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Oz

Bu c¢alismada romatizma tedavisinde kullanilan antiinflamatuvar-analjezik etkili ilaglardan Asemetasin
bilesiginin dogrudan tayininde UV-dedektorlii akis-enjeksiyon analiz (FIA) teknigi tanimlanmistir. En uygun
tasiyici ¢Oziicliniin, etanol:su (20:80, h/h) igerisinde hazirlanan 2 mM NaOH oldugu saptanmustir. Akis hizi
olarak 1,2 mL dak™ ve ¢alisma dalga boyu olarak 280,8 nm degerleri kullanildiginda Asemetasin i¢in 1,2x10"
5-5,8x10° M (5,0-24,1 pg mL™?) derisim araliginda, 1,6x10% M (0,7 pg mL™') gdzlenebilirlik sinirma sahip
dogrusal bir aralik elde edilmistir. Onerilen ydntem, bu bilesigi iceren ticari kapsiil ila¢ sekline basariyla
uygulanmis ve sonuglar bu ¢aligmada gelistirilen basit bir UV-spektrofotometrik yontemle karsilastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asemetasin, akig-enjeksiyon analizi, UV dedektor, miktar tayini, kapsiil

Determination of Asemetacin in Drugs by Flow-Injection Analysis Technique Using UV
Detector

In this study, a flow-injection analysis (FIA) system with UV-detection is described for the direct
determination of Acemetacin, which is antiinflammatory-analgesic drug used for the treatment of rheumatic
diseases. The best suitable carrier solvent system was found to be 2 mM NaOH prepared in ethanol :water
(20:80, v/v). Using a flow-rate of 1,2 mL min*and wavelength of 280,8 nm, the linear response was obtained
for Acemetacin in the range of 1,2x10°-5,8x10° M (5,0-24,1 pg mL™) with a detection limit of 1,6x10¢ M
(0,7 ng mL1). The proposed method was successfully applied to the determination of Acemetacin in
commercial capsules and results were compared by a simple UV-spectrophotometric method developed in this
study.

Keywords: Acemetacin, flow-injection analysis, UV detection, determination, capsule.

1. Giris karboksimetil esteri seklinde isimlendirilir.
Sekil 1'de Asemetasin molekiiliiniin kimyasal
Asemetasin, indolasetik asit tiirevi olup, ayn1  yapis1 verilmistir.
etkileri iceren indometasin  bilesiginin
karboksimetil esteridir. 1-(4-klorobenzoil)-5-
metoksi-2-metil-1H-indol-3-asetik asit
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Sekil 1. Asemetasin molekiiliiniin kimyasal
yapist

Asemetasin, nonsteroidal antiinflamatuvar-
analjezik etkili bir bilesiktir. Bu grup ilaglar
bagimlilik  yapmadiklarindan
hastaliklar gibi inflamasyon (iltihap) olusan
ve uzun siire analjezik (agr1 kesici) ilag
verilmesini gerektiren durumlarda tercihen
kullanilmaktadirlar. Antiinflamatuvar-
analjezik ilaglarin biiylik kismi, antipiretik

romatizmal

(ates distiriicii) etkiye de sahiptir (Brooks ve
Day, 1991). Asemetasin, yukarida sayilan ii¢
tip etkinin tiimiinii gosteren yani hem
analjezik, hem antiinflamatuvar, hem de
antipiretik etkili bir bilesiktir. Bu bilesigin
ozellikle osteoartrit ve romatoid artrit gibi
romatizmal hastaliklarda, akut gut artritinde,
eklemlerin, kaslarin ve tendonlarin
iltihaplanmasinda, lumbago ve siyatikte
kullanilmast onerilmektedir (Hoffman vd.,
1985; Saul ve Korlipara, 1991; Dullenkopf,
1992; Duffy vd., 1998; Kayaalp, 2002).
Asemetasin, ag1z yolundan alindiginda mide-
barsak kanalindan tam olarak ve hizla
absorbe edilir ve %50-90"1 farmakolojik etkin
olan indometasin bilesigine ve diger inetkin
metabolitlerine dontisir. Asemetasin  ve
metabolitleri organizmadan idrar ve safra
yolu ile atilir (Jones vd., 1991).

