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OZET

TABLET FORMU iILACLARDA 1. SINIF VE 2A SINIFI ELEMENTAL
IMPURITE DEDEKSIYONU iCIN AAS iLE METOT GELISTIRME

Serafettin Yigit SAIN

Yiksek Lisans Tezi

Kirklareli Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Danisman: Dog. Dr. Cemile OZCAN

Temmuz 2021, 42 sayfa

22 Mart 2019 tarihinde yayimlanan uluslararasi uyum konferansi kilavuzu ICH Q3D(R1)
‘e gore, ilaglarda indiktif eslesmis plazma (ICP) analizi uygulanarak elemental
impiiriteler i¢in sinir konsantrasyonlarin belirlenebilecegi yontemler agiklandi.

ICP cihazlarinin bulunabilirligi zor ve sifirdan temininin maliyetli olmasindan dolayz,
laboratuvarlarda daha sik bulunan ve yogun olarak kullanilan atomik absorpsiyon
spektroskopisi (AAS) ile ayn1 numune hazirlama teknikleri ile AAS cihazi kullanilarak
metot adaptasyonu saglandi. ICH kilavuzu en disiik tespit ve kantitatif dedeksiyon
limitleri, grafit firin atomik absorpsiyon spektroskopisi (GF AAS) cihazinin tespit
limitlerine uygundur.

Ilgili kilavuzda belirtilen en kritik ve limiti en diisiik 1. Smif ve 2A sinifi metallerin en
sik kullanilan tablet formundaki ilag numuneleri i¢in metot gelistirme ve validasyonu
calismalan gergeklestirildi. 1. Simf arsenik (As), kadminyum (Cd), civa (Hg), kursun
(Pb), ve 2A smifi kobalt (Co), nikel (Ni), vanadyum (V). Ornek hazirlama mikrodalga
destekli firinda, %65 HNOs ve %37 HCI (5:1, h/h) karisimi asitle yakma kullanilarak
gercgeklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Elemental Impiirite, Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi, Metot

Validasyonu, Tablet Ilaglar.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN AAS METHOD FOR
QUANTITATION OF CLASS 1 AND CLASS 2A ELEMENTAL IMPURITIES
IN TABLETS

Serafettin Yigit SAIN

MSc Thesis

Kirklareli University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Supervisor: Dog. Dr. Cemile OZCAN
July 2021, 42 pages

According to the international harmonization conference guide ICH Q3D (R1) published
on March 22, 2019, the methods by which the limits for elemental impurities can be
determined by applying inductively coupled plasma (ICP) analysis in drugs were
anHay1runced.

Due to the difficult availability of ICP devices and the cost of procurement from scratch,
method adaptation was achieved using the same sample preparation technigques as atomic
absorption spectroscopy (AAS), which is more common in laboratories and the AAS
device. The ICH guide complies with the lowest detection and quantitative detection
limits, detection limits of graphite furnace atomic absorption spectroscopy equipment
(GF AAS).

Method development and validation studies were carried out for the most critical and the
worstcase limit Class 1 and Class 2A metals specified in the relevant guideline, and the
drugs in tablet form samples which are used most frequently. Class 1 arsenic (As),
cadmium (Cd), mercury (Hg), lead (Pb), and class 2A cobalt (Co), nickel (Ni), vanadium
(V). Sample preparation was performed by microwave-assisted acid digestion using a
mixture of 65% HNOs and 37% HCI (5:1, v/v).

Keywords: Elemental Impurity, Atomic Absorbtion Spectrocopy, Method Validation,
Heavy Metals, Tablet Drugs.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullamilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

L Litre

mL Mili litre

pL Mikro litre

g Gram

ng Mikro gram

ppm Milyonda bir

ppb Milyarda bir

Kisaltmalar Aciklamalar

AAS Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi

GFAAS Grafit Firin Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi

ICH Uluslararasi Ila¢ Uyum Konferansi

ICP Indiiktif Eslesmis Plazma

ICP-OES Indiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektroskopisi
ICP-AES Indiiktif Eslesmis Plazma Atomik Emisyon Spektroskopisi
ICP-MS Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektroskopisi

MS Kiitle Spektroskopisi

PDE Izin Verilen Giinliik Maruziyet

USP Amerika Farmakopesi

LA-ICP-MS Lazer Asindirmali ICP-MS



1. GIRIS

Uzun zamandir diinyadaki her sektdrde oldugu gibi ilag sektorii icerisinde de kalite risk
yonetimi, iiriin yasam dongilisii boyunca ilag (tibbi) iirliniiniin kalitesine yonelik risklerin
degerlendirilmesi ve kontrolii i¢in sistematik bir siire¢ islemektedir. Insanligm Ilaglari
Kullanimindaki Teknik Gereksinimlerin Entegrasyonunu Saglayan Uluslararas1 Konsey
(ICH), eczacilik ile ilgili tiriin gelistirme ve tescilinin bilimsel ve teknik yonlerini
tartismak icin diizenleyici otoriteleri ve ilag endiistrisini bir araya getiren bir girigimdir.
Ozellikle, ilag iiretiminde dogrudan veya dolayli olarak ortamda tespit edilen agir metaller
uluslararasi bilim duayenleri tarafindan tartisilmaktadir. Uluslararas: ilag sirketlerinin
birlikte mutabik kaldigr agir metal konusu, 22 Mart 2019 tarihinde yayimlanan
uluslararasi entegrasyon konferansi kilavuzu “ICH Q3D(R1)” ile ilag sektorii igerisine
uyarlanmistir [1]. Bu kilavuz yardimiyla bir ilacin iiretiminden-piyasaya siiriilmesine
kadar temasta oldugu tiim siireci degerlendirerek elementlerin safsizlik-kritik esik
limitlerini tanimlamaktadir. Bu limitlere gore yapilacak degerlendirmelerde kullanilacak
analiz metotlar1 da ilgili kilavuzda atiflarla tanimlanmis ve degerlendirilip iiriinlerin
piyasaya siiriilebilmesi agisindan Kritik veriler oldugu vurgulanmistir. ICH’e gore,
farmasotik preparatlar iiretilirken kalite alanindaki uyumlastirma basarilari, stabilite
calismalarmin yiiriitiilmesi, safsizlik testi icin ilgili esiklerin tanimlanmasi ve Iyi Uretim

