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Oz

Ketiapin, sizofreni, major depresif bozukluk ve bipolar bozukluk
tedavisinde kullanilan bir tir atipik antipsikotik ajandir. Bu
¢alismada, ketiapinin saf ve formilasyonlarda miktar tayini igin
cevresel ve operator dostu analitik yontemler gelistirilmistir. En
iyi spektrumlar ultra saf su ile elde edildigi icin, bu ¢ozicu
spektrofotometrik analiz igin kullanildi. Ketiapin standart
¢ozeltilerinin 290 nm dalga boyunda UV isigini maksimum
diizeyde absorbe ettigi tespit edilmis ve tespit icin 290 nm dalga
boyu segilmistir. Her iki yontem de ICH kurallarina gore
dogrulandi. Gelistirilen ydntemlerle 5-30 pug mL™ konsantrasyon
araliginda korelasyon katsayilarinin 0,999'dan biyiik oldugu
tespit edildi. Gelistirilen yodntemler ticari formulasyonlara
uygulanmistir. Elde edilen sonuglar ortalamalar igin Student (t)
testi ve standart sapmalar igin Fischer (F) testi kullanilarak
karsilastirilmigtir.  Yontemler arasinda 6nemli bir fark
gbzlenmemistir. Gelistirilen yontemlerin yesillik
degerlendirmesi AGREE yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Gelistirilen analitik yontemler, ticari formilasyonlarda ketiapin
miktar tayini igcin mikemmel ¢evresel ve analist dostu
alternatifler olarak 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ketiapin;, Farmasétikler; Yesil analitik yontem,
Validasyon
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Abstract

Quetiapine is a kind of atypical antipsychotic agent used in the
treatment of schizophrenia, major depressive disorder and
bipolar disorder. In this study, environmental and operator-
friendly analytical methods were developed for the
quantification of quetiapine in pure and formulations. Since the
best spectra were obtained with ultrapure water, this solvent
was used for spectrophotometric analysis. Quetiapine standard
solutions were found to maximally absorb UV light at a
wavelength of 290 nm and a wavelength of 290 nm was chosen
for detection. Both methods were validated according to ICH
guidelines. The correlation coefficients were found to be greater
than 0.999 in the concentration range of 5-30 ug mL-1 with the
developed methods. The developed methods were applied to
commercial formulations. The results were compared using
Student (t) test for means and Fischer (F) test for standard
deviations. No significant difference was observed between the
methods. The greenness evaluation of the developed methods
was carried out using AGREE software. The developed analytical
methods are recommended as excellent environmental and
analyst-friendly alternatives for the quantification of quetiapine
in commercial formulations.

Keywords: Quetiapine; Pharmaceutical; Green analytical method,
Validation

1. Giris

Gunumuzde, cevre ve operator dostu analitik tekniklerin

gelistirilmesi hayati ©6nem kazanmistir ve analitik
yontemlerde cevre dostu kimyasallar giderek daha fazla
kullaniimaktadir. Bu nedenle, belirli bir analiti tanimlamak
icin analitik bir teknik gelistirirken, iki ana 6zelligin dikkate
alinmasi gerekir. Bunlardan ilki dogruluk, dogrusallik,
secicilik ve hassasiyet gibi dogrulama parametrelerinin
metrolojik degerleridir. ikincisi, siirecin daha az ener;ji
kullanmasi ve hem ¢evre hem de operator icin glivenli

olmasidir (minimum atik olusumu, kimyasal geri kazanim

ve reaktif glivenligi) (Armenta et al. 2008, Koel and
Kaljurand 2006, Tobiszewski et al. 2010). Hem ilag sektor
hem de arastirma merkezleri, hem kalitatif hem de
kantitatif amaglar icin popiler bir analitik teknik olarak
ylksek performansl sivi kromatografisini (HPLC) siklikla
kullanmaktadir. Geleneksel HPLC tekniklerinin ¢ogu, atik
madde olarak kabul edilen ve hem insanlar hem de ¢evre
icin tehlikeli olan toksik organik ¢oziicilerin kullanimini
icerir. Bu yontemler bertaraf edilmesi gereken cok fazla
atik olusturur ve metanol ve asetonitril gibi ¢ok sayida
tehlikeli organik ¢6ztcl kullanir. Bu durum operatorin
sagligiicin risk olusturdugu gibi ciddi cevresel sorunlara da
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yol agmaktadir. HPLC yontemlerinin daha gevreci hale
getirilmesi cevresel etkiyi azaltir ve operator glivenligini
artirir (Assassi et al. 2015, Yang et al. 2011, Armenta et al.

2008).

Yesil HPLC metotlari gelistirmek igin cesitli kilavuzlar
mevcuttur. Kolonlarin i¢ capini kiglltmek, kolonlarin
partikil boyutunu kigiltmek ve/veya kolon uzunlugunu
azaltmak gibi kolonla ilgili parametreleri degistirerek
solvent tiiketimini en aza indirmek, yiksek sicakliklarda
calismak ve daha yesil ve gevre dostu alternatif solventler
kullanmak yesil HPLC yontemleri gelistirmenin ilkeleri
olarak siralanabilir (Ptotka et al. 2013, Welch et al. 2010,
Sandra et al. 2010).

