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Glinlimiizde Farmasétik diizenleyici kurumlar ve uzmanlarinin goriisleri farmasotik
kalite kontrol sisteminde sistematik yaklagimlarin uygulanmasina giderek daha fazla
ihtiya¢ duymakta oldugudur. Kalite kontrol yontemleri, ilag {iretiminin kalitesini giivence
altina almak igin kontrol stratejisinde énemli bir rol oynar. Ozellikle artan kalite kontrol
yontem ihtiyaci, analiz yiikii ve bazi etken maddelerin yapis1 geregi uzun analiz siiresine
ihtiyag siirecin daha verimli olmasini zorunlu kilmaktadir. Burada analizcinin en biiyiik
destekcisinin istatistiki yontemler oldugu yadsinamaz. Bu tekniklerin daha fazla
uygulanabilmesi icin sistematik hale gelmesi ve analizci bilgisinin desteklenemesi

Onemlidir.

S6z konusu calismada, Tasimelteon (TSM) farmasoétik preparatlarda analizi igin
basit, hassas, yesil ve saglam bir yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
yonteminin gelistirilmistir. Kemometrik faktor tarama c¢alismasi, yontem performansinin
daha iyi anlasilmasi ve gelistirilmesi i¢cin Box-Behnken tasarimi kullanilarak optimize
edilen kritik yontem parametrelerinin belirlenmesine yardimci olmustur. Kromatografik
ayirma, mobil faz olarak metanol: fosfat tamponu (0,030 M, pH 2,5):(51:49, h/h)
kullanilarak Supelco Ascentis® Express Cs (100x4,6 mm, ID, 2,7um) 1,2 mL/dk’da
gergeklestirilmistir. Yontemin dogrusalligi, 10,0 ile 75,0 pg/mL konsantrasyonlar1 igin
gdzlenmistir. (R?=0,999, p<0,05). Yontemde dogrusallik ¢alismalar1 igin pik
normalizasyon teknigi uygulanmistir. Bunun i¢in en uygun i¢ standart agomelatin olarak
secilmis olup derisimi ise 33,0 ug/mL olarak uygun bulunmustur. Dogruluk
degerlendirmesi %95,9-100 araliginda elde edilmistir. Ayrica, cesitli analitik yesillik

degerlendirme metrikleri kullanilarak yontemin yesilligi ortaya konulmustur.

Anahtar Sozciikler: HPLC, Box-Bhenken, Tasimelteon, yesil kimya.
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ABSTRACT
QUALITY BY DESIGN APPROACH FOR THE ANALYSIS OF TASIMELTEON IN
PHARMACEUTIC PRODUCTS WITH HPLC
Elif Ozge ERKAN
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, March 2024
Supervisor: Assist.Prof.Dr. Saniye Ozcan

Today, the views of pharmaceutical regulatory and experts are that there is an
increasing need for the systematic approaches in the pharmaceutical quality control
system. Quality control methods play an important role in the control strategy to ensure
the quality of pharmaceutical production. In particular, the increasing need for quality
control methods, analysis load, and the need for long analysis times due to the nature of
some active substances necessitate that the process be more efficient. It is undeniable that
statistical methods are the biggest supporters of the analyst here. For the applied more, it
is important that they become systematic and support analyst knowledge.

In this study, a simple, sensitive, green, and robust high-performance liquid
chromatography (HPLC) method was developed for the analysis of Tasimelteon (TSM)
in pharmaceutical preparations. The chemometric factor screening study helped identify
critical method parameters that were optimized using the Box-Behnken design for better
understanding and improvement of method performance. Chromatographic separation,
Supelco Ascentis® Express C8 (100x4.6 mm, ID, 2.7um) using methanol:phosphate
buffer (0.030 M, pH 2.5):(51:49, v/v) as mobile phase and it was performed at 1.2 mL/min
flow rate. Linearity of the method was observed for concentrations of 10.0 to 75.0 pg/mL
(R2=0.999, p<0.05). The peak normalization technique was applied for linearity studies.
For this purpose, the most appropriate internal standard was chosen as agomelatine, and
its concentration was found to be 33.0 pg/mL. Accuracy evaluation was achieved in the
range of 95.9-100%. Additionally, the greenness of the method was demonstrated using
various analytical greenness evaluation metrics.

Keywords: HPLC, Box-Behnken, Tasimelteon, green chemistry.
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1. GIRIS VE AMAC

Memelilerde hipotalamusun suprakiazmatik ¢ekirdeginde diizenlenen sirkadiyen
ritim, epifiz bezi tarafindan salgilanan melatonin ile uyku-uyaniklik dongiisiiniin
yonetilmesi sonucu olusur. Sirkadiyen ritim bozuklugu uyku- uyaniklik dongiisiiniin 24
saat olmadigi durumlar olarak tanimlanir. Sirkadiyen ritim olusumu 151k etkisi ile
yonlendirilir. Melatonin salgis1 giin 15181 azaldiginda ortaya ¢ikmaya baglar ve giin 15181
maruziyetinde azalir. Bu sebeple melatoninin kandaki seviyeleri gilindiizleri diisiikken,
geceleri artar. Bu sebeple 1sikla senkronizasyon eksikliginin beraberinde uyku
bozukluklart meydana getirdigi durumlar en fazla tamamen kor olan bireylerde yaygindir.
Bununla birlikte, vardiyali calisma, jetlag gibi yasam tarzina baglh degiskenler sebebi ile
sirkadiyen ritim bozulmas1 meydana gelebilmektedir (Dhillon and Clarke, 2014). Uyku
diizeni bozuklugunun getirileri olan uykusuzluk, asir1 uykululuk gibi durumlarin g¢esitli
mental ve fiziksel fonksiyonel kayiplara sebep oldugu bilinmekle birlikte kronik
yorgunluk, duygudurum bozukluklar1 ve gastrointestinal sorunlar da eglik edebilir
(Lankford, 2011). Bu sorunlarin Hipertansiyon ve kardiyovaskiiler gibi hastaliklart
tetikledigi goriilmiistiir (Drake vd., 2004, Richardson vd., 1985). Bu hastaliklarin yani
sira giinliik yasamda sosyal ve fiziksel aktivitelerden uzaklasma sonucunda psikososyal
islevselligin bozuldugu kanitlanmistir. Aym sekilde ndbet sistemiyle calismanin, diistik
yasam kalitesi acisindan olasi bir risk olusturdugu ve psikiyatrik bozukluklari tetikledigi
gOriilmiistiir.

FDA tarafindan ilk kabul edilen ve melatonin agonisti olarak bilinen
Tasimelteonun (TSM) uyku dongiisiiniin 24 saat olmadig1 durumlarda sirkadiyen ritim
bozukluklar1 tedavisinde Hetlioz® markas1 ile satilan bir ila¢ olarak kullanilmaktadir.
TSM, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan Ocak 2014’te onaylanmis, uyku
bozuklugu endikasyonuna sahip tek ilactir. Giliniimiizde halen tek ilag olmasi literatiirde
bu etken madde hakkinda sinirlt ¢alismalarin mevcut oldugunu gostermektedir. Tasarim
bazli kalite yaklasimlarinda bile, formiilasyon analizlerinde elde edilen sonug kalitesi
daha kolay ve hizli bir sekilde desteklenmesine ragmen bu etken madde hakkinda yeterli

veri henliz elde edilmemistir (Dhillon and Clarke, 2014).

Tasarim bazli kalite yaklasimi, kalitenin farmasotik ya da analitik gelistirme
sirasinda yonteme eklenmesini igermekle birlikte farmasotik siirecin tasarlanma sekliyle

de ilgilidir. HPLC Giiniimiiz rutin analizlerde verimlilik bakimindan en ¢ok kullanilan bir



cihazdir. Bu cihazla olusturulacak yontemin tasarim bazli kalite yaklagim ile iliskisi,
analiz siirecinin basindan sonuna kadar kalite odakli bir sekilde tasarlanmasini ve
optimize edilmesini hedeflemektedir. HPLC yoOntemi, analiz edilecek bilesigin
belirlenmesi, mobil fazin se¢imi, istenilen ayrismay1 saglamak ic¢in sabit fazin
optimizasyonu gibi parametreleri icermektedir. Tasarim bazli kalite yaklasimiyla bu
parametrelerin se¢imi ve optimizasyonu belirlenen hedefe ulagmak i¢in sistemli bir
sekilde yapilacaktir. Bu ¢alisma ile TSM’un formiilasyon analizlerinde zaman ve kaynak
israfin1 da onleyen, kalite odakli formiilasyon analizi yontemini literatiire kazandirmak
amaclanmistir. HPLC ile yaygin olarak formiilasyon analizleri gergeklestirilmesine
ragmen, TSM etken maddesi i¢in tasarim bazli kalite {izerine formiilasyon c¢aligmalari
literatiirde bulunmamaktadir. Bu agidan ele alindiginda ¢alisma baglh basina 6zgiin bir
deger arz etmektedir.

Tasarim bazli kalite; deney tasarimi ve optimizasyon olarak ikiye ayrilmaktadir.
HPLC ile TSM’un formiilasyon analizi yapilacak ve cihaz kosullarinin uygunlugu kontrol
edilecektir. Cihaz kosullarinin uygun verileri optimizasyon igin bilgisayar programina
eklenecek ve kontrol deneyleri gerceklestirilecektir. Elde edilen veriler ve bu bilgilerin
literatiire sunulmasi ile gelecek calismalar, projeler ve deneysel basamaklarda
kullanilabilecek bir kazanim elde edinilmesinin yan1 sira, bu siireclerde gerek kaynak
gerek zaman tasarrufu saglanacaktir.

Bu ¢alisma kapsaminda gelistirecek yontemlerde The International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH (Q2)
R2 (Guideline, 2005a) tarafindan 6n goriilen testler gegerli kilinacaktir. Gegerlilik
caligmalarinda ise ICH kilavuzunda da belirtildigi sekilde kesinlik, dogruluk, dogrusallik,
spesifiklik, secicilik, tayin alt sinir1, saptama sinir1 ve sistem uygunluk testleri yapilacak;
tasarim bazli kalite yaklasimi ile TSM formiilasyonlarimin HPLC ile analizi
gerceklestirilecektir.

Hedeflenen projede, 24 saat olmayan uyku uyaniklik sirkadiyen uyku ritim
bozukluklarinda kullanilan, alaninda tek olsa dahi sinirli bilgi sahibi olunan TSM etken
maddesi kullanilacaktir. Giinlimiizde en ¢ok kullanilan HPLC ile formiilasyon analizleri
gerceklestirilen TSM maddesi, kalite bazli tasarim yoOnteminin gerekliligini yerine
getirecek sekilde deney tasarimi ve optimizasyonu olarak iki ana baglik altinda

incelenecektir. Burada elde edilen deney tasarimi ve optimizasyon verileri, TSM etken



maddesinin HPLC ile formiilasyon analizlerinde gergeklestirilecek analiz sayisini, haliyle
analiz siiresini en kaliteli sonuglarin elde edilecegi haline getirecektir.

Bu projenin gerceklestirilmesi sonucunda elde edilecek yaygin etki daha ¢ok
bilimsel siireclerde saglayacagi katkilarla 6ne ¢ikmaktadir. Bahsi gegen etken maddenin
farkli durumlar igin literatiir ¢alismalart mevcut olsa da formiilasyon analizinde tasarim
bazli kalite gz oniinde bulundurularak yapilan ¢alismalar literatiirde mevcut degildir.
Elde edilecek bulgular, benzer bir ¢alisma bulunmamasi sebebiyle yapilacak ¢alismalara
yon gosterecek niteliktedir. Bu yon gosteris basta iilkemiz olmak {izere toplumsal refaha
ve bilimsel birikime katki saglayacaktir.

Deneysel uygulamalar dahilinde olan HPLC uygulamalar1 analitik kimya
alistirma laboratuvarlarinda yiiriitiilen klasik uygulama basamaklari ile gerceklestirilecek
ve TSM etken maddesi analizi yapilacaktir. Bu analiz siirecinde, sicaklik, akis hiz1 vb.
uygun kosullar belirlenecektir. Uygun kosul ve degerler kalite bazli tasarim c¢aligsmalari
geregi bilgisayar ortaminda optimizasyon kosullar1 belirlenecektir. Bu degerler Box-
Behnken tasarimi ile elde edilecek ve HPLC cihazi ile yeniden kontrol analizleri
gergeklestirilecektir. Kontrol analizleri ICH kilavuzlarina gore gergeklestirilecek ve

deneysel stirecin literatiir i¢in uygunlugu test edilecektir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Taimelteonun Gelisimi

Mayis 2013°te FDA’ya sunulan TSM basvurusu Temmuz 2013°te FDA tarafindan
kabul edilmisve incelenme hakki kazanmistir. Kasim 2013’te inceleme onaylanmis ve
siras1 ile Ocak 2010 ve Mart 2011°de 24 saat olmayan sirkadiyen uyku uyaniklik
bozuklugu tedavisi i¢in FDA ve Avrupa Komisyonu tarafindan yetim ila¢ tanimi

verilmistir. 2014 yilinda is Hetlioz® markas1 altinda piyasaya siiriilmiistiir (Dhillon and

Clarke, 2014).

2.2. Tasimelteonun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

TSM (Sekil 2.1), TUPAC adlandirmasi (1R-trans)-N-[[2-(2,3-Dihidro-4-
benzofuranil) siklopropil] metil] propanamid olan melatonin reseptorii agonistidir. CAS
numarasi 609799-22-6 olup molekiil formiilii de C15sH19NO; seklinde olan tasimelteonun
molekiil agirligr 245,32 g/mol’diir. TSM, oda kosullarinda beyaz veya beyazimsi kristal
bir toz halde bulunur. Suda ¢6ziiniirliigii 1,1 mg/mL ve kaynama noktas1 442,553 °C’dir
(Reyes vd., 1923).

