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1. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Fluvoksamin maleat, antidepresan etkili yeni bir ilagc madde-
sidir. Beyin néronlarindan serotonin saliverilmesini spesifik olarak
inhibe ederek farmakolojik aktivite gdsterir.

Yapilan literatlr aragtirmalarinda fluvoksamin maleatin farma-
sotik preparatlarda miktar tayini igcin sadece bir tane po'larog'rafik
yonteme rastlanmistir. Bildirilen diger gcalismalarin bﬁy(’jk bir kisminda
fluvoksaminin biyolojik sivilarda téyini icin yliksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yénteminden yararlaniimigtir.

Bu calismada alifatik primer amin grubu igeren fluvoksamin
maleatin tayini i¢in basit, duyarli ve gudvenilir bir spektrofotometrik
analiz yéntemi gelistirilmesi ve gelistirilen yéntemin farmasd&tik
preparatlara uygulanmasi) dasunuldt. Bu amacgla amin grubuiceren
maddelerle sulu ortamda reaksiyona girerek sari-turuncu renkli
tirevler olusturan 2,4,6-trinitrobenzensiulfonik asid (TNBS) belirte¢
olarak segildi.



2. GENEL BOLUM
2.1. FLUVOKSAMIN MALEAT
2.1.1. Ozellikleri

%Cﬁ—CH-Z—CHE-CH-Z_CHl—O —-CH3

N .
. Ay HCCOOH
0 CH2 CHZ NHz | .

HCCOOH

Kimyasal adi: 5-metoksi-1-[4-(trifluorometil)fenii}-1-pentanon
(E)-0-(2-aminoetil)oksim maleatdir. Kapali formiilii C . ;H,,F,N,0,.C,H,0,,
molekul agirhigr 434.4’dur. Beyaz renktedir. 120-121.5°C de erir.
Su, etanol, metanol, asetonitrilde ¢dézunur. UV spektrumu suda 245
nm de (¢ = 0.46x104I/mol.cm), etanoide 254.2 nm de (¢ = 0.15x10°
I/mol.cm) ve metanolde 252.1 nm de (¢ = 0.47x104 I/mol.cm)
maksimum absorbans gobsterir. KBr diskiile alinan IR spektrumunda
3450, 2950, 1700, 1620, 1480 cm-' de karakteristik bantlar verir.

Fluvoksamin -1983’den beri kullanilan ikinci jenerasyon anti-
depresan bir ilag maddesidir. Néronlardan serotonin saliveriimesini
spesifik olarak inhibe eder. Bu nedenle klinik aktivite gdsterdigi
diistintlmektedir (1-3). Fluvoksamin oral olarak alindiktan sonra
gastro-intestinal kanaldan tamamiyla -absorbe edilir. Plazma se-
viyesi 2-8 saat sonra maksimuma ulasir. Yarilanma émru 15 saattir
(4). Biyotransformasyonu ¢cogunluklia metoksi grubunun oksidatif
eliminasyonu ya da deaminasyon ile olur. Metabolitleri farmakolojik
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aktivite gostermez. Baslicalari: fluvoksamino asid, fluvoks etanol,
asetilfluvoksamino asiddir. Metabolitler idrarla atilir (5,6).

Fluvoksamin, maleat tuzu halinde oral olarak kullanilir. Ganltik
doz 100 ile 300 mg arasindadir. 100 mg’t asan dozlar bélunerek
alinmalhidir (6).

2.1.2. Analiz Yontemleri

Aralarinda fluvoksaminin de bulundugu 132 madde igin iyon
cifti ters faz ince tabaka kromatografisi ile yapilmis bir calismada
maddeler fonksiyonel gruplarina goére siniflandiriip ayrildiktan son-
ra taninmiglardir. Amin grubu iceren maddeler i¢in sodyum heptan-
sulfonat veya sodyum metilstlfonatla emprenye edilmis plaklarla
caligiimis ve lekeler édnce ultraviyole 1g1k altinda, sonra renklen-
dirme belirtegleriyle (fluvoksamin ig¢in ninhidrin) saptanip A Rf
degerleri bildirilmistir (7). Literatdrde fluvoksaminin gesitli mad-
deler yaninda ince tabaka kromatografisi (ITK) yardimiyla tanin-
masi ile ilgili baska ¢alismalara da rastlanmistir (8,9).

Minder ve arkadaslari (10) fluvoksaminin insan serumunda
diger psikotrop ilaglar yaninda kalitatif analizini ters faz iyon cifti
HPLC ydéntemi-ile fotodiod array detektér kullanarak yapmiglardir.
Turcant ve arkadaslari (11) da buna benzer bir calisma bildirmislerdir.

Kalorimetrik bir calismada, fluvoksamin maleatin tablet yar-
dimci maddeleriyle gegimsizligi arastirilmistir (12).

Literatlirde tabletlerde fluvoksamin maleat miktar tayini igin
bir tek calismaya rastlanmistir. Bu ¢alismada fluvoksamin maleat
pH 7.4 tampon ¢dzeltisiyle tabletlerden ekstre edildikten sonra civa
damla endikatér elektrod ve gumus-gumus klorar referans elektrod
kullanilarak polarografik yéntemlie analiz ediimistir (13).

Fluvoksaminin biyclojik sivilarda analizinde HPLC y&ntemi
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Foglia ve arkadaglari (14)
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fluvoksaminin plazmada tayini igin Nucleosil C 4 kolon ve UV detek-
tor (215 nm) kullanmuslardir. insan ve fare plazmasinda yapilmis bir
calismada tek kademeli ekstraksiyondan sonra fluvoksamin nor-
mal faz HPLC ile tayin edilmisg, deteksiyon 254 nm de yapilmistir
(15). Hartter ve arkadaslari (16) plazma &rneklerini 6nce 6n
kolona injekte ederek protein ve lipid gibi analize zararli madde-
leri sistemden uzaklastirip, fluvoksamini Nucleosil 100 CN kolonda
214 nm de UV detektédr ile analiz etmislerdir. Bu U¢ ¢alismada da
fluvoksamin, analiz kogullarinda girisim yapabilecek diger psikotrop
ilaglar yaninda ayrilarak tayin edilmig, ayrica bu maddelere ait
retansiyon zamanlari da bildirilmistir.

Fluvoksaminin fluoresans gésteren bir tlrevine dénustarul-
dikten sonra miktarinin tayin edilmesi, HPLC ile yapilan ¢caligsma-
larda énemli bir yer tutmaktadir. Bu galigsmalarin hepsinde fluore-
sans detektdr kullanilmistir. De Jong (17) tarafindan bildirilen bir
calismada plazmada fluvoksamin tayini igin belirtec olarak fluores-
kamin sec¢ilmis, band genigslemesini minumuma indirmek igin ¢esitli
6n kolonlar denenmisgtir. Jong ve Zeeman (18) fluvoksamini yine
fluoreskamin ile tirevilendirdikten sonra HPLC ile tayin etmislerdir.
Tureviendirme belirteci olarak 7 - kloro - 4 - nitrobenzodioksazol
(NBD-CI) un kullanildigi bir calismada fluvoksamin iceren plazma
6rnegi tdreviendirmeden sonra Zorbax Sil kolona injekte edilerek
normal faz HPLC ile ve ayrica ylksek performansh ITK ya uygu-
layarak fluorodansitometrik olarak tayin edilmistir (19). Pommery
ve Lhermitte (20) 5-dimetilaminonaftalen-1-sulfonil klorur (Dns-ClI)
kullanarak fluvoksamini fluoresans gésteren turevine dénusturdukten
sonra gradient normal faz HPLC ile tayin etmiglerdir. Plazmada
yapilmig bu calismada Hipersil ODS kolon 30 °C de isitilmig, gradi-
ent elisyon su-asetonitril karisimi ile yapilmis ve i¢ standart olarak
metapramin kullanilmistir. Yine tlreviendirme belirteci olarak
Dns-Cl Un kullanildigi bir caligmada plazmada fluvoksamin bu kez
izokratik ters faz HPLC ile Supelcosil LC-18-DB kolonda,
asetonitril-KH_ PO, 10mM (17:3) mobil faz sistemi kullanilarak tayin
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edilmis, i¢ standart olarak nortriptilin segilmistir (21). Kwakman ve
arkadasglarn (22) primer aminler igin olan fluorijenik belirteclerden
naftalen -ve antrasen-2,3-dialdehid (NDA ve ADA) ile fluvoksamini
turevlendirdikten sonra bu turevlerin peroksioksalat kemilimine-
sans deteksiyon sistemi iceren normal faz ve ters faz HPLC ye
uygulanabilirligini arastirmiglardir.

