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1. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Trisiklik antidepresanlar grubundan olan klomipramin,
hidrokloriir tuzu halinde c¢esitli sebeplere bafli depresyon

tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadar.

Klomipramin hidrokloriiriin 6zellikle viicut sivilarin-
dan analizi di¢in 1literatiirde birgcok gaz kromatografisi
ve vyiiksek basing¢li siva kromatografisi yontemi gelistiril-
mistir.Piyasada tablet ve enjektabl preparatlari halinde
bulunan bu ilag maddesinin miktar tayini ic¢in farmakope-
de titrimetrik y6ntém kayitlidir.Literatiirde klomipraminin

farmasdtik preparatlarindan miktar tayini i¢in gelistirilmis

sinirli sayida spektrofotometrik ydntem bulunmaktadar.

fla¢ etken maddelerinin analizinde, daha segici
olmalari nedeniyle UV spektrofotometrik ydntemlere iistiinliik
gdsteren, uygun bir belirtecle olusturulan renk siddetinin
8lciilmesine dayanan vizibl spektrofotometrik ydntemlerden

sikc¢a yararlanilmaktadair.

Aminler gibi elektron donbrii bir ®devlii grup igeren
maddeler, DDQ, TCNQ, kloranil gibi bir = akseptdri olan
belirteglerden radikal anyon olusturmaktadir.Renkli Gzellik-
teki bu radikal anyondan yararlanilarak bazi ila¢ maddeleri-

—

nin spektrofotometrik analizi yapilmigtar.

Bu ¢alismada klomipramin hidrokloriiriin, 2,3-dikloro-

5,6~disiyano-p-benzokinon (DDQ) belirtecinden olusturdugu



renkli radikal anyondan yararlanilarak spektrofotometrik tayini

igin basit ve kolay uygulanabilen bir yontem gelistirilmesi

ve farmasotik preparatlarinda etken maddenin analizinde

yararlanilmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BOLUM

2.1. FKLOMIPRAMIN PIiDRORLORUR HAKKINDA GENEL BiLGt

2.1.1. Ozellikleri

l /
CHZ- CHz"’ CHz" N
N CH,

Klomipramin hidroklorur

Kimyasal ada 3-Lkloro-5-(3-dimetilaminopropil)-10,11-
Gihidro-5-H-dibenz |b.f] azepin hidrokloriir ~‘olan klomipra-
min hidrokloriiriin (%9 H23C1N2.HC1) molekiil agirlaga 351.3
tir., -

Kokusuz ve beyaz renkli bir toz olan bu ila¢ maddesi,
aci lezzetli ve hafif wuvyusturucu etkilidir.Su, etilalkol,

kloroform ve eterde c¢oziinen klomipramin hidrokloriiriin erime

derecesi 192°C'dir (1). ‘

Sylu asitli c¢ozeltisinin UV alandaki absorpsiyon
spektrumunda 251 nm de bir maksimum (1) gdzlenir.Potasyum
bromiir diski ile alinan IR spektrumunda 3440, 2900, 1590

cn=l  i1le 1000-1200 ¢m~1 ve 700-750 e¢m™! alanlarinda bandler

3

verir.
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Craik ve arkadaslara klomipraminin ‘Bé ve 1H NMR
spektrumlara iizerine bazi ¢alasmalar yapmislardar(2).

Klomipramin hidrokloriiriin sentezi Craig ve arkadasla-

r1 tarafindan baslangi¢ maddesi olarak 3,4-dikloro akridan

kullanilarak yapilmistar. 3,4-dikloroakridanin sirasiyla

sodyum siyaniir, asitli ortamda sodyum nitrit, tiyonil klo-

riir, lityumaluminyum hidriir ve fosfor pentaoksit ile muamele

edilmesinden sonra elde edilen 3-Cl-5H-dibenzazepinin katali-

tik hidrojenleme ve 3—dimefilaminopropil klortir ile alkilas-

yon islemlerinden sonra klomipramin hidrokloriir elde edil-

Alkil,, “ . HCI

CHZCHZCHZN

mistir (3).

“CH,

Klomipramin ©6zellikle tedaviye diren¢li depresyon
vakalarinda etkili olan ve klinikte wuwzun =zamandan beri
kullanilan bir antidepresandar.Difer trisiklik antidepresan-
lar gibi norotransmitterlerin geri alimini inhibe ederek
etki ettigi ve bu grup ilaglar arasainda seratoninin geri
alimini engelleyen en giiglii trisiklik oldufu bildirilmis-

tir(4).Ayn1 makalede klomipraminin ayrica obsessif, kompul-



sif ve panik hastaligi vakalarinda da etkili olduju kayitla-

dair.

Agizdan alindiginda klomipramin, mide barsak kanalain-
dan tamamen emilir ve karacigerde demetilasyon sdnucunda
onemli miktarda birinci aktif metaboliti olan demetilklomip-
ramine dodniisiir.Bundan baska hidroksilasyon ve N-oksidasyon
ile de dier metabolitler olusur.Alinan dozun % 1-3 kadara

viicutta degisiklige ugramadan atailar(4, 5).

2.1.2. Analiz Yontemleri

2.1.2.1., KXalitatif Analiz Yontemleri

Klomipramin hidrokloriiriin teshisi i¢in Ingiliz farma-
kopesinde (BP)(6 s.147) IR spektrumunun referans maddeninki
ile ayni olmasi, 0.1 M HCI ¢6zeltisindeki %2 0.003'1liik
¢6zeltisinin UV spekprumunda 252 nm de bir omuzun gdzlenmesi
gerektigi kayatladar.Ayrica kloriirler i¢in karakteristik
giimiig nitrat reaksiyonuna olumlu yanit verdigi bildirilmis-
tir.Ince tabakada S;fllk kontrolii icin silikajel plakta
etilasetat~aseton-amonyak(75:25:5) ¢oziicii sistemi ile kroma-
tografi islemi oOnerilmektedir.Belirte¢ c¢&zeltisi siilfiirik

asitteki potasyum bikromat ¢bzeltisidir(6).