Asemetasin'in  tayinine yonelik yapilan
kaynak arastirmasinda ¢ok az sayida
caligmaya rastlanmistir. Bu c¢alismalarin

biiytik boliimii, Asemetasin'in farmakolojik
etkilerinin arastirilmasma yoneliktir. Bunun
caligmalarinin ~ pekcogu
Asemetasin’e 6zgilin degildir. Bu bilesigin

yanisira;  tayin

ilaglardan ya da biyolojik sivilardan tek
olarak ya da es-zamanli tayininde kullanilan
yontemler arasinda sivi  kromatografisi
(Schollnhammer vd., 1986; Notarianni ve
Collins, 1987; Escuder vd., 2002; Martinez-
Algaba vd., 2004; Ilbrahim vd., 2007,
Ozbakan vd., 2009; Aybaba vd., 2013;
Walash vd., 2015; Yuan vd., 2016),
elektrokimyasal teknikler (voltametri,
polarografi ) (Palacios vd., 1988, Reguera
vd., 2002), spektroskopi (Castro vd., 2001,
Ozbakan vd., 2009; Walash vd., 2015) ve
kapiler elektroforez (Wei vd., 2004) yer
almaktadir.

Akis-enjeksiyon  analiz  (FIA)  teknigi,
otomatiklestirilmis analiz yOntemlerinin en
stk kullanilanm1 olup kisa siirede pekcok
ornegin (Ozellikle ila¢ etkin maddelerin)
diisiitk maliyetli analizine olanak tanimaktadir
(Tzanavaras ve Themelis, 2007). Bilgimize
gore Asemetasin tayini i¢in FIA tekniginin
kullanildig1 tek bir c¢alisma bulunmaktadir
(Zhang  vd., 2004). Bu c¢alismada
kemiliiminesans dedektorii kullanilmistir. Bu
bilgilerden yola ¢ikilarak; c¢alismamizda,
Asemetasin'in  ila¢  dozaj  sekillerinden
tayinine  yonelik  UV-dedektorlii ~ FIA
tekniginin kullanilacagi, basit, ekonomik,
duyarlh ve hizli bir
gelistirilmesi amaglanmustir.

tayin yoOnteminin

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Asemetasin, Bayer Tirk Kimya Sanayi ve
Ticaret Limited Sirketi (Istanbul)’nden
saglanmis olup 1s18a duyarli oldugundan
koyu kahverengi siselerde saklanmistir.
Bilesigin dayanikliligi ve ¢oziintirligi goz
oniinde bulundurularak etanol:su (20:80, h/h)
karigimi igerisinde hazirlanan 2 mM NaOH
(Merck), hem tasiyici ¢oziicii olarak hem de
Asemetasin stok ¢Ozeltilerinin
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kullanilmistir.  Olciimii
yapilacak c¢ozeltilerin seyreltme isleminde

hazirlanmasinda

aynt ¢Oziicii sisteminden yararlanilmigtir.
Cozeltilerin ~ hazirlanmasinda  iki  kez
saflastirilmis  su  kullanilmistir.  Tim
calismalar laboratuvar kosullarinda ve oda
sicakliginda gerceklestirilmistir.

2.2. Akis-enjeksiyon analiz sistemi

FIA tekniginin  kullanildigi  deneylerde
Shimadzu firmasinin kolonu ¢ikarilmig sivi
kromatografik cihazindan yararlanilmistir.
FIA i¢in Rheodyne (Cotati) enjeksiyon
tablas1 iizerinde Shimadzu marka LC-6A
model pompa kullanilmistir. Maddeye ait
sinyaller Shimadzu marka SPD-10A UV-vis
dedektor ile saptanmis ve sonuglar Shimadzu
C-R7A  Chromatopac  integrator ile
hesaplanmistir.  Standart  ¢ozeltiler ve
ornekler, 22 gauge u¢ kalinligina sahip 20
pL'lik siringa ile enjekte edilmistir.