2.2. 2,4,6-TRINITROBENZENSULFONIK ASiD (TNBS)
HAKKINDA GENEL BIiLGi VE YAPILAN GALISMALAR

O,N NO,
NO,

2,4,6-Trinitrobenzensulfonik asid (TNBS) amin grubu i¢ceren
maddelerle sari-turuncu renkli kondensasyon urunleri olusturur.
Su, metanol ve etanolde kolay ¢ézunen soluk sari renkli bir mad-
dedir.

Bazi amino asid ve peptidlerin icerdikleri primer amin grubu
.Uzerinden TNBS ile reaksiyona girerek tUrevier olusturdugu ilk kez
1960 yilinda Okuyama ve Satake (23) tarafindan bildirilmis, izole
edilen trinitrofenil (TNP) turevlerinin fiziksel, spektral ve kromato-
grafik dzellikleri belirtilmistir. Bu caligmada ayrica TNBS nin sentezi
de bildiriimistir.

Kotaki ve arkadaslari (24), TNBS nin tiyol grubu iceren mad-
delerle olusturdugu -S-TNP tilrevlerinin noétr veya zayif alkali or-
tamda amin gruplariyla kolaylikla reaksiyon verdigini ve TNBS nin
reaktivitesini artirdigini bildirmiglerdir.
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TNBS, birgok amin, amino asid ve proteinlerin taninmasi ve
miktar tayininde oldukg¢a yaygin olarak kullanilan bir belirtegtir.

Azegami ve lwai nukleik asidierin ve bilesenlerinin bu belir-
tecle olusturdugu tirevleri kagit kromatografisi yardimiyla izole
etmigler (25) ve daha sonraki bir calismalarinda da kirmizi-turuncu
renkli nukleik asid-TNP turevlerinin fiziksel, spektral ve elektro-
foretik 6zelliklerini ve dayanikhklarini bildirmiglerdir (26). Cesitli
arastiricilar tarafindan yapilan calismalarda, acil hidrazidierin kagit
kromatografisi ile ayrilmalarindan sonra lekelerin saptanmasinda
(27) ve amino asidlerin taninmasinda (28) renklendirme belirteci
olarak TNBS ¢o6zeltisi kullaniimigtir. Bagka bir kalitatif calismada
idrar ve plazmadaki amino asidler turevlendirildikten sonra
ITK-dansitometrik yéntemle analiz edilmislerdir (29). Wilson ve
arkadaslar (30) peptidleri kagit kromatografisi-elektroforez kom-
binasyonuyla, Groendahl-Hansen ve arkadaslari (31) proteinleri
poliakrilamid jel elektroforezi ile ayirdiktan sonra TNBS ile turev-
lendirerek tanimiglardir.

TNBS ile yapilmis ilk miktar tayini calismasi Satake ve arka-
dasglari (32) tarafindan bildirilmistir. Bu galismada amino asid ve
peptidlerin TNP tlrevieri NaHCO ; li ortamda 40 °C de olusturulmus
reaksiyon karigimi asidlendirildikten sonra absorbans degerleri
340 nm de élcuimustdr. Amino asidlerin (33,34), serum ve plazmadaki
aminlerin (35), idrarda amfetamin ve benzeri primer aminlerin (36)
otoanalizdr ile yapilan miktar tayinlerinde TNBS yaygin olarak
kullaniimaktadir. Asid proteinaz enzimi aktivitesini tayin etmek
amaciyla Holm (37) tarafindan bildirilen bir galismada erizim, substrat
olarak secilen hemoglobin ile dializ edilmis, sonra aciga c¢ikan
amino asidler ve peptidler otoanalizérde TNBS ile turevlendirilip
kolorimetrik olarak tayin edilmiglerdir. Literatirde peptid ve pro-
teinlerdeki amin ve amino asidlerin miktar tayini igin bu belirteg ile
yapilan calismalara rastlanmistir (38-41). Dymond ve Russel (42)
kanda izoniazid tayininde TNBS ile reaksiyondan sonra tirevi metil
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isobutilketona alarak absorbansini 500 nm de &lgmislerdir. Bu
belirtecten yararlanilarak bildirilmis ¢esitli spektrofotometrik ana-
lizlerde monoaminoksidaz (43), aminoglikozid antibiyotiklerinden
kanamisin (44,45), gentamisin ve polimiksin (45) tayinleri yapilmistir.
Esansiye! bir amino asid olan lizinin hayvan protein konsantrelerinde
(46), karbonhidrat bakimindan zengin 6rneklerde (47) ve misir
tohumunda (48) spektrofotometrik tayini icin TNBS kullaniimistir.
Charteris ve John (49) dopamin i¢in gelistirdikleri bir miktar tayini
yénteminde TNP-dopamini benzen ile ekstre ederek tayine zarar
veren TNP-dopa’dan ayirdiktan sonra analiz etmislerdir. Pietta ve
arkadaslari (50) kloramfenikol(in bozunma Uriini olan ve aktivitesi
bulunmayan 1-(4’-nitrofenil)-2-amino-1 ,3-diol’l TNBS ile turevien-
direrek 340 nm de, 5-25 ug/ml konsantrasyon araliginda tayin
etmisler ve yontemi reaksiyon kosullarinda tayine zarar vermeyen
kloramfenikol ve bozunma Urindnd birlikte iceren sentetik kari-
simlarin analizine uygulamislardir.

Alifatik primer amin grubu iceren ilag maddelerinden bak-
lofen icin Ersoy (51), traneksamik asid i¢cin Atmaca (52) TNBS ile
reaksiyona dayanan spektrofotometrik yéntemler gelistirmisler ve
bu yéntemleri farmasotik preparatlara uygulamiglardir. Qi ve arka-
daglari (53) hidrazin ve hidrazidlerin yanyana spektrofotometrik
analizlerinde ayni belirteci kullanmiglardir. Atmaca ve iskender
(54) antidepresan etkili tranilsipromini TNBS ile tGrevlendir-
dikten sonra silikajel plaklara uygulayip lekelerin reflektans sid-
detini 340 nm de 6lgerek ITK dansitometrik bir tayin yontemi gelis-
tirmislerdir.