Sekil 2.1. Tasimelteonun molekiil yapisi

2.3. Tasimelteonun Etki Mekanizmasi

TSM MT1 alt tipiyle karsilagtirildiginda MT2’ye daha fazla afinitesi olan bir
melatonin reseptor agonistidir. Muhtemelen tasimelteon, bu melatonin reseptor alt
tiplerindeki etki yoluyla sirkadiyen sistemi senkronize etmeye ve sonug¢ olarak gece

uykusunu ve giindiiz uyanikligini iyilestirmeye yardimei olur (Neubauer vd., 2015).



2.4. Tasimelteonun Farmakokinetik Ozellikleri

TSM, sirkadiyen ritimlerin kontroliinde rol oynadigina inanilan melatonin MT1 ve
MT?2 reseptorlerinin bir agonistidir. Karsilastirildiginda, tasimelteon’un MT2 afinitesi
MT]1 reseptoriine gore daha fazladir. Melatonin reseptdr alt tiplerindeki etki yoluyla
sirkadiyen sistemi senkronize ettigi ve giindiiz uyaniklik gece uyku dongiislinii

tyilestirmeye yardimci oldugu diisiiniilmektedir.(Dhillon and Clarke, 2014)

2.5. Tasimelteon Analizleri ile lgili Calismalar

Ozellikle sirkadiyen ritm diizensizliklerine bagli uykusuzluk yakinmalarinda
olmak iizere genel uykusuzluk BDZ’lerin aksine biligsel ve psikomotor bozukluga

yol agmadiklar1 ve daha iyi tolere edilebildigi i¢in kullanim oldukca popiilerdir.

Literatiire sunulmus baslica metotlarin genel kapsamlari ve numune
uygulamalar1 Tablo2.1°de verilmistir. Tabloya bakildiginda TSM analizi igin
gelistirilen metotlar amaclarina gore; TMS hakkinda yapilan ¢esitli klinik ¢aligmalarin
analizleri (Liu vd., 2018, Torres vd., 2015, Yadlapalli vd., 2019) ve metot gegerliligi
saglanmis analitik metot gelistirilmesi (Naik vd., 2018, Ozcan vd., 2020) olarak 2
gruba ayrilabilir.

Klinik ¢alismalarin analitik metotlarina yakindan bakildiginda detayli bilgi
verilmedigi ayrica metot kosullariin detayli incelenmedigi goriilmektedir. UV
spektroskopisi ile gelistirilmis yontemin basit olmakla beraber literatiire bir katma degeri
olmadig1r goriinmektedir. Temeli TSM analizi olan analitik metot gecerliligi
saglanmis yontemlere bakildiginda ise baskin teknigin LC-MS/MS oldugu dikkat
cekmektedir. Bu ¢aligmalarda analiz yonteminin genel olarak tiim parametreleri
verilmis olup yontem etki eden faktorler agiklanmigtir. Gelistirilen metotlarda LC-
MS/MS i¢in en ¢ok kullanilan sabit faz silika bazli tanecikli yapida C18 fonksiyonel
gruba sahip kolonlardir. Kullanilan kolonlarin biiytik bir kism1 yeni teknoloji ile
iiretilmis kisa, dar i¢ capa sahip ve kiiciik tanecikli yapida kolonlardir. Kromatografik
ayrimda kullanilan hareketli faz bilesenleri ise genellikle izokratik eliisyon modunda
secilmistir. Analiz tekniklerinin biiyiik bir kismu kiitle dedektoriinde oldugu igin
formik asit, amonyum asetat ve amonyum format gibi bir iyonlastirma ajani
kullannmi  gerektirmektedir. Hareketli fazlarin pH se¢iminde bir kriter

saptanmamistir. LC-MS/MS yontemlerin iki tanesi hari¢ (Torres vd., 2015,
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Yadlapalli vd., 2019) digerlerinde i¢ standart kullanilmamustir. I¢ standart kullanilan
yontemlerden bir tanesinde (Torres vd., 2015) kullanilan IS hakkinda ayrintili bilgi

verilmemistir.



Tablo 2.1. Tasimelteon analizi igin gelistirilen yontemlere ait veriler

Analitik yontem

LC-MS/MS

UCUNCU TUREV
uv
SPEKTROMETRIK
YONTEM

HPLC-UV

LC-MS/MS

i¢ standart

Tasimelteon-
d5

Kolon - Hareketli
Kolon faz Akis
sicakligt hiz1
zokratik
Agilent elisyon
E(C)lrifl);z, Asetonitril,
s 0
Cl18 (46 A>0.Q2
x 50 mm fo‘rm‘lk
column "
sec BS15.VA)
0.5 mL/dk
Agilent, Izolfratlk
eliisyon
Cl18 (4.6 itri
S AsetosnltrIL
u
mm, 5
um)  (55:45,v/v)
column 1 mL/dk
VE* VE*

tR (dk)

0.60

Enjeksiyon
hacmi
Dedektor,
Dalga boyu

10 uL

225.0 nm

220 nm

Mod
m/z

MRM

m/z
246.3
173.3

MRM
ESI+

Dogrusal
aralhk

0.30-
299.00
ng/mL

4-20
pg/mL

VE*

0.30-300
ng/mL

LOD LOQ
0.300
%
VE ng/mL
4-
%
VE pg/mL
VE*
VE* VE*

Numune

Insan
Plazmasi

API

Sican
plazmasi

Insan
plazmast

Kaynak

(Yadlapalli
vd., 2019)

(Naik vd.,
2018)

(Liu vd.,
2018)

(Torres
vd.,
2015)



Tablo 2.1. Tasimelteon analizi igin gelistirilen yontemlere ait veriler (devam)

Analitik
yontem

LC MS/MS

LC-DAD

i¢ standart

Kolon
Kolon
sicakhig

Chromolith™
High-Resolution

RP-18e, (100 x

4.6 mm)
355+0.1-C

Ascentis
Express C18
(100 x 4.6 mm,
2.7 pm ) column

40.0£0.1 °C

Hareketli faz
Akis iz

% 0.1 (v/v) formik
asit iceren
su:%0.1(v/v) formik
asit igeren asetonitril
(60:40 (v/v/) Ph 2.5)

0.5 mL /dk

Izokratik eliisyon

Asetonitril: Asetat
tamponu (0.025 M,
pH4.53):Su(40:10:50,
v/v/v) 0.8 mL /dk

tR
(dk)

35

Enjeksiyon
hacmi
Dedektor,
Dalga boyu

5 uL

DAD
281 nm

Mod
m/z Dogrusal
arahk
MRM-
ESI+
11.5 ng/mL
m/z 458.0 ng/mL
100-
800
B 2.04 g/mL
81.6 g/mL

LOD

207
pg/mL

02
ng/mL

LOQ

1.15
ng/mL

153
ng/mL

Numune

Market
formiilasyonu

Kaynak

(Ozcan
vd., 2020)



2.6. Yesil Analitik Kimya

Yesil analitik kimya, zehirli kimyasallarin azaltilmasi, stireglerde enerji tasarrufu
gerceklestirilmesi ve minimum diizeyde atik olusturmay1 hedefler. Bu hedeflere giden
stirecte ise yesil kimyanin 12 ilkesi 6nemli bir rehber niteligi tasir.(Sajid and Plotka-
Wasylka, 2022)

Yesil analitik kimyanin 12 ilkesi;

—_—

Atik 6nleme

Atom ekonomisi

Daha az tehlikeli kimyasal sentez

Daha giivenli kimyasal tasarlamak

Daha giivenli ¢oziiciiler ve yardimer maddeler
Enerji verimliligi i¢in tasarim

Yenilenebilir hammaddeler ile daha yesil sentezler

Yan tirtinlerin (tiirevlerin) azaltilmasi

A R

Kataliz

—_
=)

. Bozulmanin tasarimi

—
—

. Ger¢ek zamanl kirlilik 6nleme

—
[\

. Kazalarin 6nlenmesi i¢in daha giivenli bir kimya(Sajid and Ptotka-Wasylka, 2022,
Sogut and Celebi, 2020)

Zaman igerisinde analitik prosediirlerin yesilliginin degerlendirilmesi i¢in ¢esitli
Olciimler gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1 belirli tlirdeki analitik prosediirler igin
tasarlanmisken, digerleri geneldir ve analitik prosediirlerin ¢ogunluguna uygulanabilir

(Sajid and Ptotka-Wasylka, 2022).

2.7. Yesil Analitik Kimya Yontemleri

Son zamanlarda literatiirde yapilan bir arastirma, analitik metodolojileri
yesillendirmeye giden yolun, analitik yaklasimi tamamen yeniden diisiinen kuantum
sicramalarmin  yant sira yerlesik yontemlerde artan iyilestirmeler igerdigini
gostermektedir. Kullanilan stratejiler arasinda reaktiflerin ve solventlerin degistirilmesi
veya degistirilmesi, otomasyon ve ileri akis teknikleri yoluyla kullanilan kimyasallarin
azaltilmasi, minyatiirlestirme ve hatta analitlerin yerinde, ¢evrimi¢i veya sahada

Ol¢iilmesiyle numune almanin ortadan kaldirilmasi yer alir.



2.7.1. Analitik yontem hacim yogunlugu (AMVI)

Analitik  yontem hacim  yogunlugu, sivi  kromatografik yontemlerin
degerlendirilmesi amaciyla uygulanir. Bu uygulamada kullanilan ¢6ziicli ve deneyin
sonucunda meydana gelen atiklarin toplam hacminin belirli bir prosediirle belirlenmesi

bu yontemin gergeklestirilmesine olanak tanir (Imam and Abdelrahman, 2023).

2.7.2. Yonetim stratejileri icin kimyasal tehlike degerlendirmesi (CHEMS-1)

Uygulanan deney icerisinde prosediir dahilinde kullanilan kimyasallarin toksik
etkilerini ve bu kimyasallara maruz kalma durumunda olusabilecek toksisite etkilerini
degerlendirmek amaciyla kimyasal salinim verilerinin sistemsel bir diizenege

oturtulmasini amaglayan stratejik bir degerlendirme yontemidir (Swanson vd., 1997).

2.7.3. Yiiksek performans sivi kromatografisi- ¢cevresel degerlendirme araclar

Bu yaklagim, yiiksek performansli sivi kromatograti (HPLC) yontemlerinin, yesil
kimya anlayisina uygunluk profilini ¢ikarmak adina kullanilan son derece etkili ve bir o
kadar da basit bir uygulama yontemi sunmaktadir. HPLC yontemlerinde kullanilan organik
reaktiflerin giivenlik, saglk ve cevresel faktorlere yonelik tehlikelerini azaltmay: amaclar.
Cevresel degerlendirme araci (EAT), kromatografik yontemler dahilinde bulunan
solventlerin tamami i¢in saglik, ¢evre ve giivenlik basliklarin1 dikkatle inceler ve
kullanilan farkli yontemlerin yesil kimya anlayisina uygunlugunu derecelendirerek bir
toplam puan hesaplamasi yapar. Yapilan hesaplama yontemlerin yesil kimya anlayisina

uygunlugu agisindan karsilastirilmasina olanak saglar (Gaber vd., 2011, Shi vd., 2023).

2.7.4. Yasam dongiisii degerlendirmesi (LCA)

Bu yontem, yasam dongiisii degerlendirmesi (LCA), cevresel etki dinamiklerini

Olgmek adina iirlinlere uygulanan bir yontemdir (Jacquemin vd., 2012).

2.7.5. PROMETHEE, Zenginlestirme degerlendirmeleri icin tercih siralamasi

organizasyon yontemi

Cok olctlii bir dncelik belirleme yontemi olarak kullanilan PROMETHEE nin

amac1 se¢im ve kiimeleme gibi sorunlarda karar i¢in destek araci olarak kullanilmasidir.
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Burada karar i¢in mevcut olan seceneklerin avantaj/ dezavantaj karsilastirilmasi yapilir

ve en uygun ¢oziime ulagsmak hedeflenir (Verme).

2.7.6. Yesil sertifikayla degistirilmis eko-ol¢ek

Yesil parametrelerin nicel yontemini amaglayan yesil sertifika ile degistirilmis eko
Olcek, stireci tehlikeler, reaktifler, enerji ve atik yonlerinden degerlendirir. Uygulama,
numune hazirlama ve analitik 6l¢lim prosediirlerine uygulanabilirken degerler yari
niceliksel olarak analiz edilir. Bu analiz sonucu reaktiflerin kullanimiyla iliskili i¢sel
toksisiteyi ve riskleri degerlendirir ve yanlis siiflandirmalarin 6nlenmesine yardimeci
olur. Tehdidin niteligine iliskin herhangi bir bilgi verilmeden yalnizca bir say1 verilmesi

ve ornekleme icin degerlendirme eksikligi bulunmasi ise dezavantajlarini olusturur (Shi

vd., 2023).

2.7.7. HEXAGON

Analitik yontemlerin optimal se¢imini ve/veya testini degerlendirmeyi amaglayan
bu metot numune hazirlama ve analitik 6l¢iim prosediirlerine uygulanabilir ve nitel ve

nicel degerlendirilme gerceklestirilmesine olanak tanir (Shi vd., 2023).

2.7.8. TOPSIS, Ideal ¢6ziime benzerlige gore tercih sirasi teknigi

Cok kriterli karar analizi ¢alisilan degerlendirme kriterlerine gore alternatiflerin
puanlanmasi ve siralanmasi i¢in kullanilan bir grup aractir ve TOPSIS, miimkiin olan
birgok alternatif arasindan en iyi alternatifin se¢ciminde uygulanan ¢ok kriterli karar

analizi araclarindan biridir (Al-Hazmi vd., 2016, Nowak vd., 2020).

