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Ozet : Bu calismada antienflamatuvar, antipiretik ve analjezik
etkili bir bilesik olan indometasin igin Niikleer Manyetik Rezonans
Spektroskopisi ile yeni bir miktar tayini yontemi ortaya konulmus,
yontem Tiirkiye'de satilan 5 indometasin kapsiil preparatina uygulan-
mis ve USP XX ile NF XIII de verilen yontemle karsilastiriilmitsir, Ve-
rilen yontemin daha cabuk, hassas ve kolay oldugu ortaya konulmus-
tur.

A NEW QUANTITATIVE DETERMINATION OF INDOMETHACINE
BY NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE SPECTROSCOPY

Summary : In this research a new quantitative Nuclear Magne-
tic Resonance spectrometric determination of Indomethacine is reali-
zed and the method is applicated to five commercial preparations mar-
keted in Turkey. The method is also compared with the method given
in USP XX and NF XIII. The NMR method has been found more ra-
pid, producing more accurate results and more specific than the other-
one.
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GIRIS

Daha dnceki calismalarimizda,
Nikleer Manyetik Rezonans Spek-
troskopisi ile yapilan ila¢ miktar
tayini yontemleri ve uygulanij ve-
rilmisti (1, 2). Bu ¢alismada da in-

dometasin i¢in yeni bir yéntem ge-

Indometasin, kimyasal okunus.i
1—(p—klorobenzoil) —5—metoksi—
2—metilindol—3—asetik  asit olan
ve non- steroid antienflamatuvar,
antipiretik ve analjezik etkili Dbiv
ilagtir. Tirkiye piyvasasinda Cal
moc:n, Endol, Endomet, Endosetin
ve Romacid olmak ilzere kapsiilleri

ligtirilmis ve bu bilesigi tasiyan ti- seklindn 5 preparati  bulunmakta-
cari nroparatlara uygulanmistir, dir.
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INDOMETASIN

DENEYSEL KISIM

Bu calismada Perkin Elmer
R 32 90 MHz NMR Spekirometresi
ve PYE Unicam SP 1700 Ultraviyo-
le Spektrofotometresi  kullamlmis-
tir.

- Miktar tayini uygulamalarinda
kullamilan standart indometasin
bilesigi MSD (Clerimont - Ferrand/
Fransa) firmasindap temin edilmis-
tir ve 9%99.8 safhktadrr.

1ST EM

30 kapsiil muhtevasy tam ola-

rak tarfilir, bit havanda ince toz
haline getirilip ivice karistirihir ve
50 mg civarinda indometasine e€s-
deger miktar tam olarak tartilip bir
santrifiij tiipiine konur. Uzerine 100
mg c<ivarinda tam tartilms mande-
lik asit flave cdilir. Karistima 1 ml
aseton - dg konularak iyice karistiri-
Iir ve 10 dakika santrifitje edilir.
Bu silre sonunda santrifiij tiipiin-
deki berrak cozeltiden ucuna pa-
muk ‘akilmig bir pastdér pipeti yar-
dimivla 04 ml civarinda alinr,
NMR tiipiine doldurulur, 0-10 §

ppm arasinda spckirumu cekilir ve
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miktar tayininde kullamlacak sin-
yallerin bir¢ok kez integrali alina
rak ortalama integral degerleri cm
cinsinden hesaplanir.

[ndometasin’in 90 MHz NMR
spektrumunda, 235 § ppm de me
til protonlart (3H, s), 3.75 § ppm

de asetik asit kalintisimin metilen
protonlan (2H, s), 3.85 § ppm de
metoksil grubunun meti] protonla-
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rt {3d, s), 6.65-7.30 § ppm de in-
dol balkasinin aromatik protonlari
(3H, m) ve 755-795 § ppm de
p-klorobenzoil grubunun aromatik
protonlar1 (4H, dd) gorilmektedir
Spektrumda karboksil grubunun
protonuna ait sinyal gozlenemenis
tir. Muhtemelen bu proton daha
digiik alunda sinyal vermektedir.
2.08 § ppm de ise asetona ait sin-
yal bulunmaktadir (Spektrum 1).
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Spektrum 1. Indometasin’in 99 MHz NMR Spektrumu

Mandelik asit’in 90 MHz NMR
spektrumunda 5.33 § ppm de metil
grubunun protonu (1H, s), 7.30- 7.80
$ ppin de benzen halkasinin pro-
tonlar1 {SH,m) ve 10.50 § ppm d=
O -H protonu (1H,s) goériilmekte-
dir. Bu sinyal muhtemelen alkol
protonuna aittir ve karboksil gru-
bunun protonuna ait sinyal daha
diisiitk alana kaymaktadir.  Spekt-
rumua asctona ait sinyal ise yine
2.08 § ppm de bulunmaktadir (Spekt-
rum 2),
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Mandelik asit ve indometasin
kariziminin 90 MHz NMR spekiru.
munda ise iki bilesigin aromatik
protonlarinin disindaki protonlara
ait sinyalle; birbirleri ile karigma-
makradir (Spektrum 3).