Kolonlarin i¢ gapinin azaltilmasi akis hizini ve dolayisiyla
solzvent tiketimini azaltir. Ancak bu yaklasim ile kolon
HPLC aparati
gerekmektedir (UV hiicre hacmi, bekleme hacmi, baglanti

boyutuna uyarlanmis bir kullanmak
borulari vb.). Kolonlarin partikil boyutunun azaltilmasi
kromatografik verimliligi artirir, bu da ¢ozindrlik kaybi
olmadan kolon uzunlugunun azaltilmasina ve dolayisiyla
solvent tiketiminin azaltilmasina olanak tanir. Sonug
olarak, kromatografik analiz hizlanir, ancak ayni zamanda
basing artar. Ylksek sicakliklarda c¢alismak, ¢ozici

viskozitesi nedeniyle basinci azaltir ve bu, baz
durumlarda tamamen sulu bir mobil fazin kullaniimasina
izin verebilir (Yang et al. 2011). Solvent tiketiminin
azaltilmasi ve solventlerin daha cevre dostu olanlarla
yesil
uygulamasidir. Mobil fazlarda kullanilan solventlerin
daha az tehlikeli

azaltmak veya daha disuk capli kolonlar veya minyatir

degistirilmesi kromatografik analizin iki ana

toksisitesini olanlarla degistirerek
cihazlar kullanarak tiiketilen miktarlar ortaya g¢ikarmak,
yaygin analizlerde uygulanabilir. Su ve etanol bazli ¢evre
dostu mobil fazlar, metanol ve asetonitril gibi toksik
¢Oziculerin kullanimini azaltarak toksik atik Gretimini
azaltmaktadir (Dogan vd. 2020).

Ketiapin (QTP) sizofreni, major depresif bozukluk ve
bipolar bozukluk tedavisinde kullanilan bir tir atipik
antipsikotik ajandir (Burns 2001). ilac formiilasyonlarinda
QTP,
Fizikokimyasal

formunda  kullanilir.
Tablo 1'de

hemi fumarat tuzu

ozellikleri  asagidaki

sunulmustur (int.Kay.1).

Literatlir taramasi QTP'nin farkh ¢6ziici ortamlarinda
spektrofotometrik yontemlerle (Pucci et al. 2003, Pucci,
Arulappa et al. 2009, Basavaiah et al. 2010, Basavaiah et
al. 2011, Valarmathi et al. 2013, Kunte and Wagh 2009,
Shashikant et al. 2009, Rajendraprasad et al. 2010,
Aybaba vd. 2012, Srihari and Chakravarthi 2011,
Rajendraprasad et al. 2012, Rajendraprasad et al. 2011,
Lakshmi and Rambabu 2012, Vinay and Revenasiddappa

2012, Hussain et al. 2018, Reddy et al. 2014) analiz
edildigini gdstermistir. Ayrica QTP'nin biyolojik sivilarda
ve farmasotik  formilasyonlarda  ince  tabaka
kromatografisi (Sathiya et al. 2014, Dedania et al. 2013,
Khanvilkar et al. 2013) ile belirlendigi ortaya ¢ikmistir.
QTP' nin cesitli matrislerde (Ingale et al. 2013,
Bellomarino et al. 2009, Belal et al. 2008, Dalvi et al. 2018,
Suneetha and Lakshmana Rao 2010, Rajendraprasad and
Basavaiah 2017, Talusani and Sivasubramanian 2013,
Ramadan et al. 2012, Nagaraju 2015 ), ilgili bilesiklerinin
(Talele 2018, Raju et al. 2009, Rosa et al. 2013, Krishna et
al. 2008) veya metabolitlerinin (Kumar et al. 2013)
varliginda, diger ilaglarla kombinasyon halinde (Karaca vd.
2016, Saracino et al. 2006, Youssef et al. 2016, Sharma et
al. 2010, Shen et al. 2014, Silva Gracia et al. 2017)
belirlenmesi icin HPLC yontemleri yayinlanmistir. Ultra-
performans sivi kromatografi yontemi de yayinlanmistir
(Trivedi and Patel 2011).

Tablo 1. Fizikokimyasal 6zellikler (QTP)

Ozellik Deger
isim 2-[2-(4-Dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-
ylpiperazinl-yl)ethoxy]ethanol hemifumarate
Formul (C21H25N302S)2.C4H404
Yapisi ﬁw/\/ov\m
QN\ N\) Hope S L0
S~
g
Molekdl agirlhigi 883.09
Erime noktasi 174-176 °C
Log P 2.81
pKa/Guglt asidik ~ 15.12

pKa/Guglt bazik ~ 7.06
Cozunurluk Su ve etanolde az ¢ozlnir

Metanolde eser miktarda ¢oziinur

Bu yontemlerin ¢ogu toksik organik ¢oOzicller ve
ulasilmasi zor ve c¢ogu dusuk
Ornek

hazirlama adimlari karmasiktir ve uzun ¢alisma sireleri ve

maddeler gerektirir
hassasiyet ve segicilik ile karakterize edilir.
gradyan ellsyonu gerektirir. Bu nedenle, dokme toz ve
oral formilasyonlarda QTP analizi icin yesil, basit ve
guvenilir kromatografik ve spektrofotometrik
yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, bu
¢alisma, basit bir ekstraksiyon prosediri ile farmasotik
Grianlerdeki QTP' nin miktar tayini icin mobil faz organik
¢Ozicl olarak etanol kullanan ¢evre ve analist dostu bir

sivi kromatografi yontemi ve ¢ozlicli olarak sadece ultra

71



Farmasétik Formiilasyonlarda ve Saf Formda Ketiapin Miktar Tayini icin Operatér ve Cevre Dostu..., DEMIR vd.

saf su kullanan bir spektrofotometrik yontem gelistirmeyi
Ayrica, bu calismanin amaci QTP' nin
yesil HPLC ve  yesil
spektrofotometrik yontemlerin kullanilmasinin etkisini

amaglamistir.
farmasotik  analizinde
vurgulamak ve geleneksel yontemlerin ayni analitik

performans Ozelliklerine sahip daha c¢evre dostu
yontemlerle degistirilebilecegini kanitlamaktir. Onerilen
hicbir toksik

kullanilmamistir. Kalite kontrol laboratuvarlarinda rutin

yontemlerde sekilde kimyasal
analizler icin siirekli kullanilabilecek ve cevreye zarar
vermeden minimum atik Uretecek sekilde tasarlanmistir.
Gelistirilen  yontemler profiline

greennes gore

karsilagtiriimgtir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Enstriimanlar