Uygulamalar1 (GMP) risk yonetimine dayali 6nemli yaklagimlari igermektedir [3].

llgili atiflarda metal analizleri icin ICP cihazi &nerilmektedir [2]. ICP cihazlarinin
bulunabilirligi zor ve sifirdan temininin maliyetli olmasindan dolay1, laboratuvarlarda
daha sik bulunan ve yogun olarak kullanilan atomik absorbsiyon spektroskopisi (AAS)
cihazt kullanilarak ayni numune hazirlama teknikleri ile metot adaptasyonunun
saglanmasi amaglanmaktadir. ICH kilavuzundaki metaller i¢in verilen en diisiik tespit ve
kantitatif dedeksiyon limitleri, grafit firin atomik absorbsiyon spektroskopisi (GFAAS)
cthazinin tespit limitlerine uygundur [4]. Tiim bunlarin 15181nda GFAAS cihazina gore

metot tasarlanip, ICH Q2’ye gore validasyonunun yapilmasi planlanmaktadir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Ilaglarda Elemental Impiiriteler

Eczacilik iirlinlerindeki temel safsizliklar hammadde ve yardimci maddelerinin
iretiminden son bitmis {irlin iiretim yerine gelip iretim basamaklar1 gibi c¢esitli
kaynaklardan gelebilmektedir ki; bunlar, sentez isleminde kullanilmasi zorunlu olan katki
maddeleri (katalizorler gibi), isletmedeki ekipmanlar veya kullanilan kap/kapak
sistemleri ile etkilesimden kaynakli olabilir. Elemental impiiriteler (safsizliklar) hastaya
herhangi bir terapotik (tedavi edici) fayda saglamadigindan dolayi, ilag iiriiniinde kabul

edilebilir sinirlar iginde tutulmalari gerekmektedir. Bu kilavuzun ii¢ ana bolimii vardir:

» Potansiyel temel safsizliklar igin toksisite verilerinin degerlendirilmesi,

» Toksikolojiyi ilgilendiren her bir element i¢in izin verilen gilinliik maruziyet
(PDE= The Permitted Daily Exposure)'in belirlenmesi,

> llag iiriinlerindeki elemental safsizliklar kontrol etmek igin risk temelli bir

yaklagimin uygulanmasi.

flag iiriinlerindeki temel safsizliklarmn PDE'leri asmamasi kosuluyla, ilag iiretim
prosesinde basvuru sahibinin islem-iiretim kapasitesine herhangi bir zorunluluk
getirilmemektedir. Bu kilavuzda ilaglardaki PDE'lerin tiim hasta popiilasyonlarinin
sagliklar1 i¢in koruyucu tedbirler 6nerdigi goriilmektedir. Bazi ilag tiriin 6zelliklerindeki
bilgiler (katalizle bozulma gibi), kaliteyi olumsuz etkiledigi gosterildiginde toksisite
esiklerinin seviyesindeki temel safsizliklar belirlendigi anda ilacin {iretiminin

durdurulmasini garanti edilebilmektedir [1].

Ayrica, bu kilavuz, ICH Q9'da risk yonetimi ilkelerini kullanan ilag triiniindeki temel
giivenligi kontrol etmek i¢in bir slire¢ sunmaktadir. Bu siireg, ilag {irliniindeki temel
safsizliklar (ham maddelerin, c¢oziiciilerin, yardimci maddelerin, ambalajlama ve
ctiketleme malzemelerinin kullanimi dahil) sinirlandirmak i¢in riske karst bir kontrol

stratejisi gelistirmek i¢in bir platform saglamaktadir [5].



2.2. Elementlerin Siniflandirilmasi

ICH kilavuzunda yer alan elementler, onlarin toksisitelerine ve ilag¢ tirtiniindeki olugsma
olasiliklarina gore ti¢ sinifa ayrilmistir ve ger¢eklesme olasiligr asagidakiler dahil ¢esitli
faktorlerden tiiretilmistir. Bunlar: farmasotik proseslerde kullanim olasiligi, farmasdtik
islemlerde kullanilan malzemelerdeki diger elemental safsizliklar ile izole edilmis bir
safsizligin olma ihtimali, elementin gozlemlenen dogal bollugu ve c¢evresel dagilimidir.
Kilavuzun amaglar1 dogrultusunda, diisiik dogal bolluga sahip bir element "1 atom/10°
silisyum atomu" oldugu bildirilen dogal bolluga sahip bir elementi ifade eder [6].
Siniflandirma semas1 ¢ok toksik elementler iizerine risk degerlendirmesine ve ayni
zamanda ila¢ triiniine dahil olma olasiligina da odaklanmay1 amaglamaktadir (Cizelge

2.1). Temel safsizlik siniflar1 sunlardir:

Smuf 1: As, Cd, Hg ve Pb elementleri, eczacilik {iriinlerinin tiretiminde siirli kullanimi
olan veya hi¢ kullanilmayan toksik maddelerin basinda gelir. ilag iiriinlerindeki varliklar:
genellikle yaygin olarak kullanilan malzemelerden kaynaklanmaktadir. Essiz dogalari
nedeniyle, bu dort element i¢in tiim potansiyel kaynaklar arasinda elemental safsizliklar
ve uygulama yollarmin arasindaki risk degerlendirmesini  gerektirir. Risk
degerlendirmesinin sonucu bazi durumlarda Sinif 1 elementlerinin test edilmesini
icerebilen ek kontroller gerektirebilecek bilesenleri belirleyecektir. Tiim bilesenlerin
Siif 1 elemental safsizliklar igin testin gerekmesi beklenmemektedir; test yalnizca
PDE'nin karsilanmasini saglamak i¢in uygun kontrol olarak risk degerlendirmesi

tanimlandig1 zaman uygulanmalidir.