2.7.9. RGB

Herhangi bir analitik yontemi/prosediirii kiiresel bir sekilde degerlendirilmesini
saglayan RGB metriginde test edilen analitik yontemin 3 6nemli 6zelligini temsil etmek
tizere kirmizi, yesil ve mavi gibi ii¢ ana renk kullanilmistir. Kirmizi (R) renk, tipik olarak
klasik dogrulama siirecleriyle degerlendirilen analitik yontemin performansini temsil
eder. Yesil (R) renk, solventler ve atiklarla ilgili tehlikeler, enerji tiiketimi ve mesleki
riskler gibi glivenlik ve ¢evre dostu olma anlamina gelir. Mavi (B) renk tiretkenligi ve
pratik etkinligi temsil eder. Her 6zelligin giicii, %0 ile %100 arasinda degisen bir renk

puant (CS) ile ortaya c¢ikarilabilir. Burada metot numune hazirlama ve analitik Sl¢lim
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prosediirlerine uygulanabilir. Analitik performans, ¢evre i¢in giivenlik, iiretkenlik ve
pratik etkinlik agilarindan degerlendirme saglarken nitel ve nicel olarak kapsamli ve
seffaf bir 6l¢iim saglama yetenegine sahiptir. Bu avantajin yani sira ek olarak farkl
analitik prosediirlerin karsilastirilmasinin kolaylastirir ve yeni gelistirilen yontemlerin
potansiyel uygulamalarini tahmin edebilir. Buna ragmen Degerlendirme prosediirii
zaman alict ve karmasik olabilir. Degerlendirmede kullanilan farkli kriterlerin

agirliklarini belirlemek i¢in iyi tanimlanmig bir yontem yoktur (Shi vd., 2023).

2.7.10. NEMI: Ulusal ¢evre yontemi endeksi

Analitik prosediirlerin yesilligini 6l¢gmek i¢in kullanilan en eski yontemlerden
biridir ve bu yontem, dort alana boliinmiis bir daireyi olusturur. Her bir alan prosediiriin
farkli bir gereksinimlerini temsil eder ve gereksinimlerin karsilanmasina gore kirmizi
veya yesil renk ile renklendirilir (Sajid and Ptotka-Wasylka, 2022).

[k alanim yesil etiketlenmesi i¢in gereksinim, siirecte kullanilacak kimyasallarin
toksik, biyobirikimli ve kalic1 etkilerinin olmamasidir. ikinci alan icin gereksinim ise
kimyasallarin higbirinin tehlikeli attk D, F, P veya U listelerinde olmamasidir.
Numunenin Ph aralig1 2-12 arasinda ise {i¢iincii alan yesil olarak isaretlenmektedir. Son
olarak dordiincii alan, siiregte olusacak atik miktar1 50 grami gegmediginde yesil olarak
isaretlenir (Sajid and Plotka-Wasylka, 2022).

NEMI kolay anlagilabilir olmasinin avantajinin yani sira bilgilerin uzun siirede

toplamasi ve ¢ok genel olmalari seklinde iki 6nemli dezavantaja sahiptir.

2.7.11. Analitik eko- dl¢cek

En yaygin yesil analitik kimya ydntemlerinden biri olan analitik eko-6lgek 100
puandan bazi ceza puanlarinin ¢ikarilmasi ile dlgiilendirilir. Burada 100 puan ideal yesil
analiz olarak tanimlanmigtir. Ceza puanlart bu degerden ¢ikarildiktan sonra kalan deger
100’e ne kadar yakinsa gergeklestiren analiz o kadar yesil olmaktadir. Ceza puanlari
kullanilacak kimyasal maddelerin miktarlartyla birlikte niteliklerine, siirecteki enerjinin
tilkketimine, kosullardaki mesleki tehlikelere, olusacak atik miktarina ve atiklarin islenme
yontemlerine gore degiskenlik gosterir (Sajid and Ptotka-Wasylka, 2022).

Ceza puanlandirilmasi, ¢ozliciiye ve reaktife ceza puani atamasi ile baglar. Burada
kimyasal tizerindeki pitogramlar dikkate alinir. Kimyasal siseleri tizerindeki her tehlike

pitogrami bir ceza puanini olusturur, pitogram tehlikeli olarak siniflandiriliyorsa bu say1
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iki ile carpilirken, pitogram uyar1 olarak tanimlaniyorsa say1 bir ile ¢arpilir. Elde edilen
tehlike puan1 kimyasal miktar1 10 mL ve ya 10 g’dan az ise bir ile, 10-100 mL(ya da
gram) arasinda ise iki ile, 100mL (ya da gram)’dan biiyiik ise {i¢ ile ¢arpilir (Sajid and
Plotka-Wasylka, 2022).
Enerji tiiketimine ceza puani atamasi yapilirken numune bagina enerji tiikketimi
dikkate alinir (Sajid and Ptotka-Wasylka, 2022).
e Numune bagina enerji tiiketimi <0,1 kWh =0
e Numune bagina enerji tikketimi <1,5 kWh =1
e Numune bagina enerji tiikketimi <1,5 kWh =2
Mesleki tehlike ceza puani atamasi yapilirken havaya herhangi bir gaz veya buhar
¢ikist durumunda 3 puan atanir. Siire¢ inzivada ise puan atanmaz.
Atik iiretimi ve islenmesi ceza puani atamasi yapilirken atik miktar1 ve atiklarin

arittm durumuna gore puanlandirma yapilir (Sajid and Plotka-Wasylka, 2022).

Tablo 2.2. Attk miktar: ve atiklarin aritim durumuna gére puanlandirma

Atik miktar Ceza Puam
<l mLveyalg 1
1-10 mL veya 1-10 g 3
>10mL veya 10 g 5
Atik Aritim Yoéntemi Ceza Puam
Geri Doniisiim 0
Bozunma 1
Pasivasyon 2
Aritma Yok 3

Elde edilen tiim puanlar toplanarak 100 degerinden ¢ikarilarak nihai puan elde
edilir. 75 ve iizeri bir puanlandirmaya sahip bir siire¢ miikkemmel yesil analiz olarak
tanimlanir. 50-75 puanlandirma araligina sahip bir siire¢ kabul edilebilir yesil analiz
olarak kabul edilirken, 50 puanin altinda kalan proses yetersiz yesil analiz olarak
tanimlanir (Sajid and Ptotka-Wasylka, 2022).

Analitik eko 6lgek, 100 iizerinden sayisal degerlendirilmelerle gerceklestirildigi

icin nicelik bakimindan degerlendirme saglayarak avantaj elde eder. Lakin
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Ucgiincii pentagram numune hazirlamanin farkli adimlarini icerirken 6,7 ve 8 olarak
numaralandirilan ii¢ alandan olusur. 6 ile numaralandirilan alan ekstraksiyon 6l¢egini
icerir. Ekstraksiyon nano olgekte ise yesil, ekstraksiyon yapilirsa sar1 olarak isaretlenir.
Mikro ya da makro 6l¢ekte gerceklestirilirse altinci alan kirmizi olarak gosterilir. 7 ile
numaralandirilmig alan ise ekstraksiyon asamasinda kullanilan solventler ile iliskilidir.
Yontem solventsiz ise alan yesil, yesil reaktifler kullanildiginda sar1 ve yesil olamayan
solventler kullanildiginda kirmizi ile etiketlenir. 8 ile numaralandirilan alan bir yontemin
ekstraksiyona ek olarak gerektirdigi islemler ile ilgilidir. Ek islem gerektirmiyorsa alan
yesil olarak isaretlenirken, yontem solvent temizligi/¢ikarilmasi gibi basit adimlar
gerekiyorsa alan sar1 olarak isaretlenir. Daha ileri diizey ek islemler gerektiginde ise alan
kirmiz1 olarak etiketlenir (Sajid and Ptotka-Wasylka, 2022).

Dordiincii pentagram kullanilan kimyasallarin ¢6ziiclilerin miktarlar1 ve bu
miktarlarin saglik iizerine etkisini gosterir. Pentagram 9, 10 ve 11 seklinde
numaralandirilan ii¢ alandan olusur. 9 numarali alan kullanilan maddelerin hacmi veya
miktar ile ilgilidir. Miktar/ hacim 10mL ya da 10gramdan az ise alan yesil olarak
gosterilir. Bu oran 10-100 mL (g)arasindaysa alan sar1 renk ile isaretlenirken, 100 mL’yi
astifinda alan kirmizi olarak gosterilir.10 ile numaralandirilmis alan ise kullanilan
maddelerin saglik iizerine etkilerini gosterir. Kimyasallar veya solventlerin saglik
tehlikesi puan1 0 veya 1 ise alan yesil olarak igaretlenirken bu tehlike derecesi 2 ya da 3
ise alan sari, 4 ise alan kirmizi etiket ile gosterilir. Alan 11 ise kimyasallarin saglik
tehlikesini belirtir. Yanicilik veya kararsizlik puanina gore alan renklendirilir. Bu puan 0
veya 1 ise alan yesil, 2 veya 3 ise alan sar1, 4 ise alan kirmiz ile isaretlenir.(Sajid and
Plotka-Wasylka, 2022)

Besinci pentagram 12, 13, 14 ve 15 numarali alanlar1 igerir ve cihazlar tarafindan
tiikketilen enerji miktari, mesleki tehlikeler, olusacak atiklar ve bu atiklarin islenme
sekilleri hakkinda bilgi verir. Alan 12, numune basina tiiketilen enerji tiiketimini gosterir.
Enerji tiiketimi numune basina 0,1 kWh’den az ise alan yesil, 1,5 kWh’ye esit veya daha
az ise sar1, 1,5 kWh’yi asarsa kirmizi olarak isaretlenir. 13 numarali alan mesleki
tehlikeleri belirtir. Tehlike durumuna gore yesil veya kirmizi olarak gosterilir. Yontem
gaz veya buhar sizdirmiyorsa alan yesil, buhar veya gaz salinimi mevcut ise alan kirmizi
isaretlenecektir. Alan 14, siire¢ boyunca olusacak atik miktar: ile iligskilendirilir. Atik
miktar1 10 mL (g)’den az ise yesil renk, 1-10 mL (g) arasinda ise sar1, 10 mL (g)’den

bliyiik ise kirmizi renk yerlestirilir. Alan 15 ise ortaya ¢ikacak atiklarin artimi hakkinda
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bilgi verir. Atiklar geri doniistiiriilecekse alan yesil, atiklar bozulma veya pasiflestirme
yoluyla iglenecekse alan sari, atiklar hi¢ aritilmayacaksa alan kirmizi ile gosterilir. (Sajid
and Plotka-Wasylka, 2022)

Yesil analitik prosediir endeksi (GAPI), yontem ve siireci bircok agidan ele aldigi
icin analitik eko Olcege kiyasla bircok avantaji bulunur. Buna ragmen sentez ve 6n
ekstraksiyon islemlerinde kullanilan maddelerin dikkate alinmayisi ve Ornegin atik
olusumunda 10,1 mL ve 400 mL’nin aym etiket ile gosterilmesi dezavantaj olusturur.

(Sajid and Ptotka-Wasylka, 2022)

2.7.13. Analitik Yesillik Hesaplayic1 (AGREE)

Analitik yesillik hesaplayici, yesil analitik kimyanin 12 ilkesinden olusur. Her ilke
0-1 puan araliginda degerlendirilir, renk ¢izelgesi 1°’den 0’a dogru yesilden kirmizi renge
dogru degisir ve nihai puan 12 ilkenin degerlendirilmesinden olusur. Sonugta, yontemin
12 yesil parametreye uygun olup olmadigi rahat bir sekilde degerlendirilebilir (Sajid and
Plotka-Wasylka, 2022).

2.7.14. Analitik Yontem Yesillik Skoru (AMGS)

Analitik 6l¢iim prosediirlerine uygulanan analitik yontem yesillik skoru; cihaz
enerji tikketimi, solventlerin kiimiilatif enerji talebi, ¢evre, saglik ve giivenlikle ilgili atik
tiretimi kategorilerinde degerlendirme saglayarak yontem tasariminin ve cihaz se¢iminin
etkisini belirleyebilmeyi amaclar Analitik yontemlerin yesilligi AMGS tarafindan
niceliksel ve kapsamli bir sekilde degerlendirilebilmesine ragmen hesaplamalari
karmagiktir ve bazi sinirlamalar1 vardir. Bu yilizden analitik yontem yesillik skorunun
puaninin hesaplanmasi i¢in ¢ok daha fazla bilgi edinilmelidir. Bu fazla bilgi saglanma

stireci, yesillik skorunun hesaplamasinin zamanini geciktirir. (Shi vd., 2023)

2.7.15. Oriimcek Diyagramu ile Yesillik indeksi

Reaktifleri genel ozellikleri, koku, yangin giivenligi ve stabilite bagliklari altinda
inceleyerek  yesilligin ~ kapsamli  bir  Olciisiinii  degerlendirmeyi  amaglar.
Degerlendirilmeler -5 ve +5 say1 degerleri lizerinden gosterilir; -5 en yesil olmayan, +5

ise en yesil olan sonuctur.(Shi vd., 2023)

2.8. Deneysel Tasarimi (DOE)
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En yeterli ve etkili bilgiye ulasmak icin gerceklestirilecek deneyleri planlama
yontemi deney tasarimi olarak tanimlanir.(Demir vd., 2017) Bu noktada deney tasarimi
tasarlama, planlama ve analiz siireclerini kapsayarak sistematik bir yaklasim secenegi
sunar. Bu yaklasim matematiksel modellemeleri igerir (y=f(x;j)) ve matematiksel
modellemeler her seferinde tek bir degiskenin etkisini incelemek yerine ¢ok sayida
deneysel degisken (x- bagimli degisken; y- bagimsiz degisken) parametreleri verimli
olarak inceleyebilen organize bir yontem seklidir (Filiz vd., Fukuda vd., 2018).

Deneysel tasarimi1 (DOE) yaklasiminda, kontrollii girdi faktorleri, en 6nemli girdi
faktorlerinin belirlenmesine, optimize edilmis ¢ikt1 yanitlarina yol agan girdi faktorleri
ayarinin tanimlanmasina ve girdi faktorleri arasindaki etkilesimlerin ag¢iklanmasina
olanak taniyan c¢ikt1 yanitlar1 iizerindeki etkilerini belirlemek icin sistematik olarak

degistirilir.(Fukuda vd., 2018)

2.8.1. Deneysel Tasarimin Secimi

Deneysel tasarimin en iyi se¢ciminde tanimlanmig hedefler, ¢alisilmasi planlanan
girdi faktorlerinin ve bu faktorlerin etkilesimlerinin sayisi, her bir tasarimin istatistiksel
olarak gecerliligi ve etkinligi gibi ¢esitli yonler dikkate alinmalidir. Deney tasariminin ve
seciminin gerceklestirilmesinde daha iyi anlagilmay1 saglamak i¢in deney tasarimlari ana
hatlar1 ile tarama tasarimlar1 ve optimizasyon tasarimlari olarak ikiye ayrilan istatistiksel
araglardir olarak tanimlanabilir (Fukuda vd., 2018). Giinlimiizde kullanilan deneysel

tasarim tiirleri ve uygulama alanlar1 ayrintili olarak Tablo 2.4’de verilmistir.