2.3. Spektrofotometrik sistem

UV-spektrofotometrik Slgiimler, Shimadzu
firmasinin UV-2401 PC Model ¢ift 151n yollu
spektrofotometre  ile kiivetler
(Sigma) kullanilarak gergeklestirilmistir.

kuvartz

2.4. Akis-enjeksiyon analiz tekniginin
kapsiillere uygulanmasi

Asemetasin'in  ticari  ilag  sekillerinden
tayininde yerel eczanelerden temin edilen ve
90 mg Asemetasin iceren Rantudil® Retard
kapstilleri kullanilmistir. Alt1 adet kapsiil
dolu ve bos olarak tartildiktan sonra her bir
kapstiildeki ~ ortalama  dolgu = maddesi
hesaplanmustir.  3,5%10° M Asemetasin’e
esdeger miktarda tartilmis igerik 50-mL'lik
balonjojede ilgili ¢oziicii ile (2 mM NaOH)
hacme tamamlanmistir. Balonjojedeki igerik,
10 dakika ultrasonik su banyosunda tutulmusg
ve ardindan 10 dakika 5000 rpm hizda

santrifiij edilmistir. Ustteki berrak kisim
alinip gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra
cozelti (20 pL) cihaza enjekte edilmis ve
280.8 nm dalga boyunda pik alanlar1 ve
yiikseklikleri okunmustur. Elde edilen veriler
iliskili kalibrasyon denklemlerinde yerine

konularak kapsiil icindeki  Asemetasin
miktarlar1 hesaplanmistir.

2.5. Akis-enjeksiyon analiz teknigiyle
sentetik  kapsiillerden geri kazamim

calismasi

Bir kapsiil icerisindeki Asemetasin (90 mg)
ve boyar maddelerin (0,1 mg sar1 demir oksit,
0,2 mg kirmizi demir oksit, 0,1 mg siyah
demir oksit, 0,8 mg titanyum dioksit)
miktarma denk gelecek sekilde hazirlanan
tozundan 3,5x10° M
tartilmis

sentetik  karisim
Asemetasin’e esdeger
icerige Bolim 2.4'de kapsiillere uygulanan
yol izlenmistir. FElde edilen pik alani
degerlerinden hareketle madde miktarlart ve
katilan standart maddeye gore yiizde geri

miktarda

kazanim degerleri hesaplanmistir.

2.6. Spektrofotometrik
kapsiillere uygulanmasi

yontemin

Kapsiil igeriginin ortalama agirligina esdeger
miktarda tartilan igcerik 50-mL'lik
balonjojede 2 mM NaOH ile hacme
tamamlanmis ve 10 dakika ultrasonik su
banyosunda c¢alkalanmis, 15 dakika 5000
rpm hizda santrifiij edilmistir. Ustteki berrak
kisim alinmus, gerekli seyreltmeler yapilmis
ve 280,8 nm dalga boyunda UV-
spektrofotometrik yontem i¢in absorbans
degerleri  okunmus ve  spektrumlari
cekilmistir. Elde edilen wveriler, iliskili
kalibrasyon denklemlerinde yerine konularak
kapstil icerisindeki Asemetasin miktarlar
hesaplanmustir.
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3. Bulgular

3.1. Akis-enjeksiyon analiz tekniginde
aletsel degiskenlerin arastirilmasi

FIA tekniginin optimizasyon g¢alismalarina
aletsel degiskenlerden biri olan dalga
boyunun arastirilmasi ile baslanmis ve
58x10° M Asemetasin’in  200-400 nm
dalgaboyu aralifinda UV  spektrumu
kaydedilmistir. Sekil 2'den de goriildiigi gibi
209,8, 226,6, 280,8 nm'de en yiiksek
absorbans degerleri elde edilmistir. Bu dalga
boylarindan ilk ikisi birgok organik
maddenin girisim yapacagi dalga boyudur.
Bu nedenle en iyi ¢alisma dalga boyu olarak
280,8 nm kabul edilmis ve FIA tekniginde ilk
degisken olarak 280,8 nm degerinin
kullanilmasina karar verilmistir.

Abs

.0 300.
Dalga boyu, nm

Sekil 2. 5,8x10° M Asemetasin ¢dzeltisinin 200-
400 nm dalga-boyu araliginda UV spektrumu.

