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Oz

Tirkiye'de Relifex film tablet adi altinda satilan ve non-steroidal antienflamatuvar etkili, romatoid artrit ve
osteoartrit tedavisinde endike bir bilesik olan nabumetonun preparatlardaki miktarlarinin tayini icin yeni
yontemler gelistirilmistir. Caligmada, HPLC, HPTLC, *H-NMR ve LC/MS yéntemleri olmak lizere dort yeni
yontem gelistirilmis ve bulunan ydntemler ticari tabletlere uygulanmistir. Dort ayri yontemin sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve kendi aralarinda hassasiyet, cabukluk, kolay uygulanabilirlik ve
ekonomik yonden karsilastirilmasi yapilmistir. Gelistirilen bu yeni ydntemler giiniimiizde rutin analizlerde
uygulanan UV yonteminden daha hassas ve daha iyidir. Bu ¢alismayla, ila¢ sanayinde ve ilaglarin piyasa ile
ruhsat asamasindaki kontrollerinde teknolojinin yakindan takip edilmesi gerekliligi agik¢a ortaya
konulmaktadir. Kantitatif ila¢ analizlerinde daha kesin sonug veren, kolaylikla uygulanabilen ve insan hatasinin
en aza indirgendigi yeni cihazlar1 kullanmak ve birlikte getirdikleri modern teknolojilerle analizleri
gerceklestirmek kaginilmazdir.

Anahtar Kelimeler: Nabumeton, LC/MS, HPTLC, *H-NMR

New Determination of Nabumetone-containing Tablets and Their Comparison with Other Methods

Abctract

New methods have been developed to determine the amount of nabumetone in preparations sold under the
commercial name "Relifex” in Turkey, to treat the symptoms related to the rheumatoid arthritis and osteoartritis
as a non- steroidal anti-inflammatory drug. In this work, four different new methods, HPLC, HPTLC, 1H-NMR
and LC/MS have been developed and applied to commercial tablets. The results of all these four different
methods are compared and inter comparison of these results with respect to sensitivity, ease of applicability and
the cost are made between themselves. All these new methods developed are better and more sensitive than UV
methods used in routine analysis nowadays. In this study, it is obviously understood that the new techniques
should be considered in controls and registration of the drugs. It is necessary to make the analysis by using
modern techniques and to use new instrumentations to have more definite results in quantitative analysis and to
make easy analytic applications and to decrease errors.

Keywords: Nabumetone, LC/MS, HPTLC, 'H-NMR

1. Giris Non-steroidal antienflamatuvar  ilaglar
toplumda, kas-iskelet agrilar1 ve diger agrili
durumlarda siklikla kullanilan ilaglardir. Bu
ilaglarin ~ genis  kullanimi,  toplumda
romatizmal hastaliklarin sikligin1 yansitabilir.
Pratisyen doktorlara yapilan basvurularin en
stk nedenlerinden biri kas-iskelet agrilaridir.

NSAIl’lar enflamatuvar hastaliklarin

1.1 Non-Steroidal Antienflamatuvar
Ilaclarla Tlgili Genel Bilgiler
1.1.1 Non-Steroidal Antinflamatuvar
Ilaclarin Kullanim
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semptomatik tedavisinin temelini
olusturmaktadir. Yaslanma ile bu tiir ilaglara
ihtiyag  artmaktadir. NSAIl’lar romatik
olmayan hastaliklarda, akut-kronik agrilarda,
safra, uretra, kolit ve adet diizensizliklerinde
kullanilmaktadir. Bu tiir ilaglarin regeteli ve
regetesiz kullanomi ~ her il artis
gostermektedir. Hastalar arasinda bu ilaglara
verilen cevapta c¢esitlilik olabilir. Protein

baglanmasi, ilacin metabolik profili gibi bazi

faktorler  insanlar  {izerindeki  etkiyi
degistirebilir. Bazi  NSAil’lar  optikce
aktiftirler. Bunlar, aril propiyonik asit
tirevleridir. Bu grup ilaglar inaktif "R” ve
aktif "S”  enantiomerlerinin  karigimi
seklindedir ~ (Ibuprofen, ketoprofen ve
flurbiprofen). Etkin "S”  izomerlerinin

preparat icindeki yiizdesi de ilaca olan cevabi
degistiren faktorlerdendir (Brooks, P).

Non-steroidal antienflamatuvar ilaglar, ilag
bagimlilig1 yapmadiklarindan ve uyusukluk
ve biling bulanikligi seklinde nitelenen
narkoz hali olusturmadiklarindan agrili
hastaliklarin semptomatik tedavisinde tercih
edilmektedir. Ozellikle artrit, osteoartrit ve
benzeri romatizmal hastaliklar gibi genellikle
enflamasyona bagli ve uzun siire analjezik

ilag  verilmesini  gerektiren durumlarda
yararlidirlar. Bagimlihk  yapmamalari,
antienflamatuvar ~ etkilerinin ~ yanm1  sira

terapotik etkilerine karsi tolerans olusmamasi
bu grup ilaglarin degerini artirmaktadir
(Kayaalp, S.0.).

NSAIl’larin kullanimi ve genel etkileri ele
alinmig, siklikla regete edilen bu grup
ilaglarin kas-iskelet agrilarinda, enflamasyon,
migren bas agilari, adet diizensizligi ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin  tedavisinde
kullanim1 ve c¢ok iyi tolere edildiklerini
belirtilmistir(Mandell, B.F.)

Bu grup ilaglarin tat alma reseptorleri
tizerindeki dogrudan etkileri arastirildiginda
yasl kisiler genclerden daha yiiksek esige

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

sahip bulunmustur. Ilaclarin ¢ogu dogrudan
dile uygulandigi zaman sodyum kloriir gibi
besinlerin  tatlarimi1  degistirdikleri  tespit
edilmistir(Mandell, B.F. ve ark.).

1.1.2 Non-Sterodial Antienflamatuvar
Ilaclari Smiflandirmalan

Non-steroidal ~ antienflamatuvar
kimyasal yapilarina gdére bes
ayrilirlar(Akgiin, H. ve ark.).

ilaclar
gruba

o Salisilik asit ve tiirevleri

¢ Anilin ve p-aminofenol tiirevleri

e 5-Pirazolon ve 3,5-pirazolidindion
tiirevleri

o N-Arilantranilik asit tiirevleri

o Aril ve heteroarilasetik asit tiirevleri
-Indolasetik asit tiirevleri
-Pirolasetik asit tiirevleri
-Fenilasetik asit tiirevleri
-Naftalenpropionik asit tiirevleri
-Enolik asitler-oksikanlar
-Aril asetik asit prekiirsorleri

e Degisik yapidaki bilesikler

Yapilan bu siniflandirmaya gore
nabumetonun aril asetik asit prekiirsorleri
grubunda yer aldig bildirilmistir.

1.2. Kantitatif Analizler
1.2.1. HPLC Yontemi

Miistahzarin iireticisi olan firma
spesifikasyonuna gore uygulanan yontem
nabumetonun normal faz HPLC ile
kromatografik olarak ayrilip safligi bilinen
bir referans standart ile mukayese edilerek

tayini esasina dayanur.
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Cihaz: Uygun bir pompa, enjektor, ayirma
kolonu ve ultraviyole detektorii ve elektronik
entegrasyona sahip bir yiiksek performansl
stvi kromatograf olmalidir.

Kimyasal Maddeler:
-Saflik yiizdesi belli nabumeton standarti

-1,2-dikloroetan — analitik saflikta HPLC
eliienti

Calisma sartlar::

1. Hareketli faz: Analitik kalitede 1,2-
dikloroetan

2. Kolon: 25 cm x 5 mm i¢ ¢apli, 5 p
'luk silika ile doldurulmus paslanmaz
celik kolon

3. Deteksiyon: 254 nm
4. Akis Hizi: 1,2 mL/ dk
5. Sicaklik: Oda sicakligi

Bu sartlarda ¢alisildiginda nabumetonun
alikonma zamani yaklasik olarak 6 dakika
olarak belirtilmistir.