Klomipraminin bazik 0&zellikteki birgok ila¢ maddesi
ile birlikte ince tabakada teshisi amaciyla 1literatiirde
birgcok sistem kayitladir(7-9).Cok sayida antidepresan ve

metabolitlerinin kalitatif analizi icin gaz kromatografisi-
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kiitle spektrometrisi ydnteminden de yararlanilmistir(10,11).
Benzer amacla OV-17 siitunda trimetilsilil tiirevlerinin
ayrilmasi ve teshisi (12) ile kapiler siitunlarda analizler
(13-15) yapilmistar.Viicut sivilarinda klomipramin ile benzer
yapi1li pek ¢ok ila¢ maddesi normal fazli (16) ve ters fazla

(17,18) sivi kromatografisi yontemi ile teshis edilmistir.

Kromatografik ¢alismalardan baska yontemlerden de
bu tiir maddelerin kalitatif analizinde yararlanllmlstlr.ﬁr-
negin klomipramin ile birlikte trisiklikamino grubu igeren
oniki ilag¢ maddesi sodyum tauroklat ile olusturduklara
iyon ¢iftinden yararlanilarak analiz edilmistir(19).Benzer
yapilai psikotropik maddelerin kalitatif analizi ve saflik
tayininde termoanalitik (20,21), kalorimetrik (22), fosfo-

rimetrik (23) ve elektroanalitik (24) c¢alismalar yapilmis-

tar.

2.1.2.2. Kantitatif Analiz Yoéntemleri

Klomipramin hidrokloriiriin ham madde analizi i¢in
BP de susuz ortamda fitrasyon yéntemi kayitlidir (6).Madde-
nin glasiyel asetik asitteki ¢Ozeltisi, civa (II) asetat
¢c6zeltisi katildiktan sonra ayarli perklorik asit ¢dzeltisi

ile titre edilmektedir.

Literatiirde klomipraminin farmasotik preparatlarda
baska titrimetrik yontemlerle de miktar tayinleri kayitlai-
dir.0rnegin sodyum tetrafenilborat ile potansiyometrik

(25) ve perklorik asit ile termometrik (26) titrasyonlar

yapilmistar,



Klomipraminin kantitatif tayini di¢in titrimetrik
analizlerden baska bazi spektrofotometrik ydntemler de
geli$tirilmi$tir.ﬁrnegin klomipramin ile imipramin ve meta-
bolitleri, kan ve idrardan organik c¢o&ziicli ile ekstre edil-

dikten sonra sodyum nitrit ve perklorik asitle reaksiyona

sokularak analiz edilmistir (27).

Pitarch ve arkadaslari onsekiz siklik yapida antidep-
resanin analizi i¢in g¢esitli belirteclerle olusturduklara
iyon ¢iftlerinden yararlanmistir (28).Hussein ve arkadaslara
ise bazi dibenzazepinlerin miktar tayini d¢in iki farkla
spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir (29).Bunlardan
birinde diazolanmis p-nitroanilinden digerinde ise 3;meti1
benzotiazolin-2-on-hidrazon ile demir (III) amonyum siilfat-

tan yararlanilmistair.Her iki ydntem tabletlerin analizine

uygulanmistar.

Bunlardan baska yine farmasétik preparatlarda diben-
zazepin tiirevleri dig¢in gelistirilen yOntemlerde pikril
kloriir (30) ve asitli ortamda potasyum bik;omat (31) kulla-
nilmistir.Calasma alaninin 0,4-2,4 ug ml"1 oldugu birinci
yontemde kloroformda‘ki ¢6zeltinin 395 nm deki absorbansa,

5-50 ugxml_1 oldufu dikinci yOntemde ise 670 nm deki ab-

sorbans o®lgiilmiistiir.

Maddenin taninmasinda kullanildagi 'gibi ©Ozellikle
biyolojik materyalden miktar tayininde de kromatografik
yontemlerden yararlanilmistir.Gelistirilen bu y6ntemlerde
klomipraminin metabolitleri ile ya da birgok ilag maddesi

ile birlikte analizleri yapilmistar.
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Klomipramin ve metabolitieri plazmadan ekstre edii—
dikten sonra metabolitleri pentafloropropionik anhidrit
ile tiirevlendirilmis ve Z 3 OV-17 siitunda azot secici dedek-
tér kullanilarak gaz kromatografik yontemle analiz edilmig-
tir (32).Benzer bir ¢alismada ise klomipramin ve diger
trisiklik antidepresanlar ayni siitunda ve tiirevlendirme
islemi uygulanmaksizain &liim sonrasi viicut sivilari ve doku-
larinda analiz edilmistir (33).Bu grup ilag¢ maddelerinin
plazmadan organik ¢oziiciilerle ekstre edildikten sonra ayril-
malari ve miktar tayinleri O0OV-25 (34), O0OV-225 (35) ve %
10 0V-17 (36) siitunlara kulanllarék gerceklestirilmistir.
Bu ¢alismalarda da azot segici dedektérden yararlanilmistir.
Bazi arastairicilar plazmadan analizde ©6n temizleme amacayla

018 kartuslardan yararlanmistar (37,38).

Ayna dedektdr kullanilarak klomipraminin diger anti-
depresanlar ile birlikte kapiler silitun kullanilarak da
kan (39) ve karacigerden (40) uygun ¢dziiciilerle ekstraksiyon

isleminden sonra analizleri yapilmistair.

Karlsson tersiyer amin grubu igeren benzer yapila
maddelerin plazmadan analizleri ig¢in 2,4-diklorofenil ve
pentafluorofenilkloroformatan kullanlldlglhyeni bir tiirev-
lendirme ydntemi gelistirmistir (41).0lusan tﬁrevler
% 3 O0V-17 siitunda ayrildiktan sonra elektron yakalayici

dedektdr ile degerlendirilmislerdir.

Klomipramin ve metabolitlerinin viicut sivilaranda
diger trisiklik antidepresanlar ile birlikte -analizinde

yiiksek basincli sivi kromatografisi yonteminden de yararla-




nilmistir.Bu analizlerde duyarlik siniri genellikle 5-10

ng ml~} olarak bildirilmistir.