Tablo 2.3. Deneysel tasarimlar: (Fukuda vd., 2018)

Uygulamalar Deneysel tasarim ?;;::ly Seviyeler Faktorler
Plackett-Burman N 2 <N-1
L v Ko
Tarama Kesirli faktoriyel 25Ppes 2 k>4
iki seviyeli tam N
faktoriyel 2 2 2<k<3
Box-Behnken 2k(k-1)+C 3 3<k<s
Optimizasyon Merkezi kompozit 2542k+C 5 2k<5
3 seviyeli faktoriyel — 3* 3 2<k<3

17



Bir deneme tasariminin se¢iminde Oncelik yapilacak olan arastirmanin amaci,

incelenecek faktor sayisi ve tipi olmalidir (Demir vd., 2017).

2.8.2. Tarama tasarimlar

Tarama tasarimlari elde edilecek ¢ikti yanitlarinin {izerinde kritik etkilere sahip olan
miimkiin oldugunca az sayidaki baslica faktorlerin se¢imini igerir.(Pramod vd., 2016)

Plackett-Burman tasarimlari, iki seviyeli tam faktoriyel tasarimlar, kesirli faktoriyel
tasarimlar uygun maliyetli olmalar1 sebebiyle en ¢ok kullanilan tarama tasarimlaridir. Bu
tarama tasarimlari, girdi faktorlerinin ¢iktilar {izerindeki yanitlarin daha iyi
anlagilabilmesini saglamak amaciyla baz1 sinirlamalar i¢erirken azaltilmis deney sayisi
ile ¢ok sayida girdi faktoriiniin incelenmesine izin verir.(Fukuda vd., 2018)

Iki seviyeli tam faktdriyel tasarimlar, girdi faktdrlerinin baslica etkilerini ve
bunlarin ¢ikt1 yanitlar iizerindeki etkilesimlerini inceleme konusunda en giiclii kabul
edilen tarama tasarimlar1 olarak bilinse de, Iki seviyeli tam faktdriyel tasarimlarin ana
simnirlamalari, kesirli faktoriyel tasarimlar ve Plackett-Burman tasarimlar ile
karsilastirildiginda daha ¢ok sayida deney icerir. Iki seviyeli tam faktériyel tasarimlar icin
gereken deney sayisi 2k olarak hesaplanabilir, burada k ¢alisilacak girdi faktorlerinin

sayisidir (Fukuda vd., 2018).

2.8.2.1. Iki Seviyeli Tam Faktoriyel Tasarim (2%)

Iki seviyeli tam faktoriyel tasarimlarda diisiik (-) ve yiiksek (+) olmak iizere iki
seviye bulunur. K burada calisilacak girdi faktorlerinin sayisidir ve gergeklestirilecek

deney say1s1 2¢ olarak hesaplanir (Demir vd., 2017).

2.8.2.2. Kesirli faktiriyel tasarimlar (2%7)

Fazla miktarda girdi faktoriiniin ¢ikt1 yanitinin degerlendirmesini az sayida deney
ile sagladigindan kullanimi en ¢ok tercih edilen tasarimlardan biridir. Kesirli faktoriyel
tasarimlar, tam faktdriyel 2 tasarimimin 25P tasarimina béliimii ile elde edilir. Buradaki
p, tasarimi pargalamak icin secilen jeneratorlerin sayisidir. Ornegin, bes girdi faktorii
incelendiginde, yarim fraksiyon faktoriyel tasarim (2*! = 8 deney) kullanilir. Ayni1 sayida
deneyle bes girdi faktdriinii incelemek igin ¢eyrek-fraksiyon faktoriyel tasarimi (2°2= 8
deney) kullanilir (Fukuda vd., 2018). Tasarim matrisi ve faktoér sayisina gore girdi
gosterimleri Sekil 2.3’de verildigi gibidir.
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Sekil 2.3. U¢ Icin Yar: Kesirli Iki Diizeyli Faktoriyel Tasarim (2°) Matrisinin (4), Tamamlayict
Matrisinin (B) Ve Iki Diizeyli Tam Faktoriyel Tasarim (2°) Matrisinin (C) Gosterimi Girdi
Faktérleri. (Fukuda vd., 2018)

2.8.2.3. Plackett-Burman Tasarimlari

Plackett-Burman tasarimlari, olabildigince az sayida deney ile birlikte ¢cok sayida
faktor incelemesi saglayabildigi i¢in en yaygin kullanilan tasarimlardan biridir. Ayni
zamanda N sayida deney ile N-1"e sayisina kadar olan giris faktorlerinin incelenmesini
saglayan iki seviyeli fraksiyonel faktoriyel tasarimlarin (¢oziiniirliik IIT) 6zel bir tiirti
olarak da tanimlanir. Buradaki N deney sayis1 4’lin kati olmalidir (Fukuda vd., 2018,
Rahman vd., 2010).

2.8.3. Optimizasyon tasarimlari

Bir siireci saglamlastirmak, hedefe ulagsmak, ¢ikti alinan yanit:1 istenilen seviyeye
ulastirmak, birden ¢ok hedefi aramak ve degiskenligi azaltmak icin kullanilan yanit yilizey
metodolojisinde kullanilan en yaygin optimizasyon tasarimlari {i¢ seviyeli tam faktoriyel,
BBD ve merkezi kompozit tasarimlardir. Tarama tasarimlar1 her bir girig faktori igin
sadece iki seviye igerdiklerinden 1.dereceden yani dogrusal yanmit yiizeylerin
modellenmesine izin verirken, optimizasyon tasarimlari 3 ya da 5 seviyelerini kullanir bu
ylizden de kuadratik ya da 2.dereceden yanit ylizeylerinin modellenmesine olanak tanir.
Bu avantaja ragmen silire¢ deney sayisinin artmasini gerektirdiginden optimizasyon
tasarimlarinin en yaygmn kullanim1 daha az sayida girdi faktoriinii incelenmesini

olusturur.(Fukuda vd., 2018, Pramod vd., 2016)

2.8.3.1. Ug seviyeli tam faktoriyel tasarimlar
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Ug seviyeli tam faktériyel tasarim, artan deney sayisi gerektirdigi icin genellikle iki
veya li¢ girdi faktorii ile kullanilir. Deney sayis1 3k olarak belirtilir ve k sayis1 diger

tasarimlarda oldugu gibi girdi faktorii sayisini1 tanimlar (Fukuda vd., 2018).

2.8.3.2. Merkezi kompozit tasarimlar (CCD)

Merkezi kompozit tasarimlar, esnek ve sirayla calisabilmeleri ve verimli olmalari
sebebi ile en popiiler olarak kullanilan yanit yiizey metodoloji yontemidir. Bunun baglica
sebeplerinden biri ii¢ seviyeli tam faktoriyel tasarim ile karsilastirildiginda daha az deney
sayis1 gerektirmesidir. Merkezi kompozit tasarimlar her bir girdi faktorii i¢in 5 seviyeye

kadar kullanilabilirler (Fukuda vd., 2018, Zhang and Xiaofeng, 2009).

2.8.3.3. Box-Behnken tasarimlart (BBD)

Box- behnken tasarimlar1 daha az sayida tasarim noktasina sahip olduklarindan
dolay1 ayn1 miktarda faktorle calistifinda digerlerine gore daha uygun fiyat avantaji
sunar. Bu avantajin yani sira deney siirecindeki degiskenlerin etkisini inceleyebilen ve
hatta hatalar hakkinda genel bilgi saglayabilen etkili bir yanit ylizey tasarimidir. Merkezi
kompozit sistemler 5 seviyeye kadar calisirken Box—Behnken tasarimlari faktor basina 3
seviye igerir. Bu {i¢ seviye -1, 0, +1 olarak tanimlanir ve seviyeler 3 ila 21 arasinda farkli
sayilarda faktorlere uygulanabilir.(Pehlivanoglu and Andag, Yuwono and Indrayanto,

2005)
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler ve Reaktifler

Analitik safliktaki kimyasallar; KH2PO4 (%99,8), H3PO4 (%86), sodyum hidroksit
(NaOH), hidroklorik asit (HCI) ve kromatografik saflikta asetonitril Sigma-Aldrich
(ABD) satin alinmustir. %99,9 saflikta TSM referans standardi TRC Sirketinden (Kanada)
ve i¢ standart olarak seg¢ilen agomelatin (AGO) (>%99,5 saflikta) asetonitril Sigma-
Aldrich (ABD) satin alinmistir.

3.2. Kullanmilan Cihazlar

Analizler Shimadzu (Japonya) Prominence serisi HPLC sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. DGU-20AS5 ¢evrimici gaz giderici, diisiik basingli gradyan {initesiyle
donatilmis LC-20AT tandem ikili pompa, SIL-20A otomatik drnekleyici, CTO-10ASVP
kolon firini, CBM-20A iletisim veri modiilii ve SPD-M20A diyot dizisi dedektdrden
olusmaktadir. Sistemin 6lii hacmi 0,50 mL olarak Ol¢iilmiistiir. Sistemde veri analizleri
LCSolutions 1.11 SP1 yazilim1 (Japonya) kullanilarak entegre edilmistir. Ohaus’tan
(Ninikon, Isvigre) Explorer E12140 model analitik terazi, Bandelin’den (Berlin,
Almanya) RK 100H model ultrasonik banyo, IKA’dan (Almanya) RO 15 karistirict ve
Eppendorf’tan (Almanya) 5810R model santrifiij cihazlar1 numunelerin ve ¢ozeltilerin

hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.3. Kullanilan Sabit Fazlar

Calismalarda kromatografik ayrim Sigma Aldrich (Amerika Birlesik Devletleri)
firmasina ait Supelco Ascentis® Express model fenil hekzil ve Cs fonksiyonel gruplarina

sahip (100x4,6 mm, ID, 2,7um) dl¢iilerinde 2 adet kolon kullanilmistir.
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4. YONTEMLER
4.1. Deneysel Parametreler
4.1.1. Enstriimental parametreler

HPLC analizlerinde hareketli faz akis hiz1 1,2 mL/dk olup kolon firin sicakligi
25,0+£0,1 °C olarak secilmistir. Otomatik 6rnekleyici termostat sicakligr 15+0,1 °C’ye
sabitlenmis olup enjeksiyon hacmi ise 3 pL olarak belirlenmistir. Hazirlanan tiim
hareketli faz ¢ozeltileri 0,45 pm CA filtre ile siizilmustiir.

TSM’nin maksimum absorbans1 220 nm’de tespit edildigi i¢in HPLC sisteminde
foto diyot dizisi dedektorii bu dalga boyuna ayarlanmistir. Ayrica dedektorde spektrumlar
190 ve 380 nm arasinda 1,5625 Hz veri ornekleme frekansinda ve 0,640 sn zaman

sabitinde izlenmis olup analiz siiresi ise 6 dk’dir.

4.1.2. Standart cozeltilerinin hazirlanisi

Tiim standart, stok ve ¢alisma ¢ozeltileri TSM nin ¢oziiniirliigiiniin yiiksek oldugu
asetonitrilde hazirlanmistir. Bunun i¢in stok TSM ve AGO ¢ozeltileri ayri ayr1 100 pg/mL
olacak sekilde 25 mL’lik balonjojelerde 2,5 mg etken madde c¢oziindiiriilerek

hazirlanmistir.

4.1.3. Geri kazanim calismalari icin ¢ozeltilerin hazirlanisi

Yontemin dogruluk ve kesinligini belirlemek amaci ile geri kazanim c¢aligmalari
yapilmigtir. Bu amagla piyasada TSM’nin farmasotik preparati olan Hetlioz® psddo
olarak hazirlanmistir. Uriiniin iilkeye giris problemleri olmasi nedeniyle arastirmaci
tarafindan bu yontem tercih edilmistir. Bu amagla hazirlanan formiilasyon Tablo 4.1°de

verildigi gibidir (Ozcan vd., 2020).

Tablo 4.1. Hetlioz® formiilasyonu (Ozcan vd., 2020)

Kapsiil Formiilasyonu Icerigi (mg) Tartilan (mg)
Tasimelteon 5,00 5,0

Laktoz 41,80 41,8
Mikrokristalin seliiloz 41,95 42,0

Kolloidal silikon dioksit 0,69 0,70
Magnezyum stearat 1,36 1,35

Sodyum kroskarmeloz 4,12 4,10

Toplam 94,92 94,95
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Bu amagla Tablo 4.1°de verilen ticari {irliniin patentine dahil edilen yardimci
maddeler ultra hassas teraziyle tartilmis ve 100 mL hacme sahip balon jojeye ilave
edilerek asetonitrilde ¢oziilmiistiir. Ardindan vortekste 5 dakika karistirilmis ve ultrasonik
banyoda ¢ozlinmesi i¢in 10 dakika bekletilmistir. Coziinmenin tamamlanmasindan sonra
heterojen ¢ozelti siringa ucu filtrelerden siiziilmiistiir. Stizme islemi i¢in naylon, PES,
PTFE ve PVDEF tipte siringa filtrelerinin hepsi denenmis ve en yliksek pik alani PVDF
(22/25 mm, 0,22 pum gozenek boyutu, Isolab, Almanya) ile elde edildigi i¢in numune
hazirlamada kullanilmistir. Bu homojen ¢6zelti 1/10 oraninda ara stok olarak seyreltilip

geri kazanim ¢ozeltileri bu ara stogun gerekli oranlarda seyreltilerek kullanilmigtir.

4.1.4. Hareketli faz cozeltilerinin hazirlamsi

Calisma boyunca eliisyon izokratik modda yapilmistir. Mobil fazin bilesimi
metanol: fosfat tamponu (0,030 M, pH 2,5):(51:49, h/h) seklinde secilmistir. Tampon
cozeltisi 2817 mg KH2PO4 ve 670 uL H3PO4 maddelerinin 1 L su i¢inde ¢dziilmesiyle
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 5 dk sonikasyona tabi tutulup ve steril olmayan
membran filtrelerden (47 mm i¢ ¢ap, 0,45 mikron gozenek boyutu, Sartorius, Almanya)

ile stizlilmiistiir.