Kromatografik analizler Chemstation yazilimi ile
donatilmis bir HPLC sisteminde (Agilent 1260, ABD)
gerceklestirilmistir. Spektrofotometrik analizler 1.0 cm'lik
kuvars kivetler ve UV-Probe yazilimi (Shimadzu UV-1800,
Japonya) ile donatilmis ¢ift 1sin yollu bir spektrofotometre
kullanilarak gergeklestirilmistir. pH 6lglimleri cam elektrot
ile donatilmis bir pH metre (Mettler-Toledo, isvicre) ile
gerceklestirilmistir. Calismalarda kullanilan ultra saf su,
bir su aritma sistemi (Millipore Milli-Q, ABD) kullanilarak
Uretilmigtir.

2.2. Malzemeler ve reaktifler

Tim ¢ozuculer sivi kromatografisi icin gradient safliktaydi.
British  Pharmacopoeia (BP) Referans Standardi,
asetonitril (2%99,9), metanol (2%99,0), etanol (2%99) ve
analitik sinif formik asit (2%99,0) Sigma-Aldrich Chemie
GmbH'den
calismada kullanilan QTP tabletler (Seroquel, 25 mg) yerel

(istanbul, Tirkiye) satin alinmistir. Bu
bir eczaneden (Afyonkarahisar, Tirkiye) satin alinmistir.
Tim ¢ozeltilerin ve mobil fazin hazirlanmasinda ultra saf
su (0,055 uS cm-1) kullanilmistir. Mobil faz, bir vakum
pompasi kullanilarak bir membran filtreden (0,45 pum)
analizden 6nce

suzilmis ve sonikasyona tabi

tutulmustur.
2.3. Farmasotik g¢ozeltiler

Stok standart ¢ozelti (500 pg mL?): 25 mg referans QTP
standardi dogru bir sekilde tartilmis ve 50 mL'lik bir
volimetrik siseye aktarilmis, 20 mL ultra saf su eklenmis,
¢O6ziinmeyi saglamak icin 6 dakika boyunca sonikasyon
hacim ultra saf su

yapilmis ve ile 50 mLl'ye

tamamlanmustir.

Standart gozeltiler: Stok ¢ozeltinin farkli hacimleri ultra
saf su ile seri seyreltmelere tabi tutularak 5-30 pg mL*
konsantrasyon araliginda alti standart c¢o6zelti elde

edilmistir.

Ornek ¢ozelti (20 ug mLY): On QTP tablet (Seroquel, 25
mg) hassas bir sekilde tartilmis ve ortalama bir tabletin
kitlesi kaydedilmis, kuru ve temiz bir havanda ezilmis,
ince bir toz haline getirilmis ve karistiriimistir. QTP'nin 25
mg'ina esdeger tablet tozu hassas bir sekilde tartiimis ve
50 mL'lik bir volumetrik siseye aktariimistir. Yaklasik 20
mL ultra saf su eklenmis ve tam ¢oziinmeyi saglamak igin
30 dakika boyunca doner bir galkalayicida ¢alkalanmustir.
Hacim ultra saf su ile tamamlanmistir. Karisim 10 dakika
boyunca sonike edilmis ve ardindan 0,45 mm membran
filtreden stzGlmuistir. Bu ¢ozelti stok numune ¢ozeltisi
olarak adlandirilir. Stok numune ¢o6zeltisi ultra saf su ile
seyreltilmis ve 20 pg mL-1 konsantrasyonda bir numune
¢Ozeltisi hazirlanmistir.

2.4. Yontemlerin gelistiriimesi

(5-30 pg-mL-1, n = 6)
araligindaki standart ¢oOzeltiler, tespit dalga boyunu

ilk olarak, konsantrasyon
belirlemek igin bir UV spektrofotometresinde 200-400 nm
dalga
gelistirilirken, kromatografik kosullar iyi bir pik sekli, en

boyu araliginda taranmistir. HPLC yOntemi
disuk kuyruk faktord, kisa bir alikonma siresi ve yiksek
bir teorik plaka sayisi gibi iyi pik parametreleri elde etmek
icin optimize edilmistir. Baglangicta cesitli tampon
sistemlerinden olusan mobil fazlar denenmis ancak pik
parametrelerinin zayif oldugu gortlmiustir. Farkl tiplerde
ve farkli boyutlarda kolonlar denenmis ancak pik
parametrelerinin zayif oldugu goérilmistir. Extend C18
(250 mm x 4,6 mm, 5 um) kolon kullanilarak iyi pik
Mobil faz

su/metanol, su/asetonitril ve su/etanol karisimlari farkh

parametreleri elde edilmistir. olarak
oranlarda test edilmistir. Mobil faz olarak etanol ve ultra
saf su (20/80, v/v) kullanilmis ve bu da uzun bir analiz
suresine yol agmistir. Analiz siiresini kisaltmak i¢in mobil
fazin su bileseni formik asit ile asitlendirilmistir (pH:2.0).
Bu kosullar altinda, hem analit piki ile etkilesime
girebilecek safsizliklari hem de belirtilen kosullar altinda
kolonda daha wuzun siire kalabilecek ilag matrisi
bilesenlerinin varhgini tespit etmek icin numune ¢ozeltisi
enjekte edilmistir. Ayrica, numune ¢ozeltileri 6 dakikalk
analiz slresiyle sisteme sirayla enjekte edilmis ve bir
analizden digerine herhangi bir safsizligin tasinmadigi
gbzlemlenmistir. Bu nedenle analiz siiresi 6 dakika olarak
ayarlanmistir. Ayrica, yliksek kolon sicakhiginin avantaji
nedeniyle kolon sicakhgi 30 °C olarak segilmistir. QTP' nin
spektral modelleri, spektrofotometrik analiz icin farkli
¢Oziciler (ultra saf su, etanol, metanol ve izopropil alkol)
kullanilarak  kapsamh  bir  sekilde incelenmistir.
Spektrofotometrik analiz icin ¢dzlcl olarak ultra saf su
kullanildiginda, QTP'nin en iyi spektrumlar elde edildi.
QTP standart ve numune c¢ozeltilerinin absorbans

degerleri 290 nm dalga boyunda 6l¢lilmustdr.
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2.5. Analitik yéntemlerin validasyonu

