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ÖZET 

Özdemir, E. Galantaminin Biyolojik Sıvılarda Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi 

(HPLC) İle Analizi İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Analitik Kimya 

AD. Doktora Tezi. İstanbul. 2016 

Bu çalışmada galantaminin farmasötik preparatlarda, insan idrar ve plazmasında tayini 

için hidroksil grupların analizinde spesifik bir belirteç olan 5-dimetilamino-naftalen-1-

sülfonil klorür (dansil klorür) ile türev oluşumuna dayanan yüksek performanslı sıvı 

kromatogafik (HPLC) bir yöntem geliştirildi.  

Galantamin ile dansil klorür arasındaki reaksiyonun optimum koşulları incelendiğinde, 

reaksiyon pH 10,5’da, oda sıcaklığında 30 dakika içerisinde, belirteç/galantamin mol 

oranı 2,13 olduğunda reaksiyon tamamlanmaktadır. Oluşan türev, diklorometan ile 

ekstre edildi. Çözücü kuruluğa kadar uçuruldu ve kalıntı mobil fazda çözündürüldü. 

Kromatografik analiz, Inertsil C18 kolon ve 1,2 mL/dak akış hızında %40 asetonitril 

:%60 10mM o-fosforik asit mobil faz sistemi kullanılarak ve 20 µL enjeksiyonla 

gerçekleştirildi. Türev fluoresans detektör (eks.375nm/em.537nm) ile tespit edildi. 

Galantamin-Dansil türevinin retensiyon zamanları 16,8 dakika olarak belirlendi. 

Galantamin konsantrasyonu ve pik alanları arasında ölçü eğrisi hazırlandı. Doğrusallık 

suda, idrar ve plazmada 125-2000ng/mL aralığında gözlendi. Galantaminin idrar ve 

plazmadan ortalama geri kazanma oranı sırasıyla %95,15 ve %95,78 olarak hesaplandı. 

Üç farklı konsantrasyonda galantamin içeren idrar ve plazma örneklerinin aynı gündeki 

analiz sonuçlarının (n=6) tekrarlanabilirlikleri % RSD olarak %0,24-0,59 ve %0,35-0,56 

arasında bulundu. Farklı günlerde tekrarlanabilirlikleri sırasıyla %0,13-0,51 ve %0,04-

0,15 arasındadır. 

Geliştirilen yöntem kapsüllerde galantamin miktar tayinine uygulandı. Sonuçlar USP 

(USP XXXII) yöntemiyle elde edilen sonuçlarla t- ve F- testleri kullanılarak istatistiksel 

olarak kıyaslandı ve %95 olasılık düzeyinde anlamlı bir fark bulunmadı.  

Anahtar Kelimeler: Galantamin, Dansil klorür (5-dimetilamino-naftalen-1-sülfonil 

klorür), Türevlendirme, Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi, idrar, plazma 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi 

tarafından desteklenmiştir. Tez proje No: 55961 
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ABSTRACT 

Özdemir, E. (2016). Analysis of Galantamine in Biological Fluids by High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC). Istanbul University, Institute of Health Science, 

Department of Analytical Chemistry. Ph D Thesis. İstanbul. 

In this study, a high performance liquid chromatographic method was developed for 

quantitative determination of galantamine in pharmaceutical drugs, urine and human 

plasma, based on fluorescence derivatization with 5-(dimethylamino) naphthalene-1-

sulfonyl chloride (dansyl chloride) an specific reagent for primary, secondary amines 

and hydroxyl groups analysis. 

The reaction between galantamine and dansyl chloride is optimally realized in 30 

minutes at room temperature and pH 10.5, with a reagent to galantamine molar ratio of 

2.13. The derivative was extracted with dichlorometane. After the extraction, solvent 

was dried under stream of nitrogen and dissolved in mobile phase. Chromatographic 

analysis has been performed with Inertsil C18 column and with a flow rate of 

1.2mL/min, the mobile phase consisting 40% acetonitrile and 60% 10mM o-phosporic 

acide. Injection volume was 20µL. The derivatives were detected with a fluorescence 

detector (ex.375nm/em.537nm). The retention times for dancyl derivative of 

galantamine was 16.8 min. Linearity was observed between 125-2000ng/mL in water, 

urine and plasma. The recovery has been calculated as 95.15% for urine and 95.78% for 

plasma. Inter-day repeatability results of urine and plasma samples (n=6) with three 

different concentrations were calculated as RSD between 0.24-0.59% and 0.35-0.56. 

Intra-day repeatabilities are between 0.13-0.51% and 0.04-0.15%, respectively. 

The method was applied to galantamine assay to the capsules. The results were 

compared with pharmacopoeia (USP XXXII) method using t-test and F-test and no 

significant difference was observed at confidence level of 95%. The HPLC method was 

applied to determination of galantamine in urine and human plasma.  

Key Words: Galantamine, 5-(dimethylamino) naphthalene-1-sulfonyl chloride (dansyl 

chloride), derivatization, high performance liquid chromatography, urine, plasma 

The present work was supported by the Research Project Coordination Fund of Istanbul 

University. Project No. 55961. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Galantamin hidrobromür hafif-orta şiddette Alzheimer hastalığı belirtilerinin 

tedavisinde kullanılan bir kolin esteraz inhibitörüdür. Asetilkolinesteraz enzimini 

reversibl olarak ve kompetitif bir şekilde inhibe eder. Alzheimer hastalığı olan 

bireylerin beyinlerindeki asetilkolin üreten kolinerjik nöronlarda ilerleyici nitelikte bir 

dejenerasyon vardır. Alzheimer hastalığındaki kognitif zaafiyetin etiyolojisinin tam 

olarak anlaşılamamış olmasına rağmen, sorunun beyinde asetilkolin üreten nöronların 

bu dejenerasyonu olduğu düşünülmektedir. Kolinerjik kaybın düzeyi ile kognitif 

zafiyetin düzeyi ve amiloid plakların yoğunluğu (Alzheimer hastalığının işareti) 

ilişkilidir. Galantamin hafif-orta şiddette Alzheimer tipi demansta endikedir. 