4.1.5. Sonuclarin degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglarin analitik agidan uygunlugunun degerlendirilmesi ve veriler
arast uyumluluk ¢aligsmalar1 olan ANOVA analizleri Microsoft Office Excel araci ile veri

cozlimleme eklentisi kullanilarak yapilmigtir.

4.2. Istatiksel Analiz

Caligmada ilk yontem gelistirme deneylerine dayanarak, metanol orani, kolon
sicakligi (°C) ve akis hizi (mL/dak) segilmistir. U¢ merkez noktas1 da dahil olmak iizere
ti¢ farkli seviyede li¢ sayisal faktor kullanilarak 14 deney gergeklestirilmistir. Deneylerin
tasariminda standart ve 6rnek ¢ozeltiler 100 pg/mL TSM ve 100 pg/mL AGO igermistir.
Bu ii¢ secilen bagimsiz degiskene kars1 ayrim giicii (Y1), teorik tabaka yiiksekligi (HETP)
(Y2), kapasite faktorii (Y 3), teorik tabak sayisi (Y4) ve kuyruklanma faktorii (Y5) olarak
secilerek Design-Expert® yazilimini kullanilarak degerlendirilmistir. Her bir bagimsiz

degisken ve seviyeleri Tablo 4.2°de verildigi gibidir.

23



Tablo 4.2. Bagimsiz degiskenler ve faktor seviyeleri

Faktor Birim Sembol  Seviyeler

Organik faz yiizdesi % A 51 55 59
Akis izt mL/dk B 1,2 1,45 1,7
Kolon sicakhgi °C C 30 35 40

Ikinci derece polinom denklemi deneysel yanitla kullanilmis ve BBD modelinin

katsayilar1 agsagidaki ifade kullanilarak belirlenmistir.

Y=bo+b X1+ baxz +b3xs+b11x1>+bax2?+bssxs>+biaxixa 4.1)

Burada Y incelenecek yanit, by kesisme noktast ve bl-b33 faktor regresyon
katsayilaridir. BBD modelinin deneysel tepkisini, sabit, dogrusal, ikinci dereceden ve
etkilesim katsayilarin1 temsil eder. X; ve X> kodlanmis degiskenleri temsil eder. BBD
modelinin p degerleri araciligiyla 6nemi ANOV A kullanilarak degerlendirilmistir.

Olusturulan model, korelasyon katsayisi (R?), diizeltilmis R?, tahmin edilen R? ve
yeterli hassasiyetin farkli sinirlari agisindan incelenmis ve karsilastirilmistir. Yanit yilizey
analizi, 2 boyutlu kontur grafikleri ve 3 boyutlu yanit yiizey grafikleri {iretilerek
gergeklestirilmistir.  Optimum  kromatografik  kosullar  sayisal ve  grafiksel
optimizasyondan tahmin edilmistir. Optimize edilmis kromatografik kosullar, tasarim

alan1 bolgesinin grafiksel bir kaplama grafiginde isaretlenmistir.

4.3. Yontem gecerliliginin tespiti

Gelistirilen yontemin gecerliligi ICH kilavuzunun o6nerdigi yonergeler

dogrultusunda tam olarak valide edilmistir (Guideline, 2005b).

4.3.1. Sistem uygunluk testleri

HPLC yontemi gelistirmenin bilgilendirici bir par¢ast olarak, HPLC
enstriimantasyonunun  kromatografik performansint degerlendirmek i¢in sistem
uygunlugu kontrol edilmistir. Hesaplanan sistem uygunluk parametreleri Tablo 4.3°de

verilmistir.
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Tablo 4.3. SUT parametrelerinin sunirlar
SUT parametresi

Bagil alikonulma -

Teorik plaka sayist N>2000
Kapasite faktorii 1<k<10
Secicilik o>1
Kuyruklanma faktori 2<T
Ayrim giicii R&1,5
Pik asimetrisi 0,95<A2

Pik alaninin tekrar edilebilirligi

%BSS<1,5 Genel ayrimlar

Kabul edilebilirlik sinir1 (USP)

Sistem uygunluk parametreleri Shimadzu LCsolution v1.11 SP1 yazilimi

araciligiyla USP’ye gore Tablo 4.4’deki gibi hesaplanmistir (Hawley, 1917).

Tablo 4.4. USP ye SUT parametrelerinin formiilleri

Parametre Esitlik
i 2
Teorik tabaka sayis1 N =16 [CR]
w
Kuyruklanma faktori T = Woos
2Xag 05
Asimetri faktori Ao = Bo,10
s @o,10

Ayirim giicii _1L18(t; — 1)

=
Wo,s + Wpo s

Kapasite faktorii k= tr 1= tg =ty
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N: teorik tabaka sayis1

tg: alikonulma zamant

W: pik genisligi

T: kuyruklanma faktorii

Wo,05: pikin %5 yiiksekligindeki pik
genisligi

0o,05: pikin %5 yiiksekligindeki ilk
yarisinin genisligi

As: asimetri faktorii

Bo,i0: pikin %10 yiiksekligindeki
ikinci yarisinin genisligi

ao,10: pikin %10 yiiksekligindeki ilk
yarisinin genisligi

t1: onceki pikin alikonulma zamani
ty: pikin alikonulma zamani

Wos: pik genisligi

Who,s: Onceki pikin genisligi

k: kapasite faktorii

tr: alikonulma zamant

tm: Oli zaman



4.3.2. Secicilik ve spesifiklik

Secicilik ¢alismalari i¢in TSM ve AGO iki farkli kolon ile ayrintili kromatografik
ayrimi yapilmistir. Bunun diginda ayrica PDA dedektor ile pik safliklart hesaplanmustir.

4.3.3. Kararhhk

TSM ve AGO’nun stok cozeltisi, asetonitrilde uygun sekilde seyreltilmis (50,0
ng/mL) ve periyodik olarak (6, 12, 18, 24, 48 saat, ii¢ hafta boyunca -20 °C ve {i¢ donma-
¢cOziilme dongiisii) olmak {izere c¢ozelti ve hareketli faz kararliligini incelemek ig¢in

analizleri yapilmstir.

4.3.4. Dogrusallik

Gelistirilen yonteminin dogrusalliginin belirlenmesi i¢in TSM standart ¢ozeltileri
%10-150’sine karsilik gelen (10; 25; 40; 50; 60,0 ve 75,0 pg/mL) 6 konsantrasyon
seviyesinde asetonitrilde hazirlanmis ve analizleri yapilmistir. Analizler en az ti¢ tekrarh
olmak {izere ve hesaplama elde edilen alanlarin ortalamasi ile yapilmistir. Dogrusallik,
giin i¢i ve giinler aras1 olmak {izere ii¢ tekrar ile ¢calisilmis ve elde edilen lineer regresyon

analizleri incelenmistir.

4.3.5. Dogruluk

Yontemin dogrulugunu ortaya koymak amaciyla geri kazanim c¢alismalari
yapilmistir. Bunun i¢in Hetlioz®un elde formiilasyonu hazirlanmistir. Hazirlanan bu
formiilasyondan ve standart TSM ¢o6zeltisinden yart derisimlerde alinip karistirilarak
diisiik seviyede (40,0 pg/mL) orta seviyede (50,0 pg/mL) ve yiiksek seviyede (60,0
ng/mL) olmak tizere 3 farkli seviyede c¢ozeltiler (%80, %100 ve %120) hazirlanarak
analizleri yapilmistir. Her seviye icin 3 paralel set hazirlanmis, elde edilen sonuglarin
standart sapma (S), bagil standart sapma (%BSS) ve %95 giiven seviyesinde giliven

siirlari ile ortalama geri kazanim hesaplanmuistir.

4.3.6. Kesinlik

Metodun kesinlik calismalar1 tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrarlanabilirlik
olmak tizere ii¢ farkli sekilde ortaya konulmustur. Bunun i¢in TSM’nin standart ve psédo

formiilasyon ¢ozeltilerin %100 noktasina denk gelen (50,0 pg/mL) konsantrasyonlarda
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cozeltiler hazirlanarak {i¢ giin 3 tekrarli olmak {izere analiz edilmistir. Ayrica ara kesinlik
calismalar1 yapilmis ve sonuclar varyans analizi ile yorumlanmistir. Sonuglar, ortalama,
ortalama standart hata, standart sapma, %BSS ve %95 giiven seviyesi dahil olmak iizere

istatistiksel olarak hesaplanmistir.

4.3.7. Teshis ve tayin alt sinir1

Teshis alt sinir1 (LOD), icin detektdrde elde edilen giiriiltii sinyalinin yaklasik 3,3
kat1 sinyal veren derisimde standart TSM c¢ozeltisi hazirlanmig ve 10 tekrarli analiz
edilerek pik alanlarinin kesinligi hesaplanmistir. Tayin alt simir1 (LOQ) i¢in ise LOD
derisiminin 5 kat1 derisik ¢6zelti hazirlanarak gerekli dogruluk ve kesinlikte sonuglar elde

edilen derigim oldugu analiz edilmistir.

4.3.8. Saglamhk

Yontemin saglamligini belirlemek i¢in kalibrasyon dogrusunun %100’ ne karsilik
gelen derisimde TSM ¢ozeltisi hazirlanmis ve kromatografik parametrelerde ufak
degisiklikler yapilarak (=%10) ti¢ tekrarli analiz yapilmistir. Elde edilen sonuglarin metot
kosullarindaki sonuglardan %farki hesaplanarak ortaya konulmustur. Bunun ig¢in
kromatografik cikti olarak degisikliklerden en fazla etkilenen ve hesaplamalarda

kullanilan alikonma zamanu ile pik alani kullanilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Analitik Kimya, ¢evremizdeki elementlerin ve molekiillerin dogasi, miktar1 ve
kimligi hakkinda kimyasal bilgi edinme araci olarak tanimlanir. Bu bilgiler toplanir,
simiflandirilir, islenir, saklanir ve dagitilir. Amag, mevcut numune miktar1 hakkinda
gerekli bilginin, bu bilginin son kullanicilarinin ihtiyag ve taleplerini karsilayacak analitik
hassasiyet, secicilik, dogruluk ve kesinlik diizeyinde, makul maliyet ve istenilen siirede
saglanmasidir. Analitik Kimya bilimi, problemleri ¢6zmek ve diger uzmanlara ve halka
yiiksek kalitede bilgi saglamak icin yeni araglar gelistirmektedir. Gereksiz bilgileri ve
bunun gerektirdigi ek kimyasal, solvent ve enerji maliyetlerini en aza indirmek igin
gerekli bilgileri elde etmek i¢in kullanilan analiz yontemleri amaglarina uygun olmalidir.
Bununla ilgili glinlimiizdeki en yaygin goriis ve ¢aba metot optimizasyonu i¢in istatistiki
yontemlerin denenmesi digeri ise ¢cevre korumasi hakkinda yayilan endise ve ¢abalarin
karsilig1 olan yesil kimyadir. Aslinda uygun metot parametrelerinin belirlenmesinde ve
optimizasyonunda istatistiksel yontemlerin uygulanmasi da bir nevi is gilicli ve maliyeti
azaltma kaygisidir. Bunun yaninda analitiksel agidan birden fazla parametrenin ayn1 anda
degisikliginin rahatlikla gdzlenebilmesi ve analizciyi u¢ noktalar1 denemeye
zorlamamasidir. Bu ¢alismada bu goriisler dogrultusunda BBD ile metot optimizasyonu
ve gelistirilen yontemin ¢esitli yesil metrikler ile degerlendirilmesi yapilmuistir.

Metot optimizasyonunda BBD tercih edilmesinin sebebi yanit yiizeyi metodolojisi
i¢in 1yi bir tasarimdir. Ciinkii ikinci dereceden modelin parametrelerinin tahmin edilmesi,
sirali tasarimlarin olusturulmasi, modelin uyum eksikliginin tespiti ve bloklarin kullanimi1
verimli olarak saglar. Box-Behnken tasarimi ile diger tepki ylizeyi tasarimlar1 (merkezi
kompozit, Doehlert matrisi ve ii¢ seviyeli tam faktoriyel tasarim) arasinda yapilan bir
kargilastirmada, Box-Behnken tasarimi ve Doehlert matrisinin merkezi kompozit
tasarimdan biraz daha verimli oldugunu ancak {i¢ seviyeli tam faktoriyel tasarimlardan
daha ¢ok daha verimli oldugunu géstermistir (Ferreira vd., 2007).

Yesil analitik kimya kavrami analitik laboratuvarlarda yaygin olarak taninmaktadir.
Farkli analitik yontemlerin ¢evre dostu olup olmadigint degerlendirmek i¢in yesillik
Olciitleri gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Simdiye kadar NEMI, Gelismis piktogram,
Degistirilmis NEMI, HPLC-EAT, AMVI, Analitik Eko-0lgcek, Yesil Sertifika ile
degistirilmis Eko-6l¢ek, GAPI, Karmasik GAPI, RGB, HEXAGON, AMGS, AGREE,
AGREEprep ve Spider diyagrami gibi ¢ok sayida yesil profil olusturma metrik araci

Onerilmistir. Analitik prosediirler sirasinda tehlikeli c¢evresel atik olusumunu
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degerlendirmek ve sinirlamak i¢in bu yesillik analitik kimya Olgiimlerinin nasil
kullanilacagini 6grenmek ¢ok onemlidir. Farkli yesillik metriklerinin farkli kriterleri,
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Kullanicilarin farkl analitik analizlerin yesilligini
degerlendirmek amaciyla bu yesillik 6l¢timlerini kullanmas1 agisindan yararli oldugu bir
gercektir. Bu nedenle s6z konusu ¢alismada gelistirilen metot farkli yesillik metrikleri ile
degerlendirilmistir.