QTP' nin miktar tayini icin gelistirilen analitik metotlar ICH
Q2 (R1) kilavuzuna gore valide edilmistir (Validation of
procedures 2005, Validation of
Methods; 1994). Kromatografik
yontemin segciciligini degerlendirmek icin kromatografik

analytical
Chromatographic

sisteme standart, numune ve mobil faz ¢ozeltileri enjekte
edilmistir. QTP numune ¢ozeltisinin kromatogramlari
standart ¢ozeltinin kromatogramlari ile karsilastiriimis,
yapan
Spektrofotometrik yontemin segiciligini degerlendirmek

girisim piklerin varligi incelenmistir.
icin standart ve numune c¢ozeltisi spektrofotometrede
200-400 nm dalga boyu araliginda taranmistir. QTP
numune ¢o6zeltisinin spektrumlari standart ¢o6zeltinin
spektrumlari ile karsilastirilmig, girisim yapan bantlarin

varligl incelenmistir.

Kromatografik yontemin sistem uygunlugunu
degerlendirmek icin, standart c¢ézelti (20 pg mL?)
kromatografik sisteme kisa zaman araliklaryla alti kez
Elde edilen

alikonma siireleri, pik alanlari, kuyruk faktoérleri ve teorik

enjekte edilmistir. kromatogramlardan

plaka sayilari kaydedilmistir. Pik alanlar ve alikonma

sureleri  i¢cin  bagll standart sapma degerleri

hesaplanmistir.  Spektrofotometrik yontemin sistem
uygunlugunu degerlendirmek igin standart ¢ozeltinin (20
ug mL1, n=6) absorbans degerleri 290 nm dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda o6lglilmistir. Absorbans

degerlerinin bagil standart sapma degeri hesaplanmistir.

Kromatografik yéntemin dogrusalligi, 5 ila 30 pug mL?
konsantrasyon araligindaki alti standart ¢ozeltinin HPLC
sistemine Ug¢ farkli ginde U¢ kez enjekte edilmesiyle
belirlenmistir. Her bir konsantrasyon icin elde edilen pik
alanlari kaydedilmistir. Pik alanlari konsantrasyonlara
grafige gecirilerek bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Spektrofotometrik yéntemin dogrusalligi, 5 ila 30 ug mL*
konsantrasyon araligindaki alti standart ¢ozeltinin
absorbans degerlerinin spektrofotometrede (¢ farkli
ginde (¢ kez olglilmesiyle belirlenmistir. Her bir
konsantrasyon icin elde edilen absorbans degerleri
kaydedilmistir. Absorbans degerleri konsantrasyonlara
grafige egrisi
olusturulmustur. Her iki analitik ydontemden elde edilen

karsi gegirilerek  bir  kalibrasyon
veriler kullanilarak en kiiglik kareler ydontemi ile regresyon
analizi yapiimistir. Yontemin dogrusalligi mutlak ortalama
geri kazanim, RSD ve kalibrasyon egrisinin R? degeri ile

belirlenmistir.

Yontemlerin hassasiyeti, tespit limitleri (LOD) ve miktar
belirleme limitleri (LOQ) hesaplanarak degerlendirilmistir.
Tespit ve miktar belirleme limitleri (LOD) = 3,3 x g /S ve
(LOQ) = 10 x g / S denklemleri kullanilarak kalibrasyon

egrisinin  kesisti§i noktanin standart

egiminden belirlenmistir. Bu denklemlerde ¢ kalibrasyon

sapmasl  ve

egrisinin y eksenini kestigi noktanin standart sapmasi ve S
kalibrasyon egrisinin egimidir.

Analitik yontemlerin  dogrulugu "standart ekleme
yontemi" kullanilarak degerlendirilmistir. Eklenen analitin
% geri kazanim degerleri belirlenmistir. Sirasiyla 15, 20 ve
25 pg mL? konsantrasyonlari elde etmek icin dnceden
analiz edilmis bir numune ¢ozeltisine (10 pg mL?) analitin
%75-%100-%125 standart orani eklenmistir. Elde edilen
¢cOzeltiler, gelistirilen yontemler kullanilarak yeniden
kantitatif olarak analiz edilmistir. Analitin % geri kazanim

miktarlari hesaplanmistir (n = 6).

Analitik yontemlerin hassasiyeti giin ici ve glnler arasi
hassasiyet olarak degerlendirilmistir. Glin igi kesinlik, her
iki yontemde de ayni giin 20 pg mL* konsantrasyonundaki
standart ¢6zeltinin kantitatif analizi ile belirlenmistir (n =
3). Gunler arasi kesinlik, her iki yontemde de birbirini
izleyen (¢ ginde 20 ug mL?! konsantrasyonundaki
standart ¢ozeltinin kantitatif analizi ile belirlenmistir (n =
9). Kromatografik yontem igin pik alanlari ve alikonma
sureleri kaydedilmis ve bagil standart sapma degerleri
hesaplanmistir. ~ Spektrofotometrik  yontemde ise
absorbans degerleri 6l¢lilmis ve bagil standart sapma

degerleri hesaplanmistir.