Galantamin Alzheimer hastalığını tedavi etmez ve Alzheimer hastalığına neden olan 

hücre hasarı sürecini durdurmaz veya tersine çevirmez. Sadece hastalığın belirtilerinin 

düzelmesini sağlar. 

Galantamin hidrobromür oral yoldan alınır. Oral yoldan absorbsiyonu iyidir. 

Mutlak biyoyararlanımı yaklaşık %90’dır. Terminal eliminasyon yarı ömrü yaklaşık 7 

saattir. Farmakokinetiği 8-32 mg/gün aralığında doğrusaldır. Sağlıklı erkek deneklerde 

oral yoldan tek doz 8 mg uygulandıktan bir saat sonra asetilkolinesteraz aktivitesindeki 

maksimum inhibisyon yaklaşık %40’tır. Galantamin hızlı ve tam olarak absorbe olur. 

Doruk konsantrasyona ulaşma süresi 1 saattir. Tablet ve oral çözeltisinin 

biyoyararlanımı birbirine eşittir. Besinlerle birlikte alınması AUC değerini 

etkilememesine rağmen, Cmaks değerinin %25 azalmasına ve Tmaks süresinin 1,5 saat 

kısalmasına neden olur. Galantaminin ortalama dağılım hacmi 175 L’dir. Galantamin 

terapötik konsantrasyonlarda plazma proteinlerine %18 oranında bağlanır. Tam kanda 

esas olarak kan hücrelerine %52,7 oranında bağlanır. Kan plazma konsantrasyon oranı 

1:2 dir (1). 

Amin grubu ve hidroksil grubu  içeren ilaç etken maddelerinin analizleri için 

geliştirilen yöntemlerin çoğu türevlendirme reaksiyonuna dayanmaktadır. Bu amaçla 

kullanılan belirteçler arasında önemli bir yere sahip olan dansil klorür, primer, sekonder 

aminlerin  ve hidroksil gruplarının analizlerinde yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Bu çalışmada hidroksil grubu içeren galantaminin gerek farmasötik 

preparatlarda gerek  idrar ve plazmada tayini için basit, duyarlı ve güvenilir bir yüksek 
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performanslı sıvı kromatografik analiz yöntemi geliştirilmesi amaçlandı. Bu amaçla 

hidroksil grubu içeren galantaminin dansil klorür ile renkli bir türev oluşturmasından 

yararlanılarak yüksek performanslı sıvı kromatografik bir yöntem geliştirildi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Galantamin Hidrobromür 

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Özellikler 

Kimyasal adı (4aS,6R,8aS)–5,6,9,10,11,12–hekzahidro–3–metoksi–11–metil–4aH 

[1]benzofuro[3a,3,2–ef][2]benzazepin–6–ol hidrobromürdür (Şekil 2.1). Kapalı formülü 

C17H22BrNO3  olan galantamin hidrobromürün molekül ağırlığı 368,27 g/mol dür.  

Galantamin hidrobromür beyaz renkte kokusuz tozdur. Galantamin hidrobromür sıcak 

suda, alkol, aseton, kloroformda kolay çözünür, benzen ve eterde çözünmez. Kaynama 

noktası 126-127˚C’dir. Yoğunluğu 1,249 g/cm
3
’tür. Kırılma indisi 1,592’dir (2). Baz 

haldeki galantaminin kapalı formülü C17H21NO3, molekül ağırlığı 287,354 g/mol dür. 

 

Şekil 2-1 Galantamin hidrobromürün kimyasal formülü 

Galantamin hidrobromürün metanolde alınan UV spektrumu Şekil 2.2’de, 

Fourier Dönüşümlü İnfrared (FT-IR) spektrumu Şekil 2.3’te görülmektedir. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
https://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
https://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
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Şekil 2-2 Galantamin Hidrobromürün (40 µg/ mL) UV Spektrumu (metanolde) 

 

 

Şekil 2-3 Galantamin hidrobromürün FTIR spektrumu  
Dalga sayısı cm

-1
 

%T 
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2.1.2. Farmakolojisi 

Tersiyer bir alkoloid olan galantamin asetilkolinesteraz enziminin (AChE) 

kompetetif ve seçici bir inhibitörüdür. Kesin etkisi bilinmemesine rağmen, 

galantaminin terapötik etkisini kolinerjik işlevi artırarak gösterdiği sayılmaktadır. 

Asetilkolinin yıkımından sorumlu enzim olan asetilkolinesterazı inhibe eder ve 

asetilkolin düzeyinin artmasını sağlar. İlaç bu etkisini kolinesteraz enzimini reversibl 

olarak inhibe ederek gösterir. Kolinesteraz enziminin blokajı asetilkolin’in hidrolizinin 

reversibl olarak inhibisyonuna neden olur. Eğer bu mekanizma doğru ise, 

galantamin’in etkisi hastalık süreci ilerledikçe ve işlevsel kolinerjik nöronların sayısı 

azaldıkça giderek zayıflayabilir. 