Sinif 2: Bu siniftaki elementler genellikle kullanim yoluna bagli insan toksik elementleri
olarak kabul edilir. Sinif 2 elementleri, ilag iiriiniinde nispi meydana gelme olasiliklarina

gore 2A ve 2B alt siniflarina ayrilir [1].

Siif 2A elementleri (Co, Ni ve V), ilag iriiniinde nispeten yiliksek meydana gelme
olasiligina sahiptir ve bu nedenle, tiim potansiyel elemental safsizlik kaynaklart ve

uygulama yollari i¢in risk degerlendirmesi gerektirir.

Sinif 2B elementleri (Ag, Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Se ve Tl), diisiik bolluklar1 ve diger
materyallerle birlikte izole edilme potansiyeli diisiik olmas1 nedeniyle ilag iiriiniinde daha

az meydana gelme olasiligina sahiptir. Sonu¢ olarak, ila¢ maddelerinin, yardimeci



maddelerin veya ilag iiriinliniin diger bilesenlerinin iiretimi sirasinda kasithi olarak

eklenmedikge risk degerlendirmesinin disinda tutulabilirler.

Sinif 3: Bu siniftaki elementler (Ba, Cr, Cu, Li, Mo, Sb ve Sn), oral (agiz) yoluyla
uygulamada nispeten diisiik toksisitelere sahiptir (yiiksek PDE'ler, genellikle>500
ug/giin) ve kasith olarak eklenmedikge, risk degerlendirmesi sirasinda dikkate
alinmalarina gerek yoktur. Ancak soluma (inhalasyon) ve damar (Parenteral) yollari i¢in
elemental safsizliklarin dahil edilme potansiyeli risk degerlendirmesinde PDE 500

ng/giin'iin izerinde olmadigi siirece dikkate alinmasi gerekebilir.

Diger unsurlar (Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, W ve Zn): Diisiik dogal toksisiteleri
ve/veya bolgesel diizenlemelerdeki farkliliklar nedeniyle PDE'lerin tespit edilmedigi bazi
elemental safsizliklar bu klavuzda ele almmamistir. Bu elemental safsizliklar ilag
iirlinlinde mevcutsa veya dahil edilmisse, belirli elementler ((6rn., bozulmus bdbrek
fonksiyonu i¢in Al; riskli karaciger fonksiyonu olan hastalar i¢in Mn ve Zn) veya nihai
ilag iirlinii i¢in kalite hususlar (6rn., terapotik proteinlerde W safsizliklarinin varligi) i¢in
gecerli olabilecek diger kilavuzlar ve/veya bolgesel diizenlemeler ve uygulamalar

tarafindan ele alinmaktadir.

Cizelge 2.1. Risk degerlendirmesinde dikkat edilecek elementler

Uriine kasith olarak Uriine kasitli olarak eklenmemigse
Element Smf

cklenmigse (tiim yollar) A7 Yolu  Damar yolu  Soluma yolu

Cd 1 Evet Evet Evet Evet
Pb 1 Evet Evet Evet Evet
As 1 Evet Evet Evet Evet
Hg 1 Evet Evet Evet Evet
Co 2A Evet Evet Evet Evet
V 2A Evet Evet Evet Evet
Ni 2A Evet Evet Evet Evet
TI 2B Evet Hay1r Hayir Hay1r
Au 2B Evet Hayir Hayir Hayir
Pd 2B Evet Hay1r Hayir Hay1r
Ir 2B Evet Hayir Hayir Hayir
Os 2B Evet Hayir Hayir Hayir




Rh 2B Evet Hay1r Hay1r Hay1r

Ru 2B Evet Hayir Hayir Hayir
Se 2B Evet Hayir Hayir Hayir
Ag 2B Evet Hayir Hayir Hayir
Pt 2B Evet Hayir Hayir Hayir
Li 3 Evet Hay1r Evet Evet
Sh 3 Evet Hay1r Evet Evet
Ba 3 Evet Hayir Hayir Evet
Mo 3 Evet Hay1r Hay1r Evet
Cu 3 Evet Hay1r Evet Evet
Sn 3 Evet Hayir Hayir Evet
Cr 3 Evet Hayir Hayir Evet

2.3. Tez Calismasi icin Elementlerin Se¢imi ve Coziiniirlestirme Prosediirii

Elementlerin siniflandirilmasinda iiretimi yapilan eczacilik tiriiniine kasitli olarak eklenen
ve eklenmeyen secenekte bakilmasi ve degerlendirmesi gereken en toksik ve en riskli ilk
7 element (1 ve 2A sinifi) i¢in ¢alisma yapilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu metallerin
saptanmasi i¢in ¢aligilacak tiriin olarak Covid tedavisinde de insanlarin en ¢ok kullandig:
bir agr1 kesici olan parasetamol tablet {liriinii uygun goriilmiistiir. 500 mg etken maddeli
parasetamol tablet iiriiniinde ilk 7 en riskli element i¢in GFAAS’de metot validasyonu

caligsmalan gerceklestirilmistir.