Islem:

Numune ve referansin, 1,2-dikloroetanda
yaklasik 0,2 mg/mL civar1 konsantrasyonlari
paralel olarak hazirlanir. Numune ve standart
¢ozeltisinden yapilan enjeksiyonlardan elde
edilen kromatogamlardaki piklerin elektronik
entegrasyonla pik alanlar1 hesaplanir.

HESAPLAMA:

Her bir numune enjeksiyonu igin, ilgili
referans enjeksiyonunun ortalamasma karsi
miktar1 hesaplanir.

% Nabumeton = YRV
1 2 1

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

A: =Referans standart kromatogramindaki
nabumeton pik alani

A2 =Numune kromatogramindaki nabumeton
pik alan1

W, =Referans standart agirligi (g)

W2 =Numune agirlig1 (g)

V1 =Referans standartin seyreltildigi hacim
V2 =Numunenin seyreltildigi hacim
P=Referans standartin tayin edilmis % saflig1

Nabumeton’un (4-(metoksi-2-naftil)-butan-2-
on) Ingiliz Farmakopesi ile Avrupa
Farmakopesinde monografinin yer aldigi
bilinmektedir. Adi1 gegcen farmakopelerdeki
miktar tayini ile ilgili yontem HPLC
yontemidir.

Ingiliz Farmakopesinde yer alan nabumeton
tablet monografinda belirtilen yonteme ait
sartlar asagida verilmistir(British

Phamacopoeia 1998).
Kromatografik sartlar:

a ) Kolon: Spherisorb S5W (5 um, 25 cm x
4,6 mm), paslanmaz celik.

b ) Hareketli Faz: 1,2-dikloroetan
¢ ) Akis Hizt: 2 mL / dk
d ) Detektor: UV, 254 nm

Cozelti (1) : 5 g nabumetona esdeger tablet
tozu lizerine 450 mL 1,2- dikloroetan ilave
edilir ve ultrasonik banyoda 15 dakika
karistirtlip 500 mL' ye tamamlanir. Whatman
GF / C filtre kagidindan siiziiliir. Siiziintiiden
5 mL alinarak 1,2-dikloroetan ile 250 mL' ye
tamamlanir.
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Cozelti (2) 1,2-dikloroetan  iginde
nabumetonun % 0,02 ( w/v )" lik ¢ozeltisi
hazirlanir.

Cozelti (3) : Nabumeton ve 5-(6-metoksi-2-
naftil)-3-metilsikloheksan-1-onun 1,2-
dikloroetan iginde % 0,002' lik (w/v)
¢Ozeltisi hazirlanir.

Agiklanan sartlarda ¢ozelti (2) ile elde edilen
komatogramdaki temel pikin alikonma
zamanmin yaklastk 5 dakika oldugu
belirtilmistir. Cozelti (3) ile elde edilen
kromatogramda nabumeton ve 5-( 6-metoksi-
2-naftil )-3-metilsikloheksan-1-onun ayirim
faktorii 3 'den az oldugunda yontemin gegerli
olmadig1 agiklanmistir.

Avrupa Farmakopesinde yer alan nabumeton
monografinda belirtilen HPLC yontemi ile
ilgili  sartlar ise asagida aciklandig
gibidir(European Pharmacopoeia 2001).

Kromatografik sartlar:

a ) Kolon: Oktadesilsilil silikajel kapl ( 4
pum, 15 cm x 4,6 mm) paslanmaz celik.

b ) Hareketli Faz A: Tetrahidrofuran:
asetonitril : % 0,1 ( v/v ) glasiyal asetik asit (
12:2:60)

Hareketli Faz B: Tetrahidrofuran: asetonitril :
% 0,1 (v/v) glasiyal asetik asit ( 2: 56: 20)

¢ ) Akis Hizi: 1 mL/ dk

d ) Detektor: UV- detektor, 254 nm

e) Kolon Sicaklig:40 ° C
Yukarida bahsedilen sartlarda  yontem
uygulandigt zaman hareketli faza kars

zaman profili Tablo 1' da verilmistir.
Belirtilen sartlarda calisildiginda nabumeton
icin alikonma zamani yaklasik olarak 11
dakika olarak bildirilmistir.

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

Tablo-1. Nabumetonun hareketli faza karsi
zaman profili

. Hareketli Faz | Hareketli Faz
Zaman(Dakika) A (%v/v) B (%v/V) Aciklama
0-12 100 0 izokratik
12-28 100%0 0> 100 Lineer

Gradient
28-33 0 100 izokratik
3334 0> 100 100»0 Lineer

Gradient
34-35 100 0 izokratik

1.2.2. LC/MS Yontemi

Atmosferik basingli iyonizasyon teknigi ile
cok oldugu  belirtilen
nabumetonun bazi safsizliklarinin yapisal
aydmlatilmas1 i¢in sivi  kromatografisi /
partikiil demeti kiitle spektrometresi (LC/PB-
MS) teknigi  nabumeton igin optimize
edilmis ve hassaslik caligsmasi yapilmistir.
Spektrumlarin elde edilebilmesi i¢in en az
100 ng maddeye ihtiyag

bildirilmistir (Wolff, J.C. ve ark.).

zayif  iyonize

duyuldugu

Kromatografik sartlar:

Kolon: Oktadesilsilan kapli paslanmaz gelik
Kolon (2,1 X 150 mm)

Akis hizi: 300 pL / dk

Hareketli faz: 0,05 M amonyum asetat:
asetonitril (60: 40)

Kolon sicakligi: 40 °C
Detektor: UV (254 nm)

Enjeksiyon hacmi: Caligma kosullarina bagl
olarak 10; 20; 50 ve 100 pL

Kiitle spektrometresi:

Deney sirasinda 70 eV'da pozitif iyonizasyon
ile calistimistir. {yi nebulizasyon sartlar1 igin
parametreler ve duyarlilik model maddeler
olarak nabumeton (alikonma zamanm 9,8 dk)
ve 1,5- bis(6-metoksi-2-naftalenil)-3-
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pentanon (alikonma 24,8 dk)
kullanilarak optimize edilmistir. Optimal
nebulizer sicakhign 80-85 °C, ekspansiyon
bolgesi i¢in 75 °C ve iyon kaynag igin 200
°C' de calisilmistr.

zamani

ESI  kaynagmi kullanarak
farmasotiklerin - hizli  bicimde

plazmadaki
tespitinde
bliyliik partikiil Olgiilii sabit fazlarin ve
yiksek akis hizlh LC/MS ‘in artan
kullanimmin ~ ¢alisildigr  teknik, plazma
orneklerinde ilaglarin  tespitine  olanak
saglamig ve c¢ekici olarak Dbildirilmistir
(Bayliss, M.K. ve ark.).

Duncan, LC/MS ile miktar tayini yonteminin
kiitle spektroskopisinin en hizli gelisen bir
pargast oldugunu belirtmis ve yontemin
temel prensiplerini, limitlerini aciklamis ve
konu ile ilgili yapilan ¢alismalari 6zetlemistir
(Duncan, M.W. ve ark.).

1.2.3. 'H-NMR Spektroskopisi Ile Miktar
Tayini Yontemi

NMR  spektroskopisinin,
acgiklamalari olmak

ozellikle yap1
lizere kinetik,
termodinamik ve mekanizma c¢alismalarinda
kullanilabilirligi oldugu gibi kantitatif analiz
amaciyla da olduk¢a fazla bir kullanima
sahip oldugu bilinmektedir.

Kantitatif — analizde 1iki tip  calisma
yapilmaktadir.

a) Herhangi bir standart kullanmadan
sinyallerin  bagil siddet degerlerinden

hareketle numuneyi olusturan karigimlarin
oranlarini1 bulmak,

b) Herhangi bir numune icinde istenilen
bilesigin disaridan ilave edilen bir standart ile
karsilastirilmas1  suretiyle miktarmi tespit
etmek,

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

Her iki caligmada sinyalin absorbe ettigi
enerji  miktar1 integral  degeri
kullanilmaktadir. Cihazlar {izerinde otomatik
olarak yapilan bu islemle her sinyalin
absorbe ettigi enerji miktar1 alansal ve sayisal
degerlerle verilmektedir. Boylece saf bir
bilesigin spektrumunda ¢esitli protonlarin
oranlar1 tespit edilebilmekte ve teshisi
miimkiin olabilmektedir. Bilinen bilesiklerin
karisimlardaki kantitatif tayinleri, bilesiklere
ait  sinyallerin integral degerleri ile
yapilabilmektedir.

yani

Miktar1 bilinmeyen bir bilesigin tayini ise
ortama belli bir miktarda baska bir bilesik
ilavesi ile yapilmakta ve spektrumdaki
integral degerleri karsilastiriimaktadir. Ilave
edilen bilesik standart olarak
isimlendirilmekte ve ortama i¢ veya dis
olarak ilave edilebilmektedir.

