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ÖZBu çalışmanın amacı, nonsteroidal antienflamatuvarilaç grubunda yer alan, kombinasyon olarak kullanılandeksketoprofen trometamol (DKP) ve diklofenaksodyum’un (DIC) farmasötik örneklerde eş zamanlıanalizi için bir yüksek basınçlı sıvı kromatografisi(HPLC) yöntemi geliştirmektir. Ayırmalar hareketli fazolarak asetonitril: 0.025 M ile pH 3.0 fosfat tamponu(70:30 h/h) karışımı kullanılarak Inertsil C18 ters fazkolon sisteminde yapılmıştır. Akış hızı 0.7 mL/dk’dır.Çalışmalar 260 nm dalga boyunda yapılmıştır. Geliştiri-len yeni metot kullanılarak farmasötik preperatlardaDKP ve DIC tayinleri yapılmıştır. Farmasötik örneklerherhangi bir ön ayırma basamağına tabi tutulmadanHPLC’de analiz edilmiştir. HPLC yöntemiyle elde edilenanaliz sonuçlarının farmasötik örneklerde DKP veDIC’in kantitatif analizleri için doğru, kesin, duyarlı,seçici ve sağlam ve tutarlı olduğu görülmüştür.
Anahtar kelimeler: Deksketoprofen Trometamol, Dik-lofenak Sodyum, HPLC, Farmasötik Örnek

ABSTRACTThe aim of this study is to develop a high pressure liquidchromatography (HPLC) method for simultaneousanalysis of dexketoprofen trometamol (DKP) and di-clofenac sodium (DIC) which can be used as a combinedformulation of in nonsteroidal anti-inflammatory druggroup in pharmaceutical samples. Seperation was per-formed on Inertsil C18 reverse phase column systemusing a mobile phase consisting of acetonitrile and pH3.0 0.025 M phosphate buffer (70:30 v/v). Flow ratewas 0.7 mL/min and determinations of DIC and DKPwas performed at 260 nm by using DAD detector. DKPand DIC in pharmaceutical preparation were deter-mined by the developed HPLC method. Pharmaceuticalsamples were analyzed by HPLC without using prelimi-nary seperation step. The obtained results by the proce-dure of HPLC were accurate, precise, sensitive, selectiveand robust for quantitation analysis of DKP and DIC inpharmaceutical samples.
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GİRİŞAğrı, muhtemel bir doku hasarına karşı vücudumuzunuyarımını sağlamak için sinyaller üreten sinir sistemininhayati fonksiyonlarındandır. Ağrı, gerçek ya da potansi-yel doku hasarıyla ilişkili hoş olmayan duyusal ve hissîbir deneyimdir. “Var olan veya olası doku hasarına eşlikeden veya bu hasar ile tanımlanabilen, hoşa gitmeyenduyusal ve duygusal deneyim” de denebilir. “Ağrı birkorunma sistemi” olarak tarif edilmektedir. Nosisepsi-yon ise vücudun bir bölgesinde bir doku hasarındabunun özelleşmiş sinir uçları (nosiseptör) ile santralsinir sistemine götürülmesi, algılanması ve buna karşıfizyolojik, biyokimyasal ve psikolojik önlemlerin hare-kete geçirilmesine denir. Ağrı, nosisepsiyon içinde biralgılama olup kişiye ve koşullara göre değişen bir duy-gulanım şeklidir. Tüm nosiseptör vasıtalı uyarımlar ağrıoluşturur, ancak tüm ağrılar nosisepsiyondan kaynak-lanmaz. Ağrı genellikle doku zedelenmesi sonucu gel-işen nonsiseptif bir duyudur. Akut ağrıya neden olan