Amerika farmakopesi 233 numarali monografta bahsi gecen ve onerilen testler [CP-OES,
ICP-AES ve ICP-MS cihaz ile uygulanmaktadir. ilgili ¢alismamizda numune hazirhk ve
diger onerileri bu monograftan alarak cihaz olarak GFAAS ile ilerlenmistir. Numune
olarak tablet formu ila¢ sectigimiz i¢in mikrodalga ¢oziiniirlestirme kullanarak numune
hazirlig1 gergeklestirildi bunun i¢in de ilgili monograf 6nerisiyle ilerlendi. Mikrodalga
coziinilirlestirme: Bu numune hazirlama prosediirii, kapali bir kapta yiliksek sicaklikta

yakma ile bir derisik asit i¢inde deristirilmesi gereken numuneler i¢in tasarlanmigtir [7].

Mikrodalga ¢6ziiniirlestirme islemi ile kapali sistemde yakma yapildigindan dolay1 ugucu
safsizliklarin (Pb, Hg, As gibi) kaybi en aza indirir. Derigik asit se¢imi, numune
matriksine baglidir. Derisik asitlerden herhangi birinin kullanimi1 uygun olabilir, ancak
her biri kendine 6zgii giivenlik riskleri tasimaktadir. Bu nedenle, her zaman uygun

giivenlik onlemleri alinmalidir. Genis uygulanabilirlige sahip olan 6rnek bir prosediir
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asagidaki gibidir: 0,5 g birincil numuneyi 5 mL taze hazirlanmis derisik asit i¢inde
dehidre edilir ve ¢oziniirlestirilir. Bu islem g¢eker ocakta yapilir. Coziiniirlestirmeyi
hizlandirmak i¢in, 10 mL derisik asit eklenir ve mikrodalgada ¢oziiniirlestirme
tamamlana kadar yakilir (kapal: sistemde). USP 38 — NF 33 Kimyasal Testler icin ikinci
Ek /233 Elemental Safsizliklar-Prosediirler 1: Gerekirse ilave 5 mL derisik asit eklenerek

tekrarlanir [8].

Agilent GFAAS cihazi i¢in metallerin detayli analiz parametreleri i¢in cihazin cook-book
boliimiindeki detayli metot Onerileri uygulanmistir [9]. Calismanin en optimum metot

parametreleri i¢in ayn1 zamanda asagidaki literatiir caligmalarindan faydalanilmastir.

2.4. Literatiir Arastirmasi

Nessa ve arkadaslart (2016) 39 farkli tibbi ilag (28 tablet, 4 surup, 6 siispansiyon ve bir
sakiz) asidik ortamda c¢oOzilniirlestirilerek GFAAS ile Pb, Cd ve Ni analizini
gerceklestirmigler. Metallerin geri kazanimimi1 %86,4 ile %97 arasinda ve metaller igin
giinliik ve giinler arast kesinlik RSD degerini %5'den kii¢iik bulmuslar. Parasetamol
tablet’deki metallerinin geri kazanim degerlerini Pb i¢in %86,40-95,64, Ni i¢in %90,04-
97,00 ve Cd igin 93,20-95,84 arasinda bulmuslar [10].

Jurowski ve arkadaslar1 (2018) anestezik dis jellerindeki Pb ve Cd analizini mikrodalga
¢oOziiniirlestirme 1ile elektrotermal AAS cihazinda gerceklestirmigler. Metallerin geri
kazanimini %97 ile %96,5 arasinda bulmuslar. Kolerasyon faktorii (R?) i¢in sonuglar1 0,998

olarak bulmuslar [11].

Gu ve ark. (2021) USP ve ICH igerisinde bahsi gecen 24 metal i¢in mikrodalga
¢Oziiniirlestirme ve ICP-MS ile metal analizlerini gergeklestirmisler. Tim metot

validasyon parametrelerini USP ve ICH kilavuzlar1 gereklilikleri dahilinde bulmuslar

[12].

Pinheiro ve arkadaslar1 (2019) ICH kilavuzdaki 24 metal icin 7,0 ve 2,0 mol L HNO;
kullanarak, mikrodalga ¢oziiniirlestirme yontemiyle numune hazirlamislar. Analizler de
Os metali hari¢, ICP-OES cihazinda %70 ile %138 arasinda geri kazanim elde etmisler,
ICP-MS cihazinda %72 ile %128 arasinda geri kazanim elde etmisler [13].

French ve arkadaglart (2013) Ecstasy tabletlerinde bulunmasi muhtemel bakair,
magnezyum, baryum, nikel, krom ve kursun metallerini grafit firin atomik absorpsiyon

cihazi kullanarak analiz etmisler. Bagil standart sapma (%RSD) degerlerinin metaller i¢in
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0,4 ile 11,2 arasinda bulmuslar. Parti bir olarak tanimladiklar1 ecstasy tabletlerinde Cu
4.26-2379 ppm, Mg 3,25-180 ppm, Ba 0,19-0,66 ppm, Ni 0,47-13,1 ppm, Cr 0,12-3,16
ppm, Pb 0,11-3,81 ppm araliginda; Parti iki olarak tanimladiklari ecstasy tabletlerinde ise
Cu 17,05-162 ppm, Mg 3,22-8,66 ppm, Ba 3,77-6,31 ppm, Ni 0,43-9,06 ppm, Cr 0,10-
1,36 ppm, Pb 0,12-4,91 ppm araliginda bulmuslar. Ayrica, bu elementler i¢in LOD
degerlerini Cu i¢in 0.1682 mg/L, Mg i¢in 0.0017 mg/L, Ba igin 0.4357 mg/L, Ni igin
1.5089 mg/L, Cr i¢in 0.5068 mg/L ve Pb i¢in 0.2029 mg/L olarak belirlenmistir [ 14].

