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OZET
Atorvastatin kalsiyumun valide edilmis HPLC
metodu ile tablet formundan analizi

Amag: Atorvastatin kandaki kolesterolli diisiirmek icin kullani-
lan statin olarak bilinen ilag sinifinin bir Gyesidir. Atorvastatinin
miktar tayini ve safsizlik analizleri icin literatlrlerde genellikle
HPLC ile kombine edilmis UV veya kiitle dedektor sisteminin
kullanildigr yontemler yer almaktadir. Bu yontemlerde genellikle
kromatografik ayirimin gradient bir metot ve tampon sistemi
iceren bir mobil faz kullanilarak saglandigi géze ¢arpmaktadir. Bu
calismada atorvastatinin miktar tayini icin diklofenak sodyumun
internal standard olarak kullanildigr ters faz sivi kromatografisin-
de isokrotik bir metot gelistirilmistir.

Yontem: Ters faz yliksek performansli sivi kromatografisi kullani-
larak asetonitril ve % 0.01 ortofosforik asit (67:33 h/h) mobil fazi
ile C,4 kolonda isokrotik bir ayinm gergeklestirilmistir.

Bulgular: Atorvastatine ait alikonma zamani 3.770+0.200 daki-
ka, internal standart olan diklofenaka ait alikonma zamani
5.26610.200 dakikadir. Basit bir mobil faz kullanilarak metot
optimize edilmis; dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve LOD-LOQ
validasyon parametreleri agisindan valide edilmistir.

Sonug: Gelistirilen bu basit, hassas, duyarli ve kesin yontem ator-
vastatin kalsiyum icin rutin analizlerde kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Atorvastatin kalsiyum, tablet, HPLC, validas-
yon

ABSTRACT
A validated HPLC method for analysis of
atorvastatin calcium in tablet dosage forms

Objective: Atorvastatin is a member of the drug class known
as statins, used for lowering blood cholesterol. Literature for the
assay and impurity analysis of atorvastatin is usually combined
with HPLC methods using UV or mass detection system.

These methods are usually a gradient chromatographic
separation method and a mobile phase containing buffer system
using the provided stand out. In this study, an isocratic method
was developed for which diclofenac sodium is used as internal
standard for the determination of atorvastatin.

Method: The separation was carried out on C;g column using
acetonitril and orthophosphoric acid (0.01%) (67:33 v/v) with
isocratic separation using reversed phase high performance
liquid chromatography.

Results: The retention times of atorvastatin calcium is
3.770£0.200 min and internal standard diclofenac sodium is
5.266+0.200 min. The method was optimized using a simple
mobile phase; validation parameters such as linearity, accuracy,
precision and LOD-LOQ were validated in terms. .

Conclusion: The developed method is simple, sensitive and
precise. The developed method can be used as a routine analysis
for atorvastatin calcium.

Key words: Atorvastatin calcium, tablet, HPLC, validation

GiRiS

Lipit diistirlici ilaglar grubu olan statinler (veya HMG-
KoA rediiktaz inhibitorleri) yliksek kan kolesterol diizeyle-
rinden dolayi kardiyovaskiiler hastalik riski tagiyan kisilerde
kolesterolii diistirmek icin kullanilirlar. Atorvastatin, statin
grubu bir antihiperlipidemik ila¢ olup, 3-hidroksi-3-
metilglutaril-koenzim a (HMG-KoA) rediiktaz enziminin

selektif kompetitif inhibitérudir. Bu gruptaki ilaglardan
farkli olarak hiperkolesterolemisi olan hastalarda ylkselmis
LDL kolestrolu ve trigliserit dlizeylerinin her ikisini birden
distirme endikasyonuna sahip tek ilactir (1-3).

Atorvastatinin miktar tayini ve safsizlik analizleri icin
literatUrlerde genellikle ylksek performansli sivi kromatog-
rafisi (HPLC) ile kombine edilmis UV veya kiitle dedektor sis-
teminin kullanildigi yontemler yer almaktadir (4).
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Ertlrk ve ark. (5) tarafindan HPLC metodu kullanilarak
atorvastatinin toz Uriin ve tabletlerdeki bozunma Griinleri
icin bir ydntem gelistirilmistir. Kullanilan metot ile atorvas-
tatin, desfloro-atorvastatin, diastereomer atorvastatin,
bilinmeyen safsizlik ve yardimci maddeler birbirlerinden
ayrilmiglardir. Metanol, asetonitril ve su ya da degisik pH
degerleri kullanarak gradient bir ayirnm gerceklestirilmistir.
En iyi ayinm Luna C;4 kolonu kullanilarak asetonitril, amon-
yum fosfat pH:4 tamponu ve tetrahidrofuran iceren mobil
faz ile gerceklestirilmistir. Akis hizi 1.0 ml/dakika ve dalga
boyu 248 nm'ye ayarlanmistir.