Piazmadan ekstre edilerek kismen difer maddelerden
ayrilan, analiz edilecek maddelerin silikajel siitun kullana-
rak normal fazli sivi kromatografisi tgknigi ile tayinleri
yapirlmissa da (42-44) literatiirde ters faz teknigi ile

yapilan ¢alismalarin sayisi daha fazladair.

C8 ve 018 siitunlarda yapilan analizlerde hareket-
1i faz olarak genellikle asetonitril-fosfat ¢8zeltisi kari-
simlari kullanilmistir.Bu calismalarda viicut sivilarindan
ekstraksiyon (45-48) veya recine siitundan gegirme (49)

gibi 6n temizleme islemi uygulanmis ve maddelerin saptanma-

‘sinda UV-absorbans dedektdr kullanilmistar.

Klomipramin ile benzer yapadaki ilag maddeleri ve
metabolitlerinin analizinde CN siitunlardan da yararlanilmis-
tir (50,51). Klomipraminin HPLC de iyon cifti teknigi ile
de analizi yapilmistair.Plazma ve idrardan, Snce organik
¢oziiciiye sonra asit}i fosfat tamponu ¢bézeltisine ekstre
edilen klomipramin ve ddrt metaboliti siitundan tetrametil-
amonyum kloriirlii fosfat tamponu ve asetonitril karisaimi
ile eliie edilmistir.Elektrokimyasal dedektdriin kullanildaiga

bu calismada tayin siniri 0,2 ngnil'-1 olarak bildirilmis-

tir (52).

Klomipramin ve diger trisiklik antidepresanlarin
biyolojik materyalden herhangi bir ©on temizleme islemine

gerek olmadan dofrudan analizleri ig¢in "radyoimminoassay"
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yontemi de gelistirilmistir (53,54).Basit ve kolay uygulana-
bilen bu yéntem ile adli tap laboratuvarlarinda antidepresan-

laran rutin kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildaga

bildirilmistir (54).

2.2. 2,3-DIKLORO-5,6-DISTYANO-p-BENZOKINON (DDQ) iLE YAPTLAN ANALIZIER

Amin grubu gibi elektron verme ©zelliginde olan
6devli grup iceren maddeler, W akseptdrleri olarak tanim-
lanan elektron alma 6zellifindeki bazi bilesikler ile etki-
leserek, ¢Hziiciinin polaritesine bagli olarak renkli yik
transfer kompleksleri veya radikal anyonlar olustururlar.Bu
reaksiyondan yararlaﬁ;larak amin. grubu igeren maddelerin

spektrofotometrik yontemle miktar tayinleri vyapilmistair.

Bu amag¢la 1w akseptéri olarak en ¢ok kullanilan
maddeler; 2,3-dikloro~5,6-disiyano-p-benzokinon (DDQ) ,
7,7,8,8~tetrasiyanokinodimetan (TCNQ), tetrasiyanoetilen

(TCNE), kloranil, bromanil, floranil ve benzokinondur,

0 NC CN 0
I hd I
NC o NC, ,CN X X
NE O S
N Cl NC CN X X

0 NC)kCN 0

DDQ TCNQ TCNE  X=Cl : kloranil
X=Br : bromanil
X=F : floranil

) X=H : benzokinon
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TCNE belirteci ile tersiyer aminlerin (55), fenoller,
aromatik hidrokarbonlar ve aril eterlerin (56) ve ince

tabakada indollerin (57) analizi yapilmistar.

Bazi alkaloitlerin analizinde TCNQ diger w askeptor-
leri ile kiyaslanmaistir (58).Ayrica prokainin (59) ve bazi
antihistaminiklefin (60) analizinde de TCNQ dan yararlanil-

mistair.

Alifatik ve aromatik primer, sekonder ve tersiyer
aminlerin (61) propanol-dioksan karaisiminda bazi trankilizan
ve antidepresanlarin (62) dioksan-etanol karisimi icerisinde
kloranil belirteci kullanilarak miktar tayinleri yap11m1§;
tir.Glisiazid ve tolazamidin kantitatif analizi ise bromanil

belirteci ile yapilmastair (63).

Hassan ve arkadaslari alifatik primer ve sekonder
aminlerin benzokinon ile miktar tayinlerini yapmis ve en

uygun reaksiyon kosullarini incelemislerdir (64).

DDQ belirteci ile yapilan miktar tayinlerinin cofun-
lugu amin grubu iceren maddelerle etkilesim sonucu DDQ
radikal anyonu olusumuna dayanan spektrofotometrik analiz-

lerdir.

Asagidaki  reaksiyon denklemlerinde goriildiigi gibi
amin grubu iceren maddeler, n-donbrler, ile w7 akseptdri
DDQ nun etkilesmesi sonucunda yik aktarim komplekslerinin
meydana geldigi ve metanol, asetonitril gibi polar ¢dziiciiler

icerisinde dondrden akseptdre tam bir elektron transferi
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D + A—[D-—-Al — D + A

Donor Akseptor Yik oktarim Radikal iyonlar
ko mpleksi

0 i 0 o1~

.e NC Cl NC Cll NC Cl
D + =< D —_

NC Cl NC Cl| NC Cl

0 X 0 . 10l
n-donor DDQ Yik aktarim DDQR™

kompleksi

sonucu kirmizi renkli DDQ radikal anyonunun olustufu bildi-

rilmis (65-68) ve radikal anyonun ESR spektrumu da verilmis-
tir (65,66).

DDQ belirteci ile bu sekilde birgok maddenin analizi
yapilmistair.Kodein, emetin ve pilokarpinin (655, bazi tran-
kilizan ve antidepresanlaran (66), Ba21 antimaleryal ilacg-
larin (67), sekonder ve tersiyer amin grubu igeren kardi-
ovaskiiler ila¢larin (69) miktar tayinleri, DDQ ile olustur-
duklara radikal anyonun 460 nm de ©6l¢iilmesi esasina dayan-
maktadir.Bu g¢alismalarain tiimiinde gelistirilen ydntem farma-

sotik preparatlarda etken madde analizine uygulanmistir.