Aleluia ve arkadaglar1 (2017) ti¢ farkli tedavi sinifinda kullanilan organik farmasdétik
formiilasyonlardaki kadmiyum ve kursunun yiiksek ¢oziiniirliiklii stirekli kaynakli grafit
firin atomik absorpsiyon spektrometresi kullanilarak ardisik belirlenmesini ¢alismislar.
Sirastyla LOD ve LOQ degerlerini Cd i¢in 4 ve 13 ng/g, Pb icin 49 ve 165 ng/g olarak
bulmuslar. Cd ve Pb i¢in hassasiyet veya kesinlik ifadesi olan %RDS degerlerini sirasiyla
%5 ve %6,2 olarak belirlemisler. Metod dogrulugu i¢in yapilan geri kazanim ¢aligmasi

%94-114 arasinda oldugunu bulmuslar [15].

Menoutis ve arkadaglart (2018) agiz yoluyla alinan ilaglardaki (Aspirin ve Lisinipril)
secili elemental safsizliklarin tayini i¢in ICP-AES cihazim1 kullanmiglar. Biitiin
elementler i¢in %RSD degerini 3,5’dan diisiik belirlemisler. Analizi yapilan 24
elementten osmiyum hari¢ % geri kazanim degerlerini %89,3 ve %109,25 arasinda
bulmusglar. Ayrica, kullanmis olduklar1 yontemin, hedef degerin %50-%200 araliginda
dogrusal, kesin ve dogru oldugu gostermisler. Secilen elementler i¢in LOD ve LOQ

degerleri sirasiyla 0,04-0,77 ug/L ve 0,4-7,7 ug/L bulmuslar [16].

Celina ve arkadaglar1 (2013) tablet ilaglarda elemental safsizliklarin tayini i¢in ICP-OES
cthazt ve numune hazirhiginda mikrodalga ¢oziintirlestirme yontemini kullanmislar.
Analizlerde Os metali harig, geri kazanimlar1 %85,3-%103,8 ve %RSD %1,3-%3,2
arasinda bulmuslar. Elementler i¢cin LOD ve LOQ degerleri USP limitleri igerisinde
bulmuslar [17].

Fernanda ve arkadaslar1 (2020) omeprazole bitmis iiriinlerde elemental safsizliklarin
tayini i¢in ICP-MS cihazi ve numune hazirli§inda mikrodalga ¢oziiniirlestirme yontemini

kullanmiglar. Analizlerde geri kazanimlar1 %70-%127 arasinda bulmuslar [18].

Tomas ve arkadaglar1 (2019) USP ve ICH-Q3D klavuzlarina gére elementel impiirite
analizlerini  LA-ICP-MS ve ICP-MS cihaz1 ile direk ¢6zme ve mikrodalga

coziinlirlestirme yontemi ile hazirlanarak analizleri gerceklestirmisler. Analizlerde geri
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kazanimlar1 %82-%115 arasinda bulmuslar. Kalibrasyon grafigi egrilerinin tiimiinde

Kolerasyon faktérii (R?) en az 0.99 bulmuslar [19].

Holly ve arkadaslar1 (2013) ekstazi tabletlerinde GF-AAS cihazi ile Cu, Mg, Ba, Ni, Cr
ve Pb elementlerini analiz etmisler. Analizlerde ortalama geri kazanim %101 ve %RSD

sonuglarint %7,6 bulmuslar. Standartlar i¢cin %RSD sonuglarini %12 bulmusglar [20].

Maithani ve arkadaslari (2019) ulusal ve uluslararasi tiim elemental impiirite analizleriyle
ilgili kilavuzlar toplayarak kullanilabilecek tiim numune hazirlik bigimlerini ve analitik

cthazlar1 degerlendirerek bir calisma gerceklestirmisler [21].






3. MATERYAL VE DENEYSEL YONTEM

Metot parametreleri ve validasyon protokolii, ICH Q2 (R1) (Analitik Prosediirlerin
Dogrulanmasi: Metin ve Metodoloji) ve ICH Q3D (Elemental Safsizliklar i¢in Kilavuz)

uyarinca tasarlanmistir. Kullanilan validasyon protokolii Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Validasyon Protokolii

Validasyon T
) Uygulama Kabul Limitleri
Parametreleri

Her metal ilgili dalga boyunda

Secicilik Tiim metaller i¢in uygulanir. abdl®Bns vermelidir.

) Her metal i¢in Kolerasyon
Dogrusallik ¢alismasi 3 derigim ile
Dogrusallik faktorii (R?) en az 0.99
yapilir.
olmalidir.

Dogruluk ve kesinlik asagidaki

¢ozeltiler ile yapilacaktir: Dogruluk: %100 ekleme

- Parasetamol 500 mg Tablet bitmis §0Zeltisinde geri kazanim %80

ile %120 arasinda olmalidir.

Kesinlik ve iriin numunesi.
Dogruluk Parasetamol 500 mg Tablet bitmis Kesinlik: %100 ekleme
{iriin Nnumunesi icersine tim ¢ozeltisi (6 tekrarl) igin %RSD
metallerden %50 ve %100 (6 tekrarh) en fazla 15 olmalidur.

derisimde ekleme yapilir.

Niceleme sinir1 (LOQ), Dogrusallik
etlidiinde kullanilan ¢6ztimlere karsilik LOQ konsantrasyonunda

gelen Dogrusallik etiidii kullanilarak absorbans elde edilmelidir.

teorik olarak belirlenir. (%25
Siirt (LOQ) ( ) Alt1 tekrarh enjeksiyonun

Hazirlik: 1 ¢ozelti LOQ derisimde 6 RSD'si en fazla 15 olmalidir.