Calismada TSM’nin farmasotik preparatlarda yiiksek dogruluk ve kesinlikte analiz
icin HPCL metodu gelistirilmistir. Yontem gelistirilirken metot optimizasyonu i¢in BBD
tasarimi kullanilmistir. Optimize metodun tam metot gegerliligi saglanmis ve yesillik

degerlendirmesi de ¢esitli metrikler ile yapilmistir.

5.1. TSM’nin UV-Gériiniir Alan Bélgedeki Spektral Ozelliklerinin incelenmesi

HPLC calismalarinin ilk adimi analitin UV-Vis spektroskopisi davraniglarinin
incelenmesidir. Bu amagla TSM’nin UV-Vis spektrometresinde maksimum absorbans
yaptig1 dalga boyu tespit edilmistir. Bunun i¢in 100 pg/mL derisimde asetonitrilde
hazirlanmis TSM ¢6zeltisinin 190-800 nm aralifinda taramasi yapilmistir. Elde edilen

spektrum Sekil 5.1°de verildigi gibidir.
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Sekil 5.1. TSM ’'nin UV-goriiniir bélgedeki spektrumu (C=100 ug/mL)
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S6z konusu ¢alismada yiiksek dogruluk ve kesinlik sonug elde edebilmek i¢in IS
kullanilmistir. Bunun i¢in analite en uygun IS maddesinin denemeler sonunda AGO
olduguna karar verilmistir. Uygun c¢alisma dalga boyu araliinin belirlenmesi ve
analitlerin taninmasi amaciyla IS’nin de UV spektrumu 190-800 nm aralifinda
Olciilmiistiir. Elde edilen IS standart ¢ozeltisine ait spektrum Sekil 5.2°de verilmistir.
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Sekil 5.2. AGO 'nun UV-gériiniir bélgedeki spektrumu (C=100 ug/mL)

5.2. Sivi Kromatografisinde Yontem Gelistirme

Metot gelistirme calismalar1 yapilirken etkinligi onemli bagimsiz degiskenlerin
belirlenmesinde 6n denemeler yapilmistir. Sabit faz secimin de fenil hegzil ve C8
fonksiyonel grubuna sahip iki farkli kolon tiirii kullanilmistir. Ancak geregler boliimiinde
de belirtildigi gibi kolonlarin tek farki sahip olduklar1 fonksiyonel gruplardir. Kolon
olarak énce Supelco Ascentis® Express model fenil hekzil fonksiyonel grubuna sahip
(100%4,6 mm, ID, 2,7um) kolon se¢ilmistir. Hareketli fazin organik bilesenide asetonitril
tercih edilmistir. Ancak AGO ile TSM piklerinin birbirlerinde ayrimi yetersiz olmustur.
Diisiik asetonitril yiizdesi se¢ildiginde ise ayrim daha iyi ancak analiz siiresi fazla uzun
olmustur. TSM ile IS arasindaki kapasite faktorii iyi olmasina ragmen ¢oziicii pikine gore
ise kapasite faktoriiniin fazla oldugu gozlenmistir. O nedenle hareketli fazin organik
bileseni asetonitril yerine metanol ve kolonda Supelco Ascentis® Express model C8

fonksiyonel grubuna sahip (100x4,6 mm, ID, 2,7um) olan secilmistir. Boylelikle kolonda
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elektrostatik etki yerine daha ¢ok apolar etkilesimler arttirilarak ayrimin ¢oziiniirliigii
arttirllmaya calismistir. Onemli bagimsiz degiskenler ve smirlar1 belirlendikten sonra ise

BBD ile metot optimizasyon ¢aligsmalarina gegilmistir.

5.2.1. BBD ile metot optimizasyonu

HPLC yonteminin gelistirilmesi i¢in 100 ug/mL AGO ve TSM kromatografik
degiskenlerin optimizasyonu i¢in BBD araciligiyla yanit yiizey metodolojisi ile, metanol
fraksiyonu, akis hiz1 ve kolon sicakligi kombinasyonlarini iceren 14 deneysel calisma ve

yanitlar Tablo 5.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 5.1. Bagimsiz degiskenler ve yanitlari

Faktor 1 Faktor Faktor Yamt 4
A: 3 Yanit 1 Yanit 3 .
Organik Ayirma Yanit Kapasite Teorik  Yamit S
Analiz g B:Akis y . 2 p" R tabaka Kuyruklanma
faz Kolon giicii faktorii e
. . hiza . HETP , sayis1 faktorii (TF)
yiizdesi (mL/dk) sicakhigi  (Rs) (k") ™)
(%) °O)
1 55 1,45 35 16,976 29,73 2,399 5045,36 1,35
2 55 1,7 40 16,107 36,689 4,993 4088,39 1,4
3 51 1,45 40 16,656 27,145 2,126 4237,6 1,302
4 51 1,45 30 17,051 27,658 2,637 5423,3 1,323
5 59 1,2 35 0,409 34,814 1,939 4308,66 1,424
6 51 1,2 35 16,22 27,738 2,443 5407,73 1,367
7 51 1,7 35 17,129 30,553 4,703 4909,55 1,409
8 55 1,7 30 15,058 42,271 4,03 3548,55 1,289
9 55 1,45 35 16,352 28,552 2,414 5253,58 1,354
10 59 1,45 30 11,091 44376 1,635 3380,18 1,43
11 55 1,2 30 15,506 29,199 2,411 5137,18 1,37
12 59 1,45 40 10,085 43,376 1,355 3094,29 1,33
13 55 1,2 40 14,534 30,275 2,188 4954,52 1,405
14 59 1,7 35 12,085 53,228 3,244 2818,06 1,413

Olusturulan modelin bagimsiz degiskenleri ve standart hatasi ise Sekil 5.3’te

verildigi gibi olup olusturulan model uygundur.
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Factor Coding: Actual

Std Error of Design
X1 = A: Organik faz
X2 = B: Akis hizy

X3 = C: Kolon sicaklik

Cube
Std Error of Design

41199 1.199,

/
1.199 1.199

@
*
S

1199 1199/ C+ 40

B: Akig hizi (mL/dk)

clon sicaklik (C)

B-1.2 1.189 1.199 C- 30

AST N omganikfaz oy 50

Sekil 5.3. Olusturulan modelin standart hatast

Secilen her bir yanit i¢in bagimsiz degiskenler tarafindan olusturulan denklemler

ve ANOVA degerleri ise Tablo 5.2°de sunulmustur. Olusturulan modelin her bir yanit

icin R%, P ve F degerleri modelin uygunlugunu gostermektedir. Ozellikle R? degerleri

adece Y1 ve Y5 i¢in 0,6 civar1 bulunmus olup diger dort yanit icin ise R* degerleri 0,9°dan

bliyiiktiir. Bu nedenle ikinci dereceden model secilmis ve anlamli bulunmustur. Elde

edilen verilerin ¢oklu regresyon analizi yapilmistir. Kodlanan faktorler ve denklemleri

asagidaki gibi elde edilmistir.

Tablo 5.2. Olusturulan modelin denklemleri

Yanit Denklem P- F- R? Adeq
degeri degeri Precision
Y1 Rs =13,95—-4,17A+ 1,71B — 0,1655C 0,0192 0,1012 0,613 6,8743
6
Y2 HETP = 29,14 + 7,84A + 5,09B — 0,7524C 0,0002  0,5496 0,996 33,3251
+ 3,90AB — 0,1217AC 0
— 1,66BC + 4,24A?
+3,21B% + 2,26(C?
Y3 k"=2,41-0,4670A + 0,9986B — 0,0064C 0,0072  0,0216 0,975 12,7601
—0,2387AB + 0,0577AC 2
+ 0,2965BC — 0,39584%
+ 1,07B? — 0,0725C*
Y4 N =5149,47 — 797,12A — 555,44B 0,0223  0,2722 0,955 9,3688
—139,30C — 248,11AB 2
+ 224,95AC + 180,62BC
— 593,404% — 195,08B2
—522,24C*
Y5 TF =1,35+ 0,0245A — 0,0069B + 0,0031C  0,7338  0,0339 0,590 3,3148
—0,0132AB — 0,01907AC 9

+ 0,0190BC + 0,0158A42
+ 0,0355B2 — 0,0215C?
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Faktor katsayilar1 karsilagtirilarak secilen A, B ve C faktorlerin goreceli etkisini
saglamak i¢in yukaridaki kodlanan denklemden yararlanilmistir. Secilen BBD modelinde
ana etkilesimler ve ikinci dereceden etkiler degerlendirilmistir. Ikinci dereceden model
denkleminin en Onemli etkileri ve etkilesimleri varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 5.2°de 6zetlenmistir; burada p degeri 0,05’ten kiigiik
ve model F degeri (en diisiikk 0,0216) yiiksek oldugundan ikinci dereceden model
terimlerinin anlamlilig1 saglanmistir. Buna ek olarak gercek pik alan1 degerlerinin tahmin
edilen pik alan1 degerlerine oldukg¢a yakin oldugu goriilmiistiir.

Ikinci dereceden model BBD araciliiyla kabul edilebilir modeldir. Olusturulan 3
boyutlu yanit yiizey grafikleri (RSP), secilen degiskenlerin goreceli etkilesimli etkisini
gosteren grafiksel gosterimdir: metanol fraksiyonu (A), akis hiz1 (B) ve kolon sicakligi
(C)’nin kuyruklanma faktorii, ayirma giicti, teorik tabaka sayisi, kapasite faktorii ve teorik
tabaka yiiksekligi lizerine. Sekil 5.4, kromatografik degiskenlerin optimizasyonu ig¢in
(AB), (AC), (AD), (BC), (BD) ve (CD)’nin bir fonksiyonu olarak 3D RSP’yi
gostermektedir. Sekilde, % metanol fraksiyonu (A), akis hiz1 (B) ve kolon sicakligi (C)
artttkca pik alaninin arttigr ve 120.63’liik maksimum pik alanma ulasildig1 agikca
goriilmektedir. Sekil 5.4’deki ikinci dereceden model terimlerinin 3D RSP’si, Tablo 5.2
ile kanitlandig1 gibi anlamlidir. Bagimsiz degiskenler i¢in optimum kosullar optimize
edilmis ve su sekilde bulunmustur: pH (2,5), metanol fraksiyonu (%51), akis hiz1 (1,2
mL/dk) ve kolon sicakligi (25 °C).
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Yukarida belirtilen 6n ¢alismalardan sonra metot gecerliligi ¢alismalarinin ilk adimi
olan SUT parametreleri TSM ve AGO i¢in USP metoduna gore hesaplanmistir. Elde
edilen SUT analiz sonuglar1 Tablo 5.3’de verilmistir. Optimize kosullar altinda %100’k
standart ¢ozeltiye ait kromatogram ise Sekil 5.5’de verildigi gibidir. Bu kosullar altinda
TSM derisimi 50 pg/mL ve IS olarak secilen AGO derisimi ise 33 pg/mL olarak

hazirlanmistir.

Tablo 5.3. TSM analizi i¢in elde edilen SUT verileri

Tavsiye Edilen
Hesaplanan Deger
Deger
Parametre TSM AGO
Alikonulma Zamam (dk)£=GA" 3,35+0,01 5,05£0,02 -
Ahkonulma Zamam icin %BSS 0,0001 0,63 BSS <%l
Pik Alam Kesinligi icin %BSS (n=6) 0,21 0,23 BSS <%l
Alikonulma Zamam I¢in Enjeksiyon Kesinligi
0,03 0,07 BSS <%l
%BSS (n=6)
Kuyruklanma Faktérii (T) 1,37 1,24 T<2
Kapasite Faktorii (k*) 2,62 4,41 2<k<10
Teorik Tabaka Sayis1 (N) 5111 8389 N >2000
USP Genislik 0,19 0,22 <1

HETP (USP) 29,4 17,9 -

*%095 giiven seviyesinde

MAU (x10)
7.0 220nm4nm (1.00)
65

6.0

5.030/403445

55

5.0

3.374/307289

45
4.0
35

3.0

0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 min

Sekil 5.5. Optimum kosullar altinda %100 ’liik standart ¢ézeltiye ait kromatogram
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5.3. Yontem Gecgerliliginin Tayini

Gelistirilen yontemde yiiksek dogruluk ve kesinlik saglanabilmesi i¢in IS
kullanilmistir. IS, analit sinyalinin IS sinyaline oraninin grafigini ¢izerek analitik kimyada
kalibrasyon i¢in kullanilan kimyasal bir maddedir. Bir IS nin kimyasal 6zellikleri ¢cok
benzerdir ancak analizler i¢in ilgilenilen kimyasal tiirlerle aymi degildir. Farmasdtik
formiilasyonlardaki aktif ilag bilesiklerinin analizi, kalite kontrol laboratuvarlarinda rutin
bir islemdir ve analizlerin gerceklestirilmesi i¢in kesin ve dogru analitik tekniklerin
kullanilmast 6nemlidir. Bir ilag firmasinin genellikle ¢ok sayida kalite kontrol 6rnegini
Olemesi gerekir. HPLC, ilag endiistrisinde ¢ok ¢esitli numuneler i¢in kullanilir. Nihai ilag
triinlerinin  kalite kontrolii/glivencesi siklikla HPLC kullanilarak gerceklestirilir
Kantitasyon i¢in yeni bir yontem olustururken dogru IS’nin sec¢imi, yontemin
dogrulugunu ve kesinligini artirabilir. Bu nedenle yontem optimizasyon siireci ayni
zamanda analiz sonuglarinin kesinligini ve dogrulugunu 6nlemek i¢in en uygun IS’ nin
secilmesine de odaklanir.

Bu ¢alismada bir¢ok madde IS olarak denenmis ve en uygun IS olarak AGO oldugu
goriilmiistiir. Kantitasyon hesaplamalarinda bu nedenle pik normalizasyon yOntemi
kullanilmistir. Buna gore etken maddenin alikonma zamaninin pik alanina orani ile IS nin
alikonma zamaninin pik alanina orani birbirlerine oranlanmis ve dedektor yanit1 olarak
bu deger kabul edilmistir. X ekseninde ise madde miktar1 yerine TSM derisimi alinmistir.
Ancak metot optimizasyonu gibi sistem uygunluk parametreleri incelenirken AGO i¢inde
degerlendirmeler ayrintili olarak yapilmaistir.