Vijayamirtharaj ve ark. (6) tarafindan atorvastatin kalsi-
yumun, telmisartan iceren ikili kombinasyon tablet dozaj
sekillerinden analizi icin bir HPLC-UV metodu gelistirmis ve
valide etmistir. Analitik ayrim Phenomenex C;gq
250x4.6mm,5um kolon ile gerceklestirilmistir. Mobil faz
olarak ACN:0.01 M potasyum dihidrojen fosfat pH:4 tampo-
nu kullaniimis, akis hizi 2.5 ml/dakikaya ve dalga boyu da
250 nm'ye ayarlanmistir. Gelistirilen metotta atorvastatin
kalsiyum icin dogrusallik ¢calismalari 86-130 pug/ml araligin-
da 6 farkl konsantrasyon icin yapilmis ve regresyon katsayi-
s10.9999 olarak tespit edilmistir.

Kracun ve ark. (7) tarafindan atorvastatine ait oksidatif
bozunma urinleri, yapisal kararliliklari ve izolasyonuna ait
bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada atorvastatinin dort
oksidatif bozunma urliniiniin izolasyonu icin bir metot
gelistirilmistir. ATV-FX1 (4-(1b-4-floro-fenil)-6-hidroksi-6-
isopropil-1a-fenil-6a-fenilkarbomoil-hekzahidro-1,2-
dioksa-5a-aza-siklopropa(a)inden-3-il-3-(R)-hidroksibutirik
asit) atorvastatinin alkali asetonitrilli ¢ozeltisinin icine hid-
rojen peroksit ilavesiyle hazirlanmistir. Glines 151ginda bir-
kag saat atorvastatinin sulu asetonitrilli ¢6zeltisinin pH:8-9
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Figure 1: Atorvastatin ve diklofenak'in kimyasal formdilleri

olan potasyum hidroksit ile alkalizasyonu sonucu ATV-FXA
(4-[6-(4-florofenil)-6-hidroksi-1b-izopropil-6a-fenil-1a-
fenilkarbomoil-hekzahidro-1,2-dioksa-5a-aza-
siklopropan(a)-inden-3-il]-3-(R)-hidroksibutirik asit) olus-
mustur. Fosforik asit ile gerceklestirilen asitifikasyonu sonu-
cu FXA1 ve FXA2 (3-(4-florobenzoil)-2-izobutiril-3-fenil-
oksirin-2-karboksilik asit fenilamid ve 4-(4-florofenil)-2,4-
dihidroksi-2-izopropil-5-fenil-3,6-dioksa-bisiklo[3.1.0]
hekzan-1-karboksilik asit fenilamid) hazirlanmistir. izole
edilmis oksidatif bozunma Uriinlerinin analizi ters faz kro-
matografik sartlarda XBridge Shield RP 18 150x4.6mm,
3.5um kolon kullanilarak gerceklestirilmistir. Akis hizi 2.0
ml/dakika ve dalga boyu 248 nm'ye ayarlanmistir. Amon-
yum asetat (pH:4) tamponu ve asetonitril iceren mobil faz
ile gradient bir ayinm gerceklestirilmistir.

Mohammadi ve ark. (8) yapilan baska bir stabilite calis-
masinda ise ayirim, mobil faz olarak (55:45 h/h) asetonit-
ril-0.025 M NaH,PO, tamponu (pH:4.5) kullanilarak gercek-
lestirilmistir. Akis hizi dakikada 1 ml olacak sekilde ayarlan-
mis ve UV dedektdr icin dalga boyu 273 nm olarak segilmis-
tir. Onerilen metodun atorvastatin icin dogrusalligi 2-30 pg/
ml araliginda tespit edilmis ve dedekte edilebilir alt sinir
(LOD) 0.65 g /ml, tayin edilebilir alt sinir ise (LOQ) 2 pug/ml
olarak bulunmustur.