Kromatografik yontemin saglamligi, yontem kosullarinda
kiguk, kasith degisiklikler yapilarak degerlendirilmistir.
Mobil fazin akis hizinda (+0,1 mL min), mobil fazdaki
organik modifiye edici iceriginde (+%2) ve tespit dalga
boyunda (+2 nm) kuglk degisiklikler yapilmis ve bu
degisikliklerin sistem uygunluk parametreleri tzerindeki
etkisi
sistem

gozlemlenmistir. Her modifikasyondan sonra,

uygunluk parametrelerini  belirlemek igin
kromatografik sisteme bir standart ¢dzelti (20 pg mL?)
enjekte edilmis ve sonuglar orijinal kromatografik kosullar
standart

altindakilerle karsilastirilmistir.  Bu  etkiler

¢Ozeltinin  UG¢  kopya  analizinde incelenmistir.
Spektrofotometrik yontemin saglamligini degerlendirmek
icin organik ¢oziicide (etanol ve izopropil alkol) ve tespit
dalga boyunda (288 ve 292 nm) kiguk degisiklikler

yapilmistir. Sonuglar agagidakilerle karsilastiriimistir.

2.6. Analitik yéntemlerin
degerlendirilmesi

greennes profillerinin

Analitik prosedurlerin yesilligi, metrik bir sistem olan
AGREE sistemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu sistem,
ilkesini

yesillik degerlendirmesinin 12 temel icerir,

kullanici dostu bir yaziima sahiptir ve uygulamasi
kolaydir, stirecin gliclii/zayif yonlerini gosteren renkli bir
piktogram ciktisi ile yorumlanmasi kolaydir. AGREE' nin

toplam puani, kiyaslama puanlarinin agirlikli ortalamasidir
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ve grafigin ortasinda gosterilmektedir. AGREE' nin toplam
puani 0.0 (en disiik puan) ile 1.0 (miikemmel puan)
arasinda degismektedir. Grafik, toplam puani ve
kiyaslama puanlarini gorsel olarak sunmaktadir (Ptotka-
Wasylka 2018, Pena-Pereira et al. 2020).

3. Bulgular
3.1. Yontemlerin gelistirilmesi

(5-30 pg-mL?, n = 6) konsantrasyon araligindaki standart
¢Ozeltiler UV spektrofotometresinde 200-400 nm dalga
boyu araliginda taranmistir. Standart ¢ozeltilerin Ust liste
bindirilmis spektrumu Sekil 1'de verilmistir. QTP'nin
maksimum absorpsiyon dalga boyu 290 nm
belirlenmistir.

olarak

W
Absorbance =
[—)

-
F S
un

0.00

200 300 Wavelength nm. 400

Sekil 1. 5-30 pg mL? konsantrasyon araliginda QTP standart
¢ozeltilerinin Ust Uste bindirilmis spektrumu.

Gelistirilen analitik yontemlerin  kosullari  asagida
verilmistir.

Kromatografik yontem;

Ayirma igin bir Extend C18 kolon (250 x 4,6 mm, 5 um)
kullanilmis ve sicaklik 30 °C'de sabit tutulmustur. Mobil
faz olarak Formik asit ¢ozeltisi (ultra saf suda %0.1) ve
etanol (65/35, v/v) kombinasyonu kullaniimistir. izokratik
elisyon 1.0 mL min? akis hizinda gerceklestirilmis ve
tespit icin 290 nm secilmistir.

Spektrofotometrik yontem;

QTP'nin en iyi spektrumlari ultra saf su ile elde edildi ve
spektrofotometrik analiz icin bu ¢dzlci kullanildi. QTP
standart c¢ozeltilerinin UV 1s18intl maksimum dizeyde
absorbe ettigi dalga boyunu belirlemek igin standart
¢Ozeltiler 200-400 nm dalga boyu araliginda taranmistir.

Tespit icin 290 nm dalga boyu segilmistir.
3.2. Analitik yontemlerin validasyonu

ilag formilasyonlarinda QTP'nin miktar tayini igin

gelistirilen  analitik  yontemler, "secicilik, sistem

uygunlugu, dogrusallik, kesinlik, hassasiyet, saglamlik ve
ozgulluk" ICH Q2 (R1)

parametreleri acisindan

kilavuzlarina  gore Kromatografik
yontemin seciciligini degerlendirmek icin kromatografik

sisteme standart, numune ve mobil faz ¢ozeltileri enjekte

dogrulanmistir.

edilmistir. U¢ kromatogram karsilastirilmis ve analit piki
etrafinda girisim yapan pik(ler)in varligi incelenmistir.
Numune ve mobil faz c¢o6zeltisinin kromatogramlari
standart ¢ozeltinin kromatogrami ile karsilastinildiginda,
QTP alikkonma siresi ile etkilesen herhangi bir pik
gozlenmemistir. Uretilen

Kromatografik  yontemle

standart, numune ve mobil faz c¢ozeltilerinin

kromatogramlari Sekil 2'de sunulmustur.

E ]
-'E.
=
=
2|
=
=
100-
80-
60-
40
Standard sol.
*0-
20 Sample sol.
0 Mobile phase
0 1 2 3 4 5 6 Ret. time min
Sekil 2: Standart, numune ve mobil faz ¢o6zeltisinin
kromatogrami

Spektrofotometrik yontemin seciciligini degerlendirmek
icin standart, numune ve ¢6zlci olarak kullanilan ultra saf
suyun spektrumlari alinmistir. Ug spektrum karsilastiriimis
ve analit spektrumu etrafinda girisim yapan spektral
bant(lar)in varligi incelenmistir. Ornek ¢ézelti ve ¢dziicii
spektrumunda QTP bantlari ile etkilesen herhangi bir bant
gozlenmemistir. Spektrofotometrik yontemle (retilen
standart, numune ve mobil faz ¢ozeltilerinin spektrumlari
Sekil 3'te sunulmustur.