Gatt ve arkadasglari (55) tarafindan bildirilen bir calismada 12-
(1-piren)-dodekanoik asid (P12)'1n albumin ile yaptigi kompleksin
fluoresans siddetini artirmak igin bu belirtecten yararlaniimistir. Bu
caligmada albumin-TNP turevinin P12ile yaptigi kompleksin fluore-
sans siddeti dlgulerek kultur hicrelerinden P12 saliverilmesi iz-
lenmistir.
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TNBS ile yapilmigs HPLC calismalarinda genellikle tirevien-
dirmeden sonra, gesitli kolon ve mobil fazlar kullanilarak ters faz
sistemierinde ve UV dedektdr ile calisiimigtir. Fabregas ve Beneyto
(56) sefaleksin lizinat tuzu igceren farmasodtik preparatlarin analizi
icin sefaleksin ve lizin karisimlarinin HPLC de ayrilip tayin edil-
mesine dayanan bir yontem bildirmiglerdir. Kabra ve arkadasglari
(57) serumda amikasin tayini icin TNBS ile reaksiyondan sonra
Gradnd kati faz ekstraksiyonu ile temizlemis ve kromatografik ana-
lizini 50°C de yapmislardir. Wallace ve arkadaslari (58) insulin
molekUlinu bu belirtecile tireviendirdikten sonra reaksiyon urununt
HPLC - de gradient elisyon sistemi uygulayarak analiz etmisler ve
TNBS nin &ncelikle instlin monomerindeki glisinin a-amino gru-
buyla reaksiyon verdigini bildirmislerdir. Giirkan ve Ozdemir (59)
fare beyni dokusunda biojenik aminlerden dopamin, noradrenalin
ve 5-hidroksitriptamin’in HPLC ile ayrihp tayin edilmesinde kolon
oncesi turevlendirmeden sonra TNP bilesiklerini u-bondapak C ,,
veya u-bondapak CN ters faz kolonlarinda, 340 nm de UV detektér
ile analiz etmisler, C,g kolonun daha iyi sonu¢ verdigini bildir-
miglerdir. Ayrica literatirde aminofosfolipidierin (60) ve 2-metila-
ziridinin (61) sivi kromatografik analizleri bildirilmistir.

TNBS ile aminler arasindaki reaksiyonun kinetigi ¢esitli calis-
malarda incelenmistir (62-65). Sarantonis ve arkadaslari (66) da bu
amacla trinitrobenzen sulfonat iyon secgici elektrodu yardimiyla
potansiyometrik olarak cesitli amino asidlerin TNBS ile reaksiyon-
larinin hiz sabitelerini tayin etmis ve reaksiyonlarin birinci derece-
den oldugunu bildirmislerdir. Ayni arastiricilar (67) daha sonra
indirgen sekerlerin ve Cu (ll) nin kinetik tayininde, Qian ve arkadasglari
(68) glisin ve glutamik asidin kantitatif analizinde yine TNBS iyon
secici elektroddan yararlanmiglardir. Wentzell ve arkadaslari (69)
glisin ve asparaginin TNBS ile reaksiyondan sonra birarada kinetik
tayini icin, bir analiz yoéntemi bildirmiglerdir.
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Literatdrde rastlanan diferansiyel puls poiarografisi ile yapilan
bir calismada bazi amin ve amino asidlerin TNP tdrevleri sulfit
iyonlari beraberinde 5x10-® M konsantrasyona kadar tayin edilmis-
lerdir. Ayni kosullarda peptid ve proteinlerin TNP tlrevlerinin pola-
rografik bir pik olusturmadi@ bildirilmigtir (70).

Majima ve arkadaslari (71) tarafindan bildirilen bir galismada,
periferal kan monositleri, immuno kompleksler (antikor-TNBS) bera-
berinde liminesans immunoassay yéntemi ile tayin edilmislerdir.



3. DENEYSEL BOLUM

3.1. GALISMADA KULLANILAN MADDELER®,
¢6zUCULER' VE GOZELTILER

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Gézlciiler

Fluvoksamin maleat?, Faverin® tablet2:2, 2,4,6-trinitrobenzen-
sulfonik asid (TNBS)4, nortriptilin hidroklorlrS, borik asid, disodyum
hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, potasyum hidrojen
ftalat, potasyum klorur, sodyum bikarbonat, sodyum stifat, sodyum
hidroksid. '

Etanol, kloroform, metanol, etilasetat, asetonitril (HPLC saf-
liginda), hidroklorik asid ve distile su (HPLC c¢alismalarinda
KMnO, Gzerinden taze distillenmis deiyonize su kullanildi).

3.1.2. Gozeltiler
1. Stok ¢dzelti

250 mg fluvoksamin maleat 50 ml lik balon jojede etanolde
¢c6zulip hacmine tamamlandi.

1 Meick, E.Merck A.G. Darmstadt, Almanya.

2 Duphar B.V., Weesp, Hollanda.

3 Eczacibagt ilag Sanayi ve Ticaret A.S., istanbul.
Fluvoksamin Maleat ve Faverin® tabletlerinin saglanmasinda yardimlan igin firmaya
tesekkir ederim.

4 Sigma Chemical Co., ABD.

5 Mustafa Nevzat ilag San. A.S., istanbul.
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Deney kosullarinin saptanmasi ve 6lgu egrisinin hazirlan-
masI ¢galigmalarinda stok ¢6zeltiden gerekli seyreltmeler yapildi.

Bu ¢dzelti +4°C.de karanlkta 1 ay dayanikhdir.
2. TNBS c¢ozeltileri

Deney kosullarinin saptanmasinda % 0.76 lik, délcl edrisinin
hazirlanmasinda % 0.86 lik etanoldeki ¢dzeltileri hazirland..

Bu ¢ozeltiler +4°C de 1 hafta dayanikhidir.
3. Tampon ¢o6zeltiler
Ftalat tamponu (72)

- pH s1 4.0, 5.0 ve 6.0 olan tampon ¢ozeltilerini hazirlamak igin
50 ml 0.2 M potasyum hidrojen ftalat ¢odzeltisine gerekli miktar
0.2 M NaOH ilave edildi ve ¢o6zeltinin hacmi suyla 200 ml ye tamam-
landi.

Fosfat tamponu (73)

pHsiI7.0ve 7.5 olan tampon gézelti|erini hazirlamak i¢in 50 m|
0.2 M potasyum dihidrojen fosfat ¢dzeltisine gerekli miktar 0.2 M
NaOH ilave edildi ve hacimleri suyla 200 ml’ye tamamlandi.

‘Borat tamponlar (73)

pH s1 8.0, 8.5 ve 9.0 olan tampon ¢bézeltilerini hazirlamak i¢in
0.6189 g borik asid ve 0.7456 g potasyum klorir 50 ml suda
¢ozUlup gerekli miktariarda 0.2 M NaOH c¢ézeltisi ilave edildi ve
hacimleri suyla 200 ml ye tamamlandi.

Karbonat tamponlari (74)

pH s 11.0 ve 12.0 olan tampon ¢b6zeltilerini hazirlamak
icin 50 ml 0.05 M sodyum bikarbonat ¢bzeltisine gerekli miktar
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0.1 M NaOH c¢oézeltisi ilave edildi ve hacimleri suyla 100 ml ye

tamamlandi.

4. HPLC de kullanilan mobil faz sistemi

Asetonitril-0.025 M KH,PO, (pH 4.6) (60:40).Mobil faz sistemi
kullanitmadan énce 15 dakika degaze edilip stzuldu (Milipor filtre,

0.50 u m).

3.2. ALETLER VE DiGER GEREGLER

1.