Galantamin hidrobromür SSS’de bulunan antikolinesteraz’a, periferdeki 

butilkolinesteraza göre çok daha yüksek afınite gösterir. Hâlbuki organofosfatlar, 

akridinler, karbamatlar, fizostigmin ve kuvarterner amonyum yapılı antikolinesteraz 

ilaçlar (ambenonyum, neostigmin, piridostigmin gibi) her iki enzime de eşit afınite 

gösterirler. Ancak kuvarterner amonyum yapısındaki antikolinesteraz inhibitörleri 

mutad dozlarda kullanıldıklarında kan beyin engelini aşamazlar ve bu nedenle esas 

olarak periferdeki kolinesteraz enzimini etkilerler. 

Serebral kortekste asetilkolin düzeylerinin artması düşünme, öğrenme ve 

hafızada sağlanan olumlu gelişmelerden sorumlu tutulmaktadır. Bu mekanizma 

sağlam kolinerjik nöronların varlığını gerektirir. Alzheimer hastalığının ilerlemesi 

sağlam kolinerjik nöronların sayısının azalmasına neden olduğundan, galantamin 

hidrobromür’ün bu tür olgulardaki etkinliği daha düşüktür. Galantamin hidrobromür 

tedavisinin demansa yön veren gidişatı etkilediğine işaret eden herhangi bir bulgu 

yoktur. 

Galantamin hidrobromür oral yoldan alınır. Oral yoldan absorbsiyonu iyidir. 

Mutlak biyoyararlanımı yaklaşık %90’dır. Terminal eliminasyon yarı ömrü yaklaşık 7 

saattir. Farmakokinetiği 8-32 mg/gün aralığında doğrusaldır. Sağlıklı erkek deneklerde 

oral yoldan tek doz 8 mg uygulandıktan bir saat sonra asetilkolinesteraz aktivitesindeki 

maksimum inhibisyon yaklaşık %40’tır. Galantamin hızlı ve tam olarak absorbe olur. 

Doruk konsantrasyona ulaşma süresi 1 saattir. Tablet ve oral çözeltisinin 

biyoyararlanımı birbirine eşittir. Besinlerle birlikte alınması AUC değerini 

etkilememesine rağmen, Cmaks değerinin %25 azalmasına ve Tmaks süresini 1,5 saat 

kısalmasına neden olur. Galantaminin ortalama dağılım hacmi 175 L’dir. Galantamin 
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terapötik konsantrasyonlarda plazma proteinlerine %18 oranında bağlanır. Tam kanda 

esas olarak kan hücrelerine %52,7 oranında bağlanır. Kan plazma konsantrasyon oranı 

1:2 dir (1). 

2.1.3. Analiz Yöntemleri 

2.1.3.1. Farmasötik Preparatlarda Yapılan Analizler 

Patel ve arkadaşları galantamin hidrobromürü farmasötik preparatlardan 

spektrofluorimetrik olarak tayin etmişlerdir. Bu yöntemde 282 nm eksitasyon dalga 

boyu, 607 nm emisyon dalga boyunda 2-14 µg/mL konsantrasyon aralığında 

çalışılmıştır (3).  

Maria ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada yaygın kullanıma sahip 

asetilkolinesteraz inhibitörü olan galantaminin, eksitasyon-emisyon fluoresans 

matriksleri ve ikinci derece kalibrasyon yoluyla spektrofluorimetrik tayini verlmiştir. 

Bu maddenin fluoresans şiddetini artırmada çeşitli bileşimlerin etkileri incelenmiştir. 

Her ne kadar galantaminin farklı siklodekstrinlerle etkileşimleri zayıf olsa da bu etken 

maddenin siklodekstrinler varlığındaki fluoresans şiddetinin iki kat arttığı 

kanıtlanmıştır. Çalışılan misel ortamları arasında, anyonik yüzey aktif madde sodyum 

dodesil sulfat en yüksek sinyali üretmiş (6 kat artış) ve daha sonraki tayinler için ana 

belirteç olarak seçilmiştir. Bu yaklaşımla kalibre edilmemiş interferanslar varlığında 

 ayırma adımlarına gerek kalmadan galantaminin ng/mL seviyesinde tayini mümkün 

kılınmıştır. Uygulanan ikinci derece kemometrik yöntemler  parallel factor analysis 

(PARAFAC), unfolded partial least-squares coupled to residual bilinearization (U-

PLS/RBL), and multidimensional partial least-squares coupled to residual 

bilinearization (N-PLS/RBL) 'dir. Sunulan metodun kalitesi galantaminin hem yapay 

hem de doğal su örneklerinde tayini ile belirlenmiştir (4). 

Mittal ve arkadaşları ultraviyole spektrofotometrik yöntemle 287 nm dalga 

boyunda, farmasötik preparatlardan galantamin hidrobromürü tayin etmişlerdir. 

Çalışmada doğrusallık 8,1x10
-5

-2,1x10
-4

M konsantrasyon aralığında belirtilmiştir (5). 

Tsvetkova ve arkadaşları farmasötik preparatlardan galantamin hidrobromürü 

TLC- dansitometrik yöntem ile validasyon yaparak tayin etmişlerdir (6).  
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Patel ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada galantamin hidrobromürün tabletlerde 

tayini için UV-spektrofotometrik yöntem geliştirmişlerdir. Yöntemde doğrusallık 20-

100 µg/mL konsantrasyon aralığında sağlanmıştır (7). 

Mittal ve arkadaşları UV türev spektrofotometrisi yöntemiyle galantamin 

hidrobromürü farmasötik preparatlarda tayin etmişlerdir. Türev alınmadan önceki λmaks 

287 nm, 1. Türevinin  λmaks’ı ise 277,4 nm olarak bildirilmiştir. Yöntemin 

konsantrasyon aralığı 30-80 µg/mL olarak bildirilmiştir (8).  