Elsayed ve arkadaslari bazi kardiovaskiiler ilaglarain

analizinde DDQ ile p-kloranik asit ve diklorofenilindefenol
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belirteclerini kiyaslamislar ve yiik aktarim komplekslerinin
olustufunu bildirmislerdir (70).Bazi alkaloitlerin (58)
ve imidazolin (68) tiirevlerinin analizinde DDQ belirteci
ile TCNQ, kloranil, floranil gibi diger baza w akseptdrle-
rinin kiyaslamasi yapilmistair.Kinapiramin siilfat (71) 1ile
veteriner hekimlikte kullanilan bazi antihelmetiklerin
(72) analizinde ise DDQ, TCNQ ve tetranitrofluorenon (TNF)

belirtecleri ile elde edilen sonug¢lar kiyaslanmistair.

Aksal ve arkadaslari penisilin tiirevlerinin analizin-
de DDQ ve TCNQ dan yararlanmislardir (73).Kinnarizin (74)
ve sefalosporinlerin (75) miktar tayinleri de DDQ belirteci

ile 460 nm deki absorbans Slciilerek yapilmistir.

DDQ ile yapilan bu benzer galismalardan baska litera-
tiirde ayni belirte¢ ile farkli kosullarda yapilmis calisma-
lar da buiunmaktadlr.ﬁrnegin adrenalin ve noradrenalinin
DDQ ile miktar tayininde 350 ve 390 nm lerdeki absorbans
lciilmiistiir (76).Piperazinin asetaldehit ile olusturdufu
N,N-divinilpiperazinin DDQ ile reaksiyonu farkli ¢oziiciilerde
incelenﬁis ve miktar tayininin dioksanda 570 nm veya diklor-
etanda 600 nm deki absorbans ©dlgiilerek yapilabilecefi

bildirilmistir (77).

‘Minakata ve arkadaslari bazi fenotiyazin tiirevlerinin
miktar tayinini perklorik asit ¢6zeltisinde yapmis ve calis-

ma alanini 0,5-10 ug rnl—1 olarak bildirmislerdir (78).

DDQ belirtecinden s bazi maddelerin ince. tabakada

ayrilmalarindan sonra piiskiirtme belirteci olarak da yararla-
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nilmistair.0Ornefiin Xarbozollerin (79), alkaloitlerin (80)
ve bazi triterpenler ile steroitlerin (81) ince tabakada
belirlenmelerinde difer w akseptdrlerinin g6ze1£ilerinin
yanisira DDQ ¢ozeltisinden de yararlanilmistar,

Bu calismalardan baska DDQ <c¢bzeltisinden titrant
olarak &a yararlanilmistir.Farmasgtik preparatlarda askorbik
asit, dipiron, penisilamin (82) ile bazi fenotiyazinlerin

(83) titrimetrik analizi DDQ ayarl: c6zeltisi ile yapilmis-

tir.
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. GALISMADA KULLANILAN MATERYAL

3.1.1. Kimyasal Madde ve Cozliciiler
Calaismada klomipramin hidrokloriirl , Anafranil

1 2
draje ve ampul , 2,3-dikloro-5,6-disiyano-p-benzokinon (DDQ) ,

kloroform3 . asetonitril3 (4PLC grade), metan‘ol3 , di-
klormetan3 . dimetilformamita' , amonyak3 , perklorik
asit3 , glasiyel asetikasit3 , susuz sodyum siilfat ve
distile su kullanildx.

Belirtec c¢o6zeltisi: % 0,08 konsantrasyonda asetonit-
rilde hazirlanan DDQ ¢&zeltisi, 44 ©C de en az bir hafta

dayanikladzir.

3.1.2. Gerecler

Analitik c¢alismada Zeiss PMQ II, absorpsiyon spek-
trumlarinin alinmasinda ise Shimadzu 2100 spektrofotometre-

den yararlanlldl.ﬁlgmelerde 10 x 10 x 45 mm 1lik cam kiivetler

kullanilda.

1) Ciba-Geigy Ltd. Istanbul-Tiirkiye.
2) Sigma, Deisenhofen-Deutschland.

3) Merck, E.Merck A.G. Darmstadt-Deutschland.

4) Ferak, Berlin-Deutschland.
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Calismada kullanilan difer geregler, terazi (Mettler
H 72), girdap karistiricr (Elektro-mag), su banyosu (Niive
400 SB), wultrasonik banyo (Bransonic 221), <¢alkalayica
(K6ttermann), mikro enjektor (Hamilfon) ve bazi cam malzeme-

lerdir.

Hesaplamalar Casio fx-3800 P hesap makinesi ile

yapildz.

3.2. FLOMIPRAMIN HIDROKLORURGN DDQ ILE MIKTAR TAYINI
3.2.1. Deney Kosullarinin Saptanmasi

Yapilan literatiir arastirmasindan ® akseptdrleri
ile olan reaksiyonlarda amin grubu igeren ilag maddelerinin
tuzlari halinde degil bazi sekline dOniigtiiriildikten sonra
reaksiyon verdigi gdzlendi.Bu nedenle bazini elde etmek
icin klomipramin hidrokloriir, suda c¢o&ziindiiriildii ve seyr.
amonyak ¢o6zeltisi ile bazik hale getirildikten sonra kloro-
form ile ekstre edildi.Susuz sodyum siilfat lizerinden siiziilen

kloroform tabakalari belli bir hacme tamamlandi.

Klomipraminin DDQ ile olan reaksiyonu i¢cin en uygun
¢Bziiciiyi belirlemek amaciyla, kloroform, diklormetan, diok-
san, metanol ve asetonitril gibi farkli ¢oziiciiler ile ¢ali-
s11d1.Bunun i¢in klomipraminin yukarida anlatildigi sekilde
hazirlanan kloroformdaki ¢6zeltisinden ayni hacimlarda
alinip ¢8ziicii buharlastiraldi.Arta kalan klomipramin baz,
denenecek ¢bziiciide ¢oziindlirtildiikten sonra PDOQ nun ayni

cpziiclideki ¢6zeltisinden kataildi ve karisim belli bir hacme
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tamamland1.C6zeltilerin absorpsiyon spektrumlarai bos deneme
c5zeltilerine karsi kaydedildi.SEKIL 1'de de gdriildigi

gibi en uygun ¢oziici asetonitrildir.

