoz iizerindeki
ile ilgili bilgiler hastalarda
hastalarda
Yiikleme Doz Rejimi 6mg/kg 400 mg 200 mg
Biitiin endikasyonlar Giinde 2 kez Giinde 2 kez Giinde 2 kez
icin (ilk 24 saat)
Ciddi invazif
Candida
Asperglll_oz 4 mglkg "200 mg "100 mg
Scedosporium . Giinde 2 kez Giinde 2 kez
; . Giinde 2 kez
Fusarium enfeksiyonlari
(Diger ciddi mantar
enfeksiyonlari)
Notropenik olmayan 3-4 mg/kg G“2n %% r;?(ez 100 mg
hastalarda kandidemi Giinde 2 kez 3 Giinde 2 kez
Ozofajiyal Candida Doz dnerisi 200 mg G"ln%(za??(ez
enfeksiyonlari bulunmamaktadir. Giinde 2 kez 4

2.4.2. Vorikonazol’un Kimyasal Yapisi

Vorikonazoliin molekiiler formiilii C16H14F3NsO dur ve molekiiler agirligi 349.3
kd olup, ¢ekirdek yapisi olarak bir triazol halkasi igerir. Bu halka ti¢ nitrojen atomu ve
iki karbon atomundan olusur. Bu triazol halkasi, ergosterol biyosentezinde yer alan
mantar enzimleriyle etkilesime girerek mantar hiicre zar1 fonksiyonunu bozdugundan
vorikonazoliin antifungal aktivitesi i¢in ¢ok onemlidir. Vorikonazol ayrica florlu bir
fenil halkasina sahiptir. Molekiiliin bu kismu mantar enfeksiyonlarina karsi giiciine
katkida bulunur. Bu halkaya Florlu Fenil Halkasi denilir. Vorikonazol kiral bir
molekiildiir, yani dort farkli gruba bagli bir veya daha fazla karbon atomuna sahiptir ve
stereoizomerler olusturur. Iki enantiyomerin (R)-Vorikonazol ve (S)-Vorikonazoliin
rasemik bir karisimi olarak bulunur. (S)-enantiyomeri 6ncelikle antifungal aktiviteden

sorumludur. Vorikonazoliin yapisina bagh birden fazla metil eter ve hidroksil grubu
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bulunur. Bu fonksiyonel gruplar, molekiiliin farmakokinetik 6zelliklerine ve biyolojik
sistemlerle etkilesimlerine katkida bulunabilir. Vorikonazol, triazol halkasi disinda
yapisinda baska heterosiklik halkalar da igerir. Bu halkalar mantar enzimleri ile
baglanma ectkilesimlerinde ve farmakolojik aktivitede rol oynayabilir (Jeu ve ark., 2003;

Ou ve ark., 2020).

Sekil 2.1. Vorikonazol’un kimyasal yapisi

2.4.3. Vorikonazol’un Farmakodinamik Ozellikleri

Bir ilacin viicutta nasil etki gosterdigi ve enfeksiyonlarla nasil etkilesime girdigi
ilacin farmakodinamik oOzellikleri ile agiklanmaktadir. Vorikonazol, mantar hiicre
zarlarinin yapisinda 6nemli bir rol oynayan ergosteroliin sentezini engellemektedir. Bu,
sitokrom P450 14-alfa-sterol demetilaz enziminin inhibisyonu yoluyla gergeklesir.
Ergosteroliin sentezindeki bu bozulma, mantar hiicrelerinin yapisin1 zayiflatir ve

sonunda hiicre 6liimiine neden olur. VVorikonazol 6zellikle Aspergillus ve Candida gibi

yaygin patojenik mantar tiirlerine karsi etkilidir. Ayrica Fusarium, Scedosporium ve
diger bazi mantar tiirlerine kars1 da aktivite gosterir. Mantar hiicrelerini 6ldiirme
yetenegi, ilacin konsantrasyonuna ve maruz kalma siiresine baghidir. Bu nedenle, tedavi
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sirasinda  vorikonazoliin terapotik konsantrasyonlardan asagi diismemesi oldukga
onemlidir. Cesitli viicut dokularina ve sivilarina iyi niifuz edebilir. Bu 6zellik, ilacin
merkezi sinir sistemi gibi derin dokulardaki mantar enfeksiyonlarini etkili bir sekilde
tedavi etmesine sebep olmaktadir. Uzun siireli kullanimda veya yogun maruziyet
durumlarinda vorikonazola karst mantar direnci olusabilmektdir. Bir mantar tiiriine
kars1 vorikonazol direnci gelistiginde, diger antifungal ilaglara da direng gelisme riskide
olusmaktadir. Vorikonazol, oncelikle sitokrom P450 (CYP) izoenzimi CYP2C19
yoluyla karacigerde yogun bir sekilde metabolize edilir ve daha az dl¢tide CYP2C9 ve
CYP3A tarafindan vorikonazolin PK degiskenligi, biiyiik ol¢iide CYP2CI19
polimorfizmden etkilenir. CYP2C19'un genetik polimorfizmi, CYP2C19 enzim
aktivitesini modiile eder ve muhtemelen vorikonazol plazma seviyelerini etkiler (Ou ve
ark., 2020; Vfend, Pfizer Ilaclari Ltd).

2.4.4. Vorikonazol’un Farmakokinetik Ozellikleri

Bir ilacin viicutta nasil emildigi, dagildigi, metabolize edildigi ve atildigi
bilgilerine farmakokinetik ile ulagilir. Vorikonazol, oral alimindan sonra hizla ve iyi bir
sekilde emilir ve viicutta genis bir dagilim gosterir. Yagda ¢oziinen bir ilag oldugu i¢in,
yiyeceklerle birlikte alindiginda emilimi artabilir. Ancak, alimi sonrasi emilimde
bireysel farkliliklar olabilmektedir. Plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir (%58
ila %59 arasinda), bu da ilacin dolagimdaki serbest fraksiyonunu azaltir. Vorikonazol,
cesitli dokulara ve viicut sivilarina iyi niifuz eder, 6zellikle akcigerler, karaciger,
bobrekler, deri ve merkezi sinir sistemi gibi enfeksiyonlarin sik gortildiigi bolgelere.
Karacigerde metabolizma sonucunda vorikonazoliin birkac¢ aktif olmayan metabolit
olusmaktadir. Plazma yar1 6mrii, doza bagli olarak degisiklik gostermektedir. Ortalama
olarak 6 ila 7 saat arasinda degisiklik gostemektedir ve cogunlukla metabolitleriyle

birlikte idrar ve digki yoluyla atilir. Vorikonazoliin farmakokinetigi, yas, cinsiyet, 1rk,
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bobrek veya karaciger fonksiyonlar1 gibi faktorlere bagh olarak degisebilmektedir.
Ozellikle karaciger veya bobrek fonksiyonlar1 bozuk olan bireylerde doz ayarlamasi
gerekebilir. Vorikonazoliin farmakokinetigi, metabolizmasinin doygunluguna bagl
olarak lineer bir artis géstermez. Dozdaki artisa bagh olarak etkinlikte daha fazla bir
artis gozlenir. Oral alimlarda vorikonazol hizli bir seklilde tamamina yakin oranda
emilir, maksimum plazma konsantrasyonlarina (Cmaks) uygulamadan 1-2 saat
icerisinde erisilir. Vorikonazoliin oral biyoyararlaniminin %96 ve kararli durum dagilim
hacmi 4.6 L/kg’dir. Plazma proteinlerine %58 baglanmaktadir (Badali ve ark., 2016;
Hohmann ve ark., 2017; Vfend, Pfizer ilaglari Ltd).

2.4.5. Vorikonazol’un Klinikte Kullanim

Vorikonazol, Aspergillus tiirlerinin neden oldugu potansiyel olarak yasami tehdit
eden bir enfeksiyon olan invaziv aspergilloz i¢in birinci basamak tedavi olarak kabul
edilmektedir. Aspergilloz, ozellikle kemoterapi gorenler, organ nakli alicilar1 veya
HIV/AIDS hastalar1 gibi bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde yaygin olarak
akcigerleri etkilemektedir. VVorikonazol, invazif aspergilloz tedavisinde amfoterisin B
gibi eski antifungal ajanlara kiyasla tstiin etkinlik gostermistir. Kandidemi, siklikla
kritik hastalarda, santral venoz kateteri olanlarda veya karin ameliyati gegiren hastalarda
goriilen, kan dolasiminda Candida tiirlerinin varligin1 ifade eder. Vorikonazol belirli
Candida tiirlerine kars1 etkilidir ve 6zellikle nétropenik olmayan hastalarda (bagisiklik
sistemi ciddi sekilde zarar gébrmemis olanlar) kandidemi tedavisinde faydalidir. Bagka
bir yaygin antifungal ajan olan flukonazolun etkinligine benzer etkiler gostermistir.
Candida tiirlerine kars1 genis etki spektrumu, onu bu durumun tedavisinde degerli bir
secenek haline getirmektedir. Vorikonazol, hematolojik maligniteleri olanlar, kat1 organ
nakli alicilar1 veya bagisiklik sistemini baskilayici tedavi goren hastalar gibi bagisiklik

sistemi zayif olan hastalarda ciddi mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde ¢ok dnemli bir
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rol oynamaktadir. Hematopoietik kok hiicre nakli veya akciger nakli yapilanlar gibi bazi
yiiksek riskli hasta gruplarinda, invaziv mantar enfeksiyonlarimi Onlemek igin
vorikonazol profilaktik olarak kullanilabilmektedir. Vorikonazoliin profilaktik
kullaniminin mantar enfeksiyonlarinin goriilme sikligini azalttig1 ve bu hastalarda genel
sonuglart iyilestirdigi gosterilmistir. Vorikonazol, Scedosporium ve Fusarium tiirleri
gibi daha az yaygin patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlar da dahil olmak {izere ¢esitli
kiif enfeksiyonlarina kars1 da aktivite gosterir. Etkinligi ve tolere edilebilirligi nedeniyle
vorikonazol siklikla tercih edilen tedavi yontemidir. Vorikonazol, korneanin gérmeyi
tehdit eden bir enfeksiyonu olan fungal keratitin tedavisi i¢in topikal veya oral olarak
kullanilabilmektedir. Genis antifungal spektrumu ve okiiler dokulara niifuz etme
yetenegi, onu bu durumun tedavisinde etkili bir segenek haline getirmektedir.
Hepatotoksisite, gorme bozukluklari, cilt reaksiyonlar1 ve merkezi sinir sistemi etkileri
gibi olumsuz etkiler gibi yan etkileri de mevcuttur. Vorikonazol tedavisi sirasinda
karaciger fonksiyon testlerinin, gérme keskinliginin ve ila¢ diizeylerinin diizenli olarak
izlenmesi gereklidir (Scott ve ark., 2007).

2.4.6. Vorikonazol’un Ozel Kullanim Uyarilar1 ve Onlemleri

Vorikonazole yonelik 6zel uyarilar ve onlemler, hastalarda giivenli ve etkili
kullantmin1 saglamak i¢in dikkate alinmasi gereken temel hususlardir. Vorikonazol,
ciddi mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan giicli bir antifungal ilag
oldugundan olasi yan etkileri géz 6niinde bulundurulup siki1 bir takip edilmesi gereklidir
(Neely ve ark., 2017). Vorikonazol, hafif karaciger enzimi yiikselmelerinden hepatit ve
karaciger yetmezligi gibi ciddi hepatik reaksiyonlara kadar degisen hepatotoksisite
gosterebilmektedir. Tedaviye baslamadan 6nce karaciger fonksiyon testleri yapilmali ve
tedavi sirasinda siirekli olarak izlenmelidir. Karaciger fonksiyonu anormallikleri

goriildiigii anda vorikonazol kesilmelidir. Kardiyak aritmi Oykiisii olan veya QT
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araligini uzattig1 bilinen ilaglar1 alan hastalarda kullanilirken dikkat edilmelidir. EKG
alinarak takip edilmelidir. Vorikonazol kullanimiyla haliisinasyonlar, konfiizyon ve
fotofobi gibi merkezi sinir sistemi (CNS) etkilerinin oldugu ¢alismalarla gosterilmistir.
Ozellikle psikiyatrik bozukluk Oykiisii olan hastalar dikkatlice takip edilmelidir ve
gerekirse ilag verilmesi kesilmelidir. Vorikonazoliin gérmede degisiklikler, bulanik
gorme ve fotofobi dahil olmak {izere gorsel rahatsizliklara neden oldugu da
bilinmektedir. Hastalara ilag baslanacagi zaman potansiyel yan etkileri hakkinda bilgi
verilmeli ve 6zellikle uzun siireli tedavi sirasinda diizenli oftalmik izleme 6nerilmelidir.
Vorikonazol ile anafilaksi ve anjiyoddemi de i¢eren ciddi asir1 duyarlilik reaksiyonlari,
16kopeni, ndtropeni ve trombositopeni gibi hematolojik anormallikleri vardir. Ozellikle
onceden hematolojik rahatsizliklar1 olan hastalarda tam kan sayiminin diizenli, olarak
izlenmesi onerilmektedir (Neely ve ark., 2017).

2.4.7. Vorikonazol’un Toksisitesi

Toksisite, ilag alan hastalarda hafiften siddetliye kadar degisebilen olumsuz
etkilere neden olma potansiyelini ifade etmektedir (Chen ve ark., 2024). Vorikonazol
kullaniminda en sik goriilen toksik durumlar:

Hepatotoksisite: Vorikonazol ile iliskili en onemli toksisitelerden biridir. Bu,
karaciger enzimlerinde (transaminazlar) ylikselme, hepatit ve hatta ciddi vakalarda
karaciger yetmezligi seklinde kendini gosterebilmektedir. Tedavi sirasinda karaciger
fonksiyon testleri diizenli olarak izlenmeli ve karaciger fonksiyon anormallikleri
gorildiiglinde ilag¢ verilmesi durdurulmalidir.

Norolojik Etkiler: Vorikonazol haliisinasyonlar, konfiizyon ve fotofobi gibi
cesitli norolojik etkilere neden olabilir. Bu etkiler, altta yatan norolojik rahatsizliklar

olan veya daha yiiksek dozda ilag¢ alan hastalarda daha sik goriilmektedir.
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Gorme Bozukluklari: Vorikonazoliin bir diger dikkate deger yan etkisi, gorme
degisiklikleri, bulanik gérme ve 1518a duyarlilik (fotofobi) gibi gorsel rahatsizliklardir.
Bu etkiler vorikonazolin okiiler dokularda birikmesine bagli olarak ortaya
¢ikabilmektedir.

Kardiyovaskiiler Etkiler: Vorikonazol, hastalar1 torsades de pointes gibi
potansiyel olarak dliimciil aritmilere yatkin hale getirebilen QT araliginin uzamasiyla
iliskilendirilmistir. Onceden kalp rahatsizlig1 olan veya QT araligini uzatan diger ilaglar
kullanan hastalar daha yiiksek risk altindadir.

Cilt Reaksiyonlar1: Bu tedaviyi alan bazi hastalarda dokiintii, kasint1 ve 1518a
duyarlilik gibi cilt reaksiyonlarinin olabilecegi rapor edilmistir.

Bobrek Toksisitesi: Daha az goriilmesine ragmen, vorikonazol bdbrek
fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilir. Onceden bobrek yetmezligi olan veya es
zamanl nefrotoksik ila¢ alan hastalar daha yiiksek risk altinda olabilmektedir.

Hematolojik Etkiler: Vorikonazol, 16kopeni (diisiik beyaz kan hiicresi sayisi),
notropeni (diisiik notrofil sayisi) ve trombositopeni (diisiik trombosit sayisi) gibi
hematolojik anormalliklere neden olabilir.

Endokrin Etkileri: Vorikonazol viicuttaki hormon diizeylerini etkileyerek,
ozellikle uzun siireli tedavide adrenal yetmezlige veya hormonal dengesizliklere yol
acabilir.

Gastrointestinal Etkiler: Vorikonazoliin yaygin gastrointestinal yan etkileri
bulanti, kusma, ishal ve karin agrisidir.

Alerjik Reaksiyonlar: Cok az goriilsede hafif dokiintiiden siddetli anafilaksiye

kadar degisen alerjik reaksiyonlar meydana gelebilir.
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Ila¢ Etkilesimleri: Vorikonazol, 6zellikle sitokrom P450 sistemi tarafindan
metabolize edilen ilagla basta olmak tizere diger bir¢ok ilagla etkilesime girip ilag
seviyelerinin degismesine ve potansiyel toksisiteye yol agabilmektedir.

Dogurganhk ve Ureme Toksisitesi: Hayvan calismalariyla vorikonazoliin
tireme toksisitesi gosterdigi belirlenmistir (Chen ve ark., 2024).

2.4.8. Vorikonazol’un Gebelikte Kullanimi

Hamilelik sirasinda vorikonazol kullanim1 hem anneye hem de gelismekte olan
fetlise yonelik potansiyel risklere sahip oldugundan dolay1 hamilelerde kullanilirken
dikkat edilmesi gereklidir. Hamilelerde kullanimi bir¢ok zorluk ve karmasikligi
beraberinde getirmektedir (Pilmis ve ark., 2015).

Vorikonazol, ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan Gebelik Kategorisi D
olarak smiflandirilmigtir. Buda, insan verilerine dayanan fetal riskin oldugunu
gostermektedir. Hayvan ¢aligmalari ile fetal gelisim tizerinde iskelet ve kraniyofasiyal
anormallikler gibi olumsuz etkilerin oldugu gostermis olsa da insanlarda simnirh sayida
veriler oldugundan bu risklerin olup olmadigi tam olarak gosterilmemistir. EK olarak,
hamilelik sirasinda maruz kalmanin zamanlamasi olumsuz etki olusturabilir: ilk
trimesterde maruz kalindiginda potansiyel olarak daha yiiksek dogum kusur riskleri
olusturur. Hamilelik sirasinda vorikonazol kullanilip kullanilamayacagina hem anne
hem de fetal saghig: dikkate alinarak karar verilmelidir. Doktorlar, annedeki mantar
enfeksiyonun fetiisii ne kadar etkileyebilecegini géz oniinde bulundurarak tedaviye
karar vermelidir. Annedeki enfeksiyonun yasami tehdit ettigi ve alternatif tedavilerin
mevcut olmadigi bazi durumlarda, vorikonazol kullanmak gerekli olabilir.
Vorikonazol tedavisine ihtiya¢ duyan dogurganlik cagindaki kadinlara gebelik oncesi
saglik birimleri tarafindan danismanlik hizmeti verilmelidir. Bu bilgilendirmeler

esnasinda gebelik sirasinda vorikonazol kullanmanin potansiyel riskleri ayrintili olarak
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aciklanmali ve gebelik diisiiniiliiyorsa alternatif tedavi segenekleri de sunulmalidir.