Pik normalizasyon yontemi kullanilarak yapilan dogrusallik ve kesinlik verileri
Tablo 5.4’de verilmistir. Gelistirilen yontem 10,0-75,0 pg/mL i¢in dogrusal olup iliski
lineer ve korelasyon katsayist ise >0,99 olarak hesaplanmigtir. Yontemin kesinligi i¢in
pik alanlarinin %BSS degeri giin i¢i i¢in 0,27 ve glinler aras1 ise 1,14 olarak bulunmustur.

Bu durumda yontemin ilgili derisim araliginda uygulanabilir oldugu goriilmektedir.
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Tablo 5.4. TSM i¢in dogrusallik ve kesinlik verileri

Parametre TSM
Dogrusal Aralik (ng/mL) 10,0-75,0
Egim+SS? (Giin i¢i, n=7) 0,024+0,001
Kesim+SS? (Giin i¢i, n=7) -0,009+0,05
Tanmmlayiciik Katsayisi (Intraday, n=7) 0,9962
Teshis simir1 (ng/mL) 0,40
Tayin sinir1 (ng/mL) 2,00
Egim+SHP (Giinler Arasi, k=3, n=21) 0,024+0,001
Kesim+SH” (Giinler Arasi, k=3, n=21) -0,008+0,05

Tanimlayicihik Katsayisi (Giinler Arasi, k=3, n=21)  0,9929

ANOVA F (2,15)=1,2x107
P =0,9999 (P>0,05)
Tekrarlanabilirlik (Giin ig:i, Ortalama, n=6) 1,135
Tekrarlanabilirlik (Giin ici, SS?, n=6) 0,003
Tekrarlanabilirlik (Giin ici, BSS® %, n=6) %0,27
Tekrarlanabilirlik (Giin i¢ci, OSHY, n=6) 0,001
Tekrarlanabilirlik (Giin ici, GA®, n=6) 0,002

Tekrarlanabilirlik (Giinler Arasi, Ortalama, n=9) 1,136

Tekrarlanabilirlik (Giinler Arasi, SS?, n=9) 0,003
Tekrarlanabilirlik (Giinler Arasi, BSS¢ %, n=9) 0,224
Tekrarlanabilirlik (Giinler Arasi, OSHY, n=9) 0,001
Tekrarlanabilirlik (Giinler Arasi, GA¢, n=9) 0,001
ANOVA F (2,15)=0,086

P =0,9181 (P>0,05)
2 Standart sapma, ° Standart hata, © Bagil standart sapma, ¢ Ortalamanin standart hatasi, © %95 giiven

seviyesinde giiven aralig1.
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Gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinliginin ortaya konmasi amac ile etken
maddenin ticari formiilasyonu olan Hetlioz*’da geri kazanim ¢aligmalar1 yapilmustir.
Ancak tilkedeki ticari formiilasyonun giris izni problemleri nedeniyle ticari {iriin preparati
satin alinamamis. Literatiirde yer alan formiilasyon bilgisinden elde arastirmaci
tarafindan hazirlanmistir. Geri kazanim deneyleri igin elde hazirlanan Hetlioz® tablet
formiilasyonu ¢ozeltisine standart ekleme metodu ile analit TSM’nin ve IS olarak AGO
ilavesi yapilmistir. Calisma 3 farkli konsantrasyonda 9 bagimsiz analiz ile
gergeklestirilmistir. Geri kazanim deneylerinden elde edilen veriler Tablo 5.5°de verildigi
gibidir. Sonuglar deneyde aragtirmaci tarafindan yapilan ¢6zme, slizme ve pipetle gibi
manipiilasyonlardan bagimsiz olarak yiiksek dogruluk ve kesinlikte elde edilebilirligini

gostermektedir.

Tablo 5.5. Geri kazanim verileri (n = 3)

Kesinlik Dogruluk
Eklenen Bulunan SS BSS (%) Geri Hata (%)
(pg/mL) (pg/mL):GA* Kazanim (%)
40,0 38,6+0,36 0,31 0,82 96,4 -3,6
50,0 49,0+0,26 0,23 0,46 97,9 -2,1
60,0 58,8+0,34 0,30 0,51 98,0 -2,0

*%95 Gliven seviyesinde

Kalite kontrol analizlerinde diger bir 6nemli nokta ise ara kesinlik calismasinin
yapilarak yontemin cihaz, analizci ve Olgiilii malzemelerden bagimsiz olarak yiiksek
dogruluk ve kesinlikte bagka bir laboratuvar tarafindan da kullanilabileceginin
gosterilmesidir. Bu nedenle baska laboratuvarda bulunan Shimadzu marka Nexera XR
Serisi LC-PDA cihazi ile laboratuvarlar arasi karsilastirmasi yapilarak ara kesinlik
calismalari sunulmustur. Bunun i¢in ayni derisim araliginda hazirlanan kalibrasyon
coOzeltileri cihazda analiz edilerek yine pik normalizasyonu yontemi ile analiz edilmis ve
Tablo 5.6’daki degerler hesaplanmistir. Sonuglar arasi farklilikta tek yonlii varyans
analizi ANOVA ile hesaplanmistir. Bunun yani sira geri kazanim ¢ozeltileri de analiz
edilerek analizcinin ayn1 olmasi nedeni ile ara varyans olarak sunulmustur. Ug tekrarl 3
konsantrasyon seviyesinde ortalama tekrarlanabilirlik varyansi 0,435 olarak hesaplanmis
olup limit deger olan %]1,5 c¢ok altindadir. Bu nedenle yontemin ara kesinliginin

miilkemmel oldugu sdylenebilir.
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Tablo 5.6. Ara kesinlik verileri (n = 3)

Parametre
Dogrusal Aralik (pg/mL) 10,0-75,0
Egim+SH (Giin I¢i, n=7) 0,027+0,001
Kesim+SH (Giin I¢i, n=7) -0,022+0,06

Tanimlayicilik Katsayist (Intraday, n=6) 0,9926
ANOVA F (1,15)=0,07
P=0,9350 (P>0,05)

Yontemin gecerliliginin saglanmasi icin gerekli bir diger parametre olan metot
saglamliginin elde edilebilmesi i¢in metodun smirlarinin bilinmesi ve metodun
bilesenlerinde meydana gelen ufak degisikliklere direng gdsterebilmesi gerekmektedir.
Gilintimiizde kolon teknolojisinin geligsmis olmast ile birlikte kolonlar ayrim ve segicilik
konusunda daha iyi sonuglar sunarken, metotta meydana gelen ufak degisikliklerden daha
az etkilenir hale gelmislerdir. Bu sebeple metot saglamlig1 daha cok metot sinirlarini ifade
etmek icin kullanilmaktadir. Calismada gelistirilen metot icin saglamlik caligsmalari
gercgeklestirilmis (n=3) ve kolon sicakligi (°C), akis hiz1 (mL/dk), hareketli faz, tampon
cozelti oran1 (%), dalga boyu (nm) parametrelerindeki fark olarak hesaplanmistir. Elde

edilen metot saglamlik ¢aligmalar1 sonuglar1 Tablo 5.7°de verilmistir.

Tablo 5.7. Metot saglamlik ¢calismalar: (n = 3)

%Fark
Ce .. Alikonulma %Fark
Degistirilen Parametre Zaman (dk)  (OrtalamazGA¥) Alan (orgullgl)la:t

32,0 3,46 3,28+0,6 246449 19,8+0,7
Kolon sicakligi (°C)

38,0 3,24 -3,43+0,2 231877 -24,5+0,5

0,45 3,67 9,66+0,6 341453 11,2+0,5
Akis hizi (mL/dk)

0,55 3,11 -7,27+0,3 284330 -7,4+0,1

66 2,15 -35,8+0,5 236238 23,1+0,8
Metanol %

54 6,03 -79,840,2 167651 45,4+0,7

206 3,35 0,04+0 282589 -8,7+0,8
Dalga boyu (nm)

202 3,35 0,03+0 396683 29,2+0,7

TSM’un metanol ile hazirlanmis 50,0 mg/mL standart ¢ozeltisinin ve AGO’nun
33,0 mg/mL c¢odzeltisinin yani kalibrasyon grafigini %100°ne karsilik gelen derisimde

calisma cozeltileri hazirlanarak stabiliteleri farkli kosullar altinda saklanildiktan sonra
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HPLC ile analiz edilmistir. Farkli kosullar; kisa donem kararlilik i¢in 24 saat ve 48 saat
oda sicakligi, uzun dénem kararlilik i¢in 3 hafta —20 °C’de ve dondurma ¢6zme kararliligi
icin 3 tekrar yapilarak elde edilmistir. Elde edilen her bir ¢ozeltinin analizleri
gerceklestirilmistir ve bu analizler %95 giiven seviyesinde geri kazanimlar1 ve %BSS
sonugclar1 olarak degerlendirmeye alinmistir. Tablo 5.8 bahsi gecen kosullar altinda TSM

cozeltilerinin stabil oldugunu gostermektedir.

Tablo 5.8. TSM standart ¢ézeltisinin kararlilik ¢alismalart (n=6)

. Kisa donem Uzun donem Dondurma ¢6zme
Kisa donem kararhhik kararhhk kararhhik kararhhg:
(24, oda sicakhgy) (48 5, oda sicakhgr) (3 hafta, -20°C) (3 tekrar)
Bulunan Bulunan Bulunan Bulunan
(Ortalama=G  GK (%) (Ortalama+ ((i/K) (Ortalama= ((i/K) (Ortalamax ((i/K)
A¥) GA¥) 7 GA¥) " GA¥) °
49,7+0,2 99,4 49,8+0,03 99,7  49,7+0,01 99,4  49,9+0,02 99,8

*%95 Gliven seviyesinde

5.4. Gelistirilen Yontemin Yesillik Degerlendirilmesi

Analitik eko 6l¢ek yesillik degerlendirme araci, ceza puanlarinin toplamini 100
degerinden ¢ikaran ve daha sonra bu matematiksel siirecin sonucuna gore analitik
yontemi degerlendiren bir matematiksel denkleme dayanir, boylece degerler en iyi ifadeyi
ifade edecek sekilde 100 olur. Ideal yesillendirme yontemini ifade ederken, 75 ve iizeri
degerler milkemmel yesillendirme yontemini ifade etmektedir. Dolayisiyla, 50 ila 75
arasinda bir degere sahip oldugunda yontem kabul edilebilir yesil olarak kabul edilirken,
50’den kiigiik bir degere sahip oldugunda yontem, dolayistyla, yesillik yontemine katk1
saglamaz. Onerilen ve bildirilen HPLC yontemlerine iliskin ceza puanlari ve AES
hesaplamalarinin sonucu Tablo 5.7°de sunulmaktadir. Yontemin ceza puani 12 olup

yesillik 6lgegi 88 olarak hesaplanmistir. Yontem miikemmel yesillik kategorisindedir.
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maddelerinin kimligi, saflig1, icerigi ve stabilitesi hakkinda bilgi saglamak i¢in bir araya
getirilir. Bu nedenle tiim bu emek, ¢aba ve zaman harcanmasinin tek bir amaci vardir:
hedefe yonelik gercek numune analizleri. Bu c¢alismada da benimsenen goriis
dogrultusunda piyasada bulunan onayli tek farmasétik formiilasyon olan Hetlioz® un
analizlerini yapmak istenmistir. Imkanlar dahilinde TSM’nin ticari farmasétik tablet
formiilasyonu olan Hetlioz® psddo formiilasyonu sadece geri kazanim ¢alismalari igin
degil ayn1 zamanda numune uygulamalari i¢cinde hazirlanmis, analizleri yapilmis ve bu
analizler ile gelistirilen metodun uygulanabilirligi gosterilmistir. Elde edilen analiz
sonuglari ise Tablo 5.9’da verildigi gibidir. Ayrica Sekil 5.8’de numune ve kor ¢ozeltiye

ait kromatogramlar verilmistir.

Tablo 5.9. Elde hazirlanmis Hetlioz® formiilasyonu sonuglart (n=6)

Hesaplanan Miktar
Ortalama (mg) 19,89
Minumum (mg) 19,81
Maksimum (mg) 19,94
Standart sapma (mg) 0,04
%BSS 0,21
OSH (mg) 0,02
%Bias -0,11
Giiven aralig1 95+0,03
(@) (b)

Sekil 5.8. Hetlioz® psédo formiilasyon (a) ve kér ¢ozeltilerinin (b) kromatogramlar:
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6. SONUCLAR VE ONERILER

BBD, analitik yontemler i¢in kromatografik kosullarin optimizasyonunda yararli
bir yaklasimdir. BBD tabanli optimizasyon bloklar halinde birlestirilmis {i¢ faktorlii
analize dayanmaktadir. Diger yaklasimlarla karsilastirildiginda BBD optimizasyonunda,
optimizasyon i¢in gereken toplam deney sayisi daha azdir. BBD, kromatografik
parametrelerin optimizasyonu igin bir teknik olarak kullanilabilir. Bir deneyde sonucun
giivenilirligini artirmak i¢in QbD ¢ok faydali bir yontemdir. HPLC analitik teknigiyle
yontem gelistirme ve dogrulamada, QbD tarafindan optimize edilen kromatografik
kosullar hem maliyet hem de zaman tasarrufu saglar ve bu da rutin analizler i¢in ¢ok
faydalidir. HPLC yonteminin gelistirilmesi i¢in bu calismada 6n tarama caligsmlar1 bir
kromatografik parametrenin siirekli olarak degistirilmesiyle pik alaninin yeterli bir
¢ozlnlirliigli gézlemlenene kadar bir dizi deneyin gerceklestirildigi deneme yanilma veya
her seferinde tek faktor yaklagimini takip edilmistir. Ardindan etkisi fazla ve 6nemli olan
lic bagimsiz degisken tespit edilip BBD ile basarili bir sekilde optimize edilmistir.
Kurulan model 5 yanit i¢in olusturulmus modelin uygunlugu korelasyon katsayisi ve
varyans analizi ANOVA ile gosterilmistir. Ayrica modelin sinirlart gorseli yanit yiizey
grafikleri ile gosterilmistir.