Miktar tayininde bilinmeyen bilesigin miktari
asagidaki formiil ile
bulunabilmektedir.

kolayca

Wit + (32) + s

Formiilde:

W= Numunenin mg cinsinden miktari
W;s =Standartin mg cinsinden miktari

Ay =Numunenin 06zel olarak

sinyalinin integral degeri

sec¢ilen
As =Standartin 6zel olarak segilen sinyalinin
integral degeri

Eu =Numunenin proton ekivalan agirhig
(M.Ag. /sinyali veren proton sayist)

Es =Standartin proton ekivalan agirlig
(M.Ag./sinyali veren proton say1si)
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Formiilde kullanilan degerler spektrumun
incelenmesi  sonucu kolayca bulunabilen
degerlerdir.

Miktar  tayini  caligmalarina  kolaylik
saglamak lizere standart olarak
kullanilabilecek  bilesikler  Siklohekzan,
asetik asit, malonik asit, nitrometan, metilen
klorir, benzil benzoat, fumarik asit, maleik
anhidrit gibi bilesiklerdir. NMR
spektroskopisi kullanilarak yapilan kantitatif
analiz yonteminin yapilist USP XXIII’de
belirtilmistir(USP 23 1995).

NMR yonteminin diger yontemlere olan
istiinliigii tarttmin dogru alinmasi kosuluyla
kullanicidan kaynaklanan hatanin en aza
indirgenmesidir. Boylelikle sonuglar daha
kesin alinabilmekte ve analizin ¢ok Kkisa
zamanda bitirilmesi miimkiin olmaktadir.

Meprobamatin farmasotik preparatlarda H-
NMR spektroskopisi yontemi ile tayinininde
i¢ standart olarak malonik asit kullanilmus,
meprobamatin = 3.38  ppm’deki  metilen
grubunun sinyali, malonik asitin ise 3,40
ppm’deki metilen grubnuna ait sinyal
kullanilarak ~ miktar  tayini  verilmistir
(Turzcan, JW. ve ark.). Noyanalpan ve
Ozden, ayn1 yontemi Tiirkiye’de satilan
meprobamat  ihtiva eden  preparatlara
uygulamigs  ve  sonuglar1  NF-XXII’de
aciklanan yontemle hiz, hassasiyet ve
kolaylik  bakimindan  karsilagtirmislardir
(Noyanalpan, N. ve ark.).

Non-steroid antienflamatuvar, analjezik etkili
bir ilag olan indometasinin H-NMR
spektroskopisi yontemi ile miktar tayini igin
yapilan ¢alismada i¢ standart olarak mandelik
asit, ¢Oziicli olarak aseton-ds kullanilmis ve

yontem hiz, hassasiyet, kolay
uygulanabilirlik bakimindan USP XX ile NF-
XXIT’de verilen yontemler ile

karsilastirilmistir (Ozden, S. ve ark.).

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

1.2.4. Yiiksek Performansh ince Tabaka
Kramotagrafisi ile Miktar Tayini Yontemi

Numunede bulunan bilesenlerin miktarinin
kantitatif tayini, lekelerin alaninin standarta
ait lekenin alaninin Kkarsilastirilmasi ile
yapilmaktadir. Plaka lekenin
kazinmasi, analitin durgun fazdan
ekstraksiyonu ve uygun bir fiziksel veya
kimyasal yontemle oOl¢iilmesiyle daha iyi
veriler elde edilebilmektedir. Tarayici bir
dansitometre kullanarak lekenin yaydigi
yansima 1sinlarini dlgerek uygulanan yontem
daha biiyiik kolayliklar
(Skoog, D.A. ve ark.).

uzerinden

saglamaktadir

Kapli tabletlerde siprofloksazinin safsizlik
icin  yliksek
performansli ince tabaka kromatagrafisi
(HPTLC) yontemi gelistirilmistir. Dezfloro
bilesigi, etilendiamin ve florokinolonik asit
safsizliklar olarak degerlendirmis ve kaph

kontroli ve belirlenmesi

tabletlerdeki siprofloksazin ile ilgili safsizlik
sonuclar1 HPLC ile karsilastirmis ve
sonuglarin  benzerlik  gosterdigi  tespit
edilmistir (Novakovic, J. ve ark.).

Farmasotik dozaj formlarindan nimesulidin
HPTLC ile miktar
yontemde nimesulid ve bozuma {iriinleri

tayini i¢in verilen
arastirilmis, kalibrasyon egrisi hazirlanmis ve
detekte edilen en disik limit (LOD) ile
kantitatif alt limit (LOQ) tespit edilmistir
(Patravale, V.B. ve ark.).

Psodoefedrin ve setrizin igeren
formiilasyonlarda, hizli, segici ve kararl
gosteren HPTLC yoOntemini gelistirmis ve
valide etmistir. Iki etken maddenin bir arada
belirlenmesi i¢in yontem tekrarlanabilir ve
secici bulunmustur (Makhija, S.N. ve ark.).

Gastrointestinal fonksiyonu etkileyen bazi
jenerik 1ilaglarin icin  HPTLC
yonteminin gegerliliginin bildirildigi yontem

analizi
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ranitidin  HCl ve ursodeoksikolik asite
uygulanmistir (Novakovic, J. ve ark.).

Piroksikam’in Kkantitatif tayini ve tespiti
HPTLC ve HPLC yontemi ile yapilmis,
yontemler performans ve kesinlik
bakimindan karsilastirilmistir (Bartsch, H. ve
ark.).

2. Materyal ve Metot

2.1. Kullanilan Cihazlar

NMR Spektrometresi: Bruker DPX 400,
400 MHz Yiiksek Performanshi Dijital FT

NMR Spektrometresi
Yiiksek  Basingh  Sivi  Kromatograf
(HPLC): Thermoquest marka

SprecrtaSystem sivi  kromatografi sistemi;
SCM1000 Vakum degasser, P400 4’li
Gradient  pompa, AS3000 Otomatik
ornekleyici ve kolon firini, UV6000 LP diode
array dedektori C18 ters faz kolon (150x4,6
mm) (50x4,6 mm)

Yiiksek Performansh ince Tabaka
Kromotagraf (HPTLC): Automatic
CAMAG TLC Sampler

IR- Sprektrometresi: Shimadzu Infrared

Sprektrometresi IR-435

Sivi  Kromotograf/Kiitle Sprekrometresi
(LC/MS): Thermoquest Spectrasistem Sivi
kromatograf ~ sistemi  ve  Thermoquest
Finnigan AQA Kiitle Spektrometresi
Ultrasonik Banyo: Cole-Parmer Ultrasonic
Cleaner
Hassas Terazi:

Quality

Presica 205 ASCS Swiss

2.2.  Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan bilesiklerden DMSO-
de, metanol (HPLC dereceli),

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

kloroform(HPLC dereceli) Merck/
Almanya’dan temin edilmistir. Benzil
benzoat Hifzissthha Merkez baskanligi Ilag
ve Kozmetikler
Antiseptik
edilmistir.

Arastirma
Laboratuvarindan

Miidiirligi,
temin

2.3. Kullamlan Standart Nabumeton’un
Teshisi Ve Safliginin Analizi

Deneylerde  standart olarak  kullanilan
nabumeton Hifzissthha Merkezi Baskanligi,
Ilag ve Kozmetikler Arastirma Miidiirliigii,
Analjezik laboratuvarindan temin edilmis ve
Infrared Spektrumu ile ergime derecesi tayin
edilerek literatiirde wverilen degerler ile
karsilastirilmistir (Goudie, A.C. ve ark.).