Wang ve arkadaşları Lycoris radiata’dan Lycorine ve galantamini 

elektrokemilüminesans yöntemi kullanarak kapiler elektroforezle tayin etmişlerdir. 

Yöntemde konsantrasyon aralığı galantamin için 0,07-17 µg/mL, lycorine için 0,07-18 

µg/mL olarak saptanmıştır. Yöntemin gözlenebilme sınırı galantamin için 0,008, 

lycorine için ise 0,002 µg/mLolarak bildirilmiştir (9). 

Zhu ve arkadaşları tarafından geliştirilen kapiler elektroforez yöntemiyle  

farmasötik preparatlarda galantamin tayin edilmiştir.  Doğrusallık galantamin için 0,97-

15,6 mg/L, gözlenebilme sınırı ise 0,32 mg/L olarak belirlenmiştir (10). 

Berkov ve arkadaşları galantamini tayin etmek için yeni bir GC-MS yöntemi 

geliştirmişlerdir. Doğrusal aralığı 15-800 µg galantamin/örnek içeren örnekler için geri 

kazanım %95 olarak belirtilmiştir (11).  

Deng ve arkadaşları Bulbus Lycoridis Radiatadan son kolon 

elektrokemilüminesans deteksiyonlu kapiler elektroforez yöntemiyle galantamini tayin 

etmişlerdir. Ayrılma pH 9,0 da 18 mmol/L fosfat tamponunda gerçekleştirilmiştir. 

Elektrokimyasal dedektör kullanılarak gerçekleştirilen bu çalışmada doğrusallık 0,8 

ng/mL-2µg/mL ve deteksiyon limiti 0,25 ng/mL olarak bildirilmiştir (12).  

Qian yaptığı çalışmada tabletlerde galantamin hidrobromürün tayini için HPLC 

yöntemi kullanmıştır. Çalışmada galantamin hidrobromürün doğrusallığı  10-100µg/mL 

bulunmuştur (13).  

Patel ve arkadaşları galantamin hidrobromürün farmasötik preparatlarda tayini 

için RP-HPLC yöntemi gelştirmişlerdir. Yöntemde C18 kolon, mobil faz sistemi olarak 

da 1mM amonyum format:asetonitril (30:70) kullanılmıştır. Doğrusallık 100-

1000µg/mL olarak saptanmıştır (14). 
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2.1.3.2. Biyolojik Sıvılarda Yapılan Analizler 

Zhai ve arkadaşları geliştirdikleri HPLC yöntemi ile fare plazmasından 

galantamin hidrobromürü tayin etmişlerdir. Yöntem, Hipersil ODS2 kolonunda 

asetonitril:%0,1 trietilamin (60:40) mobil fazında 0,8 mL/dk da ve 30ºC kolon 

sıcaklığında gerçekleştirilmiştir.  Dedeksiyon 290 nm eksitasyon dalga boyu, 320 nm 

emisyon dalga boyunda fluoresans dedektör ile yapılmıştır (15). 

Wu ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada köpek plazmasında 

galantamin HPLC  yöntemiyle tayin edilmiştir. Dedeksiyon fluoresans dedektör ile  

eksitasyon dalga boyu 290 nm ve emisyon dalga boyu 320 nm de yapılmıştır. Yöntemde 

C18 kolon ve mobil faz olarak metanol-25 mmol/L sodyum dihidrojen fosfat (84:16) 

sistemi kullanılmıştır. Doğrusallık 1-300 ng/mL olarak saptanmıştır (16). 

Si ve arkadaşlarının bildirdiği bir çalışmada galantaminin plazmada tayini için 

HPLC yöntemi geliştirmiştir. Deteksiyon floresans detektör ile 290 nm eksitasyon ve 

320 nm emisyon dalga boylarında yapılmıştır. Ayrılma C8 kolon ve  mobil faz olarak 

asetonitril:su (30:70) %0,2 trietilamin mobil faz sisteminde gerçekleşmiştir (17). 

Zhi ve Chang galantamin hidrobromürü HPLC ile tayin etmişlerdir. Yöntemde 

doğrusallık aralığı 30-210 µg/mL olarak bildirilmiştir. Yöntemde C18 kolon ve 

metanol:asetonitril:su (6:1:3) mobil faz sistemi kullanmışlardır. Dedeksiyon 289 nm 

dalga boyunda gerçekleştirilmiştir (18).  

Xiang ve arkadaşları yaptıkları çalışmada HPLC yöntemiyle fare plazmasında ve 

Lycoris radiata içerisinde lycoramin, lycorine ve galantaminin tayinini yapmışlardır.  

Kromatografik ayrılma inertsil ODS kolonunda gerçekleşmiştir. Yöntemde mobil faz 

sistemi olarak potasyum dihidrojen fosfat çözeltisi (pH 6,35):metanol (50:50) 

kullanılmıştır. Eksitasyon dalga boyu 285 nm, emisyon dalga boyu320 nm olarak 

bildirilmiştir (19). 