Eger hamilelik sirasinda vorikonazol kullanilmasi gerekli ise risklerden dolay1

ultrasyonla fetiisiin gelisimi yakindan izlenmelidir. Vorikonazol insan siitiine gegtigi

belirlendiginden emziren annelerin vorikonazol kullanmasi 6nerilmez. Vorikonazol

tedavisine ihtiya¢ duyuluyorsa annenin emzirmeyi kesmesi onerilir (Pilmis ve ark.,

2015).

2.4.9. Vorikonazol iceren Esdeger Miistahzarlar

Vorikonazol etken maddesini igeren esdeger miistahzarlar Tablo 2.2.’de verildi.

Tablo 2.2. Vorikonazol etken maddesini igeren esdeger miistahzarlar

Firma Firma Firma
GENSENTA SANDOZ WORLD MEDICINE
Vorikonazol 200 mg Vorikonazol 50 mg Vorikonazol 200 mg
BIEM DEVA HOLDING VEM ILAC
Vorikonazol 200 mg Vorikonazol 200 mg Vorikonazol 200 mg
PFIZER PFE PFIZER PFE GENVEON
Vorikonazol 200 mg Vorikonazol 40 mg (1 ml) Vorikonazol 200 mg
FARMA-TEK FARMA-TEK NEUTEC ILAC SAN.
Vorikonazol 200 mg Vorikonazol 200 mg Vorikonazol 200 mg
NEUTEC ILAC SAN. GEN ILAC TUM EKIP
Vorikonazol 50 mg Vorikonazol 200 mg Vorikonazol 200 mg
POLIFARMA CENTURION SANDOZ

Vorikonazol 200 mg

Vorikonazol 200 m

Vorikonazol 200 mg

2.5. Spektroskopi

Spektroskopi bir maddenin elektromanyetik radyasyon ile etkilesimini

radyasyonun dalga boyu veya frekansinin bir fonksiyonu olarak inceleyen bir bilim

dalidir.

Isik, elektromanyetik bir radyasyon formu olup ve insan gozii tarafindan

algilanabilir. Foton ad1 verilen pargaciklardan olusur. Bu fotonlar, belirli bir dalga boyu

19



ve enerji seviyesine sahiptirler. Isik, bir¢ok kaynaktan gelir, 6rne8in giines, lambalar,
LED'ler ve diger 151k kaynaklar1 olup bircok onemli fiziksel ve kimyasal olayda rol
oynamaktadir. Optik, goriintiileme, iletisim, tip, endiistri, bilimsel aragtirmalar ve
bircok baska alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Isikla ilgili bir¢ok teori ve model bulunmaktadir: Dalga Teorisi, Pargacik
(Kuantum) Teorisi, Dalga-Parcacik Dualitesi ve Kuantum Elektrodinamigi (KED) en
Oonemli teoriler arasinda yer almaktadir. Isik, yayilma, kirilma, yansima gibi 6zellikleri
ile belirli bir dalga boyu ve frekansa sahip olan elektromanyetik dalgalardir. Yapilan
calismalar ile 151¢1n hem dalga hem de pargacik 6zelliklerine sahip oldugu gosterilmistir.
Isik bazi deneylerde dalga gibi davrandigi (6rnegin, interferans ve kirllma) bazi
deneylerde ise pargacik gibi davrandigi (6rnegin, fotoelektrik etki) goriilmektedir.
Sonug olarak, 151k, elektromanyetik bir enerji formudur ve evren boyunca fotonlar
seklinde yayilir (Ertas., 1996). Elektromanyetik dalga olarak, 151k zamanla degisen
elektrik ve manyetik alanlarin birlesiminden olusur (Ozyetgin, 2008; Wilson ve ark.,
2000).

2.5.1. Elektromanyetik Isinlar

Elektromanyetik radyasyon (EMR) veya Elektromanyatik Isinlar (EMI), hizla
hareket eden ve farkli formlarda ortaya ¢ikabilen bir enerji tiirtidiir. EMI'nin iki temel
karakteri bulunmaktadir: dalga ve tanecik (foton). Bu iki karakter, birbirini tamamlayan
unsurlardir. Elektromanyetik 1smlar dalga boylarina gore yedi farkli gruptan
olusmaktadir:

Elektromanyetik 1s1nlar dalga boylarina gore yedi farkli gruptan olusmaktadir:

2.5.1.1. Radyo Dalgalar1 Bolgesi

Radyo dalgalari, elektromanyetik spektrumun en uzun dalga boylarina sahip

bolgesini olusturur. Genellikle birka¢ milimetreden binlerce kilometreye kadar dalga
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boylarina sahiptirler. Bu uzun dalga boylari, genis bir frekans araligini kapsar ve bu da
radyo dalgalarinin iletisim ve diger ¢esitli uygulamalarda kullanilmasini saglar. Radyo

dalga boylar1 10 metre ile 1 metre arasinda degisen ve frekanslar1 10° ile 108 Hertz
arasinda olan bir alandir. Bu dalga boylar1 en uzun olanlar igerir ve dolayisiyla bu
bolgedeki 1sinlar, sicaklik ve enerji bakimindan en diisiik seviyededir. Enerji degisimi
genellikle 0.001 ile 10 J/mol arasinda olup, bu aralik Elektron Spin Rezonans (ESR) ve
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopileri gibi ¢alismalar i¢in uygun bir
dalga boyu araligidir (Apaydin, 1991).

Radyo dalgalari, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) gibi tibbi goriintiileme
tekniklerinde kullanilir. Bu teknikler, viicut i¢indeki dokulart goriintiilemek i¢in radyo
dalgalarin1 kullanir.

2.5.1.2. Mikrodalga Isin Bolgesi

Mikrodalga boélgesi, elektromanyetik spektrumda 1 cm ile 100 um arasinda
degisen dalga boylarina ve 10%°ile 10'? Hz arasinda degisen frekanslara sahip olan bir
araliktir. Bu aralikta, molekiillerin donme hareketlerinden kaynaklanan enerji seviyeleri
incelenir. Mikrodalgalar, atomlar ve molekiillerle etkileserek, bu pargaciklarin hareketi
sirasinda siirtiinmeyle 1s1 enerjisinin agiga ¢ikmasina neden olurlar (Tugrul, 2018).

Bu bolge, radyo dalgalar ve kizil6tesi 151k arasinda yer alir. "Mikrodalga" terimi,
dalga boyunun kisa olmasi nedeniyle verilmistir. Mikrodalga teknolojisi, c¢esitli
alanlarda kullanilir. Evlerde, mikrodalga firmlar yiyecekleri 1sitmak veya pisirmek i¢in
kullanilir. Endiistride, mikrodalgalar materyalleri kurutma, yapistirma, kaynak yapma,
1sitma ve diger pek ¢ok islemde kullanilir. Telekomiinikasyon alaninda, mikrodalga
iletisim hatlari, yiiksek hizli veri iletimi i¢in kullanilir. Tipta, mikrodalga teknolojisi,

manyetik rezonans goriintiileme (MRG) gibi tibbi goriintiileme cihazlarinda kullanilir.
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2.5.1.3. Kizilotesi Isin Bolgesi

Kizil6tesi 1s1n bolgesi, 100 mikrometre ile 1 mikrometre arasinda degisen dalga
boylarma ve 102 ile 3 x 10'* Hertz arasinda degisen frekanslara sahiptir. Is1 kaynagi
olan nesneler tarafindan yayilan bu dalgalar, ¢ogu maddeler tarafindan kolayca
emilirler. Kiziltesi 1sinlar, emilen maddelerde 1s1 enerjisi olarak ortaya cikar ve
dolayisiyla maddenin sicakligr artar (Tugrul, 2018).

Kizil6tesi kameralar, nesnelerin sicaklik farklarini algilayarak termal goriintiiler
olusturur. Bu teknoloji, askeri kesif ve gozetim, yangin tespiti, endiistriyel bakim, gece
goriis ve tibbi teshis gibi alanlarda kullanilir. Kizilotesi isinlar, tibbi goriintiileme
(6rnegin, radyoloji ve dermatoloji) ve terapotik uygulamalarda (6rnegin, lazer cerrahisi)
kullanilir.

2.5.1.4. Goriiniir Isin Bolgesi

Goriiniir 1510, elektromanyetik spektrumun goriiniir bolgesidir ve dalga boylari
yaklasik 400 nanometreden (mavi) 700 nanometreye (kirmizi) kadar degisir. Insan gézii,
bu dalga boylarindaki 15181 algilayabilir ve renkleri gorebilir. Goriiniir 1510 bdlgesi,
giinlik yasamda en yaygin olarak deneyimledigimiz 1sin tiriidiir. Renkli cisimler,
gOriiniir 15181 yansitarak veya yayarak cesitli renklerde goriiniir hale gelirler. Giines 15181,
birgok farkli dalga boyundaki goriiniir 1siklar1 igerir, bu da dogal renklerin
gozlemlenmesine olanak tanir. Farkli dalga boylarindaki goriinlir 1518in insan
algisindaki renklerle iligkisi vardir. Kisa dalga boylarindaki 151k maviye, uzun dalga
boylarindaki 151k ise kirmiziya daha yakindir. Bu nedenle, goriiniir 15181n tiim renklerini
birlestirdigimizde beyaz 1s1k elde ederiz.

2.5.1.5. Ultraviole Isin Bolgesi

Gozlerimiz bazi 1sinlar gorebilirken bazi 1ginlart algilayamaz. Elektromanyetik

spektrumda 100 nm ile 400 nm dalga boyu araliginda bulunan yani dalga boyu goriiniir
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bolge 1sinlarindan kisa, ancak X-isinlarindan uzun olan bir elektromanyetik 1sinlar
g6zlerimiz tarafindan algilanamaz. Bu bolgeye ultraviole 1sinlar bolgesi denilmektedir.
Giines 1518min yaklasik %10’nu UV 1sinlar olusturmaktadir. 10-200 nm dalga boylu
1sinlarin bulundugu boélgeye uzak UV bolgesi (uzak mor 6tesi) ve 200-400 nm dalga
boyu araligindaki isinlarin bulundugu bolgeye ise yakin UV bolgesi denilmektedir.
Uzun dalga boylu UV i1sinlar1 atomlar1 iyonize edebilecek giice sahip degildir. Fakat
bazi kimyasal reaksiyonlarin olusmasina ve bir¢ok maddenin de parlamasini neden
olabilmektedir. Spektroforometri cihazlar1 maddelerin UV 1sinlar ile etkilesimlerini
incelemek tlizere 200 nm ile 800 nm dalga boyu araliginda calisacak sekilde
olusturulmuslardir.

2.5.1.6. X Isinlar1 Bolgesi

X 1sinlar, elektromanyetik spektrumun yiiksek enerjili ve kisa dalga boylarina
sahip bir bolgesidir. Dalga boylar1 yaklasik 0.01 nanometre ile 10 nanometre arasinda
degisir. Bu bolge, ultraviyole 1sinlar ile gama isinlar1 arasinda yer alir. X 1sinlari,
yiiksek enerjileri nedeniyle, malzemelerin i¢ine niifuz edebilme ve fotografik filmleri
isinlama gibi Ozelliklere sahiptir. Bu 0Ozelliklerinden dolayi, tibbi goriintiileme
(rontgen), endiistriyel muayene ve malzeme analizi gibi bir¢ok alanda yaygin olarak
kullanilirlar. T1bbi goriintiileme alaninda, rontgen cihazlari, viicut igindeki kemikler ve
yumusak dokular gibi yapilar1 goriintiilemek i¢in X 1sinlar1 kullanir. Bu sayede, teshis
ve tedavi planlamasi yapilabilir. Ayrica, rontgenler, dis hekimliginde dis ve ¢ene
problemlerini teshis etmek i¢in de kullanilir. Endiistriyel muayene ve malzeme analizi
alaninda, X 1sinlari, bir malzemenin i¢ yapisini incelemek veya kusurlari tespit etmek

i¢cin kullanilmaktadir.
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2.5.1.7. Gama Isinlar1 Bolgesi

Gama 1s1nlari, elektromanyetik spektrumun en yliksek enerjili ve en kisa dalga
boylaria sahip bolgesidir. Dalga boylar1 0.01 nanometre ile 10 pikometre arasinda
degisir, bu da gama i1smlarmin X 1sinlarindan daha yiiksek enerjili oldugunu
gostermektedir. Gama 1sinlari, ¢esitli niikleer olaylardan kaynaklanir, 6zellikle de
radyoaktif bozunma siireclerinde. Bu siiregler sirasinda atom ¢ekirdekleri yiiksek
enerjili fotonlar yayarak gama isinlarini olusturur. Gama 1sinlari, tibbi goriintiileme,
radyoterapi, endiistriyel muayene, malzeme analizi ve uzay arastirmalar1 gibi birgok
alanda kullanilir. Tipta, gama 1sinlart kanser hiicrelerini yok etmek icin kullanilan
radyoterapi tedavisinde ve tibbi goriintiileme cihazlari olan gama kameralarinda
kullanilmaktadir. Endiistride, malzemelerin kalitesini kontrol etmek, kusurlar1 tespit
etmek ve arkeolojik buluntulari incelemek igin gama 1sinlarindan da yararlanilmaktadir.

2.5.2. Spektroskopik Yontemler

Maddelerin 1sikla etkilesimini inceleyerek, bilesimleri, yapisi ve ozellikleri
hakkinda kapsamli bilgiler elde edilmesini saglayan atomik ve molekiiler
spektroskopiye dayanan genis bir analitik yontemler grubu spektroskopi yontemler
olarak adlandirilmaktadir. Inorganik ve organik maddelerin hem Kkalitatif hem de
kantitatif analizlerinde spektroskopik yontemler yaygmn olarak kullanilmaktadir
(Altinisik, 2004).

Spektroskopi, astronomi, kimya, malzeme bilimi ve fizik gibi bir¢ok alanda,
maddenin bilesimi, fiziksel ve elektronik yapisi, atomik, molekiiler veya makro 6lcekte
arastirtlmasini saglayan temel bir arastirma yontemler grubudur. Tarihsel olarak,
spektroskopinin kdkenleri, bir prizma tarafindan dagitilan goriiniir 15181 gaz fazindaki
maddeler tarafindan sogurulmasiin dalga boyuna bagl olarak incelenmesine dayanir.

Giliniimiizde, spektroskopinin uygulamalar1 arasinda tibbi goriintiileme ve doku analizi
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gibi biyomedikal spektroskopi de bulunmaktadir (Gtiler, 1994; Kerr ve ark., 2011;
Sastrohamidjojo, 2018).

2.5.3. Isinin Absorpsiyonu

Cesitli dalga boylarinda bulunan bir 151n demeti bir madde iizerine
gonderildiginde madde tarafindan sogrulur bu olaya “1s181in absorplanmasi" denir.
Absorpsiyon ile 1smin enerjisi maddenin iyonlarina, atomlarina veya molekiillerine
aktarilmasiyla gercgeklesir. Maddenin absorpladigi 1sin enerjisi ile elektronlar bir iist
enerjiye uyarilir. Uyarilan elektronlar kisa bir siire igerisinde absorbe ettigi enerjiyi ya
181 enerjisi ya da daha biiyiik bird alga boyunda enerji halinde geri vererek temel haline
doner. Her madde, absorbe ettigi 1s1nin enerji seviyelerine gore farkli bir "absorpsiyon
spektrumlar1™ sergiler. Absorpsiyon spektrumlari, genellikle atomik absorpsiyon ve
molekiiler absorpsiyon olarak iki gruba ayrilir.

Atomik absorpsiyonda, sadece atomdaki bir veya daha fazla elektronun daha
yiiksek enerji seviyelerine yiikselmesiyle elektronik bir siiregte meydana gelir. Atomik
absorpsiyon, UV ve goriiniir 151n bolgesinde meydana gelir, ¢iinkii bu 1sinlar, yalnizca
distaki veya bag yapan elektronlarda ge¢islere neden olacak kadar enerjiye sahiptir.
Molekiiler absorpsiyon ise, molekiiliin diisiik enerjili molekiil orbitallerinden yiiksek
enerjili molekiil orbitallere gegisiyle gerceklesir. Bu siiregte, UV, goriiniir bolge ve
kizilotesi 1sinlar  kullanilir.  Molekiiler absorpsiyon  spektrumlari, atomik
absorpsiyonlardan daha karmagsiktir ¢iinkii c¢ok atomlu molekiillerdeki enerji
seviyelerinin sayisi atomlardan daha fazladir.

Molekiiller, uyarildiklarinda ¢ tip gecis yasarlar: elektronik gecisler, titresim
gecisleri ve donme gegisleri. Elektronik gecisler, molekiiler elektronlarin enerji
seviyeleri arasinda gerceklesir ve bu gecisler UV ve goriiniir bolgede meydana gelir.

Titresim gecisleri, molekiiler tiirlerdeki atomlar arasi titresimlerin enerjisiyle olusur ve
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bu gecisler genellikle kizilotesi bolgede gozlemlenir. Donme gegisleri ise, molekiiliin
icindeki cesitli donme hareketlerinin enerjisini temsil eder ve bu gecisler de kizilotesi
bolgede yer alir. Bir organik molekiilde enerji-diizey diyagrami Sekil 2.2°de verildi

(Gupta ve ark., 2020; Holler ve ark., 1999).

lonization

S

Ts

S:

s, AT

Absorption
1

Phosphorescence

S5 = LLBE Rl T~
=

Sekil 2.2. Bir organik molekiil i¢in enerji-diizey diyagrami

2.5.4. UV- Goriiniir Bolgedeki Gegisler

Farkli molekiiler yapilarin elektronik 6zelliklerinin analizi i¢in spektroskopik
yontemler kullanilir. Bu yontemler, elektronik yapidaki farkli orbitaller arasindaki
gecislerin incelenmesine dayanir. Organik molekiillerde, p1 (m), sigma (c) ve n
orbitalleri bulundugundan dolay1r bu orbitaller arasinda gecisler meydana gelir.
Spektroskopik yontemler, bu molekiillerdeki pi-elektronlarinin, sigma-elektronlarinin
ve n-elektronlarinin  birbirlerine  gecislerini  inceleyerek molekiiler yapinin

tanimlanmasinda kullanilir (Praveen ve ark., 2014).