2.4. NMR Miktar Tayini Yonteminin
Uygulanisi

2.4.1. 'H-NMR Spektroskopisi

2.4.1.1. Nabumeton Referans Standartina
Uygulanmasi

10 mg civarinda tam tartilmig nabumeton
tizerine 15 mg civarinda yine tam tartilmis
benzil benzoat eklendi. 2 mL DMSO-ds
igerisinde karistirilarak ¢ozlilen karisimin
NMR spektrumu alindz.

Nabumetonun *H-NMR spektrumunda 2,15
ppm de butanon yan zincirinde terminaldeki
metil protonlar1 (3H, s), 2,90 ppm'de butanon
yan zincirindeki metilen protonlar1 (4H,m),
3,85 ppm'de 6.konumdaki metil protonlan
(3H, s), 7,2-7,8 ppm'de aromatik protonlar
(6H, m) goriilmektedir. Bilesigin *H- NMR
spektrumu  Sekil 1' de verilmektedir.

67



Nabumeton Igeren Tabletlerde Yeni Miktar Tayini Yéntemleri ve Diger Yontemlerle Karsilastirmast

BEAANRCAdRRNrS § RNRRTANIRAN :'..i .:0
R g\ e R
N e S un
} ‘ ;:' ".::E
| ‘ ::l.‘ ‘a;.:
{ | | ‘: 5 .:
| R <
L ‘ e
AL 1.3 A — e
1 Bk R W AW, ¥ AW 13 i'.?-.-:.'-:-
‘ 1 38 --N- F - ol B A ety 2y
e e s e
Sekil-1. Nabumetonun *H-NMR Spektrumu
Benzil benzoat'n 'H-NMR spektrumunda protonlart  (10H, m)  gorilmektedir
5,35 ppm'de metilen protonlar1 (2H, s) ve (Pouchert, C.J. ve ark.). Bilesigin *H-NMR
7,10-8,30 ppm'de ise benzen halkasi spektrumu, Sekil 2'de verilmektedir. Sekil
3 ise nabumeton-benzil benzoat karigimina

aittir.

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr
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Sekil-3. Nabumeton Benzil Benzoat Karisimmin *H-NMR Spektrumu

Miktar tayininde nabumetonun 3,85 benzil benzoatin 5,35 ppm'deki metilen
ppm'deki 6 numarali konumundaki protonuna ait sinyalin integral degeri

protonlarina ait sinyalin integral degeri ve

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr
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kullanilmis ve hesaplar asagida verilen
formiile gore yapilmistir.

W, = W x (32) * (Bu/EY)

Formiilde:

Wy=Numunenin mg cinsinden miktari
(nabumeton)

W;s =Standartin mg cinsinden miktan
(benzil benzoat)

Ay=Numunenin  6zel olarak secilen
sinyalinin integral degeri

As=standartin 6zel olarak seg¢ilen sinyalinin
integral degeri

Eyu =Numunenin proton ekivalan agirlig
(M.Ag./ Sinyali veren proton sayisi)

Es =Standartin proton ekivalan agirhig
(M.Ag./ Sinyal veren proton sayisi)

2.4.1.2. Tabletlere Uygulanisi

20 tablet hassas olarak tartild1 ve havanda
homojen toz haline getirildi. 10 mg
civarinda nabumetona esdeger miktar
tablet tozu tam olarak tartildi ve tizerine
yine tam olarak tartilmig 13-17 mg benzil
benzoat eklendi. Karisima 2 mL DMSO- ds
ilave edildi. Ultrasonik banyoda 10 dakika
kanstirildi  ve santriftije edildi. Ust
kisimdaki berrak ¢ozeltiden 0,4-0,5 mL
alindi ve NMR spektrumu ¢ekildi.
Nabumeton ve benzil benzoata ait miktar
tayinine esas olusturan sinyal
integrallerinden  hareketle  tabletlerin
icerdigi nabumeton miktar1 hesaplandi.

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

2.5 Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi
(HPLC) Miktar Tayini Yonteminin
Uygulanisi

Bu arastirmada, nabumetonun tabletlerdeki
miktarinin tayin edilebilmesi i¢in modifiye
edilmis bir yOntem ortaya konmustur.
Bolim 1.2.1°de verilen HPLC miktar
tayini  yontemleri biyolojik  sivilarda
bulunan nabumeton ve metabolitlerine
aittir. ~ Nabumeton' un  farmasdtik
tabletlerde tespiti Al-Momani tarafindan
verilmistir (Al-Momani, F.).

Nabumetonun (4-(6-metoksi-2-naftil)-
butan-2-on) Ingiliz Farmakopesi ile
Avrupa Farmakopesinde bildirilen
monograflardaki miktar tayini ile ilgili
yontemde HPLC yontemidir (European
Pharmacopoeia-2001, British
Phamacopoeia-1998).

25.1. Standart Referans Cozeltinin
Hazirlanisi

10 mg nabumeton tam olarak tartildi ve
hareketli faz ile (MeOH: H20; 80:20) 100
mL'ye tamamlanarak ¢ozildi. 15 dakika
ultrasonik su banyosunda karistirilarak
nabumetonun tamamen ¢oziilmesi ve
homojen bir c¢ozelti olugsmasi saglandi.
Siire sonunda 0,45 pm naylon filtreden
stiziildii.

2.5.2. Test Cozeltisinin Hazirlanisi

20 tablet tam olarak tartildi ve havanda
ince toz haline getirildi. Toz numuneden
10 mg nabumetona tekabiil eden miktar
100 mL'lik balonjoje igine alindi ve
"Standart Referans Cozeltinin Hazirlanis1”
kisminda islemler  aynen
uygulandi.

anlatilan
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2.5.3. Deneyin Yapihisi

Hazirlanan standart referans ¢ozeltisinden
srastyla 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ve 5,0 mL
alindi ve her biri ayr1 ayrn 10 mL' ye
hareketli faz ile tamamlandi (5; 10; 20; 30;
40 ve 50 pg/mL). Bu cozeltilerin her
birinden 20 pL enjekte edilerek 4,48

200000 4
A150000 1
a, _:"“. S .
i Eq};@‘: ,\ .

gl - ’

Nabumston HPLC kelirasyon Egrs

dakikada gorillen nabumeton pikinin
alanlar1 ayr1 ayr1 bulundu. Alan ile pg/mL
(ppm) cinsinden konsantrasyon arasindaki
dogrusal iliski grafik halinde cizildi ve
dogru denklemi ile bu denklemin
Korelasyon katsayist (1?) bulundu. Sonuglar
Sekil 4'de verilmektedir.

. Konsa

ntrasyon (ppm) Ll

Sekil-4. Nabumetonun HPLC Kalibrasyon Egrisi

Tablet ¢ozeltisinden 0,5 mL ve 1,0 mL ayr
ayr1 alindi, hareketli faz ile 10’ar mL'ye
tamamlandi ve enjekte edilerek 4,48
dakikada goriilen nabumeton pikinin
alanlar1 bulundu. Cap1 4,6 mm, uzunlugu
15 cm olan Cis kolon, hareketli faz
metanol:su (80:20), akis hizi ImL/dk,
detektor DAD detektor, kolon sicakligt 25
°C ve enjeksiyon hacmi olarak 20 ulL’nin
kullanildigi kromatogafik sartlarda alinan
nabumetonun kromatogrami Sekil 5'de
verilmektedir.

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

Bulunan degerler standart referans ¢ozeltisi
icin  hesaplanan  dogru  denklemine
konularak tablet icindeki nabumetonun
miktart bulundu. Ayrica 230, 260 ve 332
nm'deki  nabumeton  kromatogamlari
alinarak minimum deteksiyon limiti (LOD)
tespit edildi. Bu dalga boylarina ait
sonuglarin degerlendirmeleri "Bulgular”
kisminda verilmistir.
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Sekil-5. Nabumetonun HPLC Kromatogrami

Bulunan alan degerleri standart referans
cozeltisindeki benzer uygulamanin alan
degerleri ile asagida verilen denklem
tizerine konularak tekrar hesaplandi.