Zhang ve arkadaşları insan plazmasından galantamini fluoresans dedektör 

kullanarak HPLC de analiz etmişlerdir. Çalışmada mobil faz olarak asetonitril-su-

trietilamin (20:80:1, pH 7,0) kullanılmıştır. Kolon olarak ODS kullanılmıştır. 290 nm 

eksitasyon, 320 nm emisyon dalga boyunda 2-160 ng/mL konsantrasyon aralığında 

dedeksiyon sağlanmıştır. Internal standart olarak tramadolün kullanıldığı çalışmada 

LOQ 1 ng/mL olarak bildirilmiştir (20). 
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Malakova ve arkadaşları galantamini ve metabolitlerini biyolojik örneklerden 

HPLC yöntemi ile analiz etmişlerdir. Dedeksiyon floresans dedektörle 280 nm 

eksitasyon dalga boyunda, 310 nm emisyon dalga boyunda yapılmıştır. Yöntemin 

konsantrasyon aralığı, galantamin için 0,50-63,47 nmol/g, O-desmetil-galantamin için 

0,32-41,42 nmol/g, N-desmetil-galantamin için 0,54-69,40 ve epigalantamin için 0,7- 

89,03 nmol/g olarak saptanmıştır. Yöntemin gözlenebilme sınırı ise galantamin için 

0,04nmol/g, O-desmetil-galantamin için 0,19 nmol/g, N-desmetil-galantamin ve 

epigalantamin için 0,07 nmol/g olarak bildirilmiştir (21).  

Tencheva ve arkadaşları insan plazması ve idrarında galantamini tayin etmek 

için UV dedektör kullanarak yeni bir HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Ayrılma C8 kolon 

ve (40:60) metanol-su içeren mobil faz sistemiyle gerçekleştirilmiştir. Dedeksiyon 280 

nm dalga boyunda yapılmıştır. 0,1-10µg/mL aralığında doğrusallık sağlanmış LOD 0,05 

µg/ml olarak bildirilmiştir. Çalışmada internal standart olarak kodein kullanılmıştır 

(20).  

Park ve arkadaşları insan plazmasında galantamini glimeprid internal 

standardınını kullanarak LC-MS yöntemiyle tayin etmişlerdir. Yöntemde mobil faz 

olarak etil asetat/0,01 M amonyum asetat (95/5), kolon olarak da C18 kolon 

kullanılmıştır. Doğrusallık 4-240 ng/mL olarak belirlenmiştir (22). 

Liu ve arkadaşları UPLC-MS/MS yöntemiyle galantamin hidrobromürü köpek 

plazmasında tayin etmişlerdir. Yöntemde C18 kolon, mobil faz olarak asetonitril:0,01 M 

amonyum asetat (%1 formik asit içeren) (40:60) sistem  kullanılmıştır. Doğrusallık 

2,38-609,60 µg/mL olarak saptanmıştır (23).  

Noetzli ve arkadaşları insan plazmasında alzheimer ilaçlarını LC-MS ve UPLC-

MS/MS yöntemiyle tayin etmişlerdir. Yöntemde C18 kolonu kullanmışlardır. Gradient 

ayırım, pH 9,3 amonyum asetat tamponu ve asetonitril mobil faz sisteminde 

gerçekleştirmişlerdir. Kalibrasyon aralığı ise 1-300 ng/mL olarak saptanmıştır (24).   

Wu ve arkadaşları  insan plazmasında galantamin hidrobromürün 

farmakokinetik ve biyoeşdeğerlik çalışmalarını HPLC-MS cihazını kullanarak 

yapmışlardır. Yöntemde 20 sağlıklı gönüllü ile çalışılmıştır. Farmakokinetik ve 

biyoyararlanım parametreleri hesaplanmıştır. Test örneklerinde bağıl biyoyararlanım 

%106,2 olarak bildirilmiştir (25).  
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Lei ve arkadaşları LC-MS/MS yöntemi kullanarak galantamini insan 

plazmasında tayin etmişlerdir. Yöntemde Lichrosper kolonu ve metanol:asetat tamponu 

(50:50) içeren mobil faz sistemi kullanılmıştir (26).  

Zhou ve arkadaşları lycorine ve galantamini fare plazmasından tayini için yeni 

bir LC-MS/MS yöntemi geliştirmişlerdir. Yöntemde internal standart olarak 

difenhidramin kullanılmıştır. Ayrılma C18 kolonda yapılmıştır. LOQ 3 ng/mL olarak 

bildirilmiştir. Fare plazmasından geri kazanım %82,15 tir (27).  

Suresh ve arkadaşları fare plazmasından galantamin tayini için LC-MS/MS 

yöntemi geliştirmiş ve valide etmişlerdir. Internal standart olarak fenasetin 

kullanılmıştır. Kromatografik ayrılma %0,2 formik asit:asetonitril (50:50) mobil faz 

sisteminde ve C18 kolonda gerçekleşmiştir. Yöntemde doğrusallık 0,12-525 ng/mL ve 

LOQ 0,12 ng/mL olarak bildirilmiştir (28).  

Noetzli ve arkadaşları donepezil, galantamin, rivastigmin ve bunların majör 

metabolitlerini plazmadan HPLC-MS yöntemiyle tayin ederek yöntemi valide 

etmişlerdir. Yöntemde sabit faz olarak ters faz kolon, mobil faz sistemi olarak pH 9,3 

asetat tamponu ve asetonitril kullanılmıştır. Deteksiyon kütle spektrometrisi ile 

yapılmıştır. Yöntemde doğrusallık 2-300 ng/mL olarak hesaplanmıştır (29).  

Yine Noetzli ve arkadaşları terapötik ilaç izleme için insan plazmasından 

antidemans ilaçlarını tayin etmek için LC-MS yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemi 

donepezil, galantamin, rivastigmin ve onların majör metabolitlerinin  tayininde 

kullanmışlardır. Doğrusallık 2-300 ng/mL olarak saptanmıştır (30).   

Nirogi ve arkdaşları insan plazmasından galantamini tayin etmek için LC-MS 

yöntemi geliştirmişlerdir. Yöntemde internal standart olarak loratadin kullanılmıştır. 

galantaminin insan plazmasında lineer dinamik aralığı 0,5-100 ng/mL, LOQ ise 0,5 

ng/mL olarak bildirilmiştir. Yöntem farmakokinetik, biyoyararlanım ve biyoeşdeğerlik 

çalışmaları için kullanılmıştır (31).   