0,8 T T

A

06

04

0,2

.
aoe® ®e
r.. ”’-_—‘——--~-~ Se

00
400 450 500 550

\ (nm)

SEXIL 1 - Renk olusumuna gesitli
¢dziiciilerin etkisi,
(—)Asetonitril, (. _ )diklorme-
tan, (....)kloroform,(~--)dioksan,
(-+-) metanol.

Asetonitrildeki cozeltide en yliiksek absorbansin
gézlendigi dalga Dboyu 460 nm dir.Bu dalga boyunda agik
sar: renkli bos denemenin asetonitrile karsi: absorbansi

0,09 dir.

Renk olusumuna sicaklifin etkisi incelendi.0da sicak-

11ginda rengin 5 dak. igerisinde en yiiksek defere ulastiga
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ve ¢bzeltinin 21sitilmasi halinde bu deferde herhangi bir

artis olmadii gézlendi,

Olusan rengin dayaniklili3s 3 saat boyunca belirli
araliklarla c¢6zeltinin absorbansi ©6lgiilerek kontrol edildi.
Bu siire ic¢erisinde absorbans deferinde herhangi bir defisik-

1igin olmadigr saptanda.

Klomipraminin DDQ ile hangi mol oraninda reaksiyona
girdigini saptamak amaciyla Job'un siirekli degisim yontemine
(84) gére ¢alisildi.Bu amaéla her iki maddenin ayni konsan-
trasyondaki (5 x 1O-AM) ¢bzeltileri toplam hacaim ayni kalacak
sekilde degisen oranlarda karistirildi.Cetvel 1 de goriilen

degerlerle klomipraminin mol kesri absiste, okunan absor-

banslar ordinatta olmak iizere bir grafik ¢izildi (SEXIL 2).

Job eprisinde en yilksek absorbans depgeri klomipramin/

DDQ mol oraninin 2:1 olmasi halinde gdzlendi.

Klomipramin (ml) 1 2 3 4 5
DDQ (ml) ‘5 4 3 2 1

A 0,180 0,340 0,470 0,590 0,340

Cetvel 1 - Klomipramin/DDQ Orani
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i 1 i l |

0,0 ,
0 6 2/6  3/6  4LI6  5/6  6/6

Klomipramin mol kesri

SEEIiL 2 - Job'un siirekli deBisim efrisi.

Rlomipramin ile DDQ arasindaki reaksiyonun kantitatif

olarak yiiriimesi i¢in gerekli belirteg miktarini saptamak

amaciyla 6 x 10’4M konsantrasyondaki klomipramin cozeltisi-
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sinin 1 mwml si, aynm konsantrasyondaki DDQ ¢6zeltisinin

0,5-3,0 ml si ile toplam hacim ayni kalacak sekilde karisti-

rilarak ¢alisaldi.Bos denemelere karsi okunan absorbans

degerleri Cetvel 2 de, bu degerlere gore ¢izilen grafik Se-

kil 3 dedir.Egrinin ekstrapolasyonu ile klomipraminin DDQ ile

1:0,5 oraninda reaksiyona girdigi goriilmektedir.

Klomipramin/DD
pramin/DDQ 1:0,5 1:1 1:1,5 1:2 1:2,5 "1:3
mol orani

A 0,145 0,150 0,160 0,163 0,161 0,164

Cetvel 2 - Belirteg miktari.

0,3 |
A
0.2 I /
o 50 —O— -0 O—
0, | ;
[
!
[
0.0 ¥ | | | | i
131 132 123
[Klomipraminl / [DDQ]

SERIL 3 Mol oranmi grafigi.
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NDiger taraftan DDQ/klomipramin mol oraninin en az

2 olmasi reaksiyonun kantitatif olarak yiiriimesi i¢in yeterli

olmaktadair.

Bu islemler sonunda klomipramin dile DDQ belirteci
arasindaki reaksiyonun asetonitril icerisinde, oda sicakli-
ginda, DDQ/klomipramin mol oraninin en az 2 olmasi halinde,

5 dakika siirede kantitatif olarak yiiriidiigii saptanmistair.

3.2.2. Olcii Egrisinin Hazirlanmasi

Olcmelerin yapilabilecedi, Lambert-Beer yasasinin
gecerli oldugu konsantrasyon aralifini saptamak amaciyla
asagida bildirildigi sekilde ¢alisildi.75 mg klomipramin
baza esdeger klomipramin hidrokloriir tam olarak tartild:
ve 25 ml 1ik balon jojede su ile ¢6ziindiiriildii.Bu c¢Bzeltinin
5 ml si bir tiip i¢erisinde 0,1 ml 1,5 M amonyak ¢bzeltisi
ile bazik hale getirildikten sonra klomipramin baz 3 kez
5'er ml kloroform ile girdap karistiricida ekstre edildi.Bir-
1e$tiri1en kloroform tabakalari susuz sodyum siilfat iizerinden
siiziildiikten sonra c¢oziici 8FC1ik su banyosunda hava akiminda
buharlastairildi.Artik , asetonitrilde ¢oziindiiriilerek ayni

¢oziicli ile balon jojede 10 ml ye tamamlanda.

Olci efrisini hazirlamak amaciyla klomipraminin aseto-
nitrildeki ¢&zeltisinden 0,05-0,25 ml 1ik hacimlar 5 ml 1lik
balon jojelere aktarilda ve herbirine 1'er ml % 0,08'1ik
DDQ ¢bzetisi kataildi.Karisimlar asetonitril ile hacmine
tamamlandiktan 5 dakika sonra kirmizi renkli c¢ézeltilerin

absorbanslari ayni sekilde hazirlanan bos deneme ¢Hzeltisine
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karsi 460 nm dalga boyunda okundu.

Ayni kosullarda 4 kez calisarak her bir konsantrasyon
icin okunan absorbans de3erinin ortalamasi alindi ve klomip-
ramin konsantrasyonuna karsi absorbans deferleri olacak

sekilde 6l¢ii egrisi hazirlandi (SERIL 4).