Miktar Hesaplama

enjeksiyon yapilir.
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3.1. Reaktif ve Cozeltiler

HNOs3, HCI, ve standart metal ¢6zeltileri Merck firmasindan temin edilmistir. Cd, Pb,
As, Hg, Co, V ve Ni elementleri 1000 mg/L stok ana standart ¢ozeltileridir.

Coziicii ve kor olarak 1M HNOs kullanilmistir (“agirlikga 96.6 g Nitrik asit R'yi saf su ile
1000.0 mL'ye seyreltilerek” Avrupa farmakopesine gore “Nitrik asit R: Nitrik asit. HNOs.
(Mr 63.0). Cas No. [7697-37-2], iceriginin %63,0 m/m ile %70,0 m/m aras1”).

3.2. Cihaz ve Cihaz Parametreleri

Parasetamol tablet iiriintinde ilk 7 en riskli element i¢cin Agilent marka 240Z AA, Zeeman

GFAAS cihazi kullanilmis ve cihaz parametreleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. GFAAS’de analizi yapilan elementlerin cihaz parametreleri

) ) Pb (Ultra V (Ultra )
Cihaz Parametreleri Cd As Hg Co Ni
Lamp) Lamp)
Lamba akimi, mA 4,0 10,0 10,0 4.0 7,0 20,0 70
Enjeksiyon hacmi, pL 45 20 2 10 8 20 2
Dalga boyu, nm 326,1 283,3 193,7 253,7 4034 306,6 3515
Slit araligi, nm 0,5 0,5 0,5R 0,5 0,5 0,5 0,2

3.3. Standart ve Referans Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calismada referans stok ¢ozeltisi olarak Merck Millipore 1000 pg/mL (ppm) metal (Cd,
Pb, As, Hg, Co, V ve Ni) standart ¢6zeltileri kullanilmastir.

“Referans Stok Cozeltisi-1” hazirlanirken 1000 ppm’lik ¢6zeltilerden 0,1 mL Cd, 0,1 mL,
0,3 mL As ve 0,6 mL Hg alinarak 100 mL’lik bir balon jojeye aktarilmis, ¢oziicii ile
hacme kadar seyreltilmis ve karistirilmistir. Boylece 1 ug/mL Cd, 1 pg/mL Pb, 3 pg/mL
As ve 6 ng/mL Hg ¢ozeltisi hazirlanmistir.

“Referans Stok Cozeltisi-2” hazirlanirken yine 1000 ppm’lik ana stok ¢ozeltiden 1 mL
Co, 2 mL V ve 4 mL Ni ¢ozeltisi 100 mL’lik balon jojede hazirlanmistir. 10 pg/mL Co,
20 pg/mL V ve 40 pg/mL Ni ¢ozeltisi kullanima hazir hale getirilmistir.
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“Referans Cozeltisi” ise 1 mL “Referans Stok Cozeltisi-1” ve 1 mL “Referans Stok
Cozeltisi-2”’den alinarak 20 mL 0,05 ug/mL Cd, 0,05 pg/mL Pb, 0,15 ug/mL As, 0,3
ug/mL Hg, 0,5 pg/mL Co, 1,0 pg/mL V ve 2,0 ug/mL Ni ¢ozeltisi seyreltik olarak

hazirlanmis ve vorteks ile karistirllmistir.

“Test Cozeltisi” i¢in 1.0 g parasetamol tablet numunesi analitik hassas terazide dogru bir
sekilde tartilmistir. Numunelere derisik 5 mL HNO3 ve 1 mL HCI eklenmis, 75 mL’lik
mikrodalga kabi i¢inde mikrodalga yakma sisteminde ¢oziiniirlestirilmistir. Mikrodalga
yakma kosulu Cizelge 3.4’te verilmistir. Mikrodalga yakmadan sonra numuneye 1 mL
derisik HC1 ilave edilmis ve daha sonra saf su ile 10 mL son hacme seyreltilmistir.

Numuneler iki tekrarl olarak hazirlanmastir.

Cizelge 3.3. Mikrodalga ¢oziiniirlestirme kosulu

Toplam Yakma

Rampa Siiresi | Bekleme Siiresi | Hedef Sicaklik | Soguma Siiresi Siiresi

10 dakika 6 dakika 250 °C 4 dakika 20 dakika

3.4. Calisma Prosediirii

a. Oncelikle cihaza kor enjekte edilmistir.

b. 3tekrarli Referans Cozeltisi %50 olarak enjekte edilmistir.
c. 3tekrarli Referans Cozeltisi %100 olarak enjekte edilmistir.
d. 3tekrarli Referans Cozeltisi %150 olarak enjekte edilmistir.
e. Test Cozeltisi birer kez enjekte edilmistir.

Elde edilen veriler kaydedilip incelenmistir.

Sistem uygunluk kosullari incelenirken referans ¢ozeltilerin relatif standart sapmast RSD
(%) %15,0°den kiigiik ve korelasyon egrisi R? degeri ise minimum 0.99 olmalidir.
Calisma prosediirinde ICH Q2’ye gore ¢izilmis olan kalibrasyon egrisi denklemleri
kullanilarak ppb cinsinden parasetamol numunesindeki analizi yapilan elementlerin (ICH

Q3D’ye gore segilen) miktarlar1 hesaplanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizda, 500 mg parasetamol tablet icin 1. Smif As, Cd, Hg, Pb, ve 2A sinifi Co,
Ni, V elementlerinin GFAAS’de tayini i¢in metot validasyon parametreleri hazirlanarak
metod validasyonu yapilmistir. Validasyon ¢aligmalarina ait sonuglar Cizelge 4.1-4.7 ve
Sekil 4.1-4.14’te verilmistir.