Thevis ve arkadaşları insan idrarından doping kontrolü için terapötiklerin 

(donepezil, galantamin, rivastigmin) analizini gerçekleştirmişlerdir. Bu analizi 

LC/MS/MS yöntemini kullanarak gerçekleştirmişlerdir. Doğrusallık idrarda 15-20 

ng/mL olarak bildirilmiştir (32).  
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Verhaeghe ve arkadaşları insan plazmasından galantamini LC-MS-MS 

yöntemiyle analiz ederek yöntemi valide etmişlerdir. Doğrusallık 1-500 ng/mL olarak 

verilmiştir. Ayrılma C18 kolonda asetonitril-0,01M (15:85) amonyum asetat mobil faz 

sisteminde gerçekleştirilmiştir (33). 

Nirogi ve arkdaşları insan plazmasından galantamin analizi için bir LC-ESI-

MS/MS yöntemi geliştirmişlerdir. Geliştirdikleri yöntemde internal standart olarak 

loratadin, kolon olarak C18 kolon ve  mobil faz olarak ise %0,03 formik asit:asetonitril 

(20:80) kullanılmıştır. Yöntemin doğrusal aralığı 0,5-100 ng/mL olarak hesaplanmıştır 

(20). 

Steiner ve arkadaşları hayvan plazmasından galantamin N-oksid, N-desmetil 

galantamin, O-desmetil galantamin ve galantamini tayin etmek için LC-ESI-MS/MS bir 

metod geliştirmişlerdir. Internal standart olarak difenhidramin ve kodein fosfatın 

kullanıldığı bu yöntemde mobil faz olarak A fazında formik asit:glasiyal asetik asit:su 

(0,05:0,2:99,75%), B fazında formik asit:su :metanol (0,1:9,9:90%) kullanılmıştır. 

Dedeksiyon 280 nm eksitasyon, 310 nm emisyon dalga boyunda yapılmıştır. 

Doğrusallık 0,05-12,5 µg/mL olarak bildirilmiştir (20).  

Cuartero ve arkadaşları asetilkolinesteraz inhibitörü olan galantamini insan 

idrarında ve farmasötik preparatlardan analizi için kinetik-potansiyometrik bir yöntem 

geliştirmişlerdir. Çalışmada asetilkolin-seçici elektrod kullanılmıştır. Galantaminin 

doğrusal aralığı 2x10
-8

-1x10
-6

M, deteksiyon limiti ise 5,4x10
-9

M olarak bildirilmiştir 

(34).    

2.2.2.Dansil Klorür  

2.2.2.1. Genel Bilgi 

Kimyasal adı 5-dimetilamino-naftalen-1-sülfonil klorür olan dansil klorürün 

kapalı formülü  C12H12ClNO2S dır. Molekül ağırlığı, 269,75 g/mol dür. Dansil klorür 

aseton ve suda kolay çözünen, sarı-oranj renkte kristalize bir tozdur. Dansil Klorürün 

kaynama noktası 70ºC’dir. Dansil klorür primer ve sekonder aminlerle, fenolik 

hidroksil gruplarıyla kuvvetli fluoresans gösteren türevler oluşturur (35). 
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Şekil 2-4  Dansil klorürün kimyasal formülü 

2.2.2.2.Analiz Yöntemleri 

Aydoğmuş ve arkadaşları; tabletlerden ve insan plazmasından aliskireni dansil 

klorür ile türevlendirerek spektrofluorimetrik olarak tayin etmişlerdir. Türevin 

eksitasyon dalga boyu 378 nm, emisyon dalga boyu ise 501 nm olarak belirlenmiştir 

(36). 

Karasakal ve Ulu nizatidini farmasötik preparatlardan spektrofluorimetrik olarak 

tayin etmek için yeni bir yöntem geliştirmişlerdir. Yöntemde nizatidin dansil klorür ile 

türevlendirildikten sonra farmasötik preparatlarda tayin edilmiştir. Dansil türevi 513 nm 

emisyon ve 367 nm eksitasyon dalga boylarında ölçülmüştür. Doğrusallık 25-300 

ng/mL olarak belirlenmiştir (37). 

Karasakal ve Ulu amoksapini insan plazması ve idrarda dansil klorür ile 

türevlendirip spektrofluorimetrik olarak tayin etmişlerdir. Doğrusallık plazma için 250-

2500ng/mL ve idrar için 50-1250 ng/mL olarak bildirilmiştir. Türevin fluoresans şiddeti 

397 nm (eksitasyon) ve 514 nm (emisyon) dalga boylarında ölçülmüştür (38). 

Abd El-Ghaffar ve arkadaşları farmasötik preparatlarda fenoterol ve  ritodrin 

tayini için spektrofluorimetrik yöntem geliştirmişlerdir. Yöntemde dansil klorür ile 
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türevlendirme yapılmıştır. Türevin emisyon dalga boyu 517 nm,eksitasyon dalga boyu 

ise  515 nm olarak belirlenmiştir. Doğrusallık 0,25-6,0 µg/mL olarak bildirilmiştir (39). 

Aksamija ve arkadaşları doğal reçinelerdeki triterpenoidlerin analizi için HPLC 

yöntemi kullanmışlardır. Dansil türevleri 347 nm eksitasyon dalga boyu ve 530 nm 

emisyon dalga boyunda fluoresans dedektör ile analiz edilmiştir (40). 

Higashi ve arkadaşları yan yana dört butirofenon tayin etmek için yeni bir HPLC 

yöntemi önermişlerdir. Kolon öncesi dansil klorür ile türevlendirilme yapılmıştır. 