Mandelik asit ve indometasin
karisiminin spektrumundan  hare-
ketle yapilan miktar tayininde re-
ferans sinyali olarak mandelik asi-
tin metil protonuna ait olan 5.33
& ppm deki sinyal alinmigtir. In-
dometasin’e ait sinyallerden Ise ay-



r1 ayr1 2.35 § ppm deki metil pro-
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Spektrum 2. Mandelik Asit’in 90 MHz NMR Spektrumu
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Spektrum 3. Mandelik asit ve Indometasin Kansiminin 9 MHz NMR
Spektrumu ~

Tiirkiye piyasdsinda

« Mk :
-~

bulunaa

tonlarinin sinyali ile 3.75 ve 3.85
& ppm deki metilen' ve metil sin-
yallerinin toplam integrali kulla-
nilmistir. Boylece, miktar tayini
aynt spektrumdan hareketle iki de-
gisik integral degeri kullanilarak
iki kez yapilmils ve sonuclarin kar-
silastirilmast miimkiin olmustur.

indometasin preparatlarinin miktar
tayini USP XX ve NF XIII de ve
rilen yontem olan = ultraviyole
spekiroskopisi yontemi (3,4) ile d=
yapilms ve sonuglar karsilastiril-
mistir,

USP XX ve NF XIII Miktar
Tayini Yontemt
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a) Referans Standart Indo-
metasin Cozeltisinin Hazirlanmas:

25 mg civarinda tam tartilmi;
indometasin 200 ml lik bir balon
Jojede 2 1l metanolde ¢ozilmiy
ve pH 7.2 fosfat tamponu (4) ile
200 1l ye tamamlanmistir. Cozelti-
nin 25 ml si 3 kez 25 er ml meti-
len kloriir ile ekstre edilmis, ekst-
releyr 100 ml lik bir balonjoje ici-
ne pamuktan sizilerek aktarilmis
ve pamuk metilen klorir ile yika-
narak cozelti 100 ml ye tamamlan-
mist.r.

b) Numunenin Hazirlanmas)

20 indometasin kapsiili muh-
tevast tam olarak tartilmis, bir ha-
van i¢inde ince toz edilip iyice ka-
ristinzildiktan sonra 25 mg civarin-
miktar
tam olarak tartilarak alinip 200 m!

da indomectasine esdeger

lik bir balonjoje i¢ine aktarildik-
tan sonra referans cozeltisinin ha-
zirlanmasindaki islem ayvnen uygu-
lanmistir.

c) Islem

Ultraviyole  spektrofotometre-
sinde, 1 cm kalinhgindaki kiivet
icinde 319 nm de goriilen maksi:
mumda absorbans degerleri o0l¢tl-
miistiir. Ol¢gme hem referans in-
dometasin ¢ozeltisi, hermn de numu-
klorlre

ne c¢ozeltlsi  igin  metilen

karsl yapilmistir.
HESAPLAR

1) NMR Yontemi

NMR yodntemi ile yapilan mik-
tar tayininde, beher kapsiilde bu-

I
Indometasin (mg) Indometasin
Kapsil Sayis: - 1
Mauan. Asit
Denklemde
I =
indometasin
a) 235 § ppm deki sinyalin
ortalama integral degeri
(cin)
by 375 ve 3.85 § pom deki sin-
vallerin ortalama toplam
integral degerleri (cm)
I = 5.33 § ppm deki sin-
Man. Asil

yalin ortalama integ-
ral degeri (cm)
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lunan indometasin miktarr asagi-
da verilen denklemle bulunmus
tur :
N .
Indometasin Ilave edilen
X mandelik asit

N miktart (mg)
Man, Asit
N Moleki] Agirhg:
indometasin =

Sinyali veren
proton sayisl

a) 235 § ppm deki sinyal igin

357.79
—— 119.26
3
b) 3.75 ve 3.85 § ppm deki sin-
yal icin
357.79
= 71.56
S



N Molekiil Agirlign
Man. Asit =

Sinyali veren proton
sayisl

{52.15

= 152.15

1

b) USP XX ve NF XIII Yon-
temi

ile beher
kapsilde bulunan indomectasin mik-
tart asagida verilen denklemlie bu-
Iundu.