Spektrofotometre (Beckman Instruments,Model B)
(Analitik calismalarda kullaniidi.)

Spektrofotometre (Shimadzu UV-2100S UV-Visibl)
(Absorbsiyon spektrumlarinin alinmasinda kulla-
nildi.)

HPLC (Waters Model, Waters Assoc. Milford, Mass.
ABD)

Ters fazli u-bondapak C., kolon (300x4 mm ID),
model 6000 A pompa, U6K (niversal enjektdr, mo-
del 440 UV detektor (254 nm filtre kullanildi),
Linear yaziciigceren yuksek performansli sivi kroma-
tografisi aleti.

1 cm lik cam kuvetler (OS 1000) ('10x.1 0x45 mm)
1 cm lik kuartz kivetler (QS 1000) (10x10x45 mm)
pH-metre (Electronic Instruments Limited 7020)
Terazi (Mettler, H20)

Girdap karistirici (Elektro-mag)

Calkalayici (Kéttermann Model 4010)
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10. Su banyosu (Nuve 400 SB)
11. Ultrasonik banyo (Bransonic 221)
12. Santrifdj (Janetzki T5)

13. Hamilton enjektdr (100 ul lik), otomatik Fisher pi-
petler 25,50,100,250 ul lik)

14. Hesap makinesi (Texas Instruments, TI-60)

Cam esyalarin temizlenmesi: Calismada kullanilan cam es-
yalarin timu sirasiyla kromik asid ¢gézeltisi, musluk suyu, distile su
ve etanol ile yikanip 70°C de etlivde kurutuldu.

3.3. MIKTAR TAYiNi YONTEMININ GELiSTIRILMESI ILE
ILGILIi CALISMALAR

3.3.1. Fluvoksamin Maleatin TNBS ile Reaksiyon
Kosullarinin incelenmesi

Bu belirte¢ ile daha énce yapilan analizler incelendiginde
TNBS ile aminler arasindaki reaksiyonun nétr ya da alkali pH larda,
oda temperatirinde ya da isitilarak ydridugu goérdlmuistar. Ab-
sorbans degerleri genellikle tirev bir organik ¢ézlicUye alinmadan
dlclimektedir.

Fluvoksamin maleat ile TNBS arasindaki reaksiyonun en
iyi hangi kosullarda ylrddGginit saptamak amaciyla maddenin
0.7 mg/ml etanoldeki ¢bzeltisiyle ¢aligilarak ¢esitli denemeler ya-
piidi.

a) Goziciu ve Dalga Boyu

Fluvoksamin maleatin TNBS ile olusturdugu sari renkli tarevin
(Fluvoksamin-TNP) maksimum absorbsiyon goésterdigi ¢ozuclyl
ve dalga boyunu saptamak igin ¢esitli cdézluculer denendi.
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Bu amacgla 10 ml lik 4 ayri balon jojeye fluvoksamin maleat,
pH 8.0 borat tamponu ve belirteg ¢ézeltisinden 250 ser ul ilave
edilip, karisim oda temperaturinde karanlikta 40 dakika bekletildi,
sonra herbir balon jojeye 100 ul pH 6.0 ftalat tamponu ilave edildi
ve hacimleri etanol, metanol, etilasetat ve kloroform ile 10 ml ye
tamamlandi. Tirevlerin UV-Visibl absorbsiyon spektrumlari ayni
kosullarda hazirlanmis bos denemelere karsi alindi (Sekil 1). |

Kullanilan ¢dzlcller arasinda en yUksek absorbans degeri
etanol (A ... 420 nm) ile elde edildiginden galigmalara bu
¢6zucu ile devam edilmistir. Fluvoksamin-TNP ve bos denemenin
etanoldeki ¢6zeltilerinin absorbsiyon spektrumlari Sekil 2 de go-

rGimektedir.

Etanol ilavesinin tamami 40 dak. strenin bitiminde yapilirsa
cOzeltide hafif bir bulaniklik gézlenmektedir. Turev olugsumu reak-
siyonu madde, tampon ve belirtég cozeltilerine 5 ml etanol ilave
edilip 40 dakika bekletilerek gerceklestirildiginde ve bundan sonra
¢bzeltinin hacmi etanol ile tamamlandiginda daha iyi sonug¢ alin-
mistir.

b) pH

Fluvoksamin maleat ile TNBS arasindaki reaksiyonun en iyi
hangi pH da yurtdigind saptamak amaciyla pH 7.0-12.0 arasinda
hazirlanmis bir seri tampon c¢oézeltiyle ¢ahsildi. Bu amacgla ayni
konsantrasyondaki fluvoksamin maleat ¢ozeltileri Gzerine gesitli
pH lardaki tampon c¢ozeltilerden ayri ayri ilave edildi. Belirteg
¢bzeltisinin de ilavesinden sonra tlrevlendirme reaksiyonu ger-
ceklestirildi. Alinan sonuglar Cetvel 1 de go6steriimistir. Bu dene-
meler sonucunda en ylksek absorbans dederi veren pH 8.0 borat
tamponuyla galismaya karar verildi.

pH 7.0-9.0 arasindaki tampon ¢dzeltiler ile olusturulan turev-
lerin etanoldeki absorbsiyon spektrumlari Sekil 3 de gérulmektedir.
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CETVEL 1- Cesitli pH larda Olug,turﬁl‘an Fluvoksamin-TNPnin
Absorbans Degerleri .

pH 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 10.0 11.0 12.0
Tarevin

Absorbans! |0.370 | 0.585 | 0.910 | 0.890 | 0.960 | 1.035 | 1.180 | 1.340
Bos

Denemenin [{0.050 | 0.065 | 0.100 | 0.160 [ 0.210 | 0.300 | 0.410 | 0.550
Absorbansi

AA 0.320 | 0.520 | 0.810 | 0.730 {0.750 0.735 | 0.770 | 0.790

360

SEKIL 3-

Cesitli pH larda olusturulan Fluvoksamin-TNPnin
etanoldeki absorbsiyon spektrumlari.



18

¢) Temperatiir ve Reaksiyon Siresi

Turevin kantitatif olarak hangi temperatirde ve ne kadar
surede olustugunu saptamak amaciyla ge§itli temperaturlerde gali-
sildi. 10 ml lik balon jojelere fluvoksamin maleat, pH 8.0 tamponu
ve belirteg ¢ézeltilerinden ilave edildikten sonra reaksiyon karigimi
oda temperatlrinde, 30°C, 40°C ve 50°C de 10 ile 60 dakika
arasinda bekletilerek tirev olusmasi izlendi (Cetvel 2). Olculen
absorbans degerleriile gizilen grafikten (Sekil 3) de gorilecegdi gibi
fluvoksamin-TNP nin oda temperaturinde, 40 dakikada kantitatif
olarak olustugu saptandi.

CETVEL 2- Cesitli Temperatlr ve Sdrelerde Reaksiyon
Olusumunun incelenmesi.