FIA kosullarini saptamak amaciyla bir diger
aletsel degisken olan pompa akis hizina bagh
bir calisma  yapilmistir.  3,5x10° M
Asemetasin ¢ozeltisi icin 0,1-3,0 mL dak*
akis hizi araliginda pik alam1 ve pik
ylikseklikleri grafige geg¢irilmis ve bulgular
Sekil 3'de sunulmustur.
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Sekil 3. 3,5x10° M Asemetasin ¢dzeltisinin
0,1-3,0 mL dak™ akis hiz1 arahginda
pik alan1 ve pik ytiksekligi grafigi

Sekilden de goriildiigii tizere akis hizinin 1,0
mL dak? {istiindeki degerlerinde pik alani
degerleri bir platoya ulagmigsken pik
ylksekligindeki degisim yavas olmaktadir.
Bu nedenle her iki sinyal i¢in en i1yi pompa
akis hizi olarak 1,2 mL dak! degeri
secilmistir. Bu degerde Ol¢limler icin yeterli
bir analitik sinyal de elde edilmistir.

3.2. Akis-enjeksiyon analiz tekniginin
analitik performans ozelliklerinin
arastirillmasi

Yonteme  iliskin @ en iyt  kosullarin
belirlenmesinden  sonra  ¢alismanin  bu

boltimiinde ilgili bilesigin ilag analizlerinde
analitik uygulanabilirlik kosullar1
arastirilmastir.

Asemetasin'in optimum kosullar kullanilarak
1,2x10°-5,8x10° M (5,0-24,1 pg mL™)
derisim araliginda ii¢ farkli kalibrasyon seti
hazirlanmis ve her bir set ardisik {i¢ giin
cihaza enjekte edilmistir. Yukarida verilen
derisim araliginda elde edilen akis
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sinyallerine bir 6rnek Sekil 4'de, kalibrasyon
grafiklerinden elde edilen analitik

performans
sunulmustur.

sonugclari

ise Tablo 1'de

Sekil 4. Asemetasin ¢dzeltilerinin akis sinyalleri. Asemetasin derisimi: (1) 1,2x10° M, (2)
2,3x10° M, (3) 3,5x10°M, (4) 4,610 M, (5) 5,8x10° M.

Tablo 1. Asemetasin bilesiginin 1,2x10°-5,8x10° M derisim aralifinda akis-enjeksiyon
analiz teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafiklerinin analitik performans verileri

Giin-ici Giinler-arasi
1. giin 2. giin 3. giin (Tiim giinler)
(n=3) (n=3) (n=3) (n=9)
Egim 4,34x10° 4,18x10° 4,17x10° 4,23x10°
Kesisim 9,93x10° 1,24x10* 1,49x10* 1,24x10*
Korelasyon katsayisi, r  0,9996 0,9976 0,9996 0,9995
Regresyon denkleminin  2,44x103 6,41x10° 2,48x10° 2,84x10°
SS degeri
Egimin SS degeri 6,32x107 1,66x108 6,41x10’ 7036x107
GA (p=0.05) +£2,01x108 +£5,28%10°8 +£2,04x108  +2,34x10°

SS, standart sapma; GA, giiven araligi
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Yontemin gozlenebilirlik sinir1 (LOD) ve en
diistiik tayin sir1 (LOQ) degerleri; LOD =
3,3 SS/m; LOQ = 10 SS/m esitligine gore
hesaplanmistir  (Swartz ve Krull, 1997).
Esitliklerde yer alan SS, dogrusallik
araligindaki en diisiik derisime karsilik gelen
pik akis sinyalinin (3 deger ortalamasi
olarak) standart sapmasini, m ise ilgili
kalibrasyon esitliginin egim degerini ifade
etmektedir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
1,6x10° M (0,7 ug mL™) ve 4,8x10° M (2,0
ng mL™?) olarak saptanmustir.