Crum = Cst X Apyum/Ast

Crum:  Nabumeton tablet numunesinin
konsantrasyonu

Cst:  Nabumeton
konsantrasyonu

referans standardinin

Anum: Nabumeton tablet numunesinin alan
degeri

Ast: Nabumeton referans standartinin alan
degeri

2.6. Yiiksek Performansh Ince Tabaka
Kromatografisi (HPTLC) Miktar Tayini
Yonteminin Uygulanisi

Bu arastirmada, nabumetonun tabletlerdeki
miktarinin tayin edilebilmesi i¢in modifiye
edilmis bir yontem ortaya konmustur.
Bolim 1.2.4'de anlatilan arastirmalar
yilksek  performansli  ince  tabaka
kromatografi cihaz1 kullanilarak yapilan
calismalara aittir. Ilac1 ireten firma

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

tarafindan yapilan ¢alismada ise ITK

yontemi nabumetonun parg¢alanma
irlinlerinin tayini i¢in verilmistir. Bu
arastirmada HPTLC cihaz1 kullanilarak

sartlar modifiye edilmis, miistahzarlara

uygulanmis ve nabumetonun yiizde
miktarinin ~ tayini  yapilmistir.  Firma
spesifikasyonu olarak bildirilen

parcalanma iriinlerinin tayininde eliient
olarak kloroform kullanildiginda diizgiin
bir siiriklenme olmamis siirliklenmeyi
diizeltmek i¢in ortama metanol ilavesi
yapilmistir.

Gereg:
e ITK tanki
e 20 x 20 cm, floresan indikatorli
Foss silikajel ile 0,25 mm incelikte
kapl plakalar
e Kisa dalga boyunda UV lambas1

e Uygun cam malzeme

Materyal:
Eluent: Kloroform: Metanol ( 97: 3)
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Test ¢ozeltileri: Standart nabumetondan 10
mg civarinda tam olarak tartilarak 200 mL
metanolde ¢ozildii. Nabumeton igeren
tetkik edilecek numuneden de 10 mg etken
maddeye esdeger tablet tozu tam olarak
tartitlarak 200 mL metanolde ultrasonik
banyoda 15 dakika bekletilerek ¢oziinmesi
saglandi. Siire sonunda numuneler 0,45
p'luk naylon filtreden siiziilerek numune
¢Ozeltisi hazirlandi.

Islem:

ITK  plakasina  standart nabumeton
¢Ozeltisinden 15, 10, 8, 5, 4, 3, 2 ve 1
mikrolitre  tatbik  edildi. Numune

¢ozeltisinden de 5 mikrolitrelik tatbikler
yapildi. Plaka dnceden dengeye getirilmis
tanka yerlestirildi ve developman ¢ozeltisi
15 cm yikseklige erisinceye kadar
develope edildi. Plaka c¢ikarilarak oda
sicakliginda kuruyuncaya kadar bekletildi.
Tarayic1 230 nm'ye ayarlanarak standart ve
numune lekelerine karsilik gelen alan ve
yiikseklik degerlerinden yiizde nabumeton
miktar tespit edildi. Alan ile tatbik edilen
hacim cinsinden konsantrasyon arasindaki
dogrusal iliski grafik halinde ¢izildi ve
dogru denklemi ile bu denklemin
korelasyon katsayisi bulundu. Sonuglar
Sekil 6 'da verilmektedir.

Hacim (mikrolitre)

Sekil-6. Nabumetonun HPTLC Kalibrasyon Egrisi

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr
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Yukarida verilen kromatografik sartlarda kromatogram: Sekil 7'de verilmektedir.

alinan nabumetonun HPTLC

CALIBRATION :H:@ YALCIN
Hethod Sca
AU 596+ Standard level 1

No nane

4504
499 1
358 -
309
250 -
209 1
158 4

108 +

308/APR/2002 15:24

Calibration Data End HELP

Peak height arca
| 361.8 23662.1

58

a 1 ] 1 T o

8.0 8.1 8.2 83 8.4

Havelength: 238 nn
Track: 1, nolse level:
B v4.86 S/N:8711A004

T 1 ok ¥

8.5 8.6 8.7 a.8 8.9

[Rf1

8.412AU, raw data file: YRLCINI
CAHAG SOETWARE (c) 1998

SCANNER 3: 871185

Sekil-7. Nabumetonun HPTLC Kromatagrami

2.7. Siv1 Kromatograf/Kiitle
Spektroskopisi (LC/MS) Miktar Tayini
Yontemi

LC/MS  yonteminde ESI modu
kullanilmistir. Bu iyonizasyon yonteminde
cihazda iki tip optimizasyon yapilmasi
gerekmektedir. Bunlar sirasiyla;

a- ESI Modu se¢imi
b- Cone Voltaj optimizasyonu

Bu iki optimizasyon ¢alisma konusunu
olusturan nabumeton i¢in aragtirilmis ve

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

deneysel olarak yapilan caligmalar sonucu
bulunmustur. Bu optimizasyon islemleri
asagida aciklanmaktadir.

2.7.1. ESI Modu Se¢imi

Bu yontemlerle yapilan miktar tayinlerde
Elektrospray (ES) teknigi kullanilmistir.
ES tekniginde pozitif veya negatif iyon
modu analizi yapilacak bilesigin molekiil
yapisina gore se¢ilmektedir.
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Nabumeton yapisina gore kolayca bir secilmistir. Proton baglanmasi ile ilgili
proton baglayabilecegi i¢in ES* iyon modu reaksiyon denklemi asagida verilmektedir.

0
oH'
CH +
* H CHs +
s ES
HsC

HiC
Sekil-8. Nabumeton Proton Baglanmas: ile ilgili Reaksiyon Denklemi

|

ES * iyon modunun segilmesi sirasinda iki  modun uygulanmasi1 ile alman
islem deneysel olarak da yapilmis ve her spektrumlar  Sekil 9'da verilmektedir.
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Sekil-9. Nabumeton ES* ve ES” LC/MS Spektrumu

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr
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Spektrumlarda  goriilecegi  lizere ES™
modunda molekiiler iyon siddeti (5,92¢),
belirgin  olmayan ES~  modundaki
molekiiler iyon siddetine gore c¢ok daha
yiiksektir. Bu sebeple miktar tayini
uygulamasinda ES* modu se¢ilmistir.

2.7.2. Cone Voltaj (CV) Optimizasyonu

ES modunda iyonizasyonu saglayan ve
cone voltaj olarak isimlendirilen voltajin

sebeple kiitle spektroskopisi kullanilarak

yapilan miktar tayinlerinde molekiiler

iyonun en siddetli dolayisiyla
parcalanmalarin en az oldugu voltaj
se¢ilmektedir.

Nabumeton i¢in CV secimi 10-70eV

arasinda uygulanmis ve molekiiler iyona
(M*+1=229) ait spektrumlar Sekil 10 'da
verilmektedir. Spektrumdan anlasilacagi
gibi en siddetli pik (2,02¢%) 25 eV'da elde

siddeti  6nemlidir. CV 'm  siddeti edilmektedir. Bu sebeple miktar tayininde
fragmantlarin olusumunu etkilemektedir. CV=25 eV olarak sec¢ilmistir.
CV arttik¢a fragmantasyon artmaktadir. Bu
y=l1_010404174921 #3427 RI: 2660 AV: 1 NL: 2.36E6
T: {00 + p ESI sikd=20.00 Full ms { 18.00-233.00]
100 2287
o
o0 ]
703
§ oo
|
2 so]
P
30;. 1747 2168.7
3 1428
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2a 40 s0 a0 1 120 “140 160 220
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70}
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Sekil-10. Nabumetonun LC/MS Spektrumunda Cone Voltaj Optimizasyonu

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr
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2.8.1. Sivi Kromatograf / Kiitle
Spektroskopisi (LC/MS) Miktar Tayini
Yonteminin Uygulanisi

LC-MS yontemi ile yapilan miktar tayini
calismalarinda SIM (Single-ion-
Monitoriing) data elde etme modu
kullanilmaktadir. Bu mod, 6zellikle bilinen
veya hedeflenen bilesiklerin teshisinde ve
kantitatif analizlerinde spektrumdaki tiim
piklerin tarama akuzisyonu yerine secilen
tek bir pikin akuzisyonunun daha hassas
alinabilmesi i¢in
Genellikle molekiiler iyon segilen pik

kullanilmaktadir.

olmakta ve kiitle analizorii sadece bu iyon
icin  tarama  yapip  Toplam Iyon
Kromatogram (TIC) vermektedir. Bu
sekilde kiitle spektrometresi hassas ve
secici  bir  detektor olarak  islem
yapmaktadir. Sadece bir tek iyonun
secilmesi hassasiyeti arttirmaktadir.