Atorvastatinin biyolojik sivilardan miktar tayini icinde
cesitli kromatografik yontemler gelistirilmistir. Literattrler-
de bu yontemlerin blyik bir kisminin HPLC ile kombine
edilmis UV veya kiitle dedektdr sisteminin (MS) kullanildigi
yontemler oldugu goze carpmaktadir. Liu ve ark. (9), Fara-
hani ve ark. (10), Bahrami ve ark. (11) insan plazmasindan
atorvastatinin analizi icin UV dedektorin kullanildigr bir
HPLC metodu gelistirmislerdir. Novakova ve ark. tarafindan

Cl

MH

Diklofenak (internal standard)
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ise atorvastatinin biyolojik sivilarda miktar tayini icin bir
UPLC/MS metodu gelistirilmistir (12). Bir baska calismada
da (13) atorvastatin ve metabolitleri olan orthohidroksi
(0-AT) ve para-hidroksi (p-AT) atorvastatinin HPLC/MS-MS
ile insan, kdpek ve fare plazmasinda analizi i¢in bir metod
gelistirilmis ve valide edilmistir.

Mazurek ve ark. (14) tarafindan atorvastatin kalsiyum
tablet icerisindeki atorvastatini belirlemek icin FT-Raman
spektroskopisi kullanilarak bir metot gelistirilmistir. Bir bas-
ka analitik ydntemde ise Guihen ve ark. (15) tarafindan
atorvastatin kalsiyum icin kapiler elektroforez ve mikrogip
elektroforez kullanilarak hizli bir analiz yontemi gelistiril-
mistir.

Literatlrlerde atorvastatinin miktar tayini ve safsizlikla-
rinin analizleri icin kromatografik ayirim genellikle tampon
¢ozeltilerinin kullanildigr gradient bir metot kullanilarak
saglanmistir. Bu calismada, diklofenak sodyum internal
standart olarak kullanilarak isokratik bir ayirim ile atorvas-
tatin kalsiyumun analizinin yapilmasi amaclanmistir. Bu
yontem ile atorvastatinin tablet formundan miktar tayini
yapilmasi da planlanmistir.

GEREC VE YONTEM

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calisma standardlari olan atorvastatin kalsiyum ve dik-
lofenak sodyum Abdi ibrahim ilag Sanayi ve Anonim Sirke-
tinden temin edilmistir. Fosforik Asit, asetonitril ve metanol
analitik saflikta olup, Merck firmasindan temin edilmistir.
Ator 20 mg film tablet (Sanovel ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S.)
yerel bir eczaneden satin alinarak temin edilmistir.

HPLC Sistemi ve Kromatografik Kosullar

Kromatografik ayirnm ters faz yiiksek basincl sivi kro-
matografisi teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz-
de Uizerinde G1315B model diode-array dedektor, G1311A
model pompa, G1316A model kolon isiticisi ve G1379A
model gaz giderici tastyan Agilent 1100 serisi HPLC cihazi
kullanilmistir. Ayirim icin Kromosil C,g (250x4.6mm, 5um)
kolonu kullaniimistir. Mobil faz olarak asetonitril ve
%0.01'lik fosforik asit (67:33 h/h) (pH: 4.6) kullanilarak isok-
ritik bir ayirim gergeklestirilmistir. Akis hizi 1.5 ml/dakika ve
dalga boyu 246 nm'ye ayarlanmistir.

Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler ve
Hazirlaniglan

%0.01 ‘lik Orto Fosforik Asit Hazirlanmasi: 0.6 ml
%85'lik orto fosforik asit alinarak 500 ml'ye deiyonize su ile
tamamlanir. iyice karistirildiktan sonra 0.2 um’lik filtreden
stizlillr ve degaze edilir.

Stok Standart Hazirlanmasi: 11 mg atorvastatin kalsi-
yum trihidrat calisma standardi 100 ml'lik balon jojeye ali-
nip, 10 ml metanol, 40 ml aseton ilave edilip 2-3 dk ultraso-
nik banyoda bekletilir. Daha sonra hacim deiyonize su ile
tamamlanir. 0.20 um'lik filtreden siiziiliip, sisteme enjekte
edilir.