Oda temperatiru

Sure(dak.) 10 20 30 40 50 60
Turevin

Absorbansi| 0.790 0.870 '0.900 0.920 0.940 0.945
Bos ‘

Denemenin| 0.090 0.090 0.100 0.110 0.130 0.135
Absorbansi I

AA 0.700 0.780 0.800 0.810 0.810 0.810
30°C

Suare(dak.) 10 20 30 40 50 60
Tarevin

Absorbansi | 0.865 0.900 0.930 0.930 0.940 0.940
Bos

Denemenin | 0.195 0.200 0.210 0.210 0.220 0.220
Absorbansi

AA 0.670 0.700 0.720 0.720 0.720 0.720
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40°C
Sure(dak.) 10 20 30 40 50 60
Tdarevin
Absorbansi | 0.870 0.905 0.930 0.940 0.940 0.945
Bos
Denemenin | 0.220 0.225 0.230 0.240 0.240 0.245
Absorbansi
AA 0.650 0.680 0.700 0.700 0.700 0.700
50°C
Sire(dak.) 10 20 .30 40 50 60
Turevin
Absorbans! [ 0.850 0.850 0.850 0.855 0.800 0.805
Bos A
Denemenin | 0.220 0.220 0.230 0.235 0.250 0.255
Absorbans:
AA 0.630 0.630 0.620 0.620 0.550 0.550
A A
10 1
84 -
6 4
L4 oda temperatird
____ 30¢C
L)
D 40°C
1 ___ 5°%¢C
10 20 0 40 50 60
Sire (dak.)
SEKIL 3- Fluvoksamin-TNP olugmasi Uzerine temperatdr ve

reaksiyon suresinin etkisi.
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d) Belirte¢ Miktari

TNBS ile fluvoksamin maleat arasindaki reaksiyonunun mak-
simum urdn vermesi igin gerekli belirteg/fluvoksamin maleat mol
oranini saptamak amaciyla madde miktari sabit tutulup, TNBS mol
- kat1 2-20 olacak sekilde bir seri belirte¢ ¢cbzeltisiyle ¢alisiidi. Fluvok-
samin-TNP nin olugsmasi igin, Sekil 4 de géruldiagu gibi 16 mol kati
belirte¢ yeterli olmaktadir.

2 4 6 8 0 2 % % B 20
Belirte¢/fluvoksamin maleat
mol oran

-

SEKIL 4- Fluvoksamin-TNP olusumu lzerine belirteg
miktarinin etkisi.
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e) Mol Orani

Fluvoksaminin TNBS ile tlirev olustururken hangi mol ora-
ninda birlestigini saptamak amaciyla Job'un strekli degisim yon-
teminden yararlanildi (75). Bu amagla her iki maddenin ayni kon-
santrasyondaki (2.3x10°% M) ve pH 8.0 borat tamponunda hazirlan-
mis cbzeltileri, toplam hacim ayni kalacak sekilde degisen miktar-
larda karistinidi. Olglilen absorbans degerleri Cetvel 3 de veril-
mistir. Bu degerler yardimiyla gizilen Job egrisinin (Sekil 5) incelen-
mesinden de anlasilaca§! gibi fluvoksamin ile TNBS 1:1 oraninda
reaksiyona girmislerdir.

CETVEL 3- Fluvoksamin/TNBS Mol Oraninin incelenmesi.

Mol Fluvoksamin TNBS Absorbans
Orani . (ml) (ml)
1:5 1 5 0.200
2:4 2 4 0.380
3:3 3 3 0.500
4:2 4 2 0.300
5:1 5 1 0.100
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A f
51
41
31
21
a1

W5 24 a4l 5N ~

Mol orani

SEKIL 5- Job’un slrekli degisim egrisi.
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f) Rengin Dayanikhihigi

Fluvoksamin maleat ile TNBS nin reaksiyonu pH 8.0 tampon
cOzeltisiyle oda sicakhiginda 40 dakika icerisinde tamamlandiktan
sonra tlrevin absorbansi 10 dakika degismeden kalip sonra yavas
yavas artis gosterdi. Rengin dayanikhiligini arttirmak igin reak-
siyonun tamamlanmasindan sonra karisima pH s1 4.0, 5.0, 6.0 olan
tampon c¢dzeltilerden ve 0.1 N HCI ¢cbzeltisinden cesitli miktarlar
ilave edildi. En iyi sonug 0.1 ml pH 6.0 ftalat tamponu ¢bzeltisiyle
elde edildi. Bu tamponun ilavesinden sonra ¢6zelti karanhkta bek-
letildiginde, 1 saat siresince dayaniklh kaldigi gézlendi. Bundan
sonra absorbans degeri giderek azalmaktadir (Cetvel 4).

CETVEL 4- Fluvoksamin-TNP nin Etanoldeki C6zeltisinin Oda
Temperatlirinde ve Karanlikta Dayanikhiliginin
incelenmesi.

15dak. §30dak. | 45dak. | 1saat | 2saat | 24 saat | 48 saat
Baglangigta| sonra sonra sonra sonra sonra | sonra sonra

Turevin -
Absorbansi 0.815 | 0815 | 0.815 | 0.815 | 0.815 | 0.780 | 0.550 0.410

Yukaridaki bulgular biraraya getirilerek:

Fluvoksamin maleat ile TNBS arasindaki reaksiyonun pH 8.0
borat tamponu ile etanolll ortamda TNBS/fluvoksamin maleat mol
orani 16 olmasi halinde, oda temperatirunde 40 dakika igerisinde
kantitatif olarak tamamlandigi saptandi. Miktar tayinleri bu kosul-
larda gerceklestirildi. Absorbans éicimleri 420 nm de yapildi.
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3.3.2. Yontem ve Olgii Egrisinin Hazirlanmasi

Lambert-Beer kanununun gegerli oldugu konsantrasyon ara-
hgini saptamak ve miktar tayini yapabilmek igin 6lct egrisi hazirlandi.
Bu amacla 10 ml lik balon jojelere stok ¢6zeltiden 0.2, 0.4, 0.8, 1.2,
1.4 ve 1.6 ml alinarak etanol ile hacmine tamamlandi. 6 farkh
konsantrasyonda hazirlanan bu standard ¢dzeltilerin herbirinden
10 mi lik balon jojelere 250 ul kondu. Uzerine 250 ul pH 8.0 borat
tamponu c¢oOzeltisi, 250 ul belirte¢ ¢ozeltisi ve 5§ ml etanol ilave
edildi. Reaksiyon karisimi oda temperatlrinde, karanlikta 40 da-
kika bekletildikten sonra 100 ul pH 6.0 ftalat tamponu ilave edildi ve
etanol ile hacmine tamamlandi. Cézeltilerin absorbanslari 420 nm
de ayni kosullarda hazirlanmis bos deneme ¢dzeltisine karsi okun-
du. Her bir konsantrasyon igin 4 kez calisilarak okunan absorbans
degerlerinin ortalamasi alindi.

Absorbans degerleri ile fluvoksamin maleat konsantiasyon-
lar1 arasinda gizilen 6lcl egrisinin 2.5-20 ug/ml konsantrasyon
araliginda dogrusal oldugu saptandi (Sekil 6).



25

A A
10+ A = 0.046 C + 0.0036
r = 0.9999
8t
61
AR S
24
25 5 10 5 15 20

C(}ngml)

SEKIL 6- Fluvoksamin maleatin TNBS ile miktar tayinine
ait élgu egrisi.

3.4. TABLETLERDE FLUVOKSAMIN MALEAT MiKTAR TAYIiNi
3.4.1. Gelistirilen Spektrofotometrik Yontem ile Tayin

20 adet tablet tek tek tartilip, ortalama tablet agirligi saptandi
ve tabletler porselen havanda ince toz haline getiriidi. 100 mg
fluvoksamin maleata egdeger miktarda tablet tozu hassas olarak
tartildi. 25 ml etanol ile 50 ml lik balon jojeye alinip 30 dakika
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karigtiricida gélkalandl. Etanol ile hacmine tamamlandiktan sonra
mavi banth stzge¢ kagidindan stzlldld, stzintinun ilk 10 ml si
atildi. Geri kalan kisimdan 2 ml alinip 10 ml lik balon jojede etanol
ile hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 250 ul alinarak Bélim 3.3.2.
de -anlatildigr sekilde c¢aligildi. Analiz islemi 6 kez tekrarlandi.
Fluvoksamin maleat miktari daha dnce hazirlanan él¢u egrisi denk- -
lemi yardimiyla hesaplandi.