3.00 ' ' '
v
vl i
[x]
<
2
4 |
1.45
L Ultra-pure water
0.00
| | | |
200 300 Wavelength, nm. 400

Sekil 3: Standart, numune ve ultra saf su spektrumu
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Kromatografik yontemin sistem uygunlugunu
degerlendirmek icin, 20 ug mL?' konsantrasyonlu bir
standart ¢ozelti sisteme alti kez enjekte edilmis ve sistem
uygunlugunun birincil parametreleri elde edilmistir. QTP
mikemmel pik simetrisine sahipti ve pik alanlari ve

alikonma sireleri sirekli olarak dasik degiskenlik

gosterdi. Spektrofotometrik yontemin sistem
uygunlugunu degerlendirmek icin, 20 pg mL?
konsantrasyonundaki standart ¢ozeltinin absorbans

degerleri spektrofotometrede kisa araliklarla alti kez

Tablo 2. Sistem uygunluk testlerinin sonuglari

Olgulmistur. QTP absorbans degerleri surekli olarak
disuk
kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi kromatografik

degiskenlik  gostermistir.  Bu  calismadaki
yontem icin 0,9999 ve spektrofotometrik yontem igin
0,9994'tir. Bu da yontemlerin ticari formiilasyon
matrislerine sahip numuneler igin uygun oldugunu
Tablo 2'de

listelenmistir. Bu nedenle, gelistirilen yontemlerin ticari

gostermektedir.  Belirlenen  degerler
formiilasyonlarda QTP'nin miktar tayini icin uygun oldugu

soylenebilir.

Sivi kromatografi teknigi

UV spektrofotometri teknigi

Numune
Pik Alani Alikonma siresi Pik kuyruklama Teorik plaka sayisi Absorbance

1 807.08 4.440 1.242 4266 0.936
2 812.72 4.441 1.258 4257 0.923
3 806.85 4.436 1.245 4274 0.924
4 807.61 4.436 1.248 4283 0.935
5 809.84 4.435 1.248 4256 0.925
6 813.04 4.434 1.268 4287 0.938
Ortalama deger 809.52 4.437 1.252 4271 0.930
S.D. 2.809 0.003 0.010 13.065 0.007
R.S.D. 0.347 0.064 0.776 0.306 0.737

Stok standart ¢ozeltisi (500 pg mL-1) ultra saf su ile
seyreltilerek, standart ¢ozeltiler (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 ug
mL?) Uc¢ kopya halinde hazirlanmistir. Kromatografik
yontem icin standart ¢ozeltiler sisteme enjekte edilmistir.
Analitin pik alanlari ve alikonma siireleri kaydedilmistir.
Her konsantrasyon seviyesi icin ortalama pik alanlar
hesaplanmistir. Standart ¢0Ozeltinin konsantrasyonuna
karsi pik alani degerleri ile bir kalibrasyon grafigi cizildi.
Spektrofotometrik yontem icin, standart c¢ozeltilerin
absorbans degerleri bos ¢ozeltiye karsi olctilmustir. Her
bir konsantrasyon seviyesi icin ortalama absorbans degeri
Standart
degerine karsi absorbans degerleri ile bir kalibrasyon

hesaplanmistir. ¢Ozeltinin  konsantrasyon
grafigi cizilmistir. Analitik yontemlerin dogrusallik verileri
regresyon analizi ile degerlendirilmistir. Regresyon
denklemi, egim ve kesisim, en kiclik kareler yontemine
dayali  dogrusal regresyon analizi  kullanilarak
hesaplanmistir. Dogrusallik calismalarinin sonuglari Tablo
3'te sunulmustur. 5-30 pg mL?! konsantrasyon araliginda,

kalibrasyon egrisi iyi bir dogrusal iliski gostermistir.

Gin ici kesinlik, 20 pg mL?! konsantrasyonlu standart
¢Ozeltinin ayni gin icinde (¢ enjeksiyonundan elde edilen
QTP piklerinin alanlari ve alikonma sureleri kromatografik
yontemle kaydedilerek belirlenmistir. Spektrofotometrik
yéntemde, 20 upg mL?! konsantrasyonlu standart
¢Ozeltinin absorbans degerleri ayni giin icinde (¢ kez
Olgllmus ve kaydedilmistir. Ginler arasi kesinlik, 20 pg
mL? konsantrasyonlu standart cdzeltinin her giin (g
enjeksiyonundan elde edilen QTP piklerinin alanlar ve

alikonma sureleri kromatografik yontemle (¢ ardisik

giinde kaydedilerek belirlenmistir. Spektrofotometrik

yéntemde, 20 pg mL! konsantrasyonlu standart
¢Ozeltinin Ug absorbans degeri olglilms ve (g ardisik glin

boyunca her giin kaydedilmistir.

Tablo 3. Analitik yontemlerin regresyon verileri

Parametre Sivi uv
kromatografi spektrofotometri
teknigi teknigi

Dogrusallik 5-30 5-30

araligi, ug

mL?

Regresyon

denklemi

(y=mx+n)

Egim (m) 41.094 0.043

Kesisme (n) -9.953 0.078

Belirleme 0.9999 0.9994

katsayisi (r?)