Standart Cozeltisi Hazirlanisi: Stok standart ¢ozelti-
sinde 20 pl alinip 1 ml'ye metanol ile tamamlanir.

internal Standart Hazirlanmasi: 7.5 mg diklofenak sod-
yum calisma standardi olarak tartilip, 7.5 ml metanolde
¢ozullr ( Konsantrasyon: Tmg/ml ).

Blank (K6r) Hazirlanmasi: 400pl Aseton,100ul metanol
ve 500ul su karistirilip, bu ¢ozeltiden 20pl alinip 1 ml'ye
metanol ile tamamlanir.

Metot Validasyonu

Dokuz farkl konsantrasyonda standart numunesi hazir-
lanmistir. Konsantrasyonlar sirasiyla 0.5-1-2-4-10-15-20-25-
30 pg/ml olarak secilmistir. Bu 9 farkl konsantrasyonlar ile
bir kalibrasyon egrisi olusturulmus ve secilen 3 konsantras-
yon Uzerinden (1-10-25 pg/ml) dogruluk, kesinlik, dedekte
edilebilir alt sinir limiti (LOD, sinyal/gurilti=3) ve tayin edi-
lebilir alt sinir limiti (LOQ, sinyal/gurilti=10) validasyon
parametreleri incelenmistir.

Tanimlayici istatistiksel analiz (% Relatif Standard Sap-
ma (RSS), korelasyon katsayisi ve ortalama + S) Microsoft
Office Excel programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tablet Numunesinin Hazirlanisi

On adet film kapl tablet tartilmis ve iyice ezilerek toz
edilmistir. Yaklasik bir tablet agirligi toz karisim tartilarak
100 ml'lik balon jojeye alinmistir. 10 ml metanol, 40 ml ase-
ton eklenerek 450 rpm'de 60 dakika karistirilip, hacmine
ayni ¢ozlicl ile tamamlanmistir. Bu ¢6zeltiden 2 ml alinip,10
ml'ye seyreltilmistir. 0.20 um'lik naylon siringa filtreden
(N66) suizuiliip, sisteme enjekte edilmistir.
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Sekil 1: Atorvastatin kalsiyuma ait kromatogram (atv: atorvastatin, 10 ug/ml )
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Sekil 2: Diklofenak sodyuma ait kromatogram (dkf: diklofenak sodyum, 20 pg/ml )
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Sekil 3: Atorvastatin kalsiyum ve diklofenak sodyuma ait standart kromatogram (atv: atorvastatin, 10 pg/ml; dkf: diklofenak sodyum, 20 pg/ml)

BULGULAR analizi icin bir yontem gelistirilmistir. Kullanilan metot ile
atorvastatin ve yontemde kullanilan i¢ standart birbirlerin-
Yiiksek performansh sivi kromatografisi metodu kullani- ~ den ayrilmislardir. Asetonitril ve 0.1'lik fosforik asit (67:33

larak atorvastatinin hammadde ve tabletteki miktar tayini h/h) mobil fazi (pH: 4.6) ve kromosil C; g (250x4.6mm, 5pm)
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Tablo 1: Gelistirilen metot icin glin ici ve guinler arasi kesinlik sonuglari

Ornek Eklenen miktar (pg/ml) Sonug (OrtalamazS.S.) %RSS
Atorvastatin Kalsiyum 1 99.4+0.2 0.66
Gin ici (n=6) 10 99.7+0.004 0.16
25 99.5+0.03 0.55
Atorvastatin Kalsiyum 1 99.1£0.15 0.86
Glinler arasi (n=6) 10 99.4+0.01 0.65
25 99.2+0.73 0.52

n: Analiz sayisi
S.S.: Standart Sapma Degeri
RSS: Relatif Standart Sapma Degeri

Tablo 2: Atorvastatinin limit degerleri

Ornek LOQ (ug/ml) LOD (pg/ml)
Atorvastatin 0.500+0.010 0.125+0.010
LOQ: Tayin edilebilir alt limit
LOD: Dedekte edilebilen alt limit
Tablo 3: Dogruluk calismasi sonuglari (% geri kazanim)
% 40 % 100 % 150
Pik Alanlari