3.4.2. UV- Spektrofotometrik Yontem ile Tayin
(Kiyas Yoéntemi 1)

Stok ¢ozeltiden etanol ile seyreltilerek hazirlanmis fluvok-
samin maleat c¢b6zeltisinden (0.5 mg/ml) 0.05-0.6 ml lik hacimler
10 ml lik balon jojelerde etanol ile hacmine tamamiandi. Bu ¢6-
zeltilerin absorbanslari, maksimum absorbansin g6zlendigi 254 nm
de bos deneme ¢cOzeltisine karsi okundu.

Absorbans degerleri ile fluvoksamin maleat konsantrasyon-
lar1 arasinda cizilen 6l¢u egrisinin 2.5-30 pyg/ml konsantrasyon
araliginda dogrusal oldudu saptand: ve dogru denkiemi hesap-
landi.

Tabletlerin analizi igin 30 mg civarinda fluvoksamin maleata
esdeger tablet tozu tartildi. 50 ml lik balon jojeye alinarak 20 ml
etanolde 30 dakika calkalandi. Ayni ¢dzucl ile hacmine tamam-
landiktan sonra mavi bantli stizge¢ kagidindan stzildd. Stzun- -
tinun ilk 20 ml si atildi. Geri kalan kisimdan 250 ul alinarak 10 ml
lik balon jojede etanolile hacmine tamamlandi. Bu ¢dzeltinin absor-
bansi 254 nm de etanole karsi okundu. Tabletlerdeki fluvoksamin
maleat miktari 6IcU egrisi denkleminden hesaplandi.

3.4.3. Yiksek Performanshi Sivi Kromatografisi
Yontemi ile Tayin (Kiyas Yéntemi 1l)

B&lUm 3.4.1. de anlatildigi gibi hazirlanan tablet tozu karisimindan
10 mg fluvoksamin maleata esdeger tablet tozu tartildi, 50 ml lik
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balon jojeye alinarak 30 mi asetonitril ile 15 dakika ultrasonik
banyoda tutuldu ve ayni ¢ézuicu ile hacmine tamamlandi. Mavi
bantl slizge¢ kagidindan stzaldd, stzantintn itk 10 ml si atildi.
Geri kalan ¢6zeltinin 1 ml si, i¢ standart olarak segilen nortriptilin
hidrokloririn mobil fazda hazirlanmig ¢6zeltisinin (0.2 mg/ml) 2 ml
si ile 10 ml lik balon jojede karigtirilarak mobil faz ¢dézucusu ile
nacmine tamamlandi ve suzuldid (Milipor filtre, 0.50 um). Bu se-
kilde hazirlanmis 6érnek cdzeltisinden 5 ul lik hacimler H-bon-
dapak C,g kolona injekte-edildi. Mobil faz olarak asetonitril-0.025 M
KH,PO, (pH 4.6) (60:40) sistemi kullanildi. Fluvoksaminile i¢ standar-
da ait pik yukseklikleri orani, ayni kosullarda kromatografiye edilen
standard fluvoksamin maleatin i¢ standartia karistirilarak hazir-
lanmig ¢ozeltisi (ml sinde 0.02 mg fluvoksamin maleat ve 0.04 mg
nortriptilin hidroklorur icermektedir) ile elde edilen degerlerle kiyasla-
narak tabletlerin igerdigi madde miktarr asagidaki denklemden
hesaplandi.

HPLC'ye injekte edilen
o6rnekteki fluv.maleat -
konsantrasyonu (mg/mi)

Alinan tablet tozundaki fluv.maleat miktar (mg) :

Bir tabletteki fluv.maleat miktan (mg)

C, = Referans standardin konsantrasyonu (mg/ml)
r, = Ornegin pik yiksekligi
ro = Referans standardin pik ylksekligi

internal standardin pik yuksekligi

i
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Bu islem ayni kosullarda 6 kez tekrarlandl. Fluvoksamin ve
nortriptilin hidroklorlre ait retansiyon zamanlar: sirasiyla 3.40 ve
4.20 dakikadir. R'etansiyon'zamanl 1.50 dakika olan kuguk pikin
maleik aside ait oldugu standart maleik asid.ile elde edilen kromatog-

ramdan anlasiimistir (Sekil 7).

INJ.

-
N
0 4 2 3 4 5 6

Zaman (dak.)

SEKIL 7- HPLC kromatogrami. a- Maleik asid, b-Fluvoksamin,
c-Nortriptilin hidroklordur.
Mobil faz akis hizi: 1.2 ml/dak;
hassasiyet: 0.05-A.U.F.S.,
detektor: 254 nm; kagit hlZI\Z 1 cm/dak.



4. SONUCLAR

4.1.GELISTIRILEN YONTEMIN iSTATISTIKI
DEGERLENDIRILMESI

B6élum 3.3.2. de anlatildigi gibi calisilarak Lambert-Beer kanu-
nunun gecgerli oldugu konsantrasyon araliyi saptandi. 2.5-20 ug/ml
fluvoksamin maleata esdeger fluvoksamin-TNP ile calisildiginda
konsantrasyon ile absorbans arasindaki bagintinin dogrusal oldugu
goéruldd. Yontemden ileri gelebilecek hatalarin giderilmesi amaciyla
bu konsantrasyon araliginda 6 farkli konsantrasyonda 4 kez ayni
sekilde galisilidi.

Olgmelerin sonuglari, ortalama absorbans degerleri (A), standart
sapma (s) ve bagil standart sapma (s/Ax100) degerleri Cetvel 5 de
goruimektedir.

Elde edilen &lcl edrilerinin regresyon analizinde en klcglk
kareler ydbntemi uygulanarak en uygun dogru denklemieri asagidaki
esitlige gbére elde edildi.

A=aC+b
A: absorbans, a: egim, C: konsantrasyon, b: intersept

Olgu egrilerinin regresyon analizi sonugclari Cetvel 6 da goril-
mektedir. Ortalama absorbans degerlerinden hesaplanan dogru
denklemi ile her bir élcU egrisinin kendi absorbans degerleri kulla-
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nilarak hesaplanan dogru denklemlerine ait ortalama degerler'ara-
sindaki fark ¢cok az oldugundan tabletlerde fluvoksamin maleat
tayininde ortalama absorbans degerlerinden elde edilen dogru
denklemi kullanimistir.

CETVEL 5- Fluvoksamin Maleatin Spektrofotometrik Tayini
icin Hazirlanan Olgl Egrilerine Ait Absorbans
Degerleri ve Bunlarin istatistik Verileri.

No c A, A, A, A, | A s |2 100
(ug/mi) | A
1 25 (0.119] 0.119 | 0.121 { 0.121 | 0.120 | 0.012 | 1.00
2 5 [0.230 | 0.230 | 0.229 | 0.231 | 0.230 [ 0.0008| 0.35
3 10 |0.459 | 0.461 | 0.462 | 0.458 | 0.460 | 0.018 | 0.39
4 15 [0.690 | 0.691 | 0.689 | 0.690 | 0.690 | 0.0026] 0.37
5 17.5 |0.804 | 0.803 | 0.797 | 0.796 | 0.800 | 0.0040| 0.51
6 20 |0.921 | 0.919 | 0.928 [ 0.912 | 0.920 | 0.0660 0.72

A degerlerinden hesaplanan dogru denklemi
A = 0.046 C + 0.0036
r = 0.9999

CETVEL 6- Cetvel 5 deki Olcu Egrilerinin Regresyon
Analizi Sonuglart.