Uvgulanan yvontem

A

v

08 C X
A

<

C = Standart g¢ozeltideki meg/
ml cinsinden indometasin miktian

A, = Numune c¢ozeltisinin 319

v

nm deki absorbans degeri

A_ = Standart coOzeltinin 313

N

nm deki absorbans degeri

Niikicer Manyetik Rezonans
Spekiroskopisi yontemi ile USP XX
ve NI XIII yéntemi uygulanarak
vap:lan 7 dency sonucu bcher kap-
siil icinde bulunan ortalama indo-
metasin miktarlar1 ve her yéntem
igin bulunan 9% sapma
Tablo 1'de verilmistir,

degerleri

Gruplarin  birbirinden ~ farkli
anlamhiliga sahip olup olmadiklan
Tek Yonlit Varyans Analizi vapil-
mast surctivle istatistiksel olarak
saptanmistir (5, 6). %5 anlamhlik
diizeyinde tablo [ degeri 3.24 tiir
Hesapla bulunan ¥ degeri (44.7)
tatic degerinden daha biiyiik  nl-
dugu icin sonug¢ 0.05 diizeyinde an-

lam! Air. (P<0.05). O halde, 4 or-
talawaa arasinda 0.05 dizeyinde an-
lamlh bir fark vardir, Ortalamalar
arasinda yalnizea iki tanesinin -
rasindaki farkhilik sebebiyle de boy-
le bir sonu¢ elde edilebileceginden
grup.arin ortalamalar1 teorik mik-
tarln=la Kkarsilastirilarak t testi ya-
pilmistir. Buna gore USP XX ve
NF XTIT1T yontemi ile bulunan deo-
gerlerin ortalamasi tcorik miktar-
larla karsilastirildiginda 0.05 dilze.
vinde o6énemli farklihk oldugu go-
rilmektedir. Ayni islem NMR y0n-
temi le bulunan sonucglar i¢cin uy-
gulaaiginda farkin 6nemsiz oldu-
ffu bulunmustur. Bulunan degerier
asag'da verilmektedir :

F = 447

Tablo F3,, =324 P < 0.03
t., = 0.83 P> 0.05
tyq = 1.16 P > 0.05
t, =4.78 P < 0.05

Tablo t18 = 2120

t,,» = Teorik miktarlar ile NMR
vontemi (235 § ppm deki sinyal
icin) crtalamalarinin karsilastini-
masit sonucu bulunan deger.

g = Teorik miktarlar ile
NM~R vontemi (3.75 + 3.85 § ppm
deki <inyal ig¢in)  ortalamalarin:n
kars lastirma sonucu bulunap de-

ger.

t,., = Teorik miktarlar ile USP
XX ve NF XIIT vonteini ortalama-
larinin karsilastiriimasy sonucuy bu-
Iunan deger.
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SONUC

Gerek Tablo: 1 ve gerek t test.
leri sonucu bulunan degerler, bu
calismada verilen yeni ydntemin
USP XX ve NF XIII yonteminc
nazacan daha hassas, c¢abuk, basit
olmasi sebebiyle iistiin oldugunu
gostermcktedir. Tablo: 1 de goéri
len standart sapma neticeleri ha-
talarin kisisel oldugunu, yani analizi
yapan kisinim yapacagi hatalaria
NMR yonteminde ¢ok daha az etki-
li oldugunu gostermektedir. Nikleep
manyctik rezonans spektrometresi
bulunan analiz laboratuvarlarinds
kolajca uygulanabilecek bir yontew
olan NMR yoéntemi, pahali bir ¢6-
ziicii olan aseton-dg nip bulunma-
dig1 durumlarda 3.75 ve 3.85 § ppin
deki sinyaller lizerinden hesap ya-
pilarakX ve normal aseton kullan:
larak sonug¢ alinabilir.

(Gelig Tarihi : 25.11.1982)
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Tablo 1. Indometasin Preparatlarinin NMR, USP XX ve NF XII{
Yontemleri ile Yapilan Miktar Tayini Sonuclar:

6%1

Beher Kap- NMR Yontemi USP XX ve NF XIII
sillde Bulun- 235 § ppm deki sinyal icin 3.75 + 3.85 § ppm deki Yontemi
Preparat mas1 Gere- sinyal icin
Ismi ken Teorik Bulunan Bulunan Bulunan
Miktar mg % Sapma mg % Sapma mg % Sapma
(mg) {St. sap.) (St. sap.) (St. sap.)
24 .81 2473 2408
Calmocin 25.00 {+0.016) 0.76 {-+0.013) 1.08 {=0.015) 3.68
24.75 2471 23.67
Endol 25.00 {-+0.026) 1.00 (=%0.033) 1.16 {=-0.010) 5.32
2478 24.69 23.36
Endomet 25.00 (=+0.010) 0.88 (+-0.017) 124 {=%0.010) 6.16
2471 2467 23.68
Endosetin 25.00 (+0.014) 1.16 (=0.016) 1.32 (-+0.015) 5.28
2489 24.75 24.22
Romacid 25.00 (*0.019) 044 (+0.015) 1.00 (0011 3.12