08 - A=0,009¢ + 0,0217

0 15 30 45 60 75 90
ClugimL)

SEXKIL 4 - Xlomipraminin 8lcii efrisi.
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3.3. FARMASOTIK PREPARATLARDA KLOMIPRAMIN HIDROKLORUR MIKTAR TAYINI

3.3.1. Spektrofotometrik Yontem

3.3.1.1. Drajelerde Analiz

10 adet klomipramin hidrokloriir igeren draje (25
mg/draje) tek tek tartilarak ortalama draje agirlifi saptandi.Bir
porselen havanda ince toz haline getirilen drajelerden yakla-
sik 150 mg klomipramin baza esdefer miktarda draje tozu
dikkatlice tartilda.Sv ile 50 ml 1ik balon jojeye aktaralan
karisim Once 30' c¢alkalayicida sonra 15' ultrasonik banyoda
tutuldu.Nacmine su ile tamamlanan karaisim kantitatif siizgeg
kasidindan siiziildii.I1k 10 ml si atilan siiziinti daha sonra
kuru bir erlenmayerde toplandi.Bu sekilde hazirlanan ©Ornek
¢6zeltisinin 5 ml si ile 3.2.2 de anlatildigi sekilde "Bu
¢bzetinin 5 ml si ceeee kismindan baslayarak ¢alaisilda
ve asetonitrildeki ©Ornek ¢6zeltisinin 0,1 ml si ile elde

edilen rengin siddeti 61lgiildii.

Analiz iglemi ayni kosullarda 6 kez tekrarlandi.Draje-
lerdeki klomipramin miktari (c) okunan absorbans degerinden

ve daha ©nce hazirlanan 6l¢li efrisinin denklemi yardimaiyla

hesaplandi.Drajelerdeki klomipramin hidrokloriir miktara
ise,
cx 331,3 formiilii ile hesaplandai.

314,8
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3.3.1.2. Enjektabl Preparatlarda Analiz

Klomipramin hidrokloriir igeren ampul ¢dzeltisinden
(25 mg/2 ml) dikkatlice bir tiipe aktarilan 1,2 ml ¢ozelti
ile 3.3.1.1, de drajelerde analiz b3liimiinde anlataildifi gibi

ve "3.2.2. de anlatlldlgl......" kismaindan baslayarak cali-

s1lda.

3.3.2 Farmakope Yontemi

3.3.2.1. Drajelerde Analiz

Yaklasik 260 mg klomipramin hidrokloriire esdeger
draje tozu BP de ham madde analizi ig¢in kayaitl: éusuz ortamda
yapilan titrasyon yOntemine gobre ayarla HClO4 ¢ozeltisi
ile titre edilerek analiz edildi.l mi1 0,1 M HC104 , 35,13

mg klomipramin hidrokloriire esdeBerdir.

3.3.2.2. Enjektabl Preparatlarda Analiz

Ampullerin kirilmasi ile bir araya toplanan ¢Ozeltinin
tam 20 ml si amonyak ¢O8zeltisi ile bazik hale getirildikten
sonra klomipramin baz, kloroform ile ekstre edildi.C6zelti
buharlastairildi.Ralant: ile 3.3.2.1. de drajelerde analiz

kisminda anlatildigi sekilde galisilda.

Farmakope yontemi ile bulunan sonugclar, gelistirilen
spektrofotometrik ydontemle elde edilen sonuglar ile karsilas-

tiralda.
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4, SONUGCLAR

a.L.spmummnnummmIK YONTEMIN ISTATISTIXKI YOL 1LE
DEGERLENDIRIIMEST

Spektrofotometrik analizlerde en az hata yapma olasi-
ilgl absorbans de&erleri 0,2-0,7 araliginda oldugundan,
yaklasik olarak bu absorbans deferlerinin elde edildigi

konsantrasyon araliginda calisalda.

15-75 Ug m1~1 klomipramin (baz) igeren ¢bzelti-
lerle calisildiginda konsantrasyon ile absorbans arasindaki
iliskinin dofrusal oldugu ve absorbanslarin uygun degerier
verdigi goriildii.Bu nedenle calisilacak konsantrasyon aralig:

15-75 ug m1~ ! olarak belirlendi.

Calaisailan en diisiik konsantrasyon 15 Ug rnl—1 ve Glgme-
lerin yapildigi ¢ozelti hacmai 5 ml oldugundan tayin edilebi-

lecek en diisiik klomipramin miktara 75 Hg olmaktadar.

0l¢ii egrisinin hazirlanmasinda 5 farkla konsantras-
yonda 4 kez ayni sekilde g¢alisildi.Okunan absorbans deSerle-

ri ve diger bulgular Cetvel 3 de verilmistir.
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Cetvel 3 - Klomipraminin 61¢ii egrisine ait absorbans ile

standart sapma ve bafil standart sapma deBerleri.

c A A A A 8D SD x 100
ug ml- )

15 0,151 0,147 0,155 0,144 0,149 0,004 2,78
30 0,290 0,285 0,301 0,280 0,289 0,008 2,69
45 0,422 0,415 0,428 0,403 0,417 0,009 2,23
60 0,560 0,550 0,571 0,550 0,558 0,009 1,55
75 0,678 0,671 0,683 0,663 0,674 0,008 1,12

Herbir konsantrasyon i¢in bulunan absorbans deZerlerinden hesapla-

nan do3ru denklemi ¢

A =10,009 ¢ + 0,0217 (r= 0,99953)dar.

Jlcii egrilerine ait regresyon analizi sonuglari Cetvel

4 de verilmistir.

Cetvel 4 - Cetvel 3 deki ©lgii egrilerine ait regresyon
analizi.
1 2 - 3 - Ortalama
a 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009
C
b 0,0230 0,0197 0,0298 0,0201 0,0231

0,99962 0,99977 0,99914 0,99907 0,99940
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Cetvel A’ deki deferlerden hesaplanan ortalama a
ve b deferleri ile ortalama absorbans deferlerinden hesapla-
nanlar arasinda 6nemli bir fark yoktur.Drajelerdeki klomipra-
min miktarinin hesaplanmasinda ortalama absorbans deferlerin-

den bulunan dofru denkleminden yararlanilmistair.