Analizi yapilacak numunede birden fazla
bilesik var ise bilesiklerin
kromatogramdaki alikonma zamanlarina ve
olusan iyonun molekiil agirligina gore ayri
ayrt kromatogramlar: alinarak her birinin
analizi  yapilabilmektedir. ~Ancak, bu
arastirmada
kullanilma sebebi, ortamdan gelebilecek
safsizliklar1 uzaklastirmak ve ayrica pik

bigimlerinin daha diizgiin elde edilmesidir.

kromatografi kolonu

Analizin Yapihsi

HPLC Sartlar:

e HPLC: ThemoQuest
SpektraSystem Sivi  Kromatogafi
Sistemi

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

e Kolon: CR Phenomenex, 50 x 4,6
mm, 3 um

e Mobil Faz: Su: MeOH (20:80),
izokratik sistem

e Kolon Sicakhg: 25 °C

e Akis Hiz1: 0,4 mL/dk
Kiitle Spektrometresi Sartlar::

e LC/MS Cihazi: ThermoQuest
Finnigan AQA Kiitle
Spektrometresi

e Cone Voltage: 25eV

e Polarity: ES*

e Dwell Time: 0,37

e Points/sec: 2,70

e Probe (kV): 3,00

e Probe CC): 3,00

e RFLens(V):0,2

e LM:12/5

e HMRes: 12,5

e | Energy:1,0

Miktar Tayininin Yapihs::

Hazirlanan 100 pg/uL'lik stok nabumeton
¢Ozeltisinden 3, 4, 5, 10, 20, 25, 30, 40, 50
ve 60 pL otomatik enjektorle tatbik edildi.
Bu enjeksiyonlarin SIM modunda alinan
ve molekiiler iyona (229) ait TIC'lar Sekil
11'de gosterilmektedir.
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Sekil-11. Nabumetonun SIM modunda alinan ve molekiiler iyona (229) ait TIC lar1

Sekilden  goriilecegi gibi 3 pL'lik

uygulamada nabumetonun iyonu
goriilmemektedir. 4 pL enjeksiyonda ise
iyon  belirgin  durumdadir.  Yapilan

calismalarda nabumetona ait iyonun 4
uL'lik enjeksiyon ile teshis yapilabildigi
tespit edilmistir. Bu ¢alismada 4 pL
enjeksiyona denk gelen nabumeton ihtiva
eden limite kadar teshis, 20uL enjeksiyona
denk gelen nabumeton iceren limite kadar
miktar tayininin gerceklesebilecegi
bulunmustur.

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

Standart Nabumeton
Olusturulmasi

Egrisinin

100 pg/uL konsantrasyonunda hazirlanan
nabumeton ¢ozeltisinden 3; 4; 5;

10; 20; 30; 40; 50 ve 60 uL c¢ozeltiler
otomatik Ornekleyici araciligiyla ayri ayri
enjekte edildi.

Her ¢ozelti icin m/z 229'da goriilen iyonun
(M+1)* toplam iyon kromatogrami alind.
Kromatogramin alan degerleri cihaz
tarafindan otomatik olarak hesaplandi.

78



Nabumeton Igeren Tabletlerde Yeni Miktar Tayini Yéntemleri ve Diger Yontemlerle Karsilastirmast

Bulunan degerler enjekte edilen c¢ozelti
miktarina  karsilik  olacak  sekilde
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Olusturulan

6000000
,, 5000000
4000000
- 3000000
n 2000000
1000000
0

kalibrasyon egrisi, dogru denklemi, ve
denklemin korelasyon katsayis1 Sekil 12'de
verilmektedir.

0 20

Hacim{mikrolitre)

Sekil-12. Nabumetonun LC-MS (SIM) Kalibrasyon egrisi

Ticari Tablet Miktar Tayini

20 tablet tam olarak tartildi, ince toz haline
getirildi. Metanol:su (80:20, v/v) iginde
100 pg/pL lik ¢ozeltisi hazirlandi. 30, 40
ve 50 uL enjekte edildi. Yukarida anlatilan
sekilde molekiiler iyon(M+1)* pikinin
TIC1 alindi. Bulunan alan degerlerin
standart nabumeton kalibrasyon egrisine
konuldu ve tablet i¢inde bulunan
nabumeton miktar1 tespit edildi.

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

3. Bulgular

3.1. Standart Nabumetonun Tanima
Ve Saflik Analiz Sonuclar
3.1.1. Ergime Noktasi

Yapilan  ergime  noktast  tayininde
nabumeton standartinin ergime noktasi 80-
81 °C bulunmustur. Bu deger literatiirde
verilen deger ile (80 C) aymidir (Goudie,

A.C. veark.).

3.1.2. IR Spektrumu

Standart  nabumetonun  KBr  diski
hazirlanarak IR spektrumu alinmig ve
nabumetonun IR spektrumu Sekil 13 'de
verilmisgtir.
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Sekil-13. Nabumetonun IR Spektrumu

14 standart nabumeton bilesiginin Wiley
3.1.3. Kiitle Sprektrumu tarafindan verilen kiitle spektrumunu ve
cihaz iizerinde bulunan kiitliphane tarama
sonuclarini vermektedir.

Standart nabumetonun kiitle spektrumu
i¢in kiitliphane taramasi yapilmistir. Sekil
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Sekil-14. Nabumetonun Kiitle Spektrumu ve Kiitiiphane Taramasi

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr
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3.2.  Nabumeton iceren Ticari
Tabletlerde 'H-NMR Miktar Tayini
Yontemi Sonuglari

Nabumeton iceren ticari tabletlerde H-
NMR Spektroskopisi Yontemi ile yapilan
miktar tayininde Boliim 2.4.1°de anlatilan
yol izlenmistir. *H-NMR Spektroskopisi ile
yapitlan  miktar  tayininde
tekrarlanabilirligi de incelenmistir. Tablo
2, bu sekilde yapilan deneyin sonuglarini
vermektedir.

yontemin

Tablo-3. Nabumeton Iceren  Ticari
Tabletlerde HPLC Miktar Tayini Sonuglari
ve Istatistiksel Degerlendirmeleri

Tablo-2. Nabumeton Iceren Ticari
Tabletlerde *H-NMR Yéntemi fle Miktar
Tayini Sonuglari ve Istatiksel
Degerlendirmeleri
Numune Relifex Film Tablet, 500mg.
No Bulunan mg Bulunan %
1 501,00 100,20
2 500,50 100,10
3 506,50 100,30
4 509,00 101,80
5 501,50 100,30
6 496,00 99,20
7 502,00 100,40
8 498,00 99,60
9 499,50 99,90
10 502,50 100,50
Ortalama: 501,65
$S: 3,8009 ?c:gagagma%‘
%(BSS): 0,7576 ’

Numune Relifex Film Tablet, 500mg.
No Bulunan mg Bulunan %
1 496,25 99,25
2 505,50 101,10
3 509,50 101,90
4 504,00 100,80
5 494,50 98,90
6 500,50 100,10
7 497,50 99,50
8 496,00 99,20
9 498,50 99,70
10 501,50 100,30
Ortalama: 505,35
$S: 2,6462 ?c';tlagna%:
%(BSS): 0,5236 ’

Yontemin uygulanmasinda, 50 ng/pL'deki
¢ozeltiden otomatik 6rnekleyici ile 8, 5, 4,
3, 2 ve 1 pL'lik enjeksiyonlar yapilarak
230 nm, 260 nm ve 332 nm'deki S/N
degerleri kaydedilmistir. Sonuglar Tablo
4'de verilmistir.

Tablo 4'den anlagilacag: iizere uygun dalga
boyu daha alt limitlere inme bakimindan
230 nm olarak tespit edilmistir.

Tablo-4: HPLC Yontemine Ait S/N
Sonuglari.