durum ile ağrı arasındaki zaman, yer ve şiddet bakımın-dan yakın bir ilişki olduğu varsayılmaktadır. Kroniksüreç izleyen ağrılar (kanser veya romatizmal) da non-siseptif niteliktedir (1).Klinik çalışmalarda hastaların ağrılarının dindirilmesiiçin post-operatif farklı ilaç kombinasyonları pratiktekullanılmaktadır. Ağrı kesici ilaçların, klinikte kombineolarak kullanılma ihtiyaçları durumunda; kombine ticaripreparatlarının üretilmemesi halinde bileşenlerininnmıştır.kimyasal kararlılığı ve geçimliliği hakkında ye-terli çalışma bulunmamaktadır. Bu nedenle ilaçlarıneşzamanlı tayinleri ile ilgili çalışmalar da sınırlıdır.Molekül ağırlığı 375.46 g/mol, kapalı formülüC16H14O3.C4H11NO3 olan deksketoprofen trometamol(DKP) beyaz kristal yapıda olup suda ve alkoldeçözünür. Şekil 1’de Deksketoprofen Trometamol’ün
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molekül yapısı verilmiştir. Erime noktası 105˚C’tır.Beyaz kristaller veya toz halindedir. Pratik olarak eterdeçözünürlüğü yoktur (2, 3).Deksketoprofen trometamol steroid olmayan antiin-flamatuvar ilaç grubuna dahil analjezik, antiinflamatu-var ve antipiretik etkili yeni bir ilaçtır. Kas ve iskeletsistemi ağrıları, diş ağrısı, postoperatif ağrı gibi hafif veorta şiddetteki ağrıların semptomatik tedavisinde yay-gın kullanılır. Ketesse, Arveles, Elektra, Rastel, Dexmol,Dexofen, Dexalgin, Dexiren, Grot, Ketavel, Leodex, Meta-dem, Sepremil, Sertofen, Dex-Forte, Dexfull, Dexpro,Rastel ve Redagon Deksketoprofen trometamol’ü etkenmadde olarak içeren değişik dozaj formlarındaki ticarimüstahzarlardır (4,5).Molekül ağırlığı 318.13, kapalı formülü C14H10Cl2NNaO2,sistematik adı, Sodyum 2-[2-(2,6-diklorofenil)aminofenil]etanoik asit olan diklofenak sodyum (DIC)beyazdan açık sarıya değişen renkte, kristalize bir toz-dur. Erime noktası 275˚C’tır.  Suda az çözünür; alkoldeçözünür (6, 7). Şekil 2’de Diklofenak sodyumun molekülşekli verilmiştir. Diklofenak sodyum, değişik farmasötik

dozaj şekillerinde pazarlanan nonsteroidal antien-flamatuvar bir ilaçtır. Diklofenak sodyumun normal vegecikmeli salıveren tablet formları vardır. DiğerNSAII'lere benzer şekilde diklofenak da analjezik veantipiretik etki gösterir. Potasyum tuzu olan diklofenakpotasyumun normal salıveren tablet veya draje formları