4.2. CELISTIRILEN YONTEM ILE FARMAKOPE YONTEMI SONUGLARININ
KARSTLASTIRILMAST

Klemipramin hidrokloriir igeren draje (25 mg/draje) ve ampuller
(25 mg/2 ml) ile 3.3.1.ve 3.3.2,btliimlerinde anlatildifi sekilde, gelis-
tirilen spektrofotometrik ydntem ve farmakope yOntemi ile
calisildi.fki ydntem ile bu preparatlardan alinan sonuglar

Cetvel 5 ve Cetvel 6 da birarada verilmistir.

Yéntemlerin karsilastirilmasi amaciyla her iki pre-

paratin analiz sonug¢larina t- ve F- testleri uygulanda.

Spektrofotometrik ve titrimetrik yontem ile drajele-
rin ve aﬁpullerin analiz sonug¢larindan hesaplanan t degeri

sirasayla 0,69 ve 0,93 diir.

% 95 olasilik ve 6 deneme ic¢in dilgili listelerden
bulunan t degeri ise 2,23 tiir.Iki preparat ig¢in hesaplanan
t degerleri teorik degerden kiicik oldugu icin iki ydntem
ile bulunan ortalama sonuglar birbirinden ©6nemli derecede

farkla degildir.

F testi, iki yontem ile alinan sonu¢larin standart

sapmalar ydniinden kiyaslanmasi amaciyla uygulandi.lki ydntem
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Cetvel 5 - Klomipramin hidrokloriir (25 mg/draje) igéren

drajelerin analizi.

Spektrofotometrik Y&ntem Titrimetrik Yéntem
n mg/drajg Z mg/draje p4
1 25,03 100,12 2,40 97,60
2 24,38 97,52 25,11 100, 44
3 24,84 99,36 25,21 100, 84
4 25,31 101,24 24,56 98,24
5 24,57 98,28 24,84 99,36
6 24,29 97,16 25,25 101,00
x 24,74 98,96 24,89 99,56
SD 0,36 0,324
SD x 100 1 46 1,304
X
Giiven sinirlara 24,36 - 25,12 24,55 - 25,23
(% 95)

ile draje ve ampullerin analiz sonug¢larindan hesaplanan
F degerleri 2,82 ve 1,73 diir.Z 95 olasilik ve 6 deneme
i¢in teorik F degeri 5,05 dir.Hesaplanan degerler sinir
degerden kiiciik oldufu i¢in iki ydntem standart sapma yoniin-

den 6nemli derecede farkli degildir,



- 29 -

Cetvel 6 - Klomipramin hidrokloriir (25 mg/ 2 ml) igeren

ampulleri analizi.

Spektrofotometrik Yontem Titrimetrik Yontem
n mg/ampul % mg/ampul %
1 24,55 08,20 24,88 99,52
2 24,68 98,72 24,71 98,84
3 24,42 97,68 24,83 99,32
4 24,29 97,16 24,85 99,40
5 24,91 99,64 24,62 98,48
6 24,83 99,32 24,40 97,60
3 24,61 98,44 24,72 98,88
SD 0,24 0,18
SD x 100 0,97 0,73
X

Qiiven sinirlari 24,36 - 24,86 24,53-24,91
(% 95) '
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5. TARTISMA

Klomipramin hidrokloriiriin miktar tayini ig¢in maddenin
baz seklinin DDOQ belirteci ile etkilesimi sonucu olusan
kairmizi renkli DDQ radikal anyonundan yararlanilarak spek-
trofotometrik bir yodntem gelistirildi.Reaksiyon asetonitril
icerisinde, oda sicaklifinda, 5 dak. gibi kisa bir siirede
tamamlanmakta ve ¢Ozeltinin 460 nm deki absorbansi dlgiilmek-
tedir.Absorbans deferi uzun siire defisiklik gOstermemekte-

dir.

Literatiirde DDQ ile benzer sekilde ¢alasilarak,
primer, sekonder ve tersiyer amin grubu igeren bir ¢ok ilag
maddesinin analizi yapilmistar.Bu calismalarin bir kisminda
elektron spin rezonans spektrumu verilerek 460 nm de, DDQ

radikal anyonunun &6l¢i{ildiigi belirtilmistir.

Klomipraminin anilizi di¢in gelistirilen yodntemde
tayine esas olan DDQ radikal anyonunun en uygun hangi kosul-
larda olustufu dincelenmistir.En iyi sonu¢ oda sicaklijinda
calisilmasa: ve ¢Oziici olarak asetonitril kullanilmasi halin-
de allnm1§t1r.Litefatﬁrde de polar <¢o6ziiciilerde radikal

anyon olusumunun daha hizli oldugu kayatladar.

Klomipraminin DDQ ile 2:1 mol oraninda etkilesime
girdigi Job ve mol orani yontemi ile belirlenmistir.Radikal
reaksiyonunu baslatan dondr, biiyiik bir olasilikla klomipra-
min molekiiliiniin alifatik zincirindeki tersiyer amin azotu-
dur.2 mol klomipraminin 1 mol DDQ ile diradikalanyon olustu-

racak sekilde reaksiyona girdigi diisiiniilmektedir.Cok yiiksek
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ener jili, stabil olmayan bu bilesigin bu halde kalmayip
derhal bir DDQ molekiilii ile reaksiyona girerek dayanikla,

DDQ radikal anyonu olusturdufu sanilmaktadir.

Reaksiyonu baslatan klomipramin oldufu ig¢in klomipra-
min miktara ile orantili olarak radikal anyon olusmakta
ve ortamdaki asiri DDQ nun analize herhangi bir zarari olma-
maktadar.Nitekim gerekli minimum DDQ miktari saptandiktan
sonra konsantrasyonunun daha fazla arttirilmasi halinde

absorbans degerinde bir defisme gdzlenmemistir.

Klomipramin konsantrasyonu ile absorbans arasandaki
iliski 15-75 ug mfi konsantrasyon araliginda dogrusaldar.
Olc¢ii ejrisi kiigiik bir intersept degeri (0,0217) ile safair
noktasina c¢ok yakin olarak geg¢mektedir ve korrelasyon katsa-
yisi 1 e yakin bir degerdedir (0,99953).Bag1l standart
sapma degerleri farklai konsantrasyonlarda onemli bir fark

gbstermemektedir.