4pg/ml 10 pg/ml 15 pg/ml
Numune-1 9.72 236 35.1
Numune-2 9.62 23.8 354
Numune-3 9.70 234 356
Ortalama 9.68 236 354
% RSS 0.55 0.85 0.71
% Geri Kazanim 40.81 99.5 149.25

kolonu kullanilarak isokrotik bir ayirnm gergeklestirilmistir.
Akis hizi 1.5 ml/dakika ve dalga boyu 246 nm'’ye ayarlanmis-
tir. Taze hazirlanmis stok ¢ozeltileri kullanilarak kromatogra-
fik yontemin etkinligi ve sistem uygunluk parametreleri tes-
pit edilmistir. Atorvastatin kalsiyum ve diklofenak sodyum
icin kuyruklanma faktori 1'den kiiclik, ayirim faktori 2'den
buyik ve kapasite faktorii 2.50 olarak tayin edilmistir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda atorvastatin kalsiyum
pikinin alikonma zamani 3.770+0.200 dakika (Sekil 1), inter-
nal standart olarak kullanilan diklofenak sodyumun alikon-
ma zamanl ise 5.266+0.200 dakika (Sekil 2) olarak tespit
edilmistir. Atorvastatin kalsiyum ve diklofenak sodyum pik-
leri birbirinden diizgiin olarak ayrilmistir (Sekil 3).
Baslangigta 9 farkli konsantrasyon (0.5-1-2-4-10-15-20-
25-30 pg/ml) kullanilarak bir kalibrasyon egrisi elde edilmis-
tir. Dogrusallik cahismalari atorvastatin icin 0.5-30 pg/ml
arasinda yapilmis olup, dogru denklemi y= 24.443x-4.6604
olarak saptanmistir. Korelasyon katsayisi r* 0.99908 olarak
bulunmustur. Bu kalibrasyon egrisinden 3 konsantrasyon

Tablo 4: 20 mg Atorvastatin kalsiyum ihtiva eden bir tablet icerisindeki
atorvastatin miktari

Metot Kesinligi Miktar Tayini Sonucu

Bulunan Deger

Ortalama % RSS

Atorvastatin % 99.7 0.15 19.94

20 mg tablet

secilip (1-10-25 pg/ml) giin ici ve giinler arasi altisar enjek-
siyon yapilmis ve kesinlik belirlenmistir (Tablo 1). Tablo 2'de
ise atorvastatin icin dedekte edilebilir alt sinir limiti (LOD, S/
N=3) ve tayin edilebilir alt sinir limiti (LOQ, S/N=10) tespit
edilmis olup limit degerleri sunulmustur. Tablo 3'de dogru-
luk parametresinin (% geri kazanim) sonuclari sunulmustur.

Gelistirilen ve valide edilen miktar tayini yontemi kulla-
nilarak 20 mg atorvastatin ihtiva eden tablet icerisindeki
atorvastatin miktari tayin edilmistir. 20 mg atorvastatin ice-
ren bir tabletin analizi sonucu hesaplanan relatif standart
sapma degeri ve miktar tayini sonucu Tablo 4'de gosteril-
mistir. Bir tablette 19.94 mg atorvastatin kalsiyum oldugu
tespit edilmistir.

SONUC

Bu calismada atorvastatin kalsiyum icin yeni bir ters faz
HPLC-UV metodu gelistirilmistir. Basit bir mobil faz kullani-
larak metot optimize edilmistir. Ayinm gradient bir metod
olusturulmadan saglandidi icin litaratlrlerde verilen yon-
temlere gore daha kisa surede tamamlanmis (yaklasik 6
dakika) ve daha az ¢ozlicli kullanilmistir. Metot kesinlik (tek-
rarlanabilirlik), dogruluk (geri kazanim), dogrusallik ve LOD-
LOQ parametreleri agisindan valide edilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda atorvastatin pikinin ali-
konma zamani 3.770+0.200 dakika, internal standart olarak
kullanilan diklofenak sodyumun alikonma zamani ise
5.266+0.200 dakika olarak tespit edilmistir. Atorvastatin ve
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diklofenak pikleri birbirinden diizgin olarak ayrilmistir. Bas-
langicta 9 farkl konsantrasyon (0.5-1-2-4-10-15-20-25-30
pg/ml) kullanilarak bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir.
Dogrusallik calismalar atorvastatin icin 0.5-30 ug/ml ara-
sinda yapilmis olup, korelasyon katsayisi (r) 0.99908 olarak
bulunmustur. Bu kalibrasyon egrisinden 3 konsantrasyon
secilip (1-10-25 pg/ml) giin ici ve glinler arasi kesinlik calis-
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