26



2.5.4.1. n, 6 ve n Orbitalleri Arasindaki Gegisler

Molekiillerde olusan gegisler asagida ve Sekil 2.3’de verildi (Christian ve ark.,
2013).

o — o* Gegisleri: Doymus bilesiklerde gerceklesir. Bir molekiildeki ¢ bag
orbitalindeki bir elektron, vakum UV bdlgesindeki bir 15181 absorbe ederek antibag
orbitaline uyarilir. Bu durumda ¢ — o™ gecisi meydana gelir. Diger elektronik gecislere
kiyasla, c — o* gegisleri icin gereken enerji oldukca yiiksektir.

n — o* Gegisleri: Bu ge¢isler, ortaklanmamis elektron ¢iftleri iceren bilesiklerde
(bag yapmayan orbitalde bulunan elektronlar) gézlenir. Genellikle, bu gegisler 6 — o*
gecislerinden daha az enerji gerektirir ve absorpsiyon piklerinin ¢ogu 150-250 nm
araligindaki bolgede yer alir.

n — n* Gegisleri: Doymamuis bilesiklerde gerceklesir. Bu gegisler 200-700 nm
arasindadir. Molekiiler UV spektroskopisinde en yaygin gozlenen ve en kullanisli gecis
tirtdir.

n — ¥ Gegisleri: Doymamis ve heteroatom iceren bilesiklerde gerceklesir. Bu
gecisler de 200-700 nm arasindadir. Molekiiler UV spektroskopisinde, yine en yaygin

gbzlenen ve en kullanish gecislerdendir.

o' Ant haijlayic

- 1" Anti baijlayicr
>0

ENERJ| =g
*
= |
s .
= |
[
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n Baglayici olmayan

% Bajlayici

o Baglayic
Sekil 2.3. Elektronlar arasindaki muhtemel gegisler

27



2.5.5. UV-Gor. Bolge Spektrofotometresi

UV ve goriiniir bolgede maddenin 1s1n1 absorplama 6zelligine gore gelistirilen
cihazlara spektrofotometre denilmektedir. Ultraviyole ve goriiniir bolgede meydana
gelen absorpsiyon, genellikle bag elektronlarinin uyarilmasindan kaynaklanir. UV-Gor.
Bolge spektrofotometre cihazlar1 200-900 nm arasinda caligir. N2 ve O2 molekiilleri, 160
ve 200 nm’de absorpsiyon yaptiklari i¢cin 200 nm altindaki dalga boylarinda vakumlu
spektrofotometre cihazlar1 kullanilir. Spektrofotometre cihazi asagidaki kisimlardan
olusur (Sekil 2.4).

2.5.5.1. Isin Kaynag

Isin kaynagi, genellikle degisik dalga boylarinda monokromatik 1sinlar
saglayan bir lamba veya lazerdir.

Spektrofotometrede, bir molekiiliin absorpsiyon ozelliklerini incelemek igin,
stirekli ve stabil bir 151n kaynagina ihtiyag vardir. Bu amacla, UV ve Goriiniir bolgede
yaygin olarak doteryum (D2), tungsten (W), hidrojen (H2) ve ksenon (Xe) lambalar
kullanilmaktadir. UV boélgesinde siklikla tercih edilen lambalar hidrojen veya déteryum
elektriksel desarj lambalaridir. Bu lambalarda, diisiik basingli hidrojen veya déteryum
gazlarina uygulanan bir elektrik akimi ile gazlarin desarj edilmesi saglanir ve 180 nm
ile 380 nm arasinda 1sinlar elde edilir. Doteryum lambalari, hidrojen lambalarina gore
daha uzun 6miirlidiir ve genellikle daha yogun bir 151n kaynag olarak tercih edilir.

Goriintir ve yakin kizilotesi bolgede ise tungsten flaman lambalar1 kullanilir.
Elektrik akimiyla 1sitilan tungsten flaman, 6zellikle 320 nm ile 3000 nm dalga boyu
araliginda 151n yayarlar. Ancak, yiiksek sicaklikta calisan tungsten lambalarinin goériiniir
bolgede yaydigi 1s1n, toplam enerjinin sadece %15'ine tekabiil eder. Bu nedenle, bazi
tungsten lambalarina iyot veya brom buhar1 eklenerek omrii uzatilir ve daha yiiksek

yogunlukta 1s1nlar elde edilir. Bu tiir lambalara tungsten-halojen lambalar1 denir.
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Ksenon ark lambasi, UV ve goriiniir bélgedeki genis bir spektrumu kapsayabilen
bir bagka 151n kaynagidir. Civa buhar lambas1 da benzer sekilde her iki bolgede 1s1ma
yapabilir. Ozellikle luminesans spektroskopisi gibi uygulamalarda ksenon ve civa
lambalar tercih edilir.

2.5.5.2 Dalga Boyu Secici (Monokromator)

Spektrofotometrede istenilen dalga boyunda 1s1n1 segmek igin monokromator
filtreler kullanilir.

Absorbansin dl¢iilmesi sirasinda, kullanilan 151k kaynagindan gelen polikromatik
1510, tek bir dalga boyunda 1sina doniistiiriilerek O6rnege gonderilir. Bu doniisiimii
gerceklestiren diizenege "monokromator” denir. Monokromatorler, genellikle prizmalar
veya optik aglar olarak adlandirilan parcalar kullanilarak yapilmistir.

Prizmalardaki dalga boyu secimi, 1518 farkli dalga boylarinda farkli
miktarlarda kirilmasi prensibine dayanir. Prizma, 151k kaynagina gore dondiiriilerek
cesitli dalga boylarina sahip 151k, belirli bir araliktan gegirilerek numuneye iletir.
Monokromatorler, polikromatik 15181 belirli bir dalga boyunda tek bir 1518a doniistiirerek
ornege gondermek icin kullanilir. Bu ydntem, Ornegin belirli bir dalga boyunda
absorpsiyonunu 6l¢gmek igin gereklidir ve spektrofotometrelerde 6nemli bir bilesendir
(Miloglu ve Miroglu, 2013).

2.5.5.3. Numune Kabi

Analiz sirasinda incelemek {lizere maddenin konuldugu kaplara numune kabi1
denilmektedir. Numune kabi veya hiicreleri, ¢alisilan spektrum bolgesindeki 1s1n1
gecirebilen maddelerden olmalidir. Bu amagla, soft cam, borosilikat cam, plastik ve
kuvars kiivetler sik¢a kullanilir.

Plastik kiivetler, genellikle goriiniir bolgede kullanilir (350-780 nm). Soft cam

kiivetler asidik ¢ozeltiler i¢in uygundur, borosilikat cam kiivetler ise kuvvetli alkali
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¢Ozelti ortamlar1 i¢in tercih edilir. Cam kiivetler, hem goriiniir bolge hem de yakin
kizil6tesi bolgede kullanilabilir (350-2000 nm). Kuvars kiivetler ise 350 nm ile 3 nm
arasindaki bolgede kullanilir. Uygulama sirasinda, kiivetlerin yiizeylerindeki parmak
izleri, yag ve diger safsizliklar, hiicrelerin 15181 gecirgenligini 6nemli Olgiide
etkileyebilir. Bu nedenle, kiivetlerin temiz ve diizgiin olmasi, dogru sonuglar elde etmek
i¢in onemlidir.

2.5.5.4. Dedektorler

Numune iizerine belli bir siddete 151n gonderilir ve numne tarafindan belli bir
dalga boyunda 1s1n1 absorplanir. Maddeden ¢ikan 1sinlarin emilimini veya gegisini dlgen
ve bir sinyal olusturan kisimlarina dedektor denir. Dedektorler, 6lgiilen 1s1na karsi
duyarli olmalidir. Bu, dedektoriin 6rnegin absorpsiyonunu hassas bir sekilde 6l¢mesini
saglar.

Dedektoriin iirettigi sinyal, Olciilen 1s181n siddetiyle dogru orantili olmalidir.
Yani, daha giiglii bir 151n siddeti, daha biiyiik bir sinyal tiretmelidir. Dedektor, giren ve
¢ikan 1s1na hizli bir sekilde tepki vermelidir. Bu, 6l¢limlerin hizli bir sekilde yapilmasini
saglar. Dedektor, deney siiresince kararli bir sekilde calismalidir. Bu, 6l¢iimlerin
tekrarlanabilirligini saglar. Dedektor tarafindan iretilen sinyal, elektronik devreler
tarafindan kolayca islenebilir olmalidir.

Spektrofotometrelerde kullanilan ti¢ ana dedektor tiirii vardir. Bunlar:

Fotovoltatik Dedektorler: Isik absorpsiyonu sonucunda iletkenlik bandina
cikarilan elektronlar, bir elektrik akimi olusturarak isin siddetine dogru orantili bir
sinyal iiretirler. Bu dedektorler genellikle UV ve goriiniir bolgedeki Ol¢timlerde

kullanilir.
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Fototiipler: Alkali metal oksit filmlerden yapilan fotokatotlar, iizerlerine diisen fotonlar
tarafindan uyarilir ve bu fotokatotlardan ¢ikan elektronlar bir anotta toplanarak elektrik
akimina doniistiirtiliir. Fototiipler, UV ve goriiniir bolgedeki dlgtimlerde kullanilir.
Foto Cogaltict Tiipler: Bu tiir dedektorlerde, fotokatot ylizeyinden foton ¢arpmasiyla
firlatilan elektronlar dinot adi verilen yiizeylere carparak ¢ogaltilir. Her bir ¢arpma
sonucunda bir dizi elektron olusur ve bu elektronlar sonunda bir anotta toplanarak
elektrik akimina doniistiirtiliir. Foto ¢ogaltic tiipler, genellikle diisiik 1s1n seviyelerinde
kullanilir.

Bu dedektorler, spektrofotometrelerin hassasiyeti, hizi ve 6l¢iim araligr gibi
Ozelliklerini belirler (Sener, 2006).

2.5.5.5. Okuyucu (Sinyal islemcisi)

Dedektorlerden gelen sinyalleri isleyen ve sonuglar1 gésteren bir bilesendir. Bu
bilesen, Olciilen verileri analiz eder, isler ve sonuglar1 bir ekranda veya yazili olarak

gosterir (Sener, 2006; Miroglu ve Miloglu, 2013).

\[uunkrnmatnr
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Clk.l.‘i varigy Dedektir

Numune

Sekil 2.4. Spektrofotometre cthazinin gorseli

2.5.6. UV-Gor. Bolge Cihaz Cesitleri

Cihazlar, fotometreler ve spektrofotometreler olmak {izere iki ana sinifa ayrilir.
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Fotometreler: Basit cihazlardir ve genellikle tek bir dalga boyunu dedekte
edebilirler. Fotometreler, goriiniir bolge fotometreleri, UV fotometreleri ve probe tip
fotometreler olarak iige ayrilir.

Spektrofotometreler: UV bolgesinden baslayarak goriiniir bolgenin tamamini
tarayabilen ve monokromator veya dispersif elemanlarla dalga boyu taramasi yapabilen
cihazlardir. Organik, inorganik ve biyokimyasal tilirlerin kalitatif ve kantitatif
analizlerinde kullanilirlar. Fotometrelere gore daha karmasik optik sistemlere sahiptirler
ve genellikle daha pahalidirlar.

Spektrofotometreler iki ana tipe ayrilabilir: Tek Isin Yollu Spektrofotometreler:
Bu tiir spektrofotometreler, 1510 kaynagi, dalga boyu segici (filtre veya monokromator),
numune hiicresi, referans hiicresi, dedektor, sinyal yiikseltici ve gosterge aletinden
olusur. Ol¢iim yapmadan 6nce, referans madde numune bdlmesine konularak cihaz
stfirlanir. Daha sonra numune hiicresi yerlestirilir ve 6l¢iim gergeklestirilir.

Cift Isin Yollu Spektrofotometreler: Bu tiir spektrofotometreler, gelen ve gecen
1s1nlart ayri ayr Olgebilirler. Gelen ve gegen 1sinlar1 ayr1 ayr1 dedekte eden iki dedektor
kullanirlar, bu da daha hassas Ol¢limler yapmalarini saglar. Bu cihazlar, 6zellikle
numunenin zaman i¢indeki degisimlerini izlemek i¢in idealdir (Réty ve ark., 2004)

2.6. Kromatografi

Kromatografi, analitik kimya alaninda, karmasik karisimlarin ayrilmasi,
tanimlanmast ve miktarinin belirlenmesi i¢in yaygin bir sekilde kullanilan temel
tekniklerden biridir. Kimya, biyokimya, eczacilik, ¢evre bilimi, gida bilimi ve adli
analiz dahil olmak {izere ¢ok sayida bilimsel alanlarda kullanilmaktadir.

Sabit bir faz tlizerinden hareketli bir faz yardimiyla gegirilen maddelerin farkli
etkilesimlerinden yararlanilarak birbirlerinden ayrilip taninmasi islemine kromatografi

denilmektedir. Sabit faz, bir kolon veya diizlem tizerinde bir kat1 veya bir kat1 tizerinde
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desteklenen bir s1vi olabilmektedir. Hareketli faz ise gaz veya tipik olarak bir sividir.
Numune bilesenleri sabit faz boyunca ilerledik¢e ayirma islemi gergeklesir. Boyut,
polarite, ylik ve afinite gibi faktorler, her bir bilesenin hareketli faza karsi sabit fazla ne
kadar giiglii etkilesime girdigini belirler. Bu, karisimi etkili bir sekilde kendi
bilesenlerine ayirarak alikonma siirelerinin degismesine yol agar. Yillar gectikce
maddelerin 6zelliklerine gore kromatografi ¢esitlenmistir. Hareketli fazin 6zelligine
gore kromatografi Gaz kromatografisi (GC) ve Sivi Kromatografisi (LC) olmak iizere
iki ana kisma ayrilir. GC'de hareketli faz bir gazdir, LC'de ise tipik olarak bir sividir.
S1vi kromatografiside kendi igerisinde ytliksek performansh sivi kromatografisi (HPLC),
iyon kromatografisi, boyutlandirma kromatografisi, afinite kromatografisi ve iyon
degisim kromatografisi olarak degisik sekillere ayrilmistir.

Kromatografide drnek bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri arasindaki
fark ne kadar belirginse, bilesenler o kadar iyi ayrilabilir. Kolonda en az tutulan
bilesenler kolonu ilk 6nce terk eder, gii¢lii tutulan bilesenler ise kolonu daha geg terk
ederler. Kromatografik yontemlerle hem kalitatif hem de kantitatif analizler yapilir.
Sivi kromatografisinde normal faz ve ters faz olmak tizere iki farkli teknik kullanilir.
Sabit faz polar hareketli faz apolar olan kromatografik teknige normal faz, sabit faz
apola hareketli faz polar olan teknige ise ters faz kromatografisi denir (Coskun, 2016;
Jungbauer ve ark., 2009).

Bilim insanlar1 genellikle, HPLC'nin yaygin kullanimi 6ncesinde standart sivi
kromatografisini arastirmalarda tercih ederlerdi. Ancak sivi kromatografisinde,
hareketli fazin yer cekimine bagli olan akis hizi nedeniyle istenilen verim
saglanamayabilir. Bu nedenle, hareketli fazin ve numunenin hizli bir sekilde ilerlemesi

icin basing uygulanarak kromatografi teknigi gelistirilmistir. HPLC'nin teknik
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cihazlarimin gelisimi, alternatif analiz yontemleriyle yapilan c¢aligmalarin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikmistir (Coskun, 2016; Perea ve ark., 2000).

2.6.1. Kromatografi Yontemleri

Kromatografi genellikle bilesenlerin farkli 6zelliklerine dayanarak ayrilmasini
saglayan genis bir teknik yelpazesine sahip olan ve farkli uygulamalar i¢in farkli
tirlerde kromatografi teknikleri mevcuttur. Bunlar:

2.6.1.1. Gaz Kromatografisi (GC)

Bilesenler sabit bir faz {izerinden bir gaz vasitasiyla taginmasi suretiyle farkl
giiclerde tutunmalarindan yararlanarak numune bilesenlerinin birbirinden ayrilmasinda
kullanilan bir tekniktir. Bilesenlerin ayrilmasi, sabit fazdaki farkli etkilesimlerden
kaynaklanir. Hareketli fazin ayirmada bir etkisi bulunmamaktadir. Sadece nimue
bilesenlerinin kolon igerisinde hareket etmesini saglamaktadir. Gaz kromatografisi
yontemiyle gazlarin ve ugucu hale gelebilen maddelerin analizleri ve ayrilmasinda
kullanilmaktadir.

Kromatografik yontemlerin, daha basit bir ayirma cihazina sahip olmasi,
kullanim kolaylig1 ve dikkate deger sekilde az zamana ihtiya¢ duymasi gibi iistiinliikleri
vardir (Ferda Orhun, 1968).

2.6.1.2. Sivi Kromatografisi (LC)

Sv1 kromatografisi, sabit faz lizerinden numunenin hareket ettirilmesinde
uygun bir sivi1 kullanilmaktadir. Sabit faz genellikle bir doldurulmus kolon veya ince
tabaka seklindedir. Hareketli faz ise sabit faz ile etkilesmeye girmeyen uygun bir ¢6ziicii
veya ¢oziicli karisimidir. Numune bilesenleri sabit faz ve hareketli faz ile gosterdikleri
farkli etkilesimler sonucunda birbirlerinden ayrilirlar. Sivi kromatografisinin temel

prensipleri sunlardir (Niessen, 2006; Small, 2013):
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a) Hareketli Faz (Tasiyan Faz): Genellikle bir ¢oziicii veya ¢oziicii karisimi olan sabit
faz lizerinden numune bilesenlerinin hareketini saglar.

b) Sabit Faz: Genellikle bir kat1 veya bir kat1 destek tizerine kaplanmis sividan olusan
fazdir.

c) Alikonma (Retansiyon) Zamani: Bilesenlerin kolonu terk ettigi siireye denir. Bu
siire numune bilesenlerinin sabit faz ve hareketli faz ile farkli etkilesimlerine bagl
olarak degisir.

d) Dedektor: Kromatografik yontem sonucunda kolonu terk eden bilesenlerin
algilanmasina bagli olarak sinyal {ireten kismidir. Bu sinyal, genellikle bir grafik
olarak kaydedilir ve her bir bilesenin belirli bir zamanda belirli bir sinyal ile
eslesmesini saglar.

e) Kromatogram: Dedektor tarafindan tiretilen sinyalin zamanla degisimini gosteren
grafiktir. Bu grafik, her bir bilesenin ayrilma zamanini ve genellikle bu bilesenlerin
miktarlarin1 da saglar.