Preparat hazirlanmasinda kullanilan laktoz, glukoz,
magnezyum stearat, talk, nisasta gibi maddeler tayine =zarar
vermemektedir.Buna -‘karsilik amonyak DDQ ile .etkilesime
girerek radikal anyon olusturmakta ve pozitif hataya sebep
olmaktadir.Bu bakimdan klomipramin bazi elde edilirken
sulu ¢dzeltiyi bazik hale getirmek amaciyla katilan amonya-
gin 6lc¢iili olmasina ve fazlasinin tamamen uza§1a§t1r11m381na
0zen gosterilmesi gerekmektedir.Calismamizda kloroformun
su banyosunda, hava akiminda buharlasitirilmasi sirasinda

amonyagin da tamamen uzaklastirildifi saptanmistir.
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Literatiirde klomipramin ve benzer yapili dijer anti-
depresanlarin analizi ig¢in gelistirilen spektrofotometrik
yéntemlerde renkli bilesikler olusturmak i{izere, pikril
kloriir, potasyum bikromat, sodyum nitrit gibi ¢esitli belir-
teclerden yararlanilmaistir.Bu ydntemlerin duyarlailiklara
her ne kadar gelistirmis oldugumuz ydntemden daha fazla
ise de genellikle ilag¢ maddesinin ancak fermasdtik preparat-
lardan tayinine olanak verecek diizeydedir.Metabolit olusmasi
nedeniyle de biyolojik materyalden yapilacak bir ¢alig-
mada mutlaka bir ayirma islemi gerekmektedir.Bu bakimdan bu
amagla daha ¢ok HPLC ve &C ydntemlerinden yararlanilmakta-
dir.Sadece bir spektrofotometrik yontemde ince tabakada
ayirma isleminden sonra kan ve idrarda analiz yapildiga
kayitlidair.Gelistirmis olduBumuz yontem ile de benzeri
bir ¢alismanin yapilabilecefi diisiiniilmiisse de metabolitleri
saglama imkani olmadiga: i¢in bdyle bir c¢alisma yapilamamis-

tir.

Celigtirilen yontem farmakopede klomipramin analizi
icin kayitlia titrimetrik yoOntemle kiyaslanacak olursa hem
cok daha duyarla hém de daha basittir.Her iki yodntemin
istatistiksel karsilastirilmasinda gerek ortalama degerler,
gerekse standart sapma deBerleri yoniinden Z 95 olasilik

dizeyinde anlamli bir fark olmadigir gozlenmistir,

Sonu¢ olarak gelistirilen spektrofotometrik yodntem,
klomipraminin ham madde ve fermasdtik preparat analizlerinde

gﬁvenle'kullanllabilecek basit ve ekonomik bir'yﬁntemdir.
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Bu <c¢alaismada klomipramin hidrokloriiriin farmasétik
preparatlarda miktar tayini ig¢in spektrofotometrik bir .
yontem gelistirildi.Bu amag¢la bir «w akseptdri olan 2,3~
dikloro-5,6-disiyano-p-benzokinon (DDQ) belirtecinden yarar-

lanilda.

Yontem klomipraminin DDQ ile etkilesimi sonucu olusan
DDQ radikal anyonunun 460 nm deki absorbansinin 61lciimii

esasina dayanmaktadair.

Klomipramin ve DDQ nun stokiyometrik orani 2:1 olarak

Job'un siirekli degisim ve mol orani ydntemiyle saptanda.

Bu reaksiyonun en uygun kosullara ¢6ziicli, reaksiyon
zamani, belirte¢ miktari, dalga boyu, konsantrasyon araligi
ve radikal anyonun dayanikliliga yo6niinden incelendi.Buna
gére reaksiyon oda sicakliginda 5 dakika da ; asetonitril
icerisinde ve DDQ/klomipraminmol -oraninin 2 o0lmasi durumunda

*

kantitatif olarak yiiriimektedir,

Olusan renk en az 3 saat dayanikli kalmaktadir.Bu
kosullarda 15-75 Ug m1,1 aralifindaki konsantrasyonla absor-
bans arasinda dogruszl bir iliski oldufu gtzlenmistir.Reg-

lasyon denklemi;
A= 0,009 ¢ + 0,0217° (r=0,99953) .dir.
Gelistirilen yodntem klomipramin HCI in draje ve

enjektabl prepagratlardaki analizine uygulandi.Sonuglar

Farmakope yontemi ile distatistiksel olarak kiyaslandi.
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Z 95 olasilaik diizeyinde dofruluk ve katilik y&niinden anlamla

bir fark olmadaga t- ve F- testleri uygulanarak anlasildi.



7- SUMMARY

in this study, a spectrophotometric method was
developed for the determination of clomipramine hydro-
chloride in pharmaceutical preparations. 2,3-dichloro-5,6-

dicyano-p-benzoquinon (DNPQ), a 1« acceptor, was used as

reagent.

The method is based on the measurement of DDQ radical
anion formed from the interaction of . clomipramine base

with DDQ at 460 nm.

The stoichiometric ratio of clomipramine and DDQ

was determined as 2:1 by Job's continous variation and
molar ratio method.

The optimum conditions of this reaction with respect
to the solvent, reaction time, amount of the reagent,
wavelength, range of the concentration and stability of
the radical anion were investigated.So, the reaction
proceeds quantitatively in acetonitrile and 5 min. , at
room temperature when the mol ratio of DDQ/clomipramine
2.The color 'developed is stable minimum 3 hours.At these
conditiéns a'linear correlation was observed between absor-
bance and clomipramine concentration over the range 15-
75. ug m1~! .The regression equation is A=0,009 C + 0,0217
(r= 0,99953).

The method proposed was applied to the assay of
clomipramine HCI in sugar coated tablets and injectable

preparations.The results were compared statistically with
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those obtained by official method using t- and F- tests,
There is no significant difference between the proposed
and BP method with respect to accuracy and precision at

%Z 95 confidence level.
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