LOD, ug mL?  0.60 0.70

LOQ, ug mLt 1.80 2.00

Geri kazanim  99.15-101.24 98.83-100.65

% [n = 3]

Pik alanlari, alikonma siireleri ve absorbans degerlerinin
bagil standart sapmasi hesaplanmistir. Gln ici kesinlik ve
gunler arasi kesinlik sonuglari Tablo 4'te verilmistir.
Analitik yontemlerin pik alanlari, alikonma sireleri ve
absorbanslarinin  bagil standart sapma degerlerinin
%1.00'in altinda oldugu goérilmektedir. Verilerimiz,
yontemlerin validasyon gerekliliklerini yerine getirdigini
gostermektedir.
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Tablo 4. Analitik yontemlerin kesinlik sonuglari

Sivi kromatografi teknigi

UV spektrofotometri teknigi

Kesinlik Alilkonma zamani i Muhteva Muhteva
) Pik alani Absorbans
min. % %
5 Ortalama deger 4.44 809.15 99.97 0.927 100.11
S S.D. 0.003 3.393 0.71 0.007 0.610
©  R.s.D. 0.058 0.419 0.71 0.808 0.908
5 Ortalama deger 4.45 810.16 100,12 0.933 100.24
g § S.D. 0.004 3.456 0,840 0.009 0.760
1 [§]
© R.S.D. 0.090 0.427 0,839 0.964 0.758
Tablo 5. Analitik yontemlerin dogruluk sonuglari
Teknik Standart ekleme seviyesi Standart eklenle miktari  Ortalama geri kazanim 5.D. R.S.D.
% pug mL %
75 15 99.55 0.274 0.275
Sivi kromatografi teknigi 100 20 99.78 0.183 0.183
125 25 99.92 0.125 0.125
75 15 99.37 0.467 0.470
UV spektrofotometri teknigi 100 20 99.63 0.264 0.265
125 25 99.76 0.236 0.237

Analitik yontemlerin dogrulugu, numune c¢ozeltisine g
farkli miktarda QTP standardi eklenerek belirlenmistir.
Standart, numune ¢dzeltisine (20 pg mL') QTP iceriginin
%75, %100 ve %125'i oraninda eklenmistir. Elde edilen
¢Ozeltiler analitik yontemlerle analiz edilmistir. Eklenen
degerleri
hesaplanmistir. Her konsantrasyon igin Ug tekrarl test

standart miktarinin % geri  kazanim
gerceklestirilmistir. Geri kazanim ylizdeleri kromatografik
%99,00 ile %99,84 arasinda ve
spektrofotometrik yontem igin %98,53 ile %99,88
arasinda degismistir. Maksimum bagil standart sapma
0,330 ve

spektrofotometrik yontem icin 0,445'tir. Geri kazanim

yontem igin

degerleri  kromatografik yontem igin

¢alismalarinin sonuglari Tablo 5'te sunulmustur.

Yontemlerin saglamligini degerlendirmek icin her iki
analitik yéntemin optimal degerlerinden kiigiik sapmalar

Tablo 6. Analitik yéntemler igin saglamlik testlerinin sonuglari (n=3)

yapilmis ve bu modifikasyonlarin sistem uygunluk
etkisi
sistem

parametreleri  Gzerindeki gozlemlenmistir.

Kromatografik yontemde, uygunluk
parametrelerini belirlemek i¢in her modifikasyondan
sonra kromatografik sisteme standart bir ¢ézelti (20 pg
mL?) enjekte edilmis ve sonuglar orijinal kromatografik
altindaki

Kromatografik yontem igin HPLC sistemine bir referans

kosullar sonuglarla karsilastiriimistir.
¢Ozelti (20 ug mL-1) enjekte edilmistir. Spektrofotometrik
yontemde, farkh ¢oziicllerin ve tespit dalga boylarinin
etkisi incelenmis ve orijinal spektrofotometrik kosullar
altindaki sonuglarla karsilastinlmistir. Bu etkiler standart
¢Ozeltinin Gg¢ tekrarli analizi ile incelenmistir. Yontem
parametreleri icin optimum  degerlerden  kigik
sapmalarin sonuglar tGzerinde 6nemli bir etkisi olmamistir.
Elde edilen sonuglara gore, en biiyik bagil standart sapma

degeri %0,75 olarak hesaplanmistir (Tablo 6).

Ortalama geri

Metod Sistem kosullari Degerler kazanim R.S.D.
%

Standart kosullar 100.04 0.49
Yiiksek akis hizi (mobil faz) 1.10 mL min™! 99.63 0.56
Dusuk akis hizi (mobil faz) 0.90 mL min™? 99.48 0.60

Sii kromatografi teknigi Yiiksek tespit dalga boyu 292 nm. 99.66 0.42
Dusuk tespit dalga boyu 288 nm. 99.71 0.52
Yiksek etanol igerigi (mobil faz) 37% 99.68 0.45
Dusuk etanol igerigi (mobil faz) 33% 99.55 0.48
Standart kosullar 99.86 0.66
Yiiksek tespit dalga boyu 292 nm. 99.49 0.64

UV spektrofotometri teknigi Dustik tespit dalga boyu 288 nm. 99.30 0.75
Cozucu Etanol 99.41 0.70
Coziici izopropil alkol 99.13 0.68
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3.3. Analitik yontemlerin farmasoétik formiilasyonlara
uygulanmasi

6 tablet (Seroquel, 25 mg) gelistirilen analitik yéntemlerle
kantitatif olarak analiz edilmistir. Her iki analitik yontemle
elde edilen sonuglar ve 6 tekrar Gzerinden hesaplanan
ortalama, standart sapma ve bagil standart sapma
degerleri Tablo 7'de verilmistir. Her iki analitik yontemle
elde edilen sonuglarin  ortalamalar  agisindan
karsilastirilmasi  Student (t) testi, standart sapmalar
acisindan karsilastirilmasi ise Fischer (F) testi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tablodaki sonuglar incelendiginde,
dogruluk ve kesinlik agisindan iki analitik yontem arasinda
anlaml bir fark olmadig1 gorilmektedir. 6 deneme igin
hesaplanan t ve F degerleri, ilgili tablolarda bildirilen

degerlerden daha dugsuktir.