1 2 3 4 Ortalama
0.046 0.046 0.046 0.045 0.046
b 0.0020 0.0031 0.0027 0.0064 0.0036
r 0.9999 0.9999 0.9998 0.9999 0.9999

j ]
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4.2. GELISTIRILEN YONTEM iLE KIYAS YONTEMLERININ
iSTATiISTiKi DEGERLENDIRILMESI

50 mg fluvoksamin maleat iceren Faverin® tabletler B6lum
3.4.1. de anlatildigI sekilde gelistirilen spektrofotometrik yéntem
ile analiz edildi. Ayni tabletler bir kez UV-spektrofotometrik olarak
Boélum 3.4.2. de anlatildidi gibi, bir kez de HPLC yéntemi ile B&iim
3.4.3. de anlatildigi sekilde ¢alisilarak icerdikleri fluvoksamin ma-
leat miktan tayin edildi. Her G¢ yéntem ile bulunan sonuclar ve
bunlarin istatistiki deéerlendirilnﬁesi Cetvel 7 de gorilmektedir.

Gelistirilen ydntemin kiyas yéntemleriyle ortalamalar yénin-
den karsilastirilmasi t-testi, standart sapmalar yéninden karsilas-
tirlmasi F-testi uygulanarak yapildi. Cetvel 8 in incelenmesinden
de ‘anlagilacagi gibi hesaplanan t- ve F- degerleri, % 95 olasilik
dlizeyi ve 6 deneme igin ilgili cetvellerde bildirilen degerlerden
daha kiglk oldugundan sonuglar arasinda anlamli bir fark yoktur,

7.8, VOUSEMGERTTI ki i
DOKUMANTASYON WMERNL:



32

CETVEL 7- Faverin Tabletlerin Analiz Sonuglarive Sonugiarin
istatistiki Degerlendirilmesi (50 mg Fluvoksamin

Maleat/Tablet)

Spektrofotometrik | UV-Spektrofotometrikl HPLC Yéntemi
~ Yéntem Yéntem

n mg/tablet % mg/tablet % mg/tablet %
1 49.89 99.78 49.46 98.92 50.07 100.14
2 50.11 100.22 49,57 99.14 50.17 100.34
3 50.22 100.44 50.11 100.22. 50.22 100.44
4 50.33 100.66 50.33 100.66 50.25 100.50
5 50.55 101.10 50.78 101.56 50.51 101.02
6 50.55 101.10 50.78 101.56 50.58 101.16
X 50.275 100.55 50.17 100.34 50.30 100.60
s 0.26 0.57 0.20

—2— X100 0.51 1.14 0.40

t.s/vn 0.270 0.60 0.21

Given 7

sinrian 50.01 - 50.55 49,57 - 50.77: 50.09 - 50.51

CETVEL 8- AnalizSonuglarinin Ortalamalar ve Standart Sapmalar .
Yénunden Kargilastiriimasi.

Yoéntemler

Gelistiriten Spektrofotometrik
Yoéntem
UV- Spektrofotometrik Yéntem

Gelistirilen Spektrofotometrik
Yoéntem
HPLC Yoéntemi

1.65




5. TARTISMA

Geligtirilen spektrofotometrik yéntem alifatik primer amin grubu
iceren fluvoksamin maleat ile TNBS arasindaki nukleofilik aromatik
sUbstitlisyon reaksiyonuna dayanmaktadir.

SQH
- ey O,N NO
Fac—@lcl CHy~CHy~CH;~CH;~0—CH, 2 2
N + —_—
_ NG,
O—CHZ—CFE—NHZ

3 IC, CHCH;-CH;-CH;-0 CH, —+ Hgso,

N NO,
NN,
O CH2 CH;-NH 0,
NO2

TNBS ile aminler arasindaki reaksiyon genellikle alkali or-
tamda yUrimektedir. Bu caligmada TNBS ile fluvoksamin maleatin
reaksiyonuigin eniyi sonug¢, pH 8.0 borat tamponuile ¢alisiidiginda
elde edildi. Daha ylksek pH larda daha yuksek duyarlilik saglan-
masina karsin bos denemelerin absorbanslari da yUkseldi. Buna
sebep olarak kuvvetli alkali pH lardaki reaksiyonlar sirasinda bazi



34

yan urunlerin (pikrik asid gibi) meydana gelmesi gdésterilmis ve bu
maddelerin absorpsiyon yaptiklari bildirilmistir (32,37,59).

Tdrevin renginin dayanikliigi da ortamin pH sindan etkilen-
mektedir. pH 8.0 tampon ¢dzeltisi kullanilarak reaksiyon tamam-
landiginda reaksiyon karigiminin pH si1 9.8 olarak 6lguimustir. Bu
kosullarda ¢bzeltinin absorbansi 10 dakika dayanikli kalip, sonra
zamana kars! giderek artmaktadir. Bunu 6nlemek icin ¢cdzeltinin
pH sini azaltmak gerektigi dasundldu, reaksiyonun tamamlanma-
sindan sonra karisima pH 6.0 ftalat tamponu katilarak ¢ézeltinin
pH si1 8.7 ye getirildi. Bu gekilde galigiimasi halinde ve karanlikta
rengin en az bir saat dayanikh kaldig gézlendi. Cézeltinin renk
siddeti ise biraz azalmakta, bununla birlikte absorbans degerleri
analiz icin yeterli duyarhligi saglamaktadir.

Turevin olusumu oda temperaturinde, 30°C, 40°C ve 50°C’ler-
-de, zamana kars! incelendiginde, reaksiyonun oda temperatirin-
de 40 dakika icerisinde tamamiandig goruldd. Isitilarak yapilan
calismalarda tirevin absorbans azalirken, bos deneme absor-
banslari artmaktadir. '

Tadrevin kantitatif oranda olugmasi icin gerekli belirte¢ mik-
tari TNBS/fluvoksamin maleat mol orani olarak incelendiginde 16
kat belirtecin yeterli oldugu géruldu.

TNBS ile fluvoksaminin 1:1 oraninda birleserek turev olustur-
dugu Job’un sirekli degdisim yéntemi uygulanarak saptandi.

Cesitli ¢ézlicller ile yapilan denemeler sonucunda maksi-
mum absorpsiyon etanol ile 420 nm de (¢ =2x104 |/mol.cm) elde
edildi. Bu ¢bzlicli ayrica turevin ¢ézunuriGguna de arttirdigindan
reaksiyon etanolil ortamda yapilmistir.

Saptanan optimum reaksiyon kosullarinda calisilarak &élgu
edrisi hazirlandi. Absorbans ile konsantrasyon arasindaki dogrusal
iliski, 2.5-20 ug/ml fluvoksamin maleat konsantrasyonlari araliginda
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gecerlidir. Olcl egrisinin regresyon analizi sonucunda bulunan
dogru denklemi: A= 0.046 C + 0.0036 (r=0.9999) dir.