2.6.2. Ayirma Mekanizmalarina Gore Kromatografinin Simiflandirilmasi

2.6.2.1. Partisyon (Dagilma) Kromatografisi

Partisyon Kromatografisi hem sabit fazin hem de hareketli fazin sivi oldugu
sistemelerde bilesenlerin iki s1v1 faz arasinda farkli ¢oztinmelerine bagli olarak numune
bilesenlerinin birbirinden ayrildigi bir kromatografi yontemidir. Ayirma islemi, bir sabit
faz (genellikle bir s1vi) ve bir mobil faz (bir baska sivi) arasindaki dengeye dayanir.

Bilesenler, sabit faz ile mobil faz arasinda farkli oranlarda c¢oziiniirler, bu da

ayrilmalarini saglar (Lambert ve ark., 1964).

2.6.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisi, ayirma isleminde numune bilesenlerinin sabit faz

yiizey tiizerinde farkli giliglerde adsorbe olmasi soncunda maddelerin birbirinden
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ayrilmasi sonucuna dayaynan bir kromatografi teknigidir. Bu teknik, bilesenlerin sabit
fazla farkli oranlarda etkilesime girmesi sonucunda ayrilmasina dayanmaktadir.

Sabit faz olarak kat1 bir malzeme (silikajel gibi) ve hareketli faz olarakta bir
¢oziicii veya c¢oziici karisimi kullanilir. Hareketli faz, sabit fazla temas halinde
oldugundan dolay1 bilesenler sabit fazla farkli oranlarda etkilesime girer. Bu
etkilesimlerin giicii, bilesenlerin sabit faz yiizeyinde ne kadar uzun siire tutulacagin
belirler. Adsorpsiyon kromatografisi, 6zellikle polar bilesenlerin ayrilmasi igin etkilidir
(Belenky ve ark., 1978).

2.6.2.3. Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon Degisim Kromatografisi sabit fazda yiiklii iyonik gruplar bulunmaktadir.
Numune igerisindeki anyon veya katyonlar sabit fazdaki iyon gruplar ile yer
degistirerek numune igerisinden ayrilmaktadirlar. Yani Sabit faz icinde bulunan yiiklii
iyonik gruplar, mobil faz ile tasinan iyonik bilesenlerle etkilesime girer. Bu
etkilesimlerin giicii, iyonik bilesenlerin sabit fazdan ne kadar uzun siire tutulacagini
belirler. Bu teknik, oOzellikle proteinler, peptidler, amino asitler ve diger yiikli
biyomolekiillerin analizi i¢in kullanishdir. Ayrica, metal iyonlarinin ve diger iyonik
bilesenlerin analizi i¢in de yaygin olarak kullanilir (Cummins, 2017).

2.6.2.4. Boyutlandirma (Eleme) Kromatografisi

Boyutlandirma Kromatografisinde numune bilesenleri molekiil biiytikliiklerine
gore ayrilmasinda kullanilan bir kromatografi teknigidir. Bu yontemde, sabit fazin
icinde bulunan bir jel matrisi, 6rnek icindeki molekiilleri boyutlarina gore siralar ve
ayristirir. Bu teknikte ¢esitli gozenek biiylikliigline sahip kati sabit faz kullanilir. Kiictik
molekiiller gézenek igerisine haps olurken biiyiik molekkiiler kolon igerisinde hareket
ederk birbirlerinden ayrilirlar. Ozellikle proteinler, niikleik asitler, polimerler ve diger

biyomolekiillerin analizi i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir (Mori ve ark., 1999).
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2.7. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC, ytiksek basing altinda yiiksek hassasiyetle calisan bir sivi kromatografi
teknigidir. Bu yontem, daha hizli analiz siireleri ve daha iyi ¢oziiniirliik saglar. Yiksek
Performansli S1vi Kromatografisi (HPLC), karmasik karisimlardaki bilesenleri ayirmak,
tanimlamak ve nicel olarak analiz etmek i¢in kullanilan giiclii bir analitik tekniklerden
birisidir. HPLC tekniginin temel pargalar1 arasinda hareketli fazin depolandig1 ¢oziicii

rezervuarlar, pompa, enjektor, kolon, dedektor ve kaydediciler yer alir (Sekil 2.5).

D —ii
. S Enjektér aano o [ }

Cozucu Dedektdr Atik

Pompa

Sekil 2.5. Yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC)

2.7.1. Coziicii Rezervuarlari

Kromatografide, kolon boyunca sivinin hareket etmesi i¢in bir basing uygulanir;
bu sivi karisimimna hareketli faz denir. Hareketli faz, sabit faz boyunca ilerleyerek,
enjekte edilen numuneyi tasir. Her bir bilesenin, kolonda farkli bir hizda hareket etmesi,
yani bilesenlerin kolon ¢ikisina farkli zamanlarda ulagsmasi demektir. HPLC cihazi, cam
veya gelikten yapilmis bir veya daha fazla hazne igerir; her biri 200-1000 mL ¢6ziicii
icerir (Moldoveanu ve ark., 2022).

2.7.2. Pompalar

Hareketli fazin (¢6ziicii veya ¢oziicii karigiminin) ince gozenekli bir kolon

icerisinden ge¢cmesini saglamak i¢in pompalar kullanilir.
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HPLC pompas, iki dnemli dzelligi biinyesinde bulundurmalidir. ki, 350 veya
500 bar'a kadar yiiksek basing iiretebilen saglam bir cihaz olmalidir. ikincisi ise, segilen
herhangi bir akis hizinda yiiksek akis dogrulugu ve hassasiyette calisabilmelidir. HPLC
sisteminde kullanilan iki farkli ayrim teknigi vardir; degisken bir hiz degerinde ve belirli
bir basing altinda hareketli faz ile numunenin sistem igerisinde dolasimini saglayan en
onemli bilesenlerden birisi pompadir. HPLC pompalari, Sabit Basing Pompalar1 ve
Sabit Hacim Pompalar1 olarak simniflandirilabilir. Temel olarak pompa, mobil fazin
yiiksek basingla HPLC sistemi iginde hareket etmesini saglar, ¢6ziicli rezarvuarlarindan
hareketli fazi ¢ekip, drnekleme ve kolon iinitesine gonderir, bu islemi akis hizin1 ve
basing degerini ayarlayarak gerceklestirir. HPLC sistemlerinde genellikle iki tiir pompa
bulunur: izokratik (sabit bilesimli mobil faz) ve gradient (kompozisyonu zamanla
degisen mobil faz) eliisyon saglayan pompalar. Izokratik calismalarda mobil fazin
bilesiminde herhangi bir degisiklik olmaz. Gradient ¢alismalarda ise ayirim esnasinda
¢oziicli oranlarinda zamanla bir degisim gergeklestirilir (Broeckhoven ve ark., 2019).

2.7.3. Enjektor

Numune enjeksiyon sistemi, HPLC sisteminde basing altinda hareketli faza
numunenin verilmesini saglar. Genel olarak HPLC sisteminde 5-500 pL miktarinda
numune Ornedi uygun sekilde enjekte edilebilir. Numune enjeksiyon hacminin
belirlenmesi i¢in likid kromatografi cihazinin tiirii, dedektoriin hassasiyeti, kolon
kapasitesi ve kullanilan ¢6ziiciinlin numuneye ait pik sekli lizerindeki etkisi dikkate
alimmalidi. Enjeksiyon sistemleri manuel ve otomatik olarak bulunmaktadir. Tipik
olarak, numune enjektorii, numuneyi enjekte etmek i¢in otomatik veya manuel olarak
caligabilen bir enjektor valfi icerir (Steiner ve ark., 2019).

Siv1 kromatografik Olgiimlerin kesinligi, genellikle numunenin kolon dolgu

maddesine tasimnmasinin tekrarlanabilirligi tarafindan belirlenir. Asirt numune
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yiiklenmis kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkileyebilir, bu nedenle
kullanilan numune hacmi olduke¢a kii¢iik olmalidir. Ayrica, numunenin sisteme girisi
saglanirken sistemin basinci distiriilmemelidir.

2.7.4. Kolonlar

Kolon, HPLC yo6nteminin temel bir bilesendir. Bu bilesen, maddelerin kimyasal
ve fiziksel oOzelliklerinden yararlanarak birbirlerinden ayrilmasmi saglar. Kolon,
genellikle celik, PEEK (polyether ether ketone) veya cam gibi dayanikli malzemelerden
imal edilir. ici belirli dlciilerde sabit fazla doldurulmustur. Sabit faz, cogunlukla silika
veya polimer gibi malzemelerden olusur. Bu malzemelerin {izerine istenen kimyasal
baglar1 iceren modifiye edilmis gruplar yerlestirilir.

Kolonun i¢gindeki sabit faz, ayirma islemini gerceklestirir. Bu ayrilma, analizdeki
bilesenlerin belirli bir siire boyunca sabit faz ile etkilesime girmesiyle gerceklesir.
Bilesenlerin farkli kimyasal 6zellikleri, bu etkilesim siirecinde farkli davranmalarina
neden olur. Bu farkli davranislar, bilesenlerin sabit fazda farkli hizlarda ilerlemesini
saglar ve sonug olarak bilesenler ayrigir. Kolon firini, kolonu saklamak ve sabit bir
sicaklikta tutmak i¢in kullanilir. Sabit sicaklik, kromatografi isleminin
tekrarlanabilirligini ve hassasiyetini artirir. Ayrica, sicaklik, sabit fazin performansini
da etkiler. Ciinkii baz1 sabit fazlar, belirli sicaklik araliklarinda daha verimli ¢alisir.

Kolon boyutu, kromatografik ayrilma performansini etkileyen onemli bir
faktordiir. Verimliligi artirmak i¢in kolon boyutunda artig gerekebilir. Ancak, kolon
boyunu uzatmak her zaman en iyi yol degildir. Ciinkii kolon boyundaki artig, sistemin
geri basincini artirir ve analiz siiresini uzatir. Ayrica, kolon boyunun artmasi, analiz
stiresi yaninda elde edilen ¢oziiniirliigii de artirabilir. Kolon dolgu maddesinin boyutu
genellikle mikrometre cinsinden ifade edilir. Bu boyut, sabit fazin i¢ yapisinin

homojenligini ve dolgunun verimliligini belirler. Optimal kolon boyutu ve dolgu
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boyutu, analiz gereksinimlerine ve kullanilan HPLC sisteminin 6zelliklerine baglidir

(Cabrera ve ark., 2000).

2.7.5. Dedektor

HPLC dedektorleri, yiiksek performansli sivi kromatografisinin (HPLC) en

onemli unsurlarindan biridir. Bu dedektorler, kromatografik ayrim sonucunda elde

edilen bilesenlerin taninmasi, tespiti ve nicel olarak 6l¢iilmesi i¢in kullanilir.

HPLC dedektorleri, genellikle numunenin kolon ¢ikisindan gegtigi sirada bilesenlerin

varligini algilayarak calisir. Bu dedektorler, cesitli prensiplere dayanarak farkli tiirde

analitik bilgiler saglarlar. HPLC'de yaygin olarak kullanilan bazi dedektor tiirleri

asagida verilmistir:

UV-Gor. Bolge (UV-VIS) Dedektorler: Bu dedektorler bilesenlerin UV veya
goriinlir bolge 1sinlarinin absorplanmasi esasina gore calisirlar. Her bilesenin
kendine 6zgii bir absorpsiyon spektrumu vardir. Bu dedektorler belirli dalga
boylarindaki emilimi analiz ederek bilesenleri tanimlanmasi i¢in kullanilir.
Floresans Dedektorler: Floresans dedektorleri, bilesenlerin UV  1sinlar
tarafindan uyarilmasini ve bu uyarilma sonucunda yayilan floresans 15181n1 6lger.
Baz1 bilesenler, UV 1518a maruz kaldiklarinda belirli dalga boylarinda floresan
gosterirler. Bu 0zellik, floresans dedektorleriyle hassas tespitler yapilmasini
saglar.

Refraktif indeks Dedektorleri (RI): RI dedektorleri, numune ile eluent arasindaki
kirilma indisindeki farkliliklar1 6l¢erek ¢alisir. Bu dedektorler, bilesenlerin optik
ozelliklerine dayali olarak calisir ve genellikle polar olmayan bilesenlerin tespiti
i¢in kullanilir,

Elektrokimyasal Dedektorler: Elektrokimyasal reaksiyonlardan kaynaklanan

akim degisikliklerini &lgerek ¢alisir. Ozellikle redoks aktif bilesenlerin tespiti
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icin kullanilirlar. Bu tiir dedektorler belirli tiirdeki bilesenlerin elektrokimyasal
Ozelliklerine duyarhdir.

e Kiitle Spektrometresi Dedektorleri (MS): MS dedektorleri, ayrilan bilesenlerin
kiitlelerini dlgerek calisir. Bu dedektorler, belirli bilesenlerin tanimlanmasi ve
molekiiler yapilarinin belirlenmesi i¢in kullanilir. MS dedektorleri, yiliksek

secicilik ve hassasiyet sunarlar.

Her dedektor tipi, belirli analitlerin tespiti ve analizi i¢in avantajlara sahiptir ve
genellikle belirli uygulamalara yonelik tercih edilir. HPLC dedektorleri, ilgilenilen
bilesenlerin hassas bir sekilde tespit edilmesi ve analiz edilmesi i¢in kritik 6neme
sahiptir. Bu dedektorler, cesitli endiistriyel, bilimsel ve klinik uygulamalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Morgan ve ark., 2010).

2.7.6. Veri Toplama ve Isleme Sistemi (Kaydediciler)

Dedektorden gelen verilerin toplandigy, islendigi ve analiz edildigi bir bilgisayar
sistemidir. Bu sistem, kromatogramlari olusturur, piklerin entegrasyonunu yapar,
bilesenlerin miktarlarin1 hesaplar ve sonuglart raporlar (Ali, 2022; Morgan ve ark.,
2010).

2.8. HPLC’de Temel Parametreler

S1v1 kromatografisi, bir analitik kimya yontemi olup, bir¢ok farkli uygulama
alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem, karmasik karisimlardaki
bilesenleri ayristirmak ve analiz etmek igin kullanilir.

2.8.1. Alikonma (Retansiyon) Zamani

HPLC'de alikonma zamani (retansiyon zamani), kromatografik ayirma esnasinda
numune bilesenin kolonu terk etme siiresi olarak adlandirilmaktadir yani numune

bilesenlerinin sabit bir analitik kolonda seyir siiresini gostermektedir.
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Alikonma zamani, bir bilesigin kromatografik kolonda ne kadar kalacagini
belirleyen birgok faktorden etkilenir. Bunlar arasinda mobil fazin polaritesi, sabit fazin
tiirti, kolonun boyutu ve sekli, akis hiz1 gibi faktorler yer alir. Alikonma zamani, analitik
kimyada 6nemlidir ¢ilinkii bir bilesigin belirli bir siire boyunca kolonda kalmasi, ayri
bilesenler arasindaki farklari1 ve analitik sonuglarin dogrulugunu saglar. Bu, bilesenlerin
ayrisma derecesini, saflik ve kimlik tespitini degerlendirmek i¢in temel bir Slgiittiir.

Pratikte, analitik kimyacilar, standart maddelerin alikonma zamanlarini bilerek
bilinmeyen bir numunenin bilesenlerini belirleyebilirler. Alikonma zamani, HPLC
analizinde bilinmeyen bilesenlerin tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in
kullanilan 6nemli bir parametredir (Sun ve ark., 2017).

2.8.2. Kapasite Faktorii

HPLC'de kapasite faktorii, bir bilesigin kromatografik kolonda ne kadar siire
boyunca kalacagin1 ve bu siirenin sabit fazdan ne kadar uzaklagtigini gosteren bir
Olctimdiir. Bu faktor, analitik kimyanin temel bir kavramidir ve kromatografik ayrisma
siirecini anlamak i¢in 6nemlidir.

Kapasite faktorii (k), asagidaki formiille hesaplanir:

tr—t
K=t
to

Burada:

e tg, analitin alikonma zamani

e to, Oli zaman (kolonda tutulmayan maddenin gelis siiresi)

Kapasite faktorii, analitik bilesigin sabit fazda ne kadar iyi tutuldugunu gosterir.
Kiictlik kapasite faktorleri, bilesigin sabit fazda zayif bir sekilde tutuldugunu, biiytik

kapasite faktorleri ise daha iyi bir ayrisma saglandigini ifade eder.
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Bir bilesigin kapasite faktorii, kromatografik kosullara (6rnegin, sabit fazin polaritesi,
mobil fazin bilesimi, kolonun ozellikleri gibi) baghdir. Kapasite faktorii, analitik
kimyanin birgok yoniinii etkiler. Iyi bir ayrisma elde etmek igin, analitik bilesiklerin
kapasite faktorlerinin dikkatlice ayarlanmasi gerekir. Ayrica, bu faktor, farklh
bilesiklerin taninmasi ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in kullanilir (Ohmacht ve ark.,
2000).

2.8.3. Secicilik (o) Ve Ayirma Faktorii (R)

HPLC'de segcicilik (o) ve ayirma faktorii (R), kromatografik ayrigsma siirecinin
degerlendirilmesinde dnemli olan iki temel kavramdir.

Secicilik (a), iki farkli bilesigin kromatografik ayrigsmasinin ne kadar etkili
oldugunu o6lger. Su formiille hesaplanir:

tr1 — tr2
Q= —
tr1

Burada:

o tr1VeE tre, sirastyla birinci ve ikinci bilesigin alikonma zamanlaridir.

Segicilik, iki farkli bilesigin kolonda ne kadar ayrildigin1 gosterir. Biiyiik a degerleri,
iki bilesigin iyi ayrildigim1 ve ayrica Olgiilen alikonma siirelerinde belirgin bir fark
oldugunu gosterir. Daha kiiciik o degerleri, ayrismanin daha az etkili oldugunu ve
bilesiklerin daha yakin alikonma siirelerine sahip oldugunu gosterir.

Ayirma faktorii (R), iki bilesigin ayrilma derecesini ifade eder ve su sekilde hesaplanir:

tr1 — tr2
tR1—tR2
2

R =

Ayirma faktord, iki bilesigin ayrilma derecesini, yani birbirlerinden ne kadar
etkili bir sekilde ayrildigin1 6lger. R degeri 1'e yakinsa, iki bilesik birbirinden iyi
ayrilmis demektir. R degeri ne kadar biiyiik olursa, iki bilesik o kadar etkili bir sekilde

ayrilir.
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Secicilik ve ayirma faktorii, HPLC kosullarinin optimize edilmesinde ve analitik
ayrismanin  kalitesinin degerlendirilmesinde Onemlidir. Bu kavramlar, analitik
kimyacilarin hangi kosullarda en iyi ayrismay1 elde edebileceklerini belirlemelerine
yardimci olur (Rodriguez-Cuesta ve ark., 2003).