Tablo 7. QTP tabletlerin analiz sonuglarinin istatistiksel
degerlendirmesi (Seroquel, 25 mg)
uv
Sivi kromatografi
spektrofotometri
teknigi
teknigi
Numune
tablet tablet
Muhteva Muhteva
icinde icinde
% %
mg mg
1 24.772 99.32 25.257 101.00
2 24.621 98.71 24935 99.71
3 25.023 100.32 25.127 100.48
4 24.992 100.20 24983 99.90
5 24.937 99.98 25.003 99.98
6 25.311 101.48 24.744 98.94
Ortalama deger 24.94 100.00 25.01 100.00
S.D. 0.24 0.94 0.17 0.70
R.S.D. 0.94 0.94 0.70 0.70
tualue / tiable 312/639
I:value/ Ftable 013/278

3.4. Analitik yontemlerin yesillik degerlendirmesi

Analitik yéntemlerin yesillik degerlendirme piktogramlari
Sekil 4'te sunulmustur. Kromatografik yontemin skoru
0,74 iken spektrofotometrik yontemin skoru 0,84'tir.
Kromatografik yontemin AGREE piktograminda, GAC
ilkeleri 1, 7, 8 ve 10'a karsilik gelen puanlar oldukca
dusikken, ilke 2, 4, 6, 9 ve 11 icin performans
mikemmeldir (Sekil 4A). Spektrofotometrik ydntemin
AGREE piktograminda, GAC prensipleri 1, 5 ve 7 igin
puanlar oldukg¢a dusikken, prensip 2, 3, 4,9, 10, 11 ve 12
icin performans mikemmeldir (Sekil 4C). Her iki analitik
yontemin de yesil oldugu sdylenebilir, ancak
spektrofotometrik yontem kromatografik yonteme gore

daha yesildir. Referans icin karsilik gelen renk skalasi Sekil
4B'de sunulmustur.

Sekil 4. A: Kromatografik yontemin AGREE piktogrami, B:
Referans igin renk skalasi, C: Spektrofotometrik yontemin
AGREE piktogrami.

4. Sonuglar ve Tartigsma

Literatlirde bildirilen tiim yontemlerde HPLC analizinin
mobil fazinda organik modifiye edici olarak asetonitril
veya metanol kullanilmis ve analiz slreleri olduk¢a uzun
olmustur. Bu da asiri atik olusumuna yol agmaktadir. Bu
calismada, QTP'nin farmasotik Grinlerdeki miktar tayini
icin dogrulama siirecinin tim gereksinimlerini karsilayan
cevre ve operator dostu kimyasallar kullanilarak yesil
yontemler

kromatografik ve  spektrofotometrik

gelistirilmistir.

Gelistirilen analitik yontemlerin numune hazirlama
toksik
Gelistirilen yodntemlerin AGREE metrigi
Analitik
numune hazirlama

asamasinda kimyasallarin kullanimindan
kaginilmistir.
kullanilarak greennes profili  cikarilmistir.
yontemlerin ¢evre dostu olmasi
asamasindan tespit asamasina kadar degerlendirilmistir.
Numune hazirlama ve mobil fazda ¢evre ve operator
dostu kimyasallarin kullanimi alternatif bir bakis acisi
saglamistir.  Sonuglar, farmasotik Griinlerde QTP'nin
miktar tayini igin gelistirilen yontemlerin kromatografik
kalite kaybi olmadan gergeklestirildigini gdstermistir. Bu
tir yesil analiz yontemleri, laboratuvarlarinda daha cevre
dostu analiz yontemleri gelistirmek isteyen analistleri

tesvik edecektir.

Atik olusumunu azaltmak ve g¢evre kirliligini 6nlemek igin
cevre dostu analitik yontemler gelistirmek insanligin
gelecegi icin daha da 6nemli hale gelmistir. Bu amagla,
dokme ve farmasotik tGrinlerdeki QTP'nin kantitatif tayini
icin etanol bazli mobil faz kullanan yesil bir RP-HPLC
yontemi ve c¢oOzich olarak ultra saf su kullanan
spektrofotometrik bir yontem gelistirilmistir. Gelistirilen
analitik  yontemler  ICH kriterleri kullanilarak
dogrulanmistir ve dogru, hassas, spesifik ve dlsik tespit
limitlerine sahiptir.  Gelistirilen yontemlerin  tim
asamalarinda ultra saf su ve etanol gibi toksik olmayan,
givenli ve ekonomik organik ¢éziciler kullanilmistir. Her
iki yontem de AGREE'ye gore cevre dostudur. Ayrica

gelistirilen yontemlerin AGREE profil puani yayinlanmis
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yontemlerden daha yuksektir. Dolayisiyla gelistirilen
QTP'nin
kantitatif analizinde analistlerin ve gevrenin glivenligi igin
halihazirda

ekonomik bir alternatif olabilir.

analitik yontemler, farmasoétik drinlerdeki

kullanilan yontemlere c¢evre dostu ve

Etik Standartlar Bildirgesi
Yazarlar tim etik standartlara uyduklarini beyan ederler.

Yazarlik Katki Beyani

Yazar 1: Kaynaklar, Arastirma, Deney, Yazma — orijinal taslak

Yazar 2: Kaynaklar, Arastirma, Deneyleme, Bigimsel analiz, Dogrulama,
Metodoloji, Gorsellestirme, Yazma — orijinal taslak,

Yazar 3: Arastirma, Fikir Sahibi, Yazma

Yazar 4: Arastirma, Bigimsel analiz, Yazma

Cikar Catigmasi Beyani
Yazarlarin bu makalenin igerigiyle ilgili olarak beyan edecekleri higbir
¢ikar gatismasi yoktur.

Verilerin Kullanilabilirligi
Bu calisma sirasinda olusturulan veya analiz edilen tim veriler,
yayinlanan bu makaleye dahil edilmistir.
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