Tayinde C18 kolon ve methanol-su-asetik asit (650:350:4) içeren mobil faz sistemi 

kullanılmıştır (41). 

Wang ve arkadaşlarının geliştirdikleri HPLC yönteminde insan idrarında sistin 

dansil klorür ile türevlendirilerek tayin edilmiştir. Yöntemde C18 kolon ve mobil faz 

olarak 0,05M sodyum asetat-metanol (35:65) sistemi kullanılmıştır. Gözlenebilme sınırı 

0,3 mg/L, doğrusallık ise 1-500 mg/L  dir(42). 

Romero ve arkadaşları biyojenik aminleri dansil klorür ile türevlendirip 

türevlerin analizini gerçekleştirmek için  HPLC yöntemini kullanmışlardır. Dedeksiyom  

340 nm eksitasyon  ve 520 nm emisyon dalga boylarında fluoresans dedektör ile 

yapılmıştır (43). 

Higashi ve arkadaşlarının antidepresanları tayin etmek için kolon öncesinde 

dansil klorürle türevlendirerek  HPLC yöntemi kullanmışlardır. Dedeksiyon fluoresans 

dedektör ile 370 nm eksitasyon dalga boyu ve 506 emisyon dalga boylarında yapılmıştır 

(44). 

Dugo ve arkadaşları kırmızı şarapta biyojenik aminlerin analizi için dansil klorür 

ile kolon öncesi türevlendirme yapmışlardır. Geliştirilen HPLC yönteminde 254 nm de 

DAD dedektör kullanılmıştır. Konsantrasyon aralığı 0,10-0,80 µg/mL olarak verilmiştir 

(45). 

Lamshoeft ve arkadaşları insan idrarında morfini dansil klorür ile 

türevlendirerek LC/MS yöntemi ile analiz etmişlerdir. Gözlenebilme sınırı 35 fmol/mL 

ve tayin sınırı 87,5 fmol/mL olarak belirlenmiştir (46). 

Gong ve arkadaşları   insan serumunda icariini dansil klorür ile türevlendirip 

LC-MS/MS yöntemiyle tayin etmişlerdir. Doğrusallık 10pg/ml-4ng/mL dir (47). 
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Beach ve arakadaşları domoik asidin dansil klorürle türevlendirme işlemini 

gerçekleştirmiş ve türevleri LC-MS/MS yöntemi ile tayin etmişlerdir. Geri kazanım 

aralığı (%83-107) ve RSD ≤ 5% olarak verilmiştir (48). 

Yao ve arkadaşları idrarda benzo(a)piren ve 3-hidroksibenzo(a)pireni dansil 

klorür ile türevlendirip, LC-MS/MS yöntemiyle tayin etmişlerdir. Doğrusallık 0,25-40,0 

pg/mL olarak bildirilmiştir  (49). 

Nirogi ve arkadaşları katekolaminleri tayin etmek için kolon öncesinde dansil 

klorür ile türevlendirme yapmışlardır. Tayin LC-MS/MS ile yapılmıştır. Kolon olarak 

C18 kolon kullanmışlardır. Tayin sınırları 0,068-0,059 pmol/mL olarak bildirilmiştir 

(50). 

Dillen ve arkadaşları bakteri ve memeli hücre sistemlerinde azid ve azidoalanin 

dansil klorürle türevlendirip LC-MS/MS yöntemiyle tayin etmişlerdir. Yöntemin tayin 

sınırı 10,0 ng/mL olarak bildirilmiştir (51). 

Salomonsson ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada midyede β-N-

metilamin-L-alanin dansil klorür ile türevlendirilmiştir. Dansil türevi UPLC-ESI-

MS/MS ile analiz edilmiştir (52). 

Wang ve arkadaşları süt ve süt tozundaki endokrin bozucu kimyasalları 

(progestojen, androjen, östrojenler ve fenoller) dansil klorür ile türevlendirdikten sonra 

oluşan türevleri UPLC/QTOF-MS yöntemiyle tayin etmişlerdir (53). 

Lin ve arkadaşlarının geliştirdikleri LC-ESI/MS/MS yönteminde insan 

plazmasında piperazin tayin edilmiştir. Yöntemde dansil klorür ile kolon öncesi 

türevlendirme yapılarak, C18 kolonu ve 10mM amonyum asetat tamponu (pH 3,0)-

metanol (50:50) içeren mobil faz sistemi  kullanılmıştır. Doğrusallık 0,1-15 µg/mL 

olarak saptanmıştır (54). 

Beaudry ve arkadaşları vanillin tayini için LC-ESI/MS/MS yöntemi 

önermişlerdir. Türevlendirme dansil klorür ile yapılmıştır. Tayin C18 kolonda ve 

asetonitril:formik asit (%0,5) (75:25) içeren mobil faz çözeltisi ile yapılmıştır (55). 

Beaudry ve arkadaşları propofolü dansil klorürle türevlendirmiş ve bu analiz için 

LC-ESI/MS/MS yöntemini kullanmışlardır. Analiz C18 kolonda ve asetonitril- 0,5% 

formik asid (80:20) içeren mobil faz sistemiyle yapılmıştır. Doğrusallık 20-20,000 

ng/mL olarak verilmiştir (56). 

Yine Beaudry ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada fare plazmasında 

eugenol tayini için LC-ESI-QIT yöntemi geliştirmişlerdir. Ayrılma C8 kolonda ve 
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asetonitril-%0,1 formik asit (75:25) mobil faz sisteminde gerçekleşmiştir. Yöntemin 

doğrusallığı 100-20000 ng/mL olarak verilmiştir (57). 