4.1. Cd Elementi Validasyon Calismasi

Cd metali igin g¢alisma sonuglart asagida verilmistir.

Cizelge 4.1. Cd metali validasyon sonug ¢izelgesi (n=6)

NUMLUNG Ortalama Absorbans  Derisim (ppb) Geri Kazanim

Absorbans %RSD (%)
Referans Cozeltisi %50 0,0323 9,8 25 -
Referans Cozeltisi %100 0,0643 47 50 -
Referans Cozeltisi %150 0,0903 49 75 -
Test Cozeltisi-1 0,0124 3,8 6,8 -
Test Cozeltisi-2 0,0124 1,7 6,7 -

Kesinlik %50 0,0428 1,9 21,8 87,0

Kesinlik %100 0,0697 9,7 442 88,4
LOQ 0,0226 58 15,2* -

*Kalibrasyon egrisinden hesaplanan derisim degeri.
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Sekil 4.1. Cd’nin kalibrasyon grafigi

Sekil 4.2. Cd metali “Numune 1 ve 2” absorbans zaman grafigi
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4.2. Pb Elementi Validasyon Calismasi

Pb metali i¢in ¢alisma sonuglart asagida verilmistir.

Cizelge 4.2. Pb metali validasyon sonug ¢izelgesi (n=6)

Numune Ortalama Absorbans Konsantrasyon  Geri Kazanim

Absorbans %RSD (ppb) (%)
Referans Cozeltisi %50 0,4313 0,4 25 -
Referans Cozeltisi %100 0,6400 0,7 50 -
Referans Cozeltisi %150 0,7809 0,2 75 -
Test Cozeltisi-1 -0,0041 12,4 TE* -
Test Cozeltisi-2 -0,0015 7,4 TE* -

Kesinlik %50 0,4399 0,3 25 100,0

Kesinlik %100 0,6441 0,5 54,2 108,3
LOQ 0,2805 0,6 1,8** -

*TE: Tespit edilmedi.

**Kalibrasyon egrisinden hesaplanan derisim degeri.

0,8
y =0,007x + 0,2678
R?*=0,9876
*

0,6
(%)
c
3
§ 04
o
<

0,2

0 T T T T 1
0 15 30 45 60 75
Pb derisimi, ug/L

Sekil 4.3. Pb’nin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.4. Pb metali “Numune 1 ve 2 absorbans zaman grafigi

4.3. As Elementi Validasyon Calismasi

As metali i¢in ¢aligma sonuglari asagida verilmistir.

Cizelge 4.3. As metali validasyon sonug gizelgesi (N=6)

Numune Ortalama Absorbans Konsantrasyon  Geri Kazanim
Absorbans %RSD (ppb) (%)
Referans Cozeltisi %50 0,2570 7,5 75 -
Referans Cozeltisi %75 0,4236 2,8 112,5 -
Referans Cozeltisi %100 0,5318 4,7 150 -

Test Cozeltisi-1 0,0214 15,0 8,0 -

Test Cozeltisi-2 0,0195 4,3 7,5 -
Kesinlik %50 0,3272 13,2 85,1 113,1
Kesinlik %2100 0,5232 2,2 138,1 92,0

LOQ 0,1705 7,2 48,3* -

*Kalibrasyon egrisinden hesaplanan derigim degeri.
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4.4. Hg Elementi Validasyon Calismasi

Hg metali i¢in ¢alisma sonuglar asagida verilmistir.

Cizelge 4.4. Hg metali validasyon sonug ¢izelgesi (N=6)

Ortalama Absorbans  Konsantrasyon  Geri Kazanim
Numune
Absorbans %RSD (ppb) (%)
Referans Cozeltisi %50 0,1289 51 150 -
Referans Cozeltisi %100 0,4529 11,3 300 -
Referans Cozeltisi %150 0,8844 2,1 450 -
Test Cozeltisi-1 0,0021 9,5 107,6 -
Test Cozeltisi-2 0,0015 2,7 107,3 -
Kesinlik %50 0,1564 2,3 168,6 112,4
Kesinlik %2100 0,4931 51 303,2 101,1
LOQ 0,0320 8,0 119,5* -
*Kalibrasyon egrisinden hesaplanan derisim degeri.
1
y =0,0025x - 0,2668
R2=0,9933
0,8 /
2 0,6
@
o
S
D L 4
< 04
0,2 /
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0 100 200 300 400 500
Hg derisimi, ug/L

Sekil 4.7. Hg kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.8. Hg metali “Numune 1 ve 2" absorbans zaman grafigi

4.5. Co Elementi Validasyon Calismasi

Co metali i¢in ¢alisma sonuglari asagida verilmistir.

Cizelge 4.5. Co metali validasyon sonug ¢izelgesi (n=6)

Numune Ortalama Absorbans  Konsantrasyon  Geri Kazanim

Absorbans %RSD (ppb) (%)
Referans Cozeltisi %50 0,0300 1,3 250 -
Referans Cozeltisi %75 0,0405 3.4 375 -
Referans Cozeltisi %100 0,0483 0,5 500 -
Test Cozeltisi-1 0,0009 8,1 TE* -
Test Cozeltisi-2 0,0009 57 TE* -

Kesinlik %50 0,0317 1,6 265,2 106,1

Kesinlik %100 0,0478 54 495,0 99,0
LOQ 0,0173 6,0 59,2** -

*TE: Tespit edilmedi.