2.8.4. Kolon Etkinligi

HPLC kolon etkinligi, bir kromatografik kolonun ayrisma kapasitesi ve
performansiyla ilgilidir. Bu, bir kolonun ayrisma giiciinii ve analitik ayrismanin ne kadar
iyi oldugunu belirler. Kolon etkinligi, genellikle plak sayis1 (N) veya plak teorik sayisi
(N) olarak ifade edilir. Plak teorik sayisi, bir kolon boyunca sabit bir zamanda ne kadar
cok teorik plak oldugunu ifade eder. Bu, kromatografik ayrismanin ne kadar iyi
oldugunu gosterir.

Kolon etkinligi, asagidaki formiille hesaplanir:

tR

N=16(W1 /2)2

Burada:

o g, analitik bilesigin alikonma zamanidir.
e Wiy, analitik pik yari-genisligidir.

Kolon etkinligi, kolonunun ayrigma giiclini ve kromatografik performansini
belirleyen kritik bir parametredir. Daha yiiksek bir kolon etkinligi, daha iyi bir ayrisma
ve daha dar piklerle sonuglanir. Bu, analitik kimyacilarin daha iyi ¢oziiniirlik elde
etmesine ve daha hassas analizler yapmasina olanak tanir.

Kolon etkinligi, kolonun boyutu, sekli, sabit faz1 ve mobil fazi gibi bir¢ok faktore
baglidir. Daha uzun ve daha ince bir kolon, genellikle daha ytiksek bir etkinlige sahiptir.
Ayrica, sabit fazin kalitesi ve mobil fazin bilesimi de kolon etkinligini etkiler.

HPLC kolon etkinligi, analitik kimyada kaliteli ayrisma ve dogru sonuglar elde etmek

icin kritik bir faktordiir. Optimize edilmis kosullar altinda yiiksek bir kolon etkinligi,
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analitik ayrismanin giivenilirligini ve hassasiyetini artirir. Bu da analitik kimyacilarin
daha iyi sonuglar elde etmelerine yardimci olur (Young ve ark., 2002).

2.8.5. Kolonun Ayirma Giicii

HPLC'de kolonun ayirma giicii, bir analitik yontemin en 6nemli 6zelliklerinden
biridir. Bu, kolonun ayrigsma kabiliyetini ve analitik ayrismanin ne kadar etkili oldugunu
belirtir. Kolonun ayirma giicii, genellikle ¢oziiniirlik (R) olarak ifade edilir.
Coziintirliik, iki yakin bilesigin kolon tizerinde ne kadar iyi ayrildigini dlger.

Coziintirliik, asagidaki formiille hesaplanir:

_2(tR2—tR1)
WR1+WR2

Burada:

e tr1 Ve try, sirastyla ilk ve ikinci bilesigin alikonma zamanlaridir.
o Whr1 ve WRy, sirastyla ilk ve ikinci bilesigin pik genislikleridir.
Daha ytiiksek bir ¢oziiniirliik, iki bilesigin daha iyi ayrildigin1 ve piklerin daha dar

oldugunu gosterir. Kolonun ayirma giicii, bir¢ok faktére baglidir. Kolonun boyutu ve
sekli, sabit fazin tiirii, mobil fazin bilesimi ve akis hiz1 gibi faktorler, ayirma giiclinii
etkiler. Optimize edilmis bir HPLC ydntemi, yiiksek bir ¢oztiniirliik saglayarak iki veya
daha fazla bilesigi ayristirabilir. Bu, analitik kimyacilarin karmasik karisimlar1 analiz
etmesine ve bilesenleri belirlemesine olanak tanir.

Kolonun ayirma giicii, analitik kimyada kaliteli ayrisma ve dogru sonuglar elde
etmek i¢in kritik bir faktordiir. Analitik yontemlerin gelistirilmesi ve optimize edilmesi
slirecinde, bu parametreye 6zel dikkat gosterilir (Kalili ve ark., 2011).

2.8.6. Hareketli Faz Bilesiminin Ayirima Etkisi
HPLC'de, hareketli faz bilesiminin ayirma iizerinde biiyiik bir etkisi vardir.
Hareketli faz, analitik bilesiklerin sabit fazdan (kolon i¢ ylizeyi) gecmesini saglayan

¢oziicli veya ¢oziicii karisimlaridir. Bu nedenle, hareketli fazin bilesimi, analitik ayrisma
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tizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir. Hareketli fazin bilesiminin degistirilmesi,
asagidaki yollarla ayirma iizerinde etkili olabilir:

Polarite: Hareketli fazin polaritesi, analitik bilesiklerin sabit faz ile etkilesimini
belirler. Polar hareketli fazlar, polar bilesiklerin ayrilmasini artirirken, apolar hareketli
fazlar apolar bilesiklerin ayrilmasini artirir. Boylece, bilesiklerin segiciligi ve ayrilma
derecesi, hareketli fazin polaritesine baglhdir.

Coziicii Giicii: Hareketli fazin ¢oziicii giicli, analitik bilesiklerin sabit faz ile
etkilesim derecesini belirler. Coziicii giicii, genellikle hareketli fazin konsantrasyonu
veya polaritesiyle iligkilidir. Daha gii¢lii bir ¢oziicli, daha fazla ayrisma saglar, ancak
piklerin daralmasi ve analiz siiresinin uzamasina neden olabilir.

PH: Bazi analitik uygulamalarda, hareketli fazin pH degeri énemlidir. Ornegin,
asit veya baz iceren bilesiklerin analizi sirasinda, pH degeri bilesiklerin iyonlasmasini
ve dolayisiyla ayrilmasini etkiler.

Tamponlar ve Katki Maddeleri: Baz1 durumlarda, hareketli fazin tamponlar veya
katki maddeler igermesi gerekebilir. Bu, analitik bilesiklerin istenmeyen reaksiyonlari
veya ayrigsmalarini Onler ve analizin daha hassas olmasini saglar.

Hareketli faz bilesiminin ayirma iizerindeki etkisi, analitik kimyada ydntem
optimizasyonu siirecinde dnemlidir. Dogru bir hareketli faz bilesimi secilerek, istenilen
bilesiklerin belirlenmesi, ayrilmasi ve dlgiilmesi miimkiin olur. Bu nedenle, HPLC
analizinde hareketli faz bilesiminin dikkatlice ayarlanmasi, basarili analitik sonuclar
elde etmek i¢in kritik neme sahiptir (Issaq ve ark., 2003).

2.8.7. Teorik Plaka Sayisi (N)

Kolonun etkinligini ortaya koyan, kati ve sivi faz arasinda tam bir denge
saglayabildigi yeterli diizey alanlara sahip olan ve birbiri ile bitisik ¢ok sayida plakadan

olustugundan dolay1r kuramsal bir kavram oldugu bilinir. Kolon etkinligini ve
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performansin1 ortaya koyan teorik plaka sayisi 2000°den biiyiik olursa iyi bir
kromatografik sistem olusturmus olur (Gritti, 2018; Ito ve ark., 2018).

N= 16 (tr/w)?

2.8.8. Kuyruklanma ve Pik Simetri Faktorleri

Pikin simetrik olmasi i¢in pik kuyruklanma faktorii 1 olmasi gerekir. Pik simetri
faktori 0.5< T <1,5 aralikta ve kuyruklanma faktorii ise 0.5< T <2 araliginda olmasi
gerekir (Ito ve ark., 2018).

2.9. Yontem Gelistirme ve Analitik Yontem Validasyonu (Yontem Gegerlilik
Testleri)

Analitik kimyada, zamaninda ve giivenilir veri temin etmek kritik 6nem tasir.
Analitik verinin kalitesi, metodoloji gelistirme ve dogrulama testlerinin saglamasina
bagli olarak proses kalitesini etkiler. Yontem gelistirme ve dogrulama testlerinin
baslangici, kabul edilebilir minimum standartlar1 belirlemektir (Miloglu ve Miroglu,
2013).

2.9.1. Yontem Gelistirme

Yontem gelistirme stlireci asagidaki adimlari icermektedir:

1. Yontemin hedefi, kapsami ve uygulanabilirligi belirlenmelidir.
2. Yontemin performans olgiitleri ve kabul edilebilir kriterleri tanimlanmalidir.
3. Cihazn performans 6zellikleri belirlenmelidir.

4. Incelenen materyallerin nitelikleri belirlenmelidir.

Son olarak, yontem gelistirilmeli ve belgelendirilmelidir (Miroglu, 2013).

2.9.2. Analitik Yontem Validasyonu (Yontem Gegerlilik Testleri)

Analitik yontem validasyonu, bir analitik yontemin belirlenmis gereksinimleri
karsilayip karsilamadigini degerlendirmek i¢in yapilan islem siirecidir. Bu siireg, bir

analitik yontemin dogruluk, hassasiyet, tekrarlanabilirlik ve belirlilik gibi performans
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Ozelliklerini degerlendirerek yontemin giivenilirligini saglar. Validasyon siireci
genellikle uluslararasi standartlara ve diizenlemelere uygun olarak gerceklestirilir ve
analitik yontemin kullanilacagi 6zel uygulamaya gore belirlenmis gereksinimleri
karsilayip karsilamadigini belirlemek i¢in kapsamli testler igerir. Bu siireg, analitik
yontemin kalitesini ve giivenilirligini saglamak i¢in énemlidir ve analitik ¢alismalarin
sonuglarmin giivenilirligini saglamaya yardimci olur.

Yontem problemleri, gegerlilik testlerinin kapsamli bir sekilde uygulanmasiyla
en aza indirgenebilir. Analitik ¢alismalarda, ¢esitli amaglar dogrultusunda belirlenen
kurallar diinya genelinde farkli bolgeler ve amaglar icin degisiklik gosterebilir. Yontem
gegerlilik testlerine iliskin kurallari belirleyen kuruluslar arasinda ICH (International
Conference on Harmonization), GLP (Good Laboratory Practies)), GMP (Good
Manufactoring Practies), FDA (Food and Drug Administration) ve USP (US
Pharmacopeia) gibi kuruluslar bulunmaktadir (Giingor ve ark., 2020; Harmancik, 2017;
Miloglu ve Miroglu, 2013).

Calismamizda kullanilan analitik yontemler ICH Q2 (R1) (ICH 2005)
kilavuzuna uygun olarak dogrusallik, dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, analitik geri
kazanim, gozlenebilme siir1 (LOD), miktar tayin sinir1 (LOQ) gibi parametreleri
caligilarak valide edildi.

Validayon Parametreleri:

1. Dogruluk (Accuracy)

2. Kesinlik (Precision)

a. Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

b. Arakesinlilik (Intermediate precision)

c. Yenilenebilirlik (Intermediate precision)

3. Dogrusallik (Linearity) ve Calisma aralig1 (Range)

48



4. Belirleyicilik/Segicilik (Specificity/Selectivity)

5. Duyarlilik

a. Gozlenebilme Sinir1 (LOD)

b. Miktar Tayin Sinir1 (LOQ)

6. Geri Kazanma (Recovery)

7. Stabilitesi (Stability)

8. Saglamlik/dayaniklilik (Robustness/Rugggedness)

2.9.2.1. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, bir analitik yontem Ol¢iimlerinin gergek degere (dogru degere) ne
kadar yakin oldugunu gosterir. Bu, analitik yontemin verimliligini ve giivenilirligini
degerlendirmek i¢in 6nemli bir kriterdir. Dogruluk, analiz sonuclarinin istenilen
seviyede giivenilir olup olmadigini belirlemek icin dikkate alinir. Dogruluk, odl¢iilen
degerin gercek degere ne kadar yakin oldugunu belirlemek i¢in karsilagtirma yaparak
degerlendirilir (Ipek, 2012; Miloglu ve Miroglu, 2013).

Dogruluk, bagil hata (BH), mutlak hata (MH) ve yiizde geri kazanim degerleri ile
verilir. Yontemin dogrulugu ti¢ farkl sekilde gosterilebilir:
1. Bilinen konsantrasyonlara sahip bir seri Ornegin analiz sonucunun ger¢ek
degerle karsilastirilmasiyla.
2. Sonuglarin daha onceden belirlenmis dogru bir yontemle alinmis sonuglarla

kiyaslanmasiyla.

Analitik islemin dogrulugu, en az ii¢ farkli konsantrasyon noktasinda en az tiger
kez hazirlanan numunelerde belirlenen konsantrasyonlardaki geri kazanim degerlerinin
ortalamasi, bu degerlerin standart sapmas1 ve % bagil standart sapmasi hesaplanarak

belirlenir (Gilingor ve ark., 2020; Raposo ve ark., 2020).
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2.9.2.2. Kesinlik (Precision)

Analitik kimyada "kesinlik", ayni numunenin veya Ornegin birden fazla kez
analiz edilmesi durumunda, sonuglarin birbirine ne kadar yakin oldugunun 6l¢iistidiir.
Daha yiiksek bir kesinlik derecesi, tekrarlanabilir sonuglarin daha yakin olmasi
anlamina gelir, bu da analitik yontemin giivenilirligini arttirir. Kesinlik genellikle
standart sapma, bagil standart sapma, varyans veya varyans katsayisi gibi istatistiksel
parametrelerle degerlendirilir. Kesinlik genellikle ii¢ farkli sekilde degerlendirilir (Ipek,
2012; Miroglu ve Miloglu, 2013). Kesinlik, belirlenen islem kosullarinda yontemin
tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar elde edilebilirlik olmak tizere {i¢ farkli seviyede
incelenir (Giingor ve ark., 2020; Raposo ve ark., 2020).

Giin igi tekrarlanabilirlik, (Repeatability) ayni giin iginde, ayni analizci ve ayni
cihaz altinda gerceklestirilen islemlerde elde edilen sonuclarin kesinligini ifade eder.
Tekrarlanabilirligin saglanabilmesi icin, analitik prosediirde belirlenen konsantrasyon
araliginda en az 3 farkli konsantrasyonda 3 enjeksiyon tekrari ile elde edilen 9 veri
noktasina veya %100'liik test konsantrasyonundan elde edilen 6 enjeksiyon verisine
ihtiya¢ duyulur (Miloglu ve Miroglu, 2013). Arakesinlilik (Intermediate Precision), ayni
yontemin farkli laboratuvarlarda uygulanmasidir. Cevresel kosullardaki degisikliklerin
analitik prosediirii nasil etkiledigini belirler. Tiim bu degisiklikler ayr1 ayr1 degil, ayni
zamanda yapilarak degisiklikler tespit edilir. Laboratuvarlar arasindaki farklarin (giin
degisikligi, analizci degisikligi, cihaz degisikligi vb.) kesinlik degerlerini gosteren bir
Olctidiir. Giinlerarasi kesinlik, en az {i¢ giin boyunca (n=6'dan az olmamak {izere) ayni
calisma kosullarinda tekrarlanan analiz sonuglarinin birbirine olan yakinligini 6lgmek
i¢in giin degiskenligi kullanilarak gergeklestirilen bir ara kesinlik ¢alismasidir (Miroglu

ve Miloglu, 2013). Yenilenebilirlik (Reproducibility), ¢alismalar arasindaki kesinligi
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belirlemek i¢in gercgeklestirilir. Ayn1 anda yapilan islemleri standartlastirmak igin
basvurulan bir yontemdir (Miloglu ve Miroglu, 2013; Sakarya, 2005).

2.9.2.3. Kararhhk (Stability)

Analitik kimyada, "kararlilik" bir analitik yontemin, belirli kosullar altinda ne
kadar tutarl ve giivenilir sonuglar iiretebildigini ifade eder. Yani, bir analitik yontemin,
zaman ic¢inde veya degisen c¢evresel kosullar altinda ayni sonuglar1 tekrar tekrar
iiretebilme yetenegidir. Kararlilik, analiz sonuglarinin degiskenlik gdstermemesi ve
analitik siirecin giivenilirligini korumasi agisindan 6nemlidir. Bu kavram, yontemin
belirlenmis sartlarda ne kadar giivenilir oldugunu ve sonuclarin ne kadar uzun siire ayn1
kalacagini degerlendirmek i¢in kullanilir.

Y ontem gelistirirken, 6rneklerin saklanmasi sirasinda analitin stabil kalmasi i¢in
stabilite testlerinin yapilmasi gereklidir. Saf analit veya analit ¢dzeltisinin stabilitesi,
nem, sicaklik, 151k ve hava gibi faktorler altinda laboratuvar testleri ve yaymlanmis
literatiirlerle ~ degerlendirilmelidir. ~ Stabilite deneylerinde kullanilan  kosullar,
numunelendirme ve analiz slirecindeki tiim faktorleri igermelidir. Bu faktorler, calisma
sirasinda ortaya gikabilecek degisimleri dikkate alarak belirlenmelidir (Miroglu ve
Miloglu, 2013).

2.9.2.4. Dogrusallik (Linearity) ve Calisma arahg (Range)

Analitik kimyada, dogrusallik bir analitik yontemin belirli bir konsantrasyon
araligindaki yanitinin, analitin konsantrasyonuyla dogrusal bir iligki gdstermesidir.
Yani, analitin konsantrasyonu arttikca 6l¢iim sonucunun da dogrusal olarak artmasi
beklenir. Bu, analitik yontemin dogru ve giivenilir sonuglar tiretebilmesi i¢in 6nemli bir
ozelliktir. Dogrusallik, genellikle bir kalibrasyon egrisi kullanilarak degerlendirilir ve
analitin belirlenmis bir konsantrasyon araligindaki yanitinin bu egri {izerinde lineer bir

sekilde dagilmasi beklenir.
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Yontemin dogrusalligi, en diisiik konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona kadar bir
seri ¢ozelti hazirlanarak belirlenir. Bu aralik tespit edildikten sonra, ¢ozeltinin
konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen yanitlarin grafiksel olarak temsil edilmesiyle
kalibrasyon egrisi ¢izilir. Kalibrasyon egrisinin istatiksel analiz sonucunda dogrunun
denklemi ve korelasyon katsayisi belirlenir. Korelasyon katsayisi degerinin 0.900’dan
fazla olmas1 yontemin dogrusalliginin yiiksek oldugunu gosterir. Dogrusallik gosterdigi
aralikta ¢alisma aralig1 olarak tammmlanir (Ipek, 2012; Miroglu ve Miloglu, 2013;
Harmancik, 2017; Giingér ve ark., 2020). Bir yontemin dogrusalligi, konsantrasyona
bagli olarak yanitin ne kadar diizgiin bir sekilde arttiginin bir gosterir, bu da kalibrasyon
grafiginin diiz bir ¢izgiye ne kadar yaklastigin1 belirler. Dogrusallik, ¢esitli analitlerde
farkli konsantrasyonlarda yapilan tekil 6lgtimlerle degerlendirilebilir. Bu veriler daha
sonra dogrusal en kiiciik kareler regresyonu kullanilarak islenir (Ravisankar ve ark.,

2015).