Asemetasin igin gelistirilen FIA tekniginin
giin-igi ve glinler-aras1 kesinlik diizeyini
saptamak amaciyla 3,5%10° M derisimdeki
cozeltiler, en 1iyi deney kosullarinda
hazirlanmistir. Giin-i¢i kesinlik ¢aligmalart 3
farkli giinde yapilmis ve her giin kendi i¢inde
8 enjeksiyon sonucuna gore
degerlendirilmistir. ~ Giinler-aras1  kesinlik
bulgular1 ise 3 ardisik giinde toplam 24
enjeksiyon degerine gore saptanmistir. Giin-
ici ve giinler-arast tekrarlanabilirlik analiz

sonugclari, Tablo 2'de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Akis-enjeksiyon analiz tekniginin giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik analiz sonuglari.

Asemetasin derisimi, 3,5x10° M.

1. giin 2. giin 3. giin Giinler-arasi
(n=8) (n=8) (n=8)
(n=24)
Pik Pik Pik Pik Pik Pik Pik Pik
alanm1 yiiksekli  alani yiiksekli  alani yiiksekli yiiksekli
. .. .. alam .
gl gl gl gl
X 164122 38298 166722 38846 167679 39374 166174 38840
SS 1348 434 989 259 1756 372 2036 567
BSS,% 0,8 1,1 0,6 0,7 1,0 0,9 1,2 1,5
GA x+1127  x+362 x+827  x+216 x+1468 x+311 x+860  x+240
(p=0.05)

X, aritmetik ortalama; SS, standart sapma; BSS, bagil standart sapma; GA, Giiven araligi

3.3. Akis-enjeksiyon analiz tekniginin
ticari ilac sekillerinde uygulamasi

Gelistirilen yontemin gercek Orneklerdeki
performans &zelliklerini dogrulamak igin,
uygulanabilirlifi  Asemetasin'in  Tiirkiye
eczanelerinde satilan  Rantudil® Retard
kapsiil ilag seklinde denenmistir. Bolim

2.4'de anlatilan yolla hazirlanmis kapsiil
cozeltilerinin analitik sinyal degerleri ve
kalibrasyon egrisi yardimiyla kapsiillerin
icerdigi Asemetasin miktarlar
hesaplanmistir. Analiz sonuglar1 ve istatiksel
degerlendirmesi Tablo 3'de verilmistir.

Kapsiiller i¢inde bulunan dolgu maddelerinin
girisim etkisini arastirmak i¢in Bolim 2.5'de
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anlatilan yolla hazirlanan sentetik kapsiil
orneklerine FIA teknigi optimum kosullarda

uygulanmistir. Tablo 3'de ortalama geri

kazanim ve bagil standart sapma (BSS, %)
degerleri sunulmustur.

Tablo 3. Asemetasin iceren kapsiil analiz sonuglart.

Yontem Etiket Bulunan® Bulunan? (%)+BSS (%) Geri Kazanim?®(%)+BSS (%)
(mg/kapsiil)  (mg/kapsiil)

FIA 90 96 107+1,8 98,7+0.5

UV-spektrofotometrik 90 91 101£2,0

46 deneyin ortalamasi

Asemetasin i¢in gelistirilen ve Kkapsiillere
uygulanan FIA teknigi, bu tez kapsaminda
gelistirilen basit bir UV-spektrofotometrik
yontemle karsilastirilmistir. 280,8 nm de UV
spektrofotometresi ile aliman  Olglimler
sonucunda elde edilen absorbans degerleri ve
kalibrasyon egrisi yardimiyla Kkapsiillerin

icerdigi Asemetasin miktarlar
hesaplanmistir.  Analiz ~ sonuglar1  ve
istatistiksel ~degerlendirmesi Tablo 3'de
verilmistir.

4. Sonug ve Tartisma

Bu arastirmada; basta romatizma olmak
iizere pekcok hastalikta goriilen agr1 ve
hareket  kisithligina  karst  kullanilan
Asemetasin bilesiginin tayinine yonelik, UV-
dedektorliic FIA tekniginin basit, hizli, ¢ok
sayida oOrnekleme sikligina sahip ve son
derece ucuz olma 6zelliginden yararlanilarak

yeni ve alternatif bir yontem gelistirilmistir.