**Kalibrasyon egrisinden hesaplanan derisim degeri.

21



0,05

0,04

o
o
w

Absorbans

y = 7E-05x + 0,0122
2=0,9928
P

/

h

100 200 300 400
Co derisimi, ug/L

500

Sekil 4.10. Co metali “Numune 1 ve 2 absorbans zaman grafigi

Sekil 4.9. Co’nun kalibrasyon grafigi

0.020 /
0.010] Poan him Rl
T Aty Pl PN

-0.018 ]

61.0 64.0 66.0 67.8

Abs NUM UMNE 2

0.052
0.040 |
0.020' / salpilia e o) t;ﬁli,.
U SUPITRRIAY b
-0.022 |

IEH 0 E4IEI EE:.D ETBI

22




4.6. V Elementi Validasyon Calismasi

V metali i¢in ¢calisma sonuglart asagida verilmistir.

Cizelge 4.6. V metali validasyon sonug ¢izelgesi (n=6)

Numune Ortalama Absorbans Konsantrasyon  Geri Kazanim
Absorbans %RSD (ppb) (%)
Referans Cozeltisi %50 0,2665 2,7 500 -
Referans Cozeltisi %100 0,4316 2,0 1000 -
Referans Cozeltisi %150 0,5439 1,0 1500 -

Test Cozeltisi-1 0,0503 9,6 TE* -

Test Cozeltisi-2 0,0490 8,5 TE* -
Kesinlik %50 0,2598 2,8 245,1 49,0
Kesinlik %100 0,4287 2,6 808,0 80,8

LOQ 0,1423 2,4 18,9*%* -

*TE: Tespit edilmedi.

**Kalibrasyon egrisinden hesaplanan derisim degeri.
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Sekil 4.11. V’nin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.12. V metali “Numune 1 ve 2" absorbans zaman grafigi

4.7. Ni Elementi Validasyon Calismasi

Ni metali i¢in ¢alisma sonuglar1 agagida verilmistir.

Cizelge 4.7. Ni metali validasyon sonug ¢izelgesi (n=6)

NumUne Ortalama Absorbans Konsantrasyon  Geri Kazanim
Absorbans %RSD (ppb) (%)
Referans Cozeltisi %50 0,1955 2,6 1000 -
Referans Cozeltisi %100 0,2897 1,0 1500 -
Referans Cozeltisi %150 0,3681 2,6 2000 -

Test Cozeltisi-1 0,0205 7,9 TE* -

Test Cozeltisi-2 0,0196 47 TE* -
Kesinlik %50 0,2103 0,2 823,8 82,4
Kesinlik %100 0,3056 0,9 1300,2 86,7

LOQ 0,0948 2,8 346,3** -

*TE: Tespit edilmedi.

**Kalibrasyon egrisinden hesaplanan derisim degeri.
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5. SONUC VE ONERILER

Bitmis tirtin ilag analizlerinde GMP risk yonetimine dayali nemli yaklagimlar ve ICH’e
gore elemental impiirite analizlerindeki sinir degerlerin tanimlanmasi insan sagligi/halk
saglig1 acisindan oldukga 6nemlidir. Toksik olan ve ICH’ye gore Sinif 1 olarak belirtilen
As, Cd, Hg, Pb elementlerininin yan1 sira Siif 2’de yer alan 2A olarak belirtilen Co, N
ve V elementlerinin parasetamol tabletteki impiirite analizleri yapilmistir. Bu impiirite
kaynaklar genellikle ila¢ tiretiminde kullanilan malzemeler ve yardimecr maddelerden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 elemental impiirite kaynaklari i¢in risk

degerlendirmesinin yapilmasini gerekli kilmaktadir.

ICH yonergesine gore bitmis iiriin ilag analizlerinde elemental impiirite analizleri igin
gelistirilmis pahali bir cihaz olan ICP-OES'e alternatif olarak daha ulasilabilir ve maliyeti
diisik GFAAS cihaz1 ile As, Cd, Hg, Pb, Co, Ni ve V elementlerin analizlerinin
gergeklestirilebilecegi saptanmistir. Onerilen GFAAS cihazinda olusturulan yontemin,
dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve 6zgiilliik tizerinden degerlendirilmis ve parasetamol

ilag maddesinin kalite kontrolii i¢in uygun ve etkili oldugu kanitlanmistir.

Bu calismada, %65 HNO3 ve %37 HCI (5:1, v/v) karistmi kullanilarak mikrodalga
coziinlirlestirme ile numune hazirlama gergeklestirilmistir. Validasyon dogrulama
sonuclari, diisiik limitlerde (LOQ: her metal icin limitlerin %25') iyi performans
gostermis ve alt1 tekrarli LOQ (%RSD<8.0 %) 6l¢iimii ile elde edilen diisiik yiizde bagil
standart sapma gostermistir. Dogrusallik ¢alismasi i¢in ii¢ standart konsantrasyon araligi
(%50, %100 ve %150) i¢gin incelenmis Ve dogrusallik korelasyon katsayisi sonuglari en
az 0,99 olarak elde edilmistir. Bu da bize absorbans ve analitlerin derigimi arasinda
dogrusallik oldugunu kanitlamaktadir. Yontemin dogrulugunu kanitlamak igin ise iKi
ger¢ek numuneye %50 ve %100 calisma araligina giren oraninda impiirite analizi i¢in
sectigimiz elementler eklenmis ve test yontemimize gére GFAAS’de analizi yapilmistir.

Gergek numunelerin geri kazanim sonuglart %80 ile %120 arasinda elde edilmistir.

Bu nedenlerle, mevcut ¢alisma ile parasetamol ilacinda As, Cd, Hg, Pb, Co, Ni ve V i¢in

duyarlilik, yani algilamanin alt sinir1 nedeniyle, GFAAS’nin As, Cd, Hg, Pb, Co, Ni ve
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V’un belirlenmesi i¢in diger geleneksel analitik yontemlere gore avantajlara sahip
oldugunu gostermektedir ve yontem kolayca ilag safsizlik analizlerinde rutin analizler

i¢in kullanilabilir.
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