Analitik kimyada c¢alisma araligi, analitik bir yontemin ilgilenilen analiti
giivenilir ve dogru bir sekilde 6lgebildigi konsantrasyon araligini ifade eder. Yontemin
kabul edilebilir kesinlik, dogruluk, dogrusallik ve duyarlilik sergiledigi konsantrasyon
araligini kapsar.

2.9.2.5. Belirleyicilik/Secicilik (Specificity/Selectivity)

Analitik kimyada segicilik, analitik bir yontemin, numune matrisindeki diger
girisim yapan maddelerin veya analitlerin varliginda ilgilenilen hedef analitleri dogru
bir sekilde ayirt etme ve Olgme yetenegini ifade eder. Segici bir yontem, diger
bilesenlerden kaynaklanan etkilesimi en aza indirirken ilgilenilen analite spesifik olarak
yanit verir, bdylece Olglilen sonucun yalnizca hedef analitin konsantrasyonunu
yansitmasini saglar. Analitik kimyada segicilik ¢ok onemlidir ¢iinkii birgok numune,

potansiyel olarak analize miidahale edebilecek cesitli bilesikler iceren karmagsik
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matrisler igerir. Segici bir yontem, bu miidahalelerin analitik sonuglarin dogrulugunu ve
giivenilirligini etkilememesini saglar, boylece hedef analitin dogru sekilde 6l¢iilmesine
ve tanimlanmasina olanak tanir (Ipek, 2012; Miroglu ve Miloglu, 2013; Raposo ve ark.,
2020).

2.9.2.6. Duyarhhik Limiti (Sensitivity)

Analitik kimyada duyarlilik, analitik bir yontemin analit konsantrasyonundaki
kiiciik degisiklikleri tespit etme ve bunlara yanit verme yetenegini ifade eder. Yontemin
farkli diizeylerde analit konsantrasyonu arasinda ne kadar etkili bir sekilde ayrim
yapabildigini olger. Hassas bir yontem, diisiik konsantrasyondaki analitleri yiiksek
hassasiyet ve dogrulukla tespit etme kapasitesine sahiptir. Hassasiyet genellikle
gbzlenebilme sinir1 (LOD) ve miktar tayin smir1 (LOQ) parametreleri ile verilir (Ipek,
2012; Miroglu ve Miloglu, 2013; Raposo ve ark., 2020).

Gozlenebilme Simir1 (LOD): Miktar tayini yapilan analitin analitik yontemle
giivenilir bir sekilde tespit edilebilen ancak mutlak olarak 6l¢iilemeyen bir analitin en
diisiik konsantrasyonudur. LOD degerinin belirlenmesi yontemden yonteme degisiklik
gosterir. Kromatografik yontemlerde sinyal/giiriilti oranin 3 oldugu degerdir.
Spektroskopik yontemlerde 3.3 o/S formiiliiyle (o kalibrasyon egrisinin kaymasinin
standart sapmasi, S kalibrasyon egrisinin egimi) belirlenir (ipek, 2012; Miloglu ve
Miroglu, 2013; Raposo ve ark., 2020; Sakarya, 2005).

Miktar Tayin Alt Siir1 (LOQ): Analitik bir yontemle analiz edilen analitin
kabul edilebilir bir hassasiyet ve dogrulukla gilivenilir bir sekilde 6lciilebilen en diisiik
konsantrasyonudur. LOQ degerinin belirlenmesi yontemden yonteme degisiklik
gosterir. Kromatografik yontemlerde sinyal/giiriilti oranin 10 oldugu degerdir.

Spektroskopik yontemlerde 10 o/S formiilityle (o kalibrasyon egrisinin kaymasinin
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standart sapmasi, S kalibrasyon egrisinin egimi) belirlenir (Ipek, 2012; Miloglu ve

Miroglu, 2013; Raposo ve ark., 2020; Sakarya, 2005).

2.9.2.7. Geri Kazamim (Recovery)

Analitik kimyada geri kazanim, bir numuneden basariyla ekstrakte edilen veya
Olctlilen bir analitin, numunedeki o analitin bilinen veya beklenen miktarina kiyasla
yiizdesini ifade eder. Bir numune matrisindeki hedef analitin miktarinin belirlenmesinde
analitik bir yontemin dogrulugunun ve verimliliginin Olgiisiidiir. Geri kazanim
genellikle ilgili analitin bilinen bir miktarinin bilinen bir konsantrasyonda bir numune
matrisine eklenmesi ve ardindan eklenen numunenin analitik yontem kullanilarak analiz
edilmesiyle belirlenir. Eklenen numunedeki analitin dl¢iilen konsantrasyonu beklenen
konsantrasyonla karsilastirilir. %100’e yakin bir geri kazanim degeri, analitik yontemin
numune matrisindeki ilgilenilen analiti dogru bir sekilde olctiiglinii gosterirken, daha
diisiik bir geri kazanim, eksik geri kazanim veya matris bilesenlerinden kaynaklanan
girisim gibi ekstraksiyon veya 0l¢lim prosesinde sorunlar olabilecegini gosterir.

Genellikle %100'e yakin bir geri kazanim faktorii arzu edilse de belirlenmis bir
minimum deger bulunmamaktadir. Bu nedenle, yontemin duyarlilig1 yeterliyse, diisiik
geri kazanim1 olan bir analitik yontem belirli bir analit i¢in uygun olabilir (Ipek, 2012;
Miloglu ve Miroglu, 2013; Raposo ve ark., 2020; Sakarya, 2005).

2.9.2.8. Cozelti Stabilitesi (Solution Stability)

Analitik kimyada ¢ozelti stabilitesi, hazirlanan bir ¢ozeltinin belirli depolama
kosullar altinda kimyasal bilesimini ve konsantrasyonunu zaman iginde koruyabilme
yetenegini ifade eder. Cozeltinin bilesimindeki veya konsantrasyonundaki degisiklikler
analitik sonuglarin dogrulugunu ve kesinligini etkileyebileceginden, bu stabilite dogru

ve giivenilir analitik Slgiimler icin ¢ok Onemlidir. Cozelti stabilitesi, hazirlanan
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standartlarin veya kalibrasyon c¢ozeltilerinin  kullanildigi yontemlerde 6zellikle
onemlidir; ¢linkii bu ¢ozeltilerdeki herhangi bir bozulma veya degisiklik, analitlerin
hatali miktarinin belirlenmesine yol acabilir. Cozelti stabilitesini etkileyebilecek
faktorler arasinda 1s18a maruz kalma, sicaklik dalgalanmalari, kap malzemeleriyle
etkilesim ve ¢ozeltinin i¢indeki kimyasal reaksiyonlar yer alir. Analitik kimyacilar,
hazirlanan ¢ozeltilerin uygun saklama kosullarini ve raf dmriinii belirlemek icin siklikla
stabilite caligmalar1 yaparlar. Bu, bilesimindeki veya konsantrasyonundaki
degisiklikleri degerlendirmek icin ¢ozeltinin zaman iginde izlenmesini igerir.
Analizciler, ¢ozelti kararliligini anlayarak ve optimize ederek analitik Glgtimlerinin
giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini saglayabilirler (Ipek, 2012; Miloglu ve Miroglu,
2013; Raposo ve ark., 2020; Sakarya, 2005).

2.9.2.9. Saglamhk/Dayanikliik (Robustness/Rugggedness)

Analitik kimyada saglamlik, analitik bir yontemin sicaklik, pH veya reaktif
konsantrasyonundaki  hafif degisiklikler gibi deneysel kosullardaki kiigiik
degisikliklerden etkilenmeden kalma yetenegini ifade eder. Saglam bir yontem, ideal
deney kosullarindan kii¢lik sapmalar olsa bile tutarli bir sekilde dogru ve kesin sonuglar
saglayan yontemdir. Saglamlik, analitik yontemlerde ©nemli bir kalitedir ¢linkii
sonuglarin  farkli laboratuvarlarda, deney diizeneklerinde giivenilirligini ve
tekrarlanabilirligini saglar. Saglam bir yontem, kiiciik degisikliklere karsi daha az
duyarhdir, bu da hata olasiligini azaltir ve elde edilen analitik verilere olan giiveni artirir.
Ayrica yontemin daha kolay uygulanmasina ve énemli ayarlamalar yapilmadan farkli
ayarlara aktarilabilmesine olanak tanir.

Bir yontemin tutarlilig1 ise, farkli deney kosullarinda, farkli ekipmanlar, farkli

operatorler, farkli laboratuvarlar, farkli kimyasallar, degisen deney sicakliklari ve farkli
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zamanlarda yapilan deneylerin sonuglarinin ne kadar tutarli oldugunu gésterir (ipek,
2012; Miloglu ve Miroglu, 2013; Raposo ve ark., 2020; Sakarya, 2005).

2.10. Vorikonazol ile Yapilan Calismalarin Literatiir Ozetleri

Bir antifungal ila¢ olan vorikonazoliin miktar tayini i¢in Yiiksek Performansl
Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemi yaygin bir sekilde kullanilan ydntemlerden
birisidir. Vorikonazoliin farmasotik preparatlarda, biyolojik sivilarda ve diger
numunelerde miktarinin belirlenmesinde yiliksek hassasiyeti, segiciligi ve dogrulugu
nedeniyle HPLC yontemi tercih edilmektedir. Bu yontem, ilgilenilen spesifik bilesigi
tanimlamak ve dlgmek icin bir karisgimin bilesenlerinin ayrilmasii igerir. Ilk olarak,
vorikonazol i¢ceren numune, HPLC sistemine verilebilmesi i¢in genellikle seyreltme
veya ekstraksiyon gibi yontemlerle hazirlanan numune, enjekte edilmeye hazir hale
getirilir. Numune matrisine bagli olarak sivi-sivi ekstraksiyonu veya kati faz
ekstraksiyonu gibi ¢esitli ekstraksiyon teknikleri kullanilabilir. Daha sonra hazirlanan
numune, tipik olarak otomatik bir numune alic1 aracilifiyla HPLC sistemi i¢ine enjekte
edilir. Numune, sabit bir fazla doldurulmus bir kolon boyunca tasinirken, bilesenler
arasindaki ayrim gergeklesir. Vorikonazoliin ayrilmasinda genellikle su, asetonitril veya
metanol gibi organik ¢6ziiciilerin bir karisimindan olusan bir hareketli faz kullanilir. Bu
hareketli faz, numunenin sabit fazla olan ilgisiyle birlikte calisarak ayrismay1 saglar.
Vorikonazoliin spesifik alikonma stireleri ve absorbans 6zellikleri, HPLC'de yaygin
olarak kullanilan UV esashi dedektorler ile belirlenir. Dedektor, eliisyon yapan
bilesiklerin absorbansini kaydederek numunedeki farkli bilesenlerin pik alanlari
belirlenir. Bilinen standartlarla karsilastirilarak, vorikonazol konsantrasyonu dogru bir
sekilde belirlenebilir. Yontem dogrulama siireci, HPLC yonteminin vorikonazol analizi
icin giivenilir, dogru ve kesin olmasimi saglar. Dogrusallik, kesinlik, dogruluk,

gozlenebilme sinir1 (LOD) ve miktar tayin sinir1 (LOQ) gibi parametreler, yontemin
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amaclanan amaca uygunlugunu degerlendirir. HPLC, farmasdétik formiilasyonlarda,
biyolojik numunelerde ve diger matrislerde vorikonazoliin miktarinin belirlenmesi i¢in
geneklikle kullanilan gii¢lii bir analitik aragtir. Bu yontem, énemli bir antifungal ilag
olan vorikonazol ile ilgili farmasotik kalite kontroliine, farmakokinetik ¢aligmalara ve
klinik arastirmalara 6nemli katkilarda bulunur.

Bu calismada farmasotik preparatlarda vorikonazoliin miktar tayini icin HPLC
yontemini gelistirip valide etmislerdir. Clismada, asetonitril ve ultra saf su karisimindan
(50:50, h/h) olusan hareketli faz, C18 kolon, 256 nm dalga boyu ve 1.0 ml/dk akis hiz1
kullanilmistir. Yontem dogrusallik, LOD, LOQ, kesinlik, dogruluk, 6zgiilliik, se¢icilik
ve kararlilik parametreleri yoniinden valide edilmistir. Yontemin 1.0-30 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu, LOD ve LOQ degerlerinin ise sirasiyla 0.022
ug/ml ve 0.065 pg/ml oldugu tespit edilmistir (Okur ve ark., 2016).

Bir ¢alismada, Vfend adli farmasoétik bir preparttaki vorikonazol miktar tayini
icin UV dedektorlii RP-HPLC yontemi gelistirilip valide edilmistir. Claismada, 260 nm
dalga boyu, asetonitril ve su karisimindan (50:50, h/v) olusan hareketli faz ve 1.0 mL/dk
akis hizi parametreleri kullanilmistir. Kantitasyon, dahili standart yontemiyle
yapilmustir. Yontem, dogrusallik (korelasyon katsayisi = 0,9999), dogruluk, saglamlik
ve orta hassasiyet agisindan dogrulanmistir. Saglamlik ve ara kesinlik i¢in deneysel
tasarim kullanilmigtir. Saglamlik testi ti¢ faktor goz oniinde bulundurularak yapilmastir.
Hareketli fazdaki asetonitril yiizdesinde, akis hizinda ve pH daki artiglar ilagda bulunan
vorikonazol etken maddesinin miktarinin belirlenmesinde azalmaya neden oldugu tespit
edilmistir. Yontemin BSS degeri %0.45 (n=24) olarak belirlenmistir (Srinubabu ve ark.,
2007).

Deneyde plazmada vorikonazol miktar tayini i¢in HPLC yOntemini

uygulamiglardir. Calismada, 1.0 mL/dk akis hizi, 255 nm dalga boyu, asetonitril ve
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sudan (7:3) olusan hareketli faz parametrelerini kullanmiglardir. Perklorik asitle plazma
proteinleri ¢oktiiriildiikten sonra filtrelenen siipernat C18 kolonundan (250 x 4.6 mm, 5
um) gegirilerek vorikonazol saflagtirllmistir. Vorikonazol miktarinin belirlenmesi
smirmin 0.2 mg/L, yontemin 0.2-15 mg/L araliginda dogrusallik gosterdigi tespit
edilmistir. Rutin kalite kontrol numuneleri i¢in analizler aras1 hassasiyet %15'in altinda
oldugu tespit edilmistir. Invaziv mantar enfeksiyonlarmm ampirik tedavisi igin 26
hastaya viicut agirligina gore vorikonazol verilmis hastalarin plazmalarinda gelistirilen
yontemle analizleri gergeklestirilmistir. Vorikonazol tedavisi, baslangic ilag
seviyelerinden yonetilmis ve takip analizi klinik etkililikte bagariy1 yansitmistir (Chawla
ve ark., 2016).

Vorikonazol, Uluslararasi Uyumlagtirma Konferansi tarafindan belirlenen farkl
stres sartlarinda stabilitesi incelenmistir. Bu stres sartlarinda olusturulan numunelerde
vorikonazol miktar tayini HPLC yontemiyle gerceklestirilmistir. Calismada, bir
Hypersil C18 (250x4.6 mm) kolonu, 1 mL/h akis hizi, asetonitril: sudan olusan (40:60,
h/h) hareketli faz ve fotodiyot dedektor kullanilmigtir. Yontemin 5-25 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal bir yanit (r>0,99) verdigi, geri kazanim degeri
ortalama %100.06, giin i¢i ve giinlerarast i¢in BSS degerini < %1.5 olarak
belirlemislerdir (Khetre ve ark., 2009).

Bir bagka ¢alismada vorikonazol kan diizeylerini belirlemek amaciyla DAD
dedektorlii HPLC yontemi gelistirilip valide edilmistir. Calismada internal standart
olarak posakonazol kullanilmigtir. Optimum kromatografik kosullar, 25°C kolon
sicakligi, vorikonazol i¢in 256 nm ve posakonazol i¢in 261 nm dalga boyu, 50 uL
enjeksiyon hacmi, 0.8 mL/dk akis hizi ve hareketli faz olarak asetonitril:su (60:40) dur.

Yontem, 0.125 pg/mL ile 16 pg/mL araliginda dogrusal bir yanit (r>0.99) géstermistir.
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Geri kazanim degeri ortalama %2100.06, giin i¢i ve giinlerarasi bagil standart sapmanin
%1.5den kii¢iik oldugu tespit edilmistir (Zapata ve ark., 2024).

Bu arastirmada invazif aspergilloz nedeniyle oral veya intravenoz vorikonazol
ile tedavi edilen hastalarda inceleme yapmislardir. Demografik 6zellikler, klinik veriler,
sonuglar ve olumsuz etkiler incelenmistir. Her hasta i¢in plazma numunesi kararli
durum kosullar1 altinda toplanmis HPLC yo6ntemi ile analizleri yapilmistir. Toplamda
22 Olgiim yapilmistir. Hastalarin %50'si terapotik araligin disinda, %27.27'sinin
subterapotik aralikta (<1 pg/mL) ve %22.73"lnilin ise supraterapdtik aralikta
(>5,5 ng/mL) oldugu belirlenmistir. Vorikonazol plazma konsantrasyonu ile tedavi
sonuclar1 arasinda anlamli bir korelasyon oldugu saptanmistir. Tedavi basarisizligi,
subterapotik aralikta olanlarda tedavi basarisindan bes kat daha yiiksek oldugu,
supraterapOtik konsantrasyonlara sahip hastalarda, supraterapdtik olmayan seviyelere
kiyasla yan etkilerin daha sik goriildiigii belirlenmistir. Ayrica, tedavi basarisizligi
yasayan hastalardaki 6liim orani, tedavisi basarili olanlara gore 2.17 kat daha fazla
oldugu gozlemlenmistir (Yousefian ve ark., 2021).