Ticari
Miktar

3.3. Nabumeton  Iceren
Tabletlerde  HPLC
Tayini Yontemi Sonuglar:

Nabumeton igeren ticari tabletlerde
HPLC yontemi ile yapilan miktar
tayininde Bolim 2.5' de anlatilan yol
izlenmistir. YOnteme ait sonuglar Tablo
3' de verilmektedir.

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

Enjeksiyon (uL) S/N Degeri
A:230 nm | A:260 nm | A:332nm
8 278 21 13
5 83 9 7
4 78 8 3
3 30 2 -
2 11 - -
1 2 - -

Deneyde nabumeton i¢in 230 nm'de 100
ng/ 2 pL limitine kadar miktar tayininin
gergeklesebilecegi bulunmustur.
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3.4. Nabumeton Iceren Ticari
Tabletlerde LC/MS Yontemi Sonugclar:
3.4.1. Nabumeton Iiceren Tabletlerde
LS/MS  Miktar Tayini  Yontemi
Sonuclari

Nabumeton igeren ticari tabletlerde LC/MS
yontemiyle yapilan miktar tayininde
Bolim 2.7' de anlatilan yol izlenmistir.
Sonuglar Tablo 5'de verilmektedir.

Tablo-5: Nabumeton igeren  Ticari
Tabletlerde LC/MS Yontemi Ile Miktar

Tayini Sonuglari ve Istatistiksel
Degerlendirmeleri
Numune Relifex Film Tablet, 500mg.
No Bulunan mg Bulunan %
1 496,25 99,25
2 505,50 101,10
3 509,50 101,90
4 504,00 100,80
5 494,50 98,90
6 500,50 100,10
7 497,50 99,50
8 496,00 99,20
9 498,50 99,70
10 501,50 100,30
Ortalama: 500,37 Ortalama%:
SS: 4,7889 100 08 )
%(BSS): 0,9570 |

3.5.  Nabumeton Iceren Ticari
Tabletlerde HPTLC ile Yapilan Miktar
Tayini Yontemi Sonuclar

Yiiksek  performansli  ince  tabaka
kromatografisi ile uygulanan miktar tayini
yonteminde Bolim 2.6' da anlatilan yol
izlenmistir. Dalga boyu olarak 230 nm'de
daha 1yl bir absorbans elde edildigi
bilindiginden bu dalga boyundaki alanlar
almmis, sonuglar Tablo 6'da istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

Tablo-6. Nabumeton Igeren  Ticari
Tabletlerde HPTLC Yontemi Ile Miktar

Tayini Sonuglari ve [statistiksel
Degerlendirmeleri
Relifex Film Tablet, 500mg.
Numune
No Dalga Boyu: 230 nm
Bulunan mg Bulunan %
1 519,00 103,80
2 510,00 102,00
3 522,50 104,50
4 516,00 103,20
5 518,50 103,70
6 525,50 105,10
7 521,50 104,30
8 508,00 101,60
9 511,00 102,20
10 517,00 103,40
Ortalama:
516,90 | Ortalama%:
$S:5,7339| 103,38
%(BSS): 1,1092
4, Sonuc¢ ve Tartisma

Bu c¢alismada, ¢esitli aletsel analiz
yontemleri kullanilarak Tirkiye'de Relifex
adi altinda piyasada bulunan nabumetonun
tabletlerdeki miktarinin tayini igin yeni
yontemler gelistirilmistir.

Nabumeton, non-steroidal antienflamatuar
etkili romatoid artrit ve osteoartrit
tedavisinde endike bir bilesiktir. Asidik
olmayan, naftilbutanon tiirevi bir ila¢ olan
nabumeton analjezik ve antipiretik etkiye
sahiptir. Vicutta karacigerden gecerken
hizli bir sekilde, ana aktif metaboliti olan
6-metoksi-2- naftilasetik asite (6-MNA)
doniisiir (Boyle E.A. ve ark.). 6-MNA
prostaglandin  sentezinin  potent  bir
baskilayicisidir. Bu metabolitin asetik asit
tirevi olmast nedeniyle nabumeton
arilasetik asit prekiirsorleri gubunda yer
almaktadir.
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Nabumetonun monografi ingiliz ve Avrupa
Farmakopesinde yer almaktadir. Avrupa
Farmakopesinde etken maddeye yonelik
spesifikasyonlar  bildirilmistir.  Burada
miistahzarlardaki miktarlarinin tayini ile
ilgili bir yontem verilmemektedir. Ingiliz
Farmakopesinde  yer  alan HPLC
yonteminde  kullanilan  kolonun  zor
bulunmasi nedeniyle, nabumeton iceren
preparatlarin miktar tayin yOnteminde
firma tarafindan bildirilen UV ydntemi
uygulanmaktadir.

Tirkiye'de  Relifex film tablet adiyla
iretilen nabumeton i¢in firma tarafindan
bildirilen ve kontrollerde uygulanan UV
Spektroskopisine dayanan bir miktar tayini
yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde
332 nm'deki absorbans degerlerinden
hareketle 100 pg/mL konsantrasyondaki
cozeltilerden miktar tayini yapilmaktadir.

Bu calismada, nabumetonun tabletlerdeki
miktarinin tayin edilebilmesi ic¢in degisik
yontemler gelistirilmis ve  gelistirilen
yontemler ticari tabletlere uygulanmistir.
Bu amagla yapilan caligmalarda 4 ayn
yontem ortaya konulmustur. Bu yontemler
sirasiyla;

1) Yiksek Performansli Ince Tabaka
Kromatografisi (HPTLC)

Y Ontemi

2) Yiksek Basingli Sivi Kromatogafisi
(HPLC) Yontemi

3) 'H-NMR Spektroskopisi Yéntemi

4) LC/MS (Sivi Kromatografisi/ Kiitle
Spektroskopisi) Yontemi

Rutin analizlerde kullanilan UV yodntemi
ile, absorbansin daha iyi oldugu 260
nm'deki absorbans degerleri kullanilarak

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

standart kalibrasyon egrisi hazirlanmakta
ve ticari tabletlere uygulanmaktadir.
Boylece tarafimizdan ortaya konulan
yontemlerle rutin  analizlerde halen

uygulanan  yontemin  karsilagtirmalar
yapilmustir.
Yiiksek  Performansli Ince  Tabaka

Kromatografisi yontemi, bilinen ince
tabaka kramotogafisine gore daha hizl,
hassas ve uygulama kolayligi olan bir
tekniktir.  Otomatik  oOrnekleyici  ile
numuneler plaka ilizerine spreyleme
seklinde tatbik edilebilecegi gibi plakaya
dokunarak da uygulanabilmektedir.
Tarayic1 ile gelistirilen plaka iizerindeki
pikler taranarak grafik olarak sonuglar elde
edilmektedir. Girilen datalar ydniinde
standart ve numunelere ait elde edilen
pikler cihaz tarafindan otomatik olarak
karsilastirilarak sonuglan dokiiman halinde
verilmektedir. Numunede bulunan
bilesenlerin miktarinin kantitatif tayini,
lekelerin alaninin standarta ait lekenin

alaninin karsilastirilmasi ile
yapilabilmektedir.
Yiiksek  Performansli Ince  Tabaka

Kromatografisi cihazi kullanilarak
kantitatif analiz caligmalarina literatiirde
siklikla  rastlanmaktadir. Bu  teknigi
kullanarak ila¢ etken maddelerine ait
safsizliklarin  kontrolii ve belirlenmesi
yapilabilmekte, kalibrasyon egrisi
hazirlanarak miktar tayini

yapilabilmektedir.

Bu arastirmada HPTLC cihaz1 kullanilarak
sartlar modifiye edilmis, miistahzarlara
uygulanmis ve tablet i¢inde nabumetonun
yiizde miktarinin tayini yapilmistir. Firma
spesifikasyonu olarak bildirilen
pargalanma iirlinlerinin tayininde eliient
olarak kloroform kullanildiginda diizgiin
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bir siiriklenme olmamis, siiriiklenmeyi
diizeltmek i¢in ortama metanol ilavesi
yapilmistir. Nabumeton'un, yiiksek
performansh ince tabaka kromatografisi
yontemi ile yapilan miktar tayininde en
uygun haraketli faz olarak kloroform:
metanol (97: 3) bulunmustur. Miktar
tayininde, 50 pg/mL konsantrasyondaki
standart nabumeton ¢ozeltisinden otomatik
Omekleyici ile standart ve numune
tatbikleri yapilmig ve 230 nm'deki standart
ve numune lekeleri taranarak yiizde
nabumeton miktar1 tespit edilmistir.