ağrı ve dismenore tedavisinde endikedir (8, 9).Yaptığımız kaynak araştırmalarında efervesan tabletolarak birlikte kullanılması amacıyla patenti alınmışolan (10) ve pratikte post-operatif olarak kullanılan tekbaşlarına analizleri için farklı metotları mevcut olan(11-20) DKP ve DIC‘in farmasötik örneklerde eş zamanlıanalizi ile ilgili herhangi bir çalışmanın yapılmamışolduğu görülmektedir. Literatürdeki bu boşluk gözönünde bulundurularak, DKP ve DIC’in farmasötik pre-paratlarda eşzamanlı analizi için yöntem geliştirilmesiplanlanmıştır.
GEREÇ ve YÖNTEMDiklofenak Sodyum ve Deksketoprofen Trometamolstandartları Neutec (İstanbul, Türkiye) ve DEVA(İstanbul, Türkiye) ilaç firmalarından temin edilmiştir.Ayrıca hareketli fazın hazırlanmasında kullanılan HPLCsaflıktaki asetonitril (ACN) ve metanol Merck’ten(Darmstadt, Almanya) sağlanmıştır. Tampon hazır-lamada kullanılan NaH2PO4.H2O ve H3PO4 Sigma’danalınmıştır. Standart stok çözeltiler ve hareketli fazdakullanılan deiyonize su Millipore Elix 5 ters osmoz pren-sibiyle çalışan saf su cihazında elde edilmiştir.Kromotografik ayırmalarda UV-DAD Dedektörlü Agilent1200 HPLC cihazı ve HP CHEMSTATION programı kul-lanılmıştır. HPLC cihazında pistonlu pompa, degazer, UV-DAD Dedektör ve oto örnekleyici cihaz ile bütünleşikolarak yer almaktadır. Oto örnekleyicide vial olarakAgilent marka 1,5 mL’lik plastik kapaklı siyah renklicam vial kitleri kullanılmıştır. Tartımlar Ohaus ExplorerPro marka terazi (0,1 mg duyarlılıkta) ile yapılmıştır. pHölçümleri İnolab WTW series pH 720 pH metre ileyapılmıştır.  Isıtma işlemlerinde Heidolph MR 3001model magnetik ısıtıcı kullanılmıştır. Çözme işlemler-inde Bandelin Sonorex ultrasonik su banyosu kul-lanılmıştır. Electrothermal IA9100 model erime noktasıtayin cihazı ile etkin maddelerin erime noktaları kontroledilmiştir. Küçük hacimli çözelti ve çözücülerin trans-ferinde Nichipet marka otomatik pipetler (10-100 μL,20-200 μL, 100-1000 μL) kullanılmıştır.Diklofenak Sodyum ve Deksketoprofen Trometamol’üneşzamanlı kantitatif analizi için HPLC’de sabit faz kolonuolarak Inertsil (150x4,6 mm, 5 μm partikül çaplı) C18ters faz kolonu, hareketli faz olarak asetonitril ve pH’sı3.0‘a ayarlanmış 0.025 M fosfat tampon karışımı (70:30h/h) kullanılmıştır. Akış hızı 0.7 mL/dk ve analiz süresi8 dakika olacak şekilde ayarlanmıştır. Enjeksiyon hacmi25 μL’dir. Ölçümler 260 nm dalga boyunda alınmıştır.Analizler öncesi kolondan hareketli faz geçirilerek ko-lonun şartlanması sağlanmıştır. Bunun için gürültününen aza indiği zemin değeri elde edilinceye kadar hare-ketli faz geçirilmiş ve daha sonra analizlere başlan-mıştır. Çalışma sonrasında kolon 30 dk deiyonize sumetanol karışımının (1:1, h/h) geçirilmesi ile temizlen-miştir. Kolonun yıkama aşamasında akış hızı 1 mL/dkolarak ayarlanmıştır.Neutec ve Deva ilaç firmalarından temin edilen DKP veDIC standartlarının bozunup bozunmadığı erime nok-tası tayini yapılarak kontrol edilmiştir.DKP ve DIC’in sulu ortam ortamda analizlerinden kro-motografik şartlar altında Agilent 1200 HPLC cihazınınyazılımı olan CHEMSTATION® programı yardımıylaalınarak elde edilen pik alanları hesaplanmıştır. Eldeedilen sonuçlar Microsoft Excel® programında pik alan

Şekil 1. Deksketoprofen Trometamolün molekül yapısı (4)

Şekil 2. Diklofenak Sodyumun molekül yapısı (9)
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ortalama değerleri (xort),  standart sapmaları (ss) ve  %bağıl standart sapma (ss / Xort Χ 100) (BSS) değerlerihesaplanarak kalibrasyon doğruları çizilmiştir.Geliştirilen HPLC yöntemi, piyasada mevcut olan Ket-esse (25 mg Deksketoprofen Trometamol) ve Dik-loron’un (25 mg Diklofenak Sodyum) tayinine uygulan-mıştır. Her bir farmasötik preparattan 10 adet tablettartılıp, ortalama ağırlığı saptanmış ve porselen ha-vanda ince toz haline getirilmiştir. 25 mg DKP ve DIC’eeşdeğer miktarda tablet tozu 0,1 mg duyarlılıkta hassasterazi ile tartılıp 1000 mL’lik bir balon jojeye ak-tarılmıştır. Üzerine 50 mL deiyonize su eklenerek 30dakika mekanik karıştırıcıda çalkalanmıştır. Deiyonizesu ile son hacme tamamlandıktan sonra mavi bantsüzgeç kâğıdından süzülmüştür. Süzüntünün ilk 25mL’si atılmış; geri kalan kısım lineer dinamik aralığıniçinde kalacak şekilde seyreltilerek HPLC’de DKP ve DICiçin geliştirilen kromotografik şartlarda analizedilmiştir. Ayrıca bu örneğe 6.25, 12.50 ve 25.00 mg/Leşdeğer olacak şekilde DKP ve DIC eklenerek geri ka-zanma değerleri hesaplanmıştır (n=6).