Bu incelemede on mikrolitre plazma numunesi ekstre edildikten sonra HPLC
yontemiyle vorikonazol miktar tayini gergeklestirlmistir. Ketokonazol i¢ internal
standart olarak kullanilmistir. Yontemin, 0.125-12.5 pg/mL plazma vorikonazol
konsantrasyonlar1 tizerinde dogrusal ve kalibrasyon egrisi korelasyon katsayisinin ise
0.9999 oldugu tespit edilmistir. Giin i¢i ve giinlerarast dogrulama katsayilar1 sirasiyla
9%0.9-2.2 ve %1.3-6.1 olarak, yontem dogrulugunu ise-%4.2 ile %1.6 arasinda oldugu

ve geri kazanim degeride>%97.8 olarak belirlenmistir (Yasu ve ark., 2022).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Yontemlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Vorikonazol etken maddesi, Polifarma Ilag Sanayi ve Ticaret INC'den ve
vorikonazol etken maddesini igeren Vorent (200 mg) tablet Erzurum Sehir Hastanesi
Eczanesinden temin edildi. Calisma siirecinde ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve kimyasal
¢oziicii olarak Milli-Q saf su (ultra saf su) kullanildi. Parasetamol, HPLC saflikta
metanol, asetonitril, formik asit ve etanol Merck firmasindan temin edildi. Eppendorf
Research Plus markali otomatik pipetler (10-100 uL, 20-200 uL, 100-1000 pL ve 1000-
5000 pL), oto drnekleyici vial kitleri (Agilent, 1.8 mL s.c.), santrifiij (Hettich, RPM x
100), terazi (Metler Toledo Ad 104- 5), pH metre, karistirict vorteks (IKA), ultrasonik
banyo (Elma LC30), Eppendorf tiipleri, meziirler, deney tiipleri ve balon jojeler Atatiirk
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Laboratuvari'ndan sagland.

3.2. UV-Gor. Bolge Spektrofotometre Cihazi

Molekiiler absorpsiyon 6l¢iimleri ve kinetik ¢aligmalar i¢in Thermo Scientific'in
Multiscan GO 51119300 model UV-Gor. bolge spektrofotometresi (1.0 nm band
araligi), bir Lenovo bilgisayar ve standart 96 Well UV kuvartz mikroplakalari (Hellma,

370 uL) kullanildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. a) Bilgisayar, b) Sepektrofotometre cihazi, ¢) Kiivet.
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3.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) Cihaz
HPLC c¢alismasinda Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya AD arastirma

laboratuvarinda bulunan, UV Dedektorii, Degazer, pompa ve oto 6rnekleyici sitemlerine

sahip Agilent 1001 markali HPLC Sistemi kullanildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. a) HPLC cihazi, b) Sabit faz (kolon), ¢) Vial
3.4. Cahismada Kullanilan Yontemlerin Calisma Sartlar:
Calismada kullanilan UV-Gér. bolge spektrofotometre yontem ¢alisma
parametreleri Tablo 3.1’°de verildi.

Tablo 3.1. UV-Gor. Bolge Spektrofotometre yontem sartlari

Yontem Sartlar

Etken Madde Vorikonazol
Start Lamba (hm) 200
Stop Lamba (nm) 400

Data modu Absorbans
Bant Genisligi (nm) 1.0

Tarama Hizi Hizli
Mikroplaka Sicaklig1 (°C) 32.3
Absorbans gosteren dalga boyu (hm) 255

200-400 nm araliginda 1 nm

Calisma prensibi araliklar ile tarama

Calismada kullanilan HPLC yontem sartlar1 Tablo 3.2’de verildi.
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Tablo 3.2. HPLC Yo6ntem Sartlar

Yontem Sartlar Vorikonazol

Kolon C18 (250x4.6mm,5um)

Akis Hizi (mL/dK) 1.0

Kolon Sicakligi (°C) Oda sicakliginda

Dalga Boyu (nm) 255

Hareketli Faz (h/h/h) Asetonitril-Su-Metanol (50/45/5)
Enjeksiyon Hacmi (uL) 10

Dedektor UV Dedektor

3.5. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Erzurum Sehir Hastahanesi Eczanesin’den 200 mg’ lik Vorent tablet temin
edildi. Bu tablet’ten ii¢ tane alinip her bir tablet tek tek hassas terazide tartilip ortalama
degerleri kayd edildi (ortalama= 0.30363 g). Tabletler havanda iyice 6giitiilerek toz
haline getirildi. Homojen olmasi igin iyice karistirildi (Sekil 3.3). Daha sonra ortalama
bir tablet kiitlesine denk gelecek sekilde (0.30369 g) tartildi. 100 mL’ lik balon jojeye
aktarilip ve asetonitril eklenerek 15 dKk iyi bir sekilde karistirilarak tam olarak ¢oziilmesi
saglandi. Sonra hacmi asetonitril ile 200 mL tamamlandi. Hazirlanan tablet ¢ozeltileri
whatman 42 siizge¢ kagidindan siiziildii. UV-Goér. bolge spektrofotometri yontemi ve
HPLC yontemi i¢in sirastyla 6 ng/mL ve 5 ng/mL konsantrasyonlarda tablet ¢ozeltileri

hazirlandi ve analizleri yapildi.

Sekil 3.3. Vorikonazol (VORENT 200 mg) tablet ¢alismasi
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4. BULGULAR

4.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontemi

4.1.1. Kalite Kontrol, Stok ve Standart Cahsma Cozeltilerinin
Hazirlanmalan

Vorikonazol etken maddesinin en uygun ¢6ziiciistinii belirlemek i¢in 6ncelikle
metanol, etanol, asetonitril, metanol-asetonitril karisimi ve asetonitril-su karigimi
coziiciileri test edildi. Spektrofotometri ¢aligmalar1 sonucunda en iyi spektrumlarin
asetonitril ¢coziiclisinde elde edildigi belirlendi. Etken madde, hassas terazi kullanilarak
0.00054 gram (540 pg) olarak tartildi ve 5 mL asetonitril ¢6ziicli icinde ¢oziindiiriilerek
stok c¢ozelti hazirlandi. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/mL
konsantrasyonlarinda standart ¢calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Ayrica, kalibrasyon egrisi
icin 10, 30 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinda kalite kontrol ¢ozeltileri olusturuldu.

Vorikonazol ¢6zeltisi, spektrofotometri cihazinda 200-400 nm arasinda tarama
yapilarak analiz edildi. 255 nm dalga boyunda en yiiksek absorbans degerinin elde

edildigi belirlendi ve ¢aligma bu dalga boyunda spektrumlar kaydedildi (Sekil 4.1).

220
== Blank_Assay 171

2,00 60_0001 11
= 50_0001 171
40_0001 111
30_0001 11
= 20_0001 11
= 10_0001 111
= 0001 11

1.80

1,60

1,40

1,20

Abs
8

020 \ ~ |

200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 3IT0 380 390 400

Sekil 4.1. 5-60 (ug/mL) konsantrasyon araliginda standart ¢aligsma ¢ozeltilerinin

spektrumu
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4.1.2. Spektrofotomeri Yonteminin Validasyonu (Gegerlilik Testleri)

4.1.2.1. Dogrusallik/Calisma Arahgi

Hazirlanan 5-60 pg/mL konsantrasyon araligindaki ¢ozeltiler, 255 nm dalga
boyunda standart c¢alisma c¢ozeltilerinin her biri alti kez absorbanslar1 oOlgiilerek
spektrumlar1 alindi. Standart caligma ¢ozeltilerinin konsantrasyonlarina karsilik gelen

ortalama absorbans degerleri grafige ¢izilerek kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 4.2).

1,2000

1,0000 y =0,0158x + 0,0092
R*=0,9996

0,8000

0,6000

Absorbans

0,4000
0,2000

0,0000
0 10 20 30 40 50 60 70

Konsantrasyon(ug/ml)
Sekil 4.2. UV- Gor. bolge spektrofotometri yonteminin kalibrasyon grafigi
UV-Gorliniir bolge spektrofotometri yontemi, 5-60 ug/mL konsantrasyonlarinda
dogrusal oldugu belirlendi. Kalibrasyon egrisinin istatistiksel analizleri yapildi ve
sonuglar Tablo 4.1'de sunuldu.

Tablo 4.1. UV-Goriiniir bolge spektrofotometri yontemiyle vorikonazol standart

calisma ¢ozeltilerinden ortaya ¢ikan kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonuglari

Etken Cahsma arah@ A Sa Sb LR R?
madde ug/mL (nm)
Vorikonazol 5-60 255 0.000121 0.00160 A=0.0158x+0.0092 0.9996

A: dalga boyu, a: 6, Sa: regresyon dogrusu tizerindeki kaymanin standart sapmasi,
Sh: Regresyon ¢izgisindeki egimin standart sapmasi, R?: regrasyon katsay degeri,
LR: lineer regresyon
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4.1.2.2. Dogruluk/Kesinlik

Dogruluk, 6l¢tim sonuglarinin ger¢ek degere ne kadar yakin oldugunu kesinlik
ise tekrarlanan analiz sonuglarinin birbirine ne kadar yakin oldugunu gosterir. Bu
calisma ile yontemimizin dogrulugunu ve kesinligini belirlenmis oldu.

Bu ¢alisma kapsaminda, kalibrasyon egrisine dahil edilen 10, 30 ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarin1 kontrol etmek icin hazirlanan kalite kontrol ¢ozeltileri giinliik ve
giinlerarast  degiskenliklerin  belirlenmesi i¢in ayn1 laboratuvar kosullarinda

spektrofotometri yontemiyle analiz edildi ve absorbans degerleri kaydedildi (Sekil 4.3).

200 = Elank_sssay 11
10_0001 111
180 = 30_0001 11
50_0001 11
160
1,40
120
9
< 1,00
0,80
0,60
0,40
0.20
= S

0.00 =
200 210 220 230 240 250 280 270 280 290 300 310 320 330 340 350 380 370 380 390 &

Sekil 4.3. VVorikonazol kalite kotrol ¢ozeltilerinin (10, 30 ve 50 pg/mL)
spektrumlari

Spektrofotometri  yontemiyle olusan analiz verilerin ortalamasi, standart
sapmasl, bagil standart sapmasi ve bagil hata hesaplandi. Bu hesaplamalar i¢in asagidaki
formiiller kullanildi.

En az li¢ kez analiz sonucunda elde edilen verilerin toplami alinip analiz sayisina
boliinmesiyle ortalama deger elde edildi. Standart Sapmanin hesaplanmasinda

S=~[(=(Xi-X)?) /(n-1)] formiilii, Bagil Standart Sapmanin hesaplanmasinda

standart sapma . - :
(=— ——_—-F ) x 100 formiili ve Bagil Hatanin hesaplanmasinda ise
6lciilen degerlerin ortalamasi

( Selen deger—gergek deger y 100 formiilii kullanildi
gercek deger )
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"Standart Sapma", Ol¢iim degerlerinin dagilimmnin Slgiim  degerlerinin

ortalamasindan ne kadar uzak oldugunu gésterir, Olgiilen Degerlerin Ortalamas1” ise
Olciim degerlerinin genel ortalamasini ifade eder. Yiizde oraninda standart sapma ne

kadar kiiclik olursa, 6l¢iim sonuglari o kadar tutarli ve kesin demektir. Bu deger, analitik
yontemin tekrarlanabilirligi ve hassasiyeti hakkinda bilgi saglar.

Tabloda UV- Gor. bolge spektrofotometri yontemde, dogruluk bagil hata (%BH)
ile ve kesinlilik bagil standart sapma (%BSS) ile gosterildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. UV- Gor. bolge spektrofotometri yonteminin giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk
ve kesinlilik hesaplamalari

Etkin Madde Eklenen Giinici Giinler Arasi
(ng/mL) Ortalama  Dogruluk Kesinlik Ortalama Dogruluk Kesinlik
+SS %BH %BSS +SS %BH % BSS
(ng/mL) (pg/mL)
Vorikonazol 10 10.18 + 0,16 1.85 1.62 10.22 +0.12 2.23 1.22
30 30.32 +£0.20 0.08 0.66 30.62 £ 0.09 2.06 0.29
50 50.42 £ 0.14 0.84 0.28 50.91 £ 0.68 1.81 1.33

SS: Standart Sapma, %BH: Bagil Hata, %BSS: Bagil Standart Sapma

4.1.2.3. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Sinir1 (LOQ)

Spektrofotometri sisteminde Go6zlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Siniri
(LOQ) belirlenmesi, analitik metodun duyarliligini ve hassasiyetini degerlendirirken es
zamanda analiz sonuglarinin giivenilirligini saglamak i¢in gereklidir. Bu amagla,
vorikonazol ¢ozeltileri UV-Goriintir bolge spektrofotometri  yontemiyle diisiik
konsantrasyonlarda spektrumlar1 alinarak absorbans degerleri belirlendi. LOD degeri
3.3 o/S formiiliiyle, LOQ degeri ise 10 o/S formiiliiyle hesaplandi, burada ¢ kalibrasyon
egrisinin standart sapmasi, S ise egimi temsil eder. Metodun LOD sonucul.0 pg/mL

olarak belirlenirken, LOQ sonucu ise 5.0 ug/mL olarak hesaplandi.
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4.1.2.4. Analitik Geri Kazanim

Bolim 3.5'te agiklandigi gibi, 6 pg/mL konsantrasyonunda tablet ¢ozeltisi
hazirlandi. Spektrofotometri yontemiyle spektrumu alind1 absorbans degeri belirlendi.
15, 30 ve 44 ng/mL konsantrasyonda vorikonazol kalite kontrol ¢6zeltileri hazirlandi bu
coOzeltilerinde spekrumlar1 alinip absorbans degerleri belirlendi. Tablet ¢ozeltileri
lizerine hazirlanan kalite kontrol ¢ozeltileri eklendi (15+6, 30+6 ve 44+6). Sonradan
elde edilen toplam c¢ozeltilerin spektrofotometri yontemiyle spektrumlar1 alindi ve
absorbans degerleri elde edildi. Yontemin Analitik Geri Kazanim (AGK) degerleri
asagida verilen formiil ile hesaplandi. Analiz sonuglar1 Tablo 4.3’de wverildi.

(Olgiilen 6rnek+standart)—Olgiilen érnek derisimi

* 100

% AGK =

Ornege eklenen standart derisim

Tablo 4.3. Farmasotik preparatlarda vorikonazoliin analitik geri kazanim hesaplamalari

Farmasotik Tablet Eklenen Ortalama+SS Geri kazamim BSS
formiilasyon konsntrasyonu (ug/mL) (ng/mL) % %
(pg/mL)
Vorent 15 21.25+0.30 101.09 1.39
(200 mg) 6 30 36.83+0.26 101.69 0.71
44 50.40+0.44 101.66 0.88

4.1.2.5. Tablet Cozeltilerinde Vorikonazol Analizi

Piyasada satilan vorikonazol etken maddesine sahip antifungal ila¢ Vorent
Tablet (200mg) Erzurum Sehir Hastahanesinin Eczanesinden temin edildi. Tablet
cozeltisi Bolim 3.5.°de belirtildigi sekilde 15, 30 ve 44 pg/mL konsantrasyonlarda
hazirland1 ve spektrumlar1 alindi (Sekil 4.4). Tablet ¢ozeltisi spektrumlart incelenip
standart ¢oOzelti spektrumlar ile karsilastirildiginda tablet igerisindeki diger katki

maddelerinin herhangi bir girisim yapmadig: tespit edildi. Sonug olarak, farmasotik
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preparatlarda vorikonazol miktar tayini gelistirilip valide edilen UV- Goér. bolge

spektrofotometre yontemiyle basariyla uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.

2,00 -
= Blank_Assay1/1

180 30ug/ml

= 44ug/ml

150 15ug/ml
1,40
1,20
21,00
0,80
0,80
0,40
0,20

N,

0,00
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Sekil 4.4. Tablet ¢ozeltilerinin spektrumlari

4.2. Yiiksek Performans Sivi Kromatografis (HPLC) Yontemi

4.2.1. Kalite Kontrol, Stok, Standart Cahsma ve internal Standart

Cozeltilerinin Hazirlanmalar:

Vorikonazol etken maddesinden 0.00075 gram hassas terazide tartildi ve 100
mL'lik balon joje aktarildi. Asetonitril-su-metanol (hacimce 50-45-5) c¢oziici
karisiminda c¢oziilerek 150 pg/mL  konsantrasyonunda stok c¢ozelti olusturuldu.
Hazirlanan stok c¢ozeltiden 1, 2.5, 5, 15, 25, 35, 50, 70 ve 80 pg/mL
konsantrasyonlarinda standart calisma ¢ozeltileri ve 3, 30 ve 75 ug/mL
konsantrasyonlarinda kalite kontrol ¢ozeltileri olusturuldu (Sekil 4.5).

HPLC ¢alismasinda parasetamol internal standart (1S) olarak kullanildi. Internal
standart ¢alisma ¢o6zeltisini hazirlamak igin 0.00107 gram parasetamol hassas terazide
tartirildi 100 mL balon joje igerisine konuldu. Ayni ¢oziicii karisiminda ¢oziilerek
internal standart ¢alisma ¢6zeltisi hazirlandi. Deneylerde kullanilan internal standart

calisma ¢ozeltisinin konsantrasyoni1 332 pug/mL’dir.
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Sekil 4.5. HPLC galismasi i¢in 1-80 pg/mL konsantrasyo araliginda hazirlanan

cozeltilerin viallerdeki goriiniimii

4.2.2. HPLC Yontem Gelistirme

HPLC calismalarinda yontem gelistirme, genellikle bir dizi adimdan olusur ve
analitik kimyada olduk¢a 6nemli bir siirectir. Yapilan bu ¢alismanin amaci farmasotik
preparatlarda vorikonazol etken maddesinin miktar analizi i¢in HPLC ydnteminin
calisma parametrelerini belirlemek (gelistirmek) ve validasyonlarini ger¢eklestirmektir.
[lk olarak en iyi aymrimi elde edecegimiz ayirma kolonu C18 kolon olarak belirlendi.
Hareketli faz olarak ¢oziicii (metanol, asetonitril, su gibi) ve ¢oziicii karigimlari
[(metanol=10, asetonitril=40, TFA’l1 su=50); (asetonitril=60, su=30, metanol=10); ve
(asetonitril=30, su=20, metanol=50) ve (asetonitril=50, su=45, metanol=5] denendi. En
iyl aymrim asetonitril-su-metanol (50/45/5, h/h/h) ¢oziicii karigiminda elde edildi.
Calismada bu ¢oziicii karigimi hareketli faz olarak kullanildi.