Geligtirilen spektrofotometrik yéntem fluvoksamin maleat ige-
ren tabletlerin analizine uygulandi. Tabletlerdeki madde miktari
oich egrisi denkleminden hesaplandi. Tabletler ayrica kiyas ydnte-
miyle de analiz edildi.

Fluvoksamin maleatin gerek hammadde gerek tabletlerden
analizi icin farmakopelerde hentz kayith bir yéntem bulunmamak-
tadir. Bu nedenle gelistirilen yéntemi kiyaslamak amaciyla fluvok-
samin maleatin etanoldeki ¢bzeltisinin 254 nm de maksimum ab-
sorpsiyon géstermesinden yararlanilarak UV-spektrofotometrik yon-
tem ile calisildi ve hazirlanan &élglu egrisi denkleminden tablet-
lerdeki madde miktar hesaplandi.

Gelistirilen spektrofotometrik yéntem ayrica HPLC yéntemiyle
de kiyaslandi. Bu galisma u-bondapak C,g kolonda, asetonitril-
0.025 M KH,PO, (60:40) mobil faz sistemi ile, i¢c standart olarak
nortriptilin hidroklorur kullanilarak 254 nm de UV detekt6r yar-
dimiyla gerceklestirilmistir. Tabletlerdeki madde miktari pik yuksek-
likleri orant yontemiyle hesaplanmistir. Bu yéntemin biyolojik sivi-
larin analizi i¢in de uygun olabilecegi duglnulmektedir.

Sonuglarin istatistiki degerlendirmeleri 6 deneme Uzerinden
standart sapma, bagil standart sapma ve % 95 olasilik dizeyinde
giiven sinirlari hesaplanarak yapildi. Gelistirilen yéntemin kiyas
yéntemleriyle ortalamalar yonunden karsilastinimasi t-testi, stan-
dart sapmalar yénunden karsilagtiriimasi F-testi uygulanarak ya-
pildiginda anlamh bir fark bulunmad:.

Literatirde fluvoksamin maleatin tabletlerde tayini i¢in bir
polarografik yéntem (13) kayithdir. Bu yéntemin duyarlilig: gelis-
tirilen yonteme kiyasla ¢ok didsutktir (43,44 ug/ml). Fluvoksamin
icin bildirilen diger g¢alismalarin gogu biyolojik sivilarda ve HPLC
yéntemi ile yapimigtir.
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Gelistirilen spektrofotometrik yéntem c¢ok basit, duyarl ve
ekonomiktir. Bagil standart sapmasinin % 1’den klclk olmasi tek-
-rarlanabilirliginin yUksek oldugunu gdstermektedir. Oda sicakhiginda
calisilabilmesi, bir organik ¢6zucuyle ekstraksiyon yapiimamasi,
absorpsiyon élgimlerinin etanol gibi toksik olmayan ve ucuz bir
¢codzucu ile yapilabilmesi, bu ¢bzuctde rengin bir saat dayanikl
kalmasi, ‘ekrarlanabilirliginin yiksek olmasi bu ydénteme bir Us-
tunluk kazandirmaktadir. Ayrica farmas6tik preparatlarin analizine
kolaylikla uygulanabilmektedir.

Reaksiyon ortami asidlendirildikten sonra tiirevin bir organik
¢cdzlcuye alinarak calisiimasi halinde geligtifilen yéntemin biyolojik
stvilarin analizine de uygulanabilecegi disUnliimustir. Bu konuda
calismalar sdrdurulmektedir.



6. OZET

Bu calismada anti‘depresan etki gosteren fluvoksamin male-
atin miktar tayini igin 2,4,6 -trinitrobenzenstlifonik asid (TNBS) ile
tirev olusumuna dayanan spektrofotometrik bir yéntem gelistiriidi.

Fluvoksamin maleatin igerdigi alifatik primer amin grubuyla
TNBS arasindaki reaksiyon sonucu, etanoilde 420 nm de maksi-
mum absorpsiyon gdsteren sari renkli bir tirev olustu. Reaksiyon
pH 8.0 de, oda temperatirinde 40 dakika icerisinde kantitatif
olarak yurumektedir. Fluvoksamin maleata gore 16 kat belirteg
asirisi .reaksiyonun tamamlanmasi igin yeterli olmaktadir. Turevin
¢c6zUnOrlugund arttirmak igin reaksiyon etanolli ortamda yapil-
mistir. pH 6.0 ftalat tamponu ilavesinden sonra turevin rengi reak-
siyon ortaminda ve karanlikta en az bir saat dayanikh kalmaktadir.
Fluvoksamin ile TNBS arasindaki stokiyometrik oranin 1:1 oldugu
Job’un surekli degisim yéntemiyle belirlendi. Bu kosullarda absor-
bans ile fluvoksamin maleat konsantrasyonu arasindaki dogrusal
iliskinin 2.5-20 ug/ml arasinda oldugu gézlendi. Olgl egrisine ait
regresyon esitligi A=0.046 C + 0.0036, korrelasyon katsayisi
r= 0.9999 dur. Bagil standart sapmalarin % 1 den kulguk olmasi
tekrarfanabilirligin iyi oldugunu géstermektedir.

Gelistirilen spektrofotometrik yéntem, fluvoksamin maleatin
tabletlerde ‘miktar tayinine uygulandi. Sonuglar UV-spektrofoto-
metrik ve yuksek performansti sivi kromatografik yéntemierle elde
edilen sonuglaria t- ve F- testleri uygulanarak istatistiki olarak
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kiyaslandi. Yontemier arasinda ortalamalar ve standart sapmalar
yéninden % 95 olasilik dizeyinde anlamli-bir fark oimadig: sap-
tandi.

Sonug olarak, gelistirilen yontem duyarli ve spesifiktir. Isit-
ma ya da organik ¢ézuci ile ekstraksiyon gerekmediginden ba-
sittir. Fluvoksamin maleatin farmasétik analizleri igin gluvenle uy-
gulanabilir,



7. SUMMARY

In this study a spectrophotometric method was developed for
the assay of fluvoxamine maleate which exhibits antidepressant
activity, by means of the derivative formed with 2,4,6-
trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS).

A yellow coloured derivative with an absorption maxim’um at
420 nm in ethanol was produced from the reaction between ali-
phatic primary amino group of fluvoxamine maleate and TNBS.
Reaction was proceeded quantitatively at pH 8.0 and room tem-
perature within 40 min. A 16 fold excess of reagent to fluvoxamine
maleate was sufficient to complete the reaction. To increase the
solubility of the derivative, reaction has been performed in ethanolic
medium. After addition of the pH 6.0 phtalate buffer the colour
intensity of the derivative was stable in reaction medium and dark
for at least 1 hour. The stoichiometric ratio between fluvoxamine
and TNBS was found to be 1:1 by Job’s continuous variation
method. At these conditions a linear correlation was observed
between absorbance and fluvoxamine maleate concentration over
the range of 2.5-20 ug/ml. The regression equation of the
calibration curve was A=0.046 C + 0.0036 with a correlation
coefficient r=0.9999. Relative standard deviations were found to
be less than 1 %, indicating good reproducibility.
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The proposed method was applied to the determination of
fluvoxamine maleate in tablets and the results were compared
statistically with those obtained by the UV-spectrophotometric and
high performance liquid chromatographic methods using t- and F-
tests. It was found that there was no significant difference between
the methods in respect of mean values and standard deviations at
95 % confidence level.

As a result, the proposed method is sensitive and specific,
because of no heating and no organic solvent extraction are needed
is simple. It can be applied for the routine pharmaceutical analysis
of fluvoxamine maleate confidently.
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