,

BULGULARErime noktası tayin cihazı ile yapılan ölçümlerde;DKP’nin erime noktası 104°C; DIC’in erime noktası 278°C olarak ölçülmüştür. Literatürde erime noktaları de-ğerleri sırasıyla DKP için 104°C - 106°C ve DIC için 275°C - 277°C aralıklarında verilmiştir (5, 6).Şekil 3’te sulu ortamda Deksketoprofen Trometamol veDiklofenak Sodyumun kromotogramı ve kromoto-gramın 3 boyutlu (alıkonma zamanı-UV spektrumu)görüntüsü verilmiştir.Geliştirilen HPLC yöntem ile farmasötik örneklerde eldeedilen sonuçlar Tablo I’de verilmiştir.Şekil 4’de 25 mg eşdeğer DKP bulunan Ketesse tablete6.25, 12.50 ve 25.00 mg/L DKP ve DIC eklenmiş çözeltil-erin eş zamanlı kromotogramları görülmektedir.DKP ve DIC’in temin edilen standartlarının erime nok-tası tayin cihazı ile yapılan ölçümlerinde elde edilenerime noktalarının etkin maddelerin literatürdeki erimenoktaları ile uyumlu olduğu görülmüştür.Farmasötik örneklerin analizlerinde elde edilensonuçlar incelendiğinde geri kazanma değerleri DKPiçin % 100.3 - 100.8; DIC için % 100.0 - 101.1 aralığında

(a)

(b)

Şekil 3. Geliştirilen metotta sulu ortamda Deksketoprofen Trometamol ve Diklofenak Sodyumun eşzamanlı kromotogramı (a) vekromotogramın 3 boyutlu görüntüsü (b).
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olduğu görülmüştür. Elde edilen sonuçlarda yüzde bağılstandart sapma değerlerinin DKP için % 0.8 - 0.9; DICiçin % 0.13 - % 1.12 aralığında olduğu görülmüştür.Bu çalışma, DKP ve DIC’in farmasötik örneklerde eşzamanlı analizi için geliştirilen ilk ve tek yöntemdir.Yöntemin doğruluğu ve kesinliğinin yanı sıra kısa analizsüresi, kolay ve hızlı örnek hazırlama işlemi; önerilenyöntemin iyi olması önemli avantajlarından biridir.
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Tablo I. Farmasötik Örneklerde Bulunan DKP ve DIC’in geri kazanma değerleri (n=6)
Eklenen
DKP (μg/
mL)

Bulunan or-
talama DKP
(μg/mL)±ss

DKP

%Geri Ka-
zanma

DKP %
BSS

Eklenen
DIC (μg/
mL)

Bulunan or-
talama DIC
(μg/mL)±ss

DIC

%Geri Ka-
zanma

DIC

%BSS0.00 25.01±0.21 - 0.84 0.00 24.95±0.28 - 1.126.25 31.28±0.06 100.3 0.19 6.25 31.24±0.04 100.6 0.1312.50 37.59±0.14 100.6 0.37 12.5 37.45±0.16 100.0 0.4325.00 50.22±0.14 100.8 0.28 25.0 50.23±0.13 101.1 0.26

Şekil 4. 25 mg eşdeğer DKP bulunan Ketesse tablete farklı konsantrasyonlarda DKP ve DIC eklenmiş kromotogramları
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