4.2.3. HPLC Yontem Validasyonu

Bu ¢alismada, HPLC yontemi 6zgiinliik (belirleyicilik), dogrusallik, dogruluk,
kesinlik, gdzlenebilme sinir1 (LOD), miktar tayin sinir1 (LOQ) ve analitik geri kazanim
parametreleri iizerinde ¢alisilarak valide edildi. Bu parametrelerin incelenmesi, HPLC

yonteminin glivenilirligini ve uygunlugunu degerlendirmeyi amaglamaktadir.
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4.2.3.1. Ozgiinliik (Belirleyicilik)

Vorikonazol ve parasetamol (IS) ¢6zeltilerinin HPLC kromatogramlari alindi.
Vorikonazol standart calisma ¢ozeltilerinde 332 ug/mL konsantrasyonda olacak sekilde
internal standart (parasetamol) ¢ozeltisi eklendi. 255 nm dalga boyunda her bir
¢ozeltinin kromatogrami alindi. Kromatogramlar Sekil 4.6.’da verildi. Vorikonazol ve

parasetamol'iin alikonma zamanlar1 sirasiyla 3.76 dk ve 2.04 dk olarak belirlendi.

3D’ Signal Over

““nooonnooo

20—
: T T T T
) T T T
1 2 2

rin 73|

Sekil 4.6. 332 pg/mL parasetamol (IS) igeren 1, 2.5, 5, 15, 25, 35, 50, 70 ve 80 pg/mL
konsantrasyonlarda Vorikonazol standart ¢alisma ¢ozeltilarinin HPLC kromatogrami

4.2.3.2. Dogrusalik/Calisma Arahg

HPLC calisma kosullarinda, 332 pg/mL parasetamol (IS) iceren vorikonazol
standart calisma c¢ozeltileri 1-80 pg/mL konsantrasyon aralifinda hazirlandi ve her iki
bilesigin kromatogramlar1 elde edildi. Pik alanlar1 belirlendi ve pik alan oranlar
hesaplandi. Vorikonazoliin konsantrasyonuna bagli olarak pik alan degerleri
(Vorikonazol pik alany/IS pik alani) grafige aktarilarak kalibrasyon egrisi olusturuldu.

Bu ¢aligmanin sonuglari, Sekil 4.7'de sunulan kalibrasyon egrisi ile gosterildi.
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Sekil 4.7. HPLC yontemi ile olugan ortalama kalibrasyon grafigi

HPLC yontemiyle alinan kalibrasyon egrileri verilerinin istatiksel analizleri

yapildi. Tablo 4.4.’te regrasyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 verildi.

Tablo 4.4. Vorikonazol HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin istatistiksel
analiz verileri

Calisma A
Etken arahg (hm) Sa Sh LR R?
madde pg/mL
Vorikonazol 1-80 255 0.0003 0.0061 vy =0.0541x-0.0006 0.9995

A: dalga boyu, Sa: Regresyon ¢izgisindeki kaymanin standart sapmasi, Sh: Regresyon
dogrusu egiminin standart sapmasi, LR: lineer regresyon denklemi, R2: regrasyon
katsay1s1

4.2.3.3.Dogruluk/Kesinlik
Vorikonazol kalibrasyon egrisine dahil edilen ii¢ farkli konsantrasyonda (3, 30
ve 75 pug/mL) IS (parasetamol) igeren kalite kontrol ¢ozeltileri olusturuldu. Bu kalite

kontrol ¢ozeltileri, ayn1 giin i¢inde ve ii¢ farkl1 glin boyunca en az ii¢ kez analiz edilerek

kromatogramlari alind1 ve pik alanlar 6l¢iildii (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Kalite kontrol ¢ozeltilerinin HPLC kromatogrami
Analiz sonuglarindan 6l¢iinen miktarlarin bagil standart sapmasi, bagil hatast,
ortalamas1 ve standart sapmasi, Excel kullanilarak hesaplandi. Bu hesaplamalar,
metodun dogrulugunu ve hassasiyetini degerlendirmek igin kritik 6neme sahiptir.
Dogruluk degeri ylizde bagil hata (% BH) ile ifade edilmis olup, hesaplama i¢in

asagidaki formiil kullanilmistir.

%BH = Olgiilen analitik konsantrasyonu — Dogru konsantrasyon .
T Dogru kontrasyon X

Kesinlik degeri yiizde bagil standart sapma (% BSS) kullanilarak ifade edildi ve
asagidaki formiil ile hesaplandi.

Standart Sapma
% BSS = — x 100
Ortalama Deger

Analiz sonucundan alinan verilerden, yontemin dogruluk ve kesinlik miktarlari

Tablo 4.5 goriildigi gibi hesaplandi.
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Tablo 4.5. HPLC yo6nteminin giini¢i ve giinler arasi dogruluk ve kesinlik degerleri

Eklenen Ortalama £SS  Dogruluk Kesinlilik

Metod (ug/mL) (ng/mL) %BH %BSS
3 2.97+£0.03 -0.97 1.12
30 30.59 £ 0.16 1.99 0.54 Giin i¢i
HPLC-UV 75 75.69 + 0.39 0.93 0.51
3 2.98+0.03 -0.58 1.23
30 30.24 + 0.04 0.80 0.16 Giinler arasi
75 75.83 £ 0.07 1.11 0.09

SS: standart sapma (n=3), % BSS: bagil standart sapma , % BH: bagil hata;

4.2.3.4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Sinir1 (LOQ)

Daha diisiik konsantrasyonlarda standart calisma cozeltileri hazirlandi ve
kromatogramlar elde edildi. Bu kromatogramlardan elde edilen sinyal-giiriiltii orani,
LOD olarak belirlenen degeri 3 ve LOQ olarak belirlenen degeri ise 10 olarak tespit
edildi. HPLC yonteminin LOD ve LOQ miktarlar1 0.2 pg/mL ve 1.0 pg/mL'dir. Bu
kiicik LOD ve LOQ degerleri, yontemin yiiksek hassasiyetini ve duyarliligini
gostermektedir.

4.2.3.5. Analitik Geri Kazamim

Farmasoétik preparatlarda vorikonazol etken maddesinin analitik geri kazanimu,
standart ekleme yontemi kullanilarak ¢alisildi. ilk olarak, tablet ¢ozeltisi Boliim 3.5’te
belirtildigi sekilde 5 pg/mL konsantrasyonda hazirlandi ve kromatogrami alindi;
buradan elde edilen pik alanlar1 belirlendi. Daha sonra, 10, 30 ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarinda vorikonazol kalite kontrol ¢ozeltileri olusturuldu ve ¢ozeltilerin

kromatogramlar1 alinip pik alan degerleri belirlendi. Tablet ¢zeltisi lizerine hazirlanan
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kalite kontrol ¢ozeltilerine belirli miktarlarda eklemeler yapildi (6rnegin, 10+5, 30+5 ve
50+5). Son olarak, elde edilen toplam ¢ozeltilerin HPLC ile Kromatogramlar elde edildi
ve pik alanlar1 yeniden belirlendi. Yontemin Analitik Geri Kazanim (AGK) degerleri

asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi ve analiz sonuglar1 Tablo 4.6’da sunuldu.

% AGK (Olgiilen 6rnek + standart) — Olciilen érnek derisimi 100
= — k
° Ornege eklenen standart derisim

Tablo 4.6. Farmasotik preparatlarda yontemin analitik kazanim degerleri

Farmasotik  Tablet Eklenen Ortalama+SS Geri BSS
preaparat  (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) kazanim %
%
Vorent 10 15.05+0.34 %100.00 2.29
(200 mg) 5 30 34.1040.28  %99.68 0.83

50 54.83£1.05 %100.23 1.92

4.2.3.6. Tablet Cozeltilerinde VVorikonazol Analizi

Piyasada satilan vorikonazol etken maddesine sahip antifungal ilag Vorent
Tablet (200mg) Erzurum Sehir Hastahanesinin Eczanesinden temin edildi. Tablet
¢ozeltisi Bolim 3.5.°de belirtildigi sekilde 10, 30 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda
hazirlandi. Bu ¢ozeltilere 332 pg/mL parasetamol (IS) eklendi ve kromatogramlari
alind1 (Sekil 4.9). Tablet ¢ozeltisi kromatogrami incelendiginde tablet igerisindeki
vorikonazoliin ayni alikonma zamanina sahip oldugu ve tablet icerisindeki diger katki
maddelerinin herhangi bir girisim yapmadig: tespit edildi. Sonug olarak, farmasotik
preparatlarda vorikonazol miktar tayini gelistirilip valide edilen HPLC ydnteminin

basariyla uygulanabilecegi diistiniilmektedir.
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*FLD1 A, Ex=260, Em=435 (SAMIRA-VORIKONAZOL\PRE000744.D)
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Sekil 4.9. 10, 30 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda Vorent tablet (200mg)

cozeltilerinin kromatogrami



5. TARTISMA

Bu aragtirmada, farmasotik preparatlarda vorikonazol miktarinin 6l¢tilmesi igin
UV-Gortiniir spektrofotometri ve HPLC yontemleri gelistirilmis ve dogrulanmistir. UV-
Goriintir spektrofotometri yontemi, vorikonazol tayininde oldukga kullanigh ve pratik
bir yontem oldugunu gostermistir. Vorikonazol, 255 nm'de maksimum absorbans
gostererek analitin ¢6zeltide kolayca tespit edilmesini saglamistir. Spektrofotometrik
yontemde, hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerlerinin konsantrasyonlariyla dogrusal
olarak iligkili oldugu ve yiiksek bir korelasyon katsayisina sahip oldugu tespit edilmistir.
Bu durum, yontemin dogrusal bir aralikta ¢alistigini ve analitik agidan giivenilir
oldugunu ortaya koymaktadir.

UV-Goriiniir bolge spektrofotometri yonteminin 5-60 pg/mL araligindaki
dogrusal konsantrasyonunda vorikonazol ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi olusturuldu.
Bu yontemin regresyon dogrusu denklemi ve korelasyon katsayisi (R?) sirasiyla A =
0.0158x + 0.0092 (A: Absorbans, x: vorikonazol konsantrasyonu) ve 0.9996 olarak
belirlendi. Yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD) 1.0 pg/mL ve miktar tayin sinir1 (LOQ)
ise 5.0 pg/mL olarak belirlendi. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik analizlerinde, yiizde
bagil standart sapma (%RSD) ve dogruluk analizlerinde yiizde bagil hata (%RE)
degerleri sirastyla %0.29 ve %0.08’den diisiik olarak bulundu. Yoéntem, vorikonazol
iceren Vorent Tablet (200 mg) iizerinde uygulanarak etken madde analizi yapildi.
Farmasotik preparattaki analitik geri kazanim degeri ortalama %101.48 olarak
hesaplandi.

Bu elde edilen sonuglarin, yontem 5-60 pg/mL konsantrasyon araliginda yiiksek
dogruluk ve kesinlik degerlerine sahip oldugu, dogruluk ve kesinlik testlerinde elde
edilen diisiik yiizde bagil hata (%BH) ve ylizde bagil standart sapma (%BSS) degerleri,

yontemin tekrarlanabilirligini ve tutarliligini desteklemistir. Bu sonuglar, UV-Goriiniir
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Bolge Spektrofotometri yonteminin farmasotik preparatlarda vorikonazoliin analizinde
etkili bir yontem oldugunu gdstermektedir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), karmasik karisimlardaki
bilesenlerin ayristirilmas1 ve niteliksel ve niceliksel analizlerinin yapilmasi igin
kullanilan bir analitik kimya teknigidir. Bu yontemde, s1v1 faz yiiksek basing altinda
pompalanarak analitlerin kromatografik kolona tasinmasini saglar. Kolon i¢indeki sabit
faz ile etkilesime giren analitler, farkli zamanlarda detektore ulasarak ayrisir. Kolon,
genellikle katt bir adsorbent madde ile doldurulmustur ve bu madde sayesinde
kromatografik ayrisma gerceklesir. Modern HPLC cihazlari, bir¢cok endiistriyel ve
bilimsel alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kromatografik kolonun aktif bileseni,
genellikle graniiler yapida kati partikiillerden olusur ve bu partikiiller aracilifiyla
bilesenler ayrilir. Siv1 faz, genellikle yiiksek basing altinda birkac ¢oziicli veya ¢oziicii
karisimindan (6rnegin su, asetonitril, metanol) olusur. Bu c¢oéziiciiler, analitlerin
kolondan ayrilmasini saglar. Analitler kolona tasinir. Kolon, sabit faz kullanarak
analitleri ayristirir ve detektdre gonderir. Detektore ulasan analitler, miktarlarina ve
ozelliklerine bagli olarak sinyaller iiretir. Bu sinyaller, mikroiglemciler ve veri analizi
programlar1 ile analiz edilir. Bu analizler, kalitatif ve kantitatif sonuclarin elde
edilmesini saglar.

HPLC calismasinda, asagidaki parametreler kullanildi: UV dedektor (255 nm
dalga boyu), ters faz C18 kolon, hareketli faz olarak asetonitril-su-metanol (50/45/5,
h/h/h), ambient sicaklik, 1.0 mL/dk akis hiz1 ve 10 puL enjeksiyon hacmi. Parasetamol
i¢ standart (IS) olarak kullanildi. HPLC yontemiyle, vorikonazol ve parasetamol (IS)
alikonma zamanlar1 sirasiyla 3.76 dakika ve 2.04 dakika olarak belirlendi. Yontemin
dogrusal oldugu konsantrasyon araliginda (1-80 pg/mL) vorikonazol c¢ozeltisi

konsantrasyonuna karsi pik alan oranlarimin (vorikonazol pik alani/parasetamol-IS pik
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alan1) grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrisi elde edildi. HPLC ydnteminin
kalibrasyon egrisinin regresyon analizi sonucunda, regresyon dogrusu denklemi ve
korelasyon katsayis1 (R?) sirastyla y = 0.0541x + 0.0006 (y: vorikonazol pik alani/IS pik
alan orani, x: vorikonazol konsantrasyonu) ve 0.9995 olarak belirlendi. Yontemin tespit
sinir1 (LOD) 0.2 pg/mL ve miktar tayin sinir1 (LOQ) 1.0 pg/mL olarak belirlendi. Giin
ici ve glinler arast kesinlik analizlerinde, yiizde bagil standart sapma (%RSD) ve
dogruluk analizlerinde yiizde bagil hata (%RE) degerlerinin sirasiyla 9%0.09 ve
%0.93’ten diisiik oldugu gozlendi. Vorikonazol igeren Vorent Tablet (200 mg) tizerinde
yontemin uygulanabilirligi test edildi ve farmasotik preparatin kromatograminda
herhangi bir girisim olmadig1 gozlendi. Yontemin farmasotik preparatta analitik geri
kazanim degeri ortalama %99.97 olarak belirlendi.

HPLC yoéntemi, 6zellikle diisiik konsantrasyonlardaki analitlerin tespitinde ve
nicel analizlerinde {istiin performans sergilemistir. Vorikonazoliin HPLC analizi, genis
bir konsantrasyon araliginda (1-80 pg/mL) dogrusal sonuglar vermistir. HPLC
yonteminin yiiksek duyarliligi, o6zellikle diisiik konsantrasyonlardaki analitlerin
giivenilir bir sekilde tespit edilmesini saglamistir. HPLC yontemi ile elde edilen
kalibrasyon egrileri, yiiksek dogruluk ve kesinlik ile sonuglanmistir. Bu da yontemin
analitik gecerliligini pekistirmektedir.

Karsilagtirmali degerlendirme yapmak istersek her iki yontem de vorikonazol
analizi i¢in uygun ve giivenilir sonuglar vermistir. Ancak, UV-Goriniir Bolge
Spektrofotometri yontemi, daha hizli ve daha az maliyetli olmasi nedeniyle rutin
analizlerde tercih edilebilir. Spektrofotometrik yontemin daha az karmasik olmasi ve
laboratuvar kosullarinda kolaylikla uygulanabilir olmasi da 6nemli bir avantaja sahiptir.
Buna karsilik, HPLC yontemi, daha diisiik limitlerde analiz yapabilme yetenegi ve

yiiksek duyarliligi ile kritik ve detayli analizler i¢in tercih edilmektedir.
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Vorikonazol igeren farmasotik preparatlarin analizinde her iki yontemin de
yiiksek dogruluk ve kesinlik saglamasi, bu c¢alismanin 6nemli bir bulgusudur.
Spektrofotometrik yontem, 6zellikle hizli ve maliyet etkin analizler i¢in uygun iken,
HPLC yontemi, duyarlilik gerektiren ve detayli analizler i¢cin daha uygun bir secenek

sunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, farmasdtik preparatlarda vorikonazol analizini ger¢eklestirmek icin
UV-Gortiniir Bolge Spektrofotometri ve HPLC yontemleri gelistirilip valide edildi.
Yapilan analizler ve elde edilen bulgular, her iki yontemin de etkinlik ve giivenilirlik
acisindan 6nemli potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontemi, analiz siirecinde hizli ve basit bir
yaklasim sunarak farmasotik preparatlarin rutin kontroliinde tercih edilebilir bir segenek
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Vorikonazol'iin belirli bir dalga boyunda maksimum absorbans
gbstermesi, analizin basitligini ve etkinligini artirmistir. Bu yontem, 6zellikle genis
lgekte iiretim yapilan tesislerde tekrarlanabilir analizler igin uygun olabilir. Ote
yandan, HPLC yontemi, yiiksek hassasiyet ve duyarlililk saglayarak diisiik
konsantrasyonlardaki analitlerin tespiti i¢in ideal bir secenek sunmaktadir. HPLC'nin
ayrintili ve detayli analizler i¢in uygunlugu, farmasotik preparatlarin karmagsik
bilesenlerinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu yontem, ozellikle
kalibrasyon egrisi olusturma ve dogruluk testleri gibi daha kapsamli analizler icin
kullanilabilir.

Her iki yontem de dogruluk, dogrusallik ve tekrarlanabilirlik agisindan basarili
sonuclar vermistir. Bu sonuglar, farmasotik preparatlardaki analitik siireglerin
giivenilirligini ve etkinligini artirmak i¢in 6nemli bir adimdir. Ancak, gelecekteki
caligmalarda yontemlerin daha da optimize edilmesi ve gelistirilmesi gerekmektedir.
Bu ¢alismanin sonuglari, vorikonazol miktar tayini yapan ilag endiistrisinde ve kalite

kontrol laboratuvarlarinda kullanilabilecegi diisiintilmektedir.
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