Ayrica bu calismada AES, GAPI, AGREE olmak {izere li¢ degerlendirme metrigi
aracihigiyla yesillik profilini degerlendirmesi yapilmistir. Ug 6l¢iimiin karsilastiriimast,
incelenen yontemlerin ¢evreyi nasil etkiledigine iliskin bilgileri analiz ederken AGREE
ve AES oOl¢iimlerinin kullaniminin basit oldugunu gostermektedir. AES, iiretilen atik
miktarinin yam sira tiiketilen kimyasal miktarlari, zaman ve enerji ile ilgili 6zelliklerin
bazi niceliksel analizini saglar. Ancak, analitik siirecin hangi asamasinin ¢evreye zarar
verdigi yalnizca skordan anlasilamaz. GAPI endeksi, analitik eko-6lgege kiyasla analitik
prosediiriin tamamin1 kapsama avantajina sahiptir. AGREE aracindan elde edilen
sonuglar ¢ok aciktir ve iicretsiz yazilim siiriimii, AES’ten daha uygulanabilir, dijital
olarak renkli bir piktogram saglar.

Onerilen metot ¢alisma zamani, solvent tiiketimi, secicilik, enstriimantal teknikler
(HPLC), ilag {iriiniinlin uygulanabilirligi ve ilag maddesi dikkate alindiginda bildirilen
diger yontemlerden daha iyidir. Gelistirilen yontemin dogrusallik, 6zgiilliikk, dogruluk,
saglamlik ve saglamlik agisindan gecerli oldugu gosterilmistir. Ayrica ara kesinlik
caligmalar ile tekrarlanabilirlik varyanslar1 hesaplanarak onerilen yontemin sonuglari

arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Bildirilen yontemler bunlar1 es zamanl
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olarak genis bir dogrusallik, dogruluk ve makul tutma siiresi araligiyla belirleyebilirken,
yesil yontem cevreye daha az zarar verdigi i¢in daha ¢ok tercih edilir. Onerilen kalite
kontrol HPLC yontemi, analitik islemlerin ¢evre dostu olmasi (numune hazirlama ve
analiz), onaylanmis sistem uygunluk parametreleriyle yontemin etkinligi, yeterli calisma
stiresi ve maliyetler ile tehlikeli atiklarin yonetimi gibi farkli parametreler arasinda denge
saglar. Bu kadar biiylik avantajlara ragmen, birgok arastirma laboratuvarinda UV
dedektorlii HPLC’nin bulunmasina yapilan sermaye yatirimi, basit, nispeten hizli HPLC
tahlilimizi, kaynaklar1 smirli olan iilkelerin kalite kontrol laboratuvarlarinda kabul

edilebilir bir alternatif haline getirmektedir.

45



KAYNAKCA

Al-Hazmi, H., Namiesnik, J., Tobiszewski, M. (2016). Application of TOPSIS for
selection and assessment of analytical procedures for ibuprofen determination in

wastewater. Current Analytical Chemistry, 12 (4), 261-267.

Demir, O., Aksu, B., Ozsoy, Y. (2017). Ila¢ formiilasyonu gelistirilmesinde deney

tasarimi (doe) se¢imi ve kullanima.
Dhillon, S., Clarke, M. (2014). Tasimelteon: first global approval. Drugs, 74, 505-511.

Drake, R.E., Mueser, K.T., Brunette, M.F., McHugo, G.J. (2004). A review of treatments
for people with severe mental illnesses and co-occurring substance use disorders.

Psychiatric rehabilitation journal, 27 (4), 360.

Ferreira, S.C., Bruns, R., Ferreira, H.S., Matos, G.D., David, J., Brandao, G., da Silva,
E.P., Portugal, L., Dos Reis, P., Souza, A. (2007). Box-Behnken design: An
alternative for the optimization of analytical methods. Analytica chimica acta,

597 (2), 179-186.

Filiz, O., Can, K.R., Bilgi¢, S., Senel, S. Ila¢ Endiistrisinde Proses Validasyonu ve
Tasarimla Kalite (QbD) Yaklasimi. Fabad Journal of Pharmaceutical Sciences,
47 (2), 241-264.

Fukuda, I.M., Pinto, C.F.F., Moreira, C.d.S., Saviano, A.M., Lourengo, F.R. (2018).
Design of experiments (DoE) applied to pharmaceutical and analytical quality

by design (QbD). Brazilian journal of pharmaceutical sciences, 54

Gaber, Y., Tornvall, U., Kumar, M., Amin, M.A., Hatti-Kaul, R. (2011). HPLC-EAT
(Environmental Assessment Tool): a tool for profiling safety, health and

environmental impacts of liquid chromatography methods. Green chemistry, 13

(8), 2021-2025.

Guideline, I.H.T. (2005a). Validation of analytical procedures: text and methodology. 02
(R1), 1 (20), 05.

Guideline, I.LH.T. (2005b): Validation of analytical procedures: text and methodology Q2
(R1). International conference on harmonization, Geneva, Switzerland. pp. 11-

12.

46



Hawley, N.C. (1917). The United States Pharmacopoeia and National Formulary. The
American Journal of Nursing, 17 (7), 645-646.

Imam, M.S., Abdelrahman, M.M. (2023). How environmentally friendly is the analytical
process? A paradigm overview of ten greenness assessment metric approaches

for analytical methods. Trends in Environmental Analytical Chemistry, €00202.

Jacquemin, L., Pontalier, P.-Y., Sablayrolles, C. (2012). Life cycle assessment (LCA)
applied to the process industry: a review. The International Journal of Life Cycle

Assessment, 17, 1028-1041.

Lankford, D.A. (2011). Tasimelteon for insomnia. Expert Opinion on Investigational
Drugs, 20 (7), 987-993.

Liu, K., Zhou, X., Xu, Z., Bai, H., Zhu, J., Gu, J., Tang, G., Liu, X., Hu, X. (2018).
Anhydrates and hemihydrate of tasimelteon: Synthesis, structure, and

pharmacokinetic study. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,

151, 235-243.

Naik, U.V., Umekar, M.J., Lohiya, R.T. (2018). DEVELOPMENT OF NOVEL UV
SPECTROPHOTOMETRIC METHODS FOR THE ESTIMATION OF
TASIMELTEON.

Neubauer, D.N., BaHammam, A.S., Pandi-Perumal, S.R. (2015). Tasimelteon. Drug
Treatment of Sleep Disorders, 261-269.

Nowak, P.M., Koscielniak, P., Tobiszewski, M., Ballester-Caudet, A., Campins-Falco, P.
(2020). Overview of the three multicriteria approaches applied to a global

assessment of analytical methods. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 133,
116065.

Ozcan, S., Levent, S., Geven, A., Ozkay, Y., Can, N.O. (2020). Stability-indicating LC-
MS/MS and LC-DAD methods for robust determination of tasimelteon and high

resolution mass spectrometric identification of a novel degradation product.

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 191, 113490.

Pehlivanoglu, H., Andag. 68Ga-PSMA-11 Uretimine ve radyokimyasal saflik analizine
tasarimla kalite (QBD).

47



Pena-Pereira, F., Wojnowski, W., Tobiszewski, M. (2020). AGREE—Analytical
GREEnness metric approach and software. Analytical chemistry, 92 (14), 10076-
10082.

Pramod, K., Tahir, M.A., Charoo, N.A., Ansari, S.H., Ali, J. (2016). Pharmaceutical
product development: A quality by design approach. International journal of

pharmaceutical investigation, 6 (3), 129.

Rahman, Z., Zidan, A.S., Habib, M.J., Khan, M.A. (2010). Understanding the quality of
protein loaded PLGA nanoparticles variability by Plackett-Burman design.
International journal of pharmaceutics, 389 (1-2), 186-194.

Reyes, V., Martinez, O., Hernandez, G. (1923). National center for biotechnology
information. Plant Breeding. Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro,

Calzada Antonio Narro,

Richardson, G.S., Moore-Ede, M.C., Czeisler, C.A., Dement, W.C. (1985). Circadian
rhythms of sleep and wakefulness in mice: analysis using long-term automated

recording of sleep. American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and
Comparative Physiology, 248 (3), R320-R330.

Sajid, M., Plotka-Wasylka, J. (2022). Green analytical chemistry metrics: A review.
Talanta, 238, 123046.

Shi, M., Zheng, X., Zhang, N., Guo, Y., Liu, M., Yin, L. (2023). Overview of sixteen
green analytical chemistry metrics for evaluation of the greenness of analytical

methods. 7rAC Trends in Analytical Chemistry, 117211.

Sogut, O., Celebi, B. (2020). Daha temiz analizler: yesil kimya. Diizce Universitesi Bilim
ve Teknoloji Dergisi, 8 (1), 160-175.

Swanson, M.B., Davis, G.A., Kincaid, L.E., Schultz, T.W., Bartmess, J.E., Jones, S.L.,
George, E.L. (1997). A screening method for ranking and scoring chemicals by
potential human health and environmental impacts. Environmental Toxicology

and Chemistry: An International Journal, 16 (2), 372-383.

Torres, R., Kramer, W.G., Baroldi, P. (2015). Pharmacokinetics of the dual melatonin
receptor agonist tasimelteon in subjects with hepatic or renal impairment. The

Journal of Clinical Pharmacology, 55 (5), 525-533.

48



Verme, S.S.C.K.K. Saglik Hizmetlerinde Kuram ve Uygulama Dergisi.

Yadlapalli, S.S.R., Karra, V.K., Kommineni, V., Katari, N.K., Manabolu Surya, S.B.
(2019). Bioanalytical technique for determination of tasimelteon in human
plasma by LC-MS/MS and its application to pharmacokinetic study in humans.
Biomedical Chromatography, 33 (3), e4431.

Yuwono, M., Indrayanto, G. (2005). Validation of chromatographic methods of analysis.
Profiles of drug substances, excipients and related methodology, 32, 243-259.

Zhang, Z., Xiaofeng, B. (2009): Comparison about the three central composite designs
with simulation. 2009 International Conference on Advanced Computer Control.

IEEE, pp. 163-167.

49



	JÜRİ VE ENSTİTÜ ONAYI
	ÖZET
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	ETİK İLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESİ
	İÇİNDEKİLER
	TABLOLAR DİZİNİ
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	1. GİRİŞ VE AMAÇ
	2. KAYNAK BİLGİSİ
	2.1. Taimelteonun Gelişimi
	2.2. Tasimelteonun Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri
	2.3. Tasimelteonun Etki Mekanizması
	2.4. Tasimelteonun Farmakokinetik Özellikleri
	2.5. Tasimelteon Analizleri ile İlgili Çalışmalar
	2.6. Yeşil Analitik Kimya
	2.7. Yeşil Analitik Kimya Yöntemleri
	2.7.1. Analitik yöntem hacim yoğunluğu (AMVI)
	2.7.2. Yönetim stratejileri için kimyasal tehlike değerlendirmesi (CHEMS-1)
	2.7.3. Yüksek performans sıvı kromatografisi- çevresel değerlendirme araçları
	2.7.4. Yaşam döngüsü değerlendirmesi (LCA)
	2.7.5. PROMETHEE, Zenginleştirme değerlendirmeleri için tercih sıralaması organizasyon yöntemi
	2.7.6. Yeşil sertifikayla değiştirilmiş eko-ölçek
	2.7.7. HEXAGON
	2.7.8. TOPSIS, İdeal çözüme benzerliğe göre tercih sırası tekniği
	2.7.9. RGB
	2.7.10. NEMI: Ulusal çevre yöntemi endeksi
	2.7.11. Analitik eko- ölçek
	2.7.12. GAPI: Yeşil analitik prosedür endeksi
	2.7.13. Analitik Yeşillik Hesaplayıcı (AGREE)
	2.7.14. Analitik Yöntem Yeşillik Skoru (AMGS)
	2.7.15. Örümcek Diyagramı ile Yeşillik İndeksi

	2.8. Deneysel Tasarımı (DOE)
	2.8.1. Deneysel Tasarımın Seçimi
	2.8.2. Tarama tasarımları
	2.8.2.1. İki Seviyeli Tam Faktöriyel Tasarım (2k)
	2.8.2.2. Kesirli faktöriyel tasarımlar (2k-p)
	2.8.2.3. Plackett-Burman Tasarımları

	2.8.3. Optimizasyon tasarımları
	2.8.3.1. Üç seviyeli tam faktöriyel tasarımlar
	2.8.3.2. Merkezi kompozit tasarımlar (CCD)
	2.8.3.3. Box-Behnken tasarımları (BBD)



	3. GEREÇLER
	3.1. Kullanılan Maddeler ve Reaktifler
	3.2. Kullanılan Cihazlar
	3.3. Kullanılan Sabit Fazlar

	4. YÖNTEMLER
	4.1. Deneysel Parametreler
	4.1.1. Enstrümental parametreler
	4.1.2. Standart çözeltilerinin hazırlanışı
	4.1.3. Geri kazanım çalışmaları için çözeltilerin hazırlanışı
	4.1.4. Hareketli faz çözeltilerinin hazırlanışı
	4.1.5. Sonuçların değerlendirilmesi

	4.2. İstatiksel Analiz
	4.3. Yöntem geçerliliğinin tespiti
	4.3.1. Sistem uygunluk testleri
	4.3.2. Seçicilik ve spesifiklik
	4.3.3. Kararlılık
	4.3.4. Doğrusallık
	4.3.5. Doğruluk
	4.3.6. Kesinlik
	4.3.7. Teşhis ve tayin alt sınırı
	4.3.8. Sağlamlık


	5. BULGULAR VE TARTIŞMA
	5.1. TSM’nin UV-Görünür Alan Bölgedeki Spektral Özelliklerinin İncelenmesi
	5.2. Sıvı Kromatografisinde Yöntem Geliştirme
	5.2.1. BBD ile metot optimizasyonu

	5.3. Yöntem Geçerliliğinin Tayini
	5.4. Geliştirilen Yöntemin Yeşillik Değerlendirilmesi
	5.5. Geliştirilen Yöntemin Örneklere Uygulanması

	6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER
	KAYNAKÇA
	ÖZGEÇMİŞ