Arastirmada FIA sinyalleri, UV dedeksiyon
sistemi ile algilanacagi i¢in ¢alisma dalga
boyunu belirlemek oOnemlidir. Bu amagla
tastyici elektrolit olarak kullanilan etanol:su
(20:80, h/h) karisimi igerisinde hazirlanan 2
mM  NaOH igerisinde bilesigin UV
spektrumlar1 alinarak optimum dalga boyu

olarak 280,8 nm degeri saptanmistir.
Yonteme iliskin bir bagka aletsel degisken
olan akis hiz1 degeri de 1,2 mL dak™ olarak
belirlenmistir.

Saptanan analitik ve aletsel kosullarda

gergeklestirilen UV-dedektorlii FIA
tekniginin LOD degeri (1,6x10° M),
kemiliiminesans dedektorlii  FIA  teknigi

(Zhang vd., 2004) ile karsilastirildiginda;
kemiliiminesans dedektoriiniin
(LOD=6,9x10® M) daha duyarli analitik
yanit verdigi gorilmektedir. Buna karsin
kemiliiminesans ol¢iim teknolojisi, analiz
oncesi islemlere (tiirevlendirme gibi) gerek
zaman ve
analizlerinde

duymasit nedeniyle
acisindan  rutin
edilmemektedir.

maliyet
tercih

Ote yandan; UV-dedektorlii FIA teknigi ile
1,2x10°-58x10° M (5,0-24,1 pg mL%)
derisim araliginda dogrusallik elde edilmistir.
Bu dogrusal aralik, kaynak¢ada yer alan diger
yontemlerle elde edilen degerlerle
kiyaslanabilir 6zelliktedir (Escuder vd., 2002;
Reguera vd., 2002; Martinez-Algaba vd.,
2004; Ozbakan vd., 2009; Yuan vd., 2016).

FIA  tekniginin dogrusallik  kontroliine
yonelik elde edilen Dbasarili  bulgular,
geligtirilen yOntemin Asemetasin  miktar
tayini i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.
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FIA tekniginin kesinligine yonelik yapilan
validasyon calismasinin bulgular
degerlendirildiginde; giin-i¢i ve giinler-arast
yapilan Ol¢iimlerde tekrarlanabilirlik
acisindan ¢ok tutarli sonuca ulagildigi
gozlenmektedir.

Gelistirilen yontemin kesinlik arastirmasinda
cok 1yi sonuglarin elde edilmesi, Asemetasin
igeren ticari ilag sekillerinde bilesigin miktar
tayini caligmalarinin yapilabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle FIA teknigi
bilesigin piyasa preparati olan kapsiil sekline
uygulanmistir.  Farmakopeler  genellikle
kabuledilebilir etken madde sinirin1 %90-110
araliginda Gelistirilen
yontemle bulunan sonu¢ (%107), Onerilen
araligin icine girdigi gibi olduk¢a iyi bir
tekrarlanabilirlik elde edilmistir (%2'den
kiigtk).

Onermektedirler.

Geri kazanim ¢aligmasina yonelik elde edilen
bulgular, ilag katki maddelerinin gelistirilen
FIA teknigini etkilemediginin kanitidir.

Asemetasin i¢in gelistirilen ve kapsiillere
uygulanan FIA teknigi, bu tez kapsaminda
gelistirilen basit bir UV-spektrofotometrik
yontemle  karsilastirildiginda,  her  iki
yontemin kapsiil analiz bulgular1 ¢ok 1iyi
tekrarlanabilir sonuglar vermistir.

Yontemin temel sorunu, plazma ya da idrar
gibi karmasik biyolojik matriste segiciliginin
diistik olmasidir. Bu ortamlarda teknigin
uygulanmasindan 6nce 6n ayirma iglemine
gereksinim vardir.

Sonu¢ olarak; Asemetasin tayini ig¢in
gelistirilen UV-dedektorlii FIA teknigi, bu
bilesigin tayininde siklikla tercih edilen
yiksek performansli sivi kromatografisinde
kullanilan maliyeti yiiksek c¢oziiciilere ve
cihazlara, uzun zaman alan ayirma
islemlerine gereksinim duymadan farkli ilag
sekillerinin hizli, dogru ve giivenilir rutin

analizine olanak saglayacaktir.
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