Yiiksek basingli  stvi  kromatografisi
preparatlarin ila¢ miktar tayininde en fazla
kullanilan ydntemlerden birisidir. Ozellikle
Amerikan Farmakopesinde ¢esitli ilaglarin
miktar tayinlerinin bu yontemle yapildigi
goriilmektedir.  Yiksek basingli  sivi
kromatografisi daha c¢ok ayirma teknigi
olmasina ragmen ilag etken maddelerin
farmasoétik preparatlardaki miktar tayininde
basari ile kullanilmaktadir.

Yontemde  belirli  konsantrasyonlarda
hazirlanmis nabumeton ¢ozeltisinin 5 cm
151k yoluna sahip diyot array detektorlii
(DAD) HPLC cihazina enjeksiyonu sonucu
pik alanlart ile konsantrasyon arasindaki
iliski dogrusal bulunmus, grafiksel olarak
gosterilmis ve daha sonra ticari tabletin
cozeltisi enjekte edilerek 4,48 dakikada
bulunan pik alanindan hareketle miktar
tayini gergeklestirilmistir.

Yontemde 230, 260 ve 332 nm'deki pik
cevaplarinin S/N degerleri tespit edilmis ve
inilebilecek alt limit bakimindan uygun
dalga boyu olarak 230 nm' nin oldugu
gozlenmistir. Deneyde nabumeton i¢in 230
nm'de 100 ng/ 2 pL'de limitine kadar
miktar tayininin gerceklesebilecegi
bulunmustur.

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

'H-NMR Spektroskopisi ile miktar tayini
yontemi  hassas, hizlh ve  kolay
uygulanabilmektedir. NMR Spektroskopisi
yaygin olarak yapi aydinlatmasi
calismalarinda kullanilmaktadir. Ancak
etken madde uygun c¢oOziiciisiinde yeteri
kadar c¢oziinliyorsa ve spektrumun bos
bolgelerinde sinyal veren ve ayni ¢oziiciide
¢Ozlinen bir i¢ standart bulunabilirse
kantitatif  analizde de  basarnt ile
kullanilmaktadir. En biiyiik avantaji insan
hatasinin en aza indirgenmesidir. Deney
sirasinda olusabilecek tek hata numunenin
ve i¢ standartin tam olarak
tartilamamasindan kaynaklanmaktadir.
Miktar tayinin tiimii spektrum iizerinde
integral degerlerinden hareketle
yapildigindan ve bu degerler spektrometre
tarafindan otomatik olarak verildiginden
hata en aza indirgenmektedir.

Nabumetonun 'H-NMR  Spektroskopisi
Yontemi ile yapilan miktar tayininde en
uygun ¢6ziicii olarak dmso-ds, i¢ standart
olarak ise benzil benzoat bulunmustur.
Miktar tayininde nabumetonun 3,85'de
altinct  konumundaki protonlarina  ait
sinyalin integral degeri ve benzil benzoatin
5,35 ppm'deki metilen protonuna ait
sinyalin integral degeri kullanilmustir. iki
sinyal birbirinden izole oldugundan ve her
iki  bilesigin  diger  sinyalleri ile
karismadigindan miktar tayini kolayca
yapilabilmektedir. Yontemin 20-30 dakika
gibi ¢ok kisa bir siirede tamamlanmas1 da
biiyiik avantaj saglamaktadir.

LC/MS yontemi HPLC yontemine benzer
bir yontemdir. En onemli 6zelligi kiitle
spektroskopisinin detektor olarak gorev
yapmasidir. Boylece hassasiyet daha da
artmakta ve cok daha diisik
konsantrasyonlarda ¢alisilabilmektedir.
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Non-polar bir bilesik olan nabumetonun
teorik olarak APCI iyonizasyon teknigi
kullanilarak ¢aligilmasi uygun gibi goriinse
de, APCI tekniginde m/z 229 (M+1)"
pikinin kararli olmadigi tespit edilmis ve
elektrospray iyonizasyon teknigi (ESI)
kullanilarak miktar tayini
gerceklestirilmigtir.  ESI iyonizasyon
teknigi kullanilarak yapilan yontemle m/z
229 (M+1)* pikinin  toplam iyon
kromatagamindan  hareketle HPLC'ye
benzer bir sekilde miktar tayini
gergeklestirilmistir. Miktar tayini
deneyinde 100 pg/uL konsantrasyonundan
3 uL enjeksiyon yapilmis ve 0,3 ng
limitine kadar inilmistir. LC/MS
yontemine ait sonuglar Tablo 7 'de
verilmigtir.

Tablo-7. Minimum Tespit Limiti (LOD)
ve Kantitatif Alt Limit (LOQ) Sonuglari

Enjeksiyon Madde Miktari S/N
(pL) (ng) Degeri
20 2 8
5 0,5 5
3 0,3 3
2 0,2 -

Bu yontem farmasoétik preparatlarm yam
sira viicut sivilarindaki miktar tayininde
basar1 ile kullanilabilmektedir. Viicut
stvisinda  bulunabilecek diger bilesikler
HPLC'de tam olarak ayrilmasa da molekiil
agirliklart farkli olan bilesiklerden sadece
istenilen  agirliktaki  bilesigin =~ TIC'i
almabildiginden HPLC yontemindeki gibi
tam bir ayirim yapilmasina gerek yoktur.
Bu da ozellikle karisim halinde bulunan
bilesiklerin miktar tayinlerinin kolaylikla
yapilabilmesini saglamaktadir.

Dort ayri yontemin 500 mg nabumeton
iceren ticari tabletlere (Relifex film tablet)
uygulanmasi sonucu elde edilen
istatistiksel degerler Tablo 8 'de verilmistir.

*Sorumlu Yazar: yalcin.eroglu@erzincan.edu.tr

Tablodan anlagilacagi {lizere istatistiksel
olarak miktar tayininde kullanilacak
yontemlerin i¢inde en uygun olanlar
tarafimizdan ortaya konulan yontemlerdir.
[statistiksel degerlendirmemizde, kiigiik
standart sapma degeri bu ydntemlerin
uygunlugu hakkinda fikir vermektedir.

Kolaylik, ¢abukluk ve cihaz imkanlar
bakimindan ise H-NMR ve HPLC
yontemi en istiin yontemlerdir. LC/MS
yontemi diger yontemlere gore daha alt
limitlere  inebilmemizi saglayan  bir
yontemdir. Bu nedenle, LC/MS yontemi
nabumeton i¢in biyolojik sivilardaki miktar
tayinlerinde basar1 ile kullanilabilir.
Ayrica, ekonomik yonden degerlendirmede
'H-NMR yénteminin cihazin laboratuvarda
bulunmasi durumunda en ekonomik
yontem oldugu, HPLC yoOntemi ise
kullanilan ¢o6ziiciiler ve kolon sebebiyle
H-NMR yonteminden daha az ekonomik
oldugu  goriilmektedir.  Ancak,  sivi
kromatografin giinimiizde hemen hemen
her laboratuvarda bulundugu diisiiniiliirse
uygulama yoniinden Onerilebilir. HPTLC
cithazi ile uygulanan yontem ise alternatif
bir yontem olarak uygulanabilir. Bu
yontem, bagka bir teknikle etken madde ve
parcalanma iiriinleri tayininin yapilamadigi
durumlarda gergeklestirilir.

Tablo-8. Miktar Tayini Yontemlerinin
Istatiksel Karsilagtirmalari

Nabumeton Film Tablet, 500 mg
H-NMR
HPTLC HPLC LC/MS
Ortalama | 516,9 | 505,35 501,65 500,37
Ort. & 103,38 | 101,07 100,33 | 100,08
SS 5,7339 | 2,6462 3,8009 [4,7889
% BBS ]1,1092 |0,5236 0,7576 0,957
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Bu c¢alismada, tez konumu belirleyen,
caligmalarimi yoOneten, ¢alismalarimin her
asamasinda degerli katkilarmi gordiiglim
rahmetli  hocam Prof. Dr. Tuncel
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