Maraschiello ve arkadaşları köpek plazmasında antitümör ajanları dansil klorür 

ile türevlendirmişlerdir. Türevler HPLC yöntemi ile C18 kolonda ve asetonitril:su (95:5) 

içeren mobil faz sistemiyle analiz edilmiştir (58). 

 Kwakman ve arkadaşları serumda östrodiol tayini için dansil klorür ile 

türevlendirme yaparak HPLC yöntemi kullanmışlardır.  Yöntemde LOD, 5×10
−10

 M 

olarak bildirilmiştir (59). 

Wang ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada bazı nitrozaminler dansil klorürle 

türevlendirilip oluşan türevler HPLC ile tayin edilmiştir. Ayrılma C18 kolon ve 

asetonitril:su (73:27) içeren mobil faz sistemi ile yapılmıştır. Dedeksiyon 530 nm 

emisyon ve 350 nm eksitasyon dalga boylarında fluoresans dedektör ile yapılmıştır (60). 

Nirogi ve arkadaşları dopamin ve norepinefrin tayini için HPLC yöntemi 

geliştirmişlerdir. Yöntemde dansil klorür türevleri LC-MS ile analiz edilmiştir. Ayrılma 

C18 kolon ile yapılmıştır. Doğrusallık dopamin için 0,068–13,614 pmol/mL ve 

norepinefrin için 0,059–11,893 pmol/mL dir (61). 

Wang ve arkadaşlarının insan idrarında amfetamin analizi için geliştirdikleri 

HPLC yönteminde dansil klorür ile türevlendirme yapılmıştır. Yöntemde ayırma ODS 

kolonda asteonitril/su (70:30) mobil faz sisteminde gerçekleştirilmiştir (62). 

Clausing ve arkadaşları plazma, beyin dokusu ve beyinde D-fenfluramin, D-

norfenfluramin and fluoksetin tayininde türevlendirme ajanı olarak dansil klorür 

kullanmışlardır. Ayrılma HPLC cihazında C18 kolonda yapılmıştır. Dedeksiyon 

fluoresans dedektör ile 375 nm eksitasyon dalga boyunda 470 nm emisyon dalga 

boyunda fluoresans dedektör ile yapılmıştır (63). 

Saaida ve arkadaşları yiyeceklerdeki biyojen aminlerin tayininde dansil klorür 

ile türevlendirme yapmışlardır. Türevler HPLC ile analiz edilmiştir. Doğrusallık 0,1-5 

µg/mL olarak verilmiştir (64). 

Lin Cai ve arkadaşları insan idrarında monoamidlerin ve amino asitlerin tayini 

için UPLC–MS/MS yöntemi geliştirmişlerdir (65). 

Kang ve arkadaşları biyolojik numunelerden nöroaktif proteinlerin tayini için 

geliştirdikleri dansil klorür ile türevlendirme yönteminde ayırmayı C18 kolonda HPLC 

ile gerçekleştirmişlerdir (66). 
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Maraschiello ve arkadaşları köpek plazmasında antitumor ajanların tayini için 

dansil klorür kullanmışlardır. Ayırmayı HPLC de C18 kolonda gerçekleştirmişlerdir. 

Mobil faz olarak asetonitril-su (95:5) kullanılmıştır. Yöntemin maksimum absorbansı 

254 nm dalga boyu olarak belirlenmiştir (67).  

Lamshöft ve arkadaşları idrardan morfin tayini için dansil klorürle 

türevlendirdikten sonra LC–MS/MS ile analiz etmişlerdir. Analizde LOQ 87,5 fmol/ml 

(25 pg/ml) ve LOD 35 fmol/ml (10 pg/ml) olarak tespit edilmiştir (68). 

Cohen ve arkadaşları robenidinin türevlendirme ile analizi için dansil klorürü 

kullanmışlardır. Dedeksiyon eksitasyon dalga boyu 320 nm ve emisyon dalga boyu 485 

nm de fluoresans dedektör ile yapılmıştır. LOD 0,4 µg/mL olarak verilmiştir (69). 

Omar ve arkadaşları insan plazmasından antidepresan ilaçların tayini için 

geliştirdikleri spektrofluorimetrik yöntemde eksitasyon dalga boyu 347 nm ve emisyon 

dalga boyu 450 nm saptanmıştır. Doğrusallık 0,02–0,14 µg/mL dir (70). 

Ding ve arkadaşları 2-hidroksipiridin N-oksid tayini için dansil klorür ile 

türevlendirme yöntemini kullanmışlardır. Ayrılma LC–MS/MS ile C18 kolonda 

yapılmıştır. Doğrusallık 0,1–25 ng/mL olarak bildirilmiştir (71). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kimyasal Maddeler, Çözücüler ve Çözeltiler 

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Çözücüler 

Galantamin hidrobromür (Sigma Aldrich, Missouri, USA) 

Reminyl
®

 8 mg kapsül (Janssen  İlaç Sanayi ve Ticaret A.Ş., İstanbul)  

5-dimetilamino-naftalen-1-sülfonil klorür (Dansil klorür) (Sigma Aldrich, 

Missouri, USA) 

Sodyum bikarbonat  (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Sodyum hidroksit (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Eter (Sigma Aldrich, Missouri, USA) 

Diklorometan (Sigma Aldrich, Missouri, USA)
 

Kloroform (Sigma Aldrich, Missouri, USA)
 

Hidroklorik asit (%37) (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Aseton (Sigma Aldrich, Missouri, USA)
 

Metanol (HPLC saflığında)
 
(Merck, Darmstadt, Almanya) 

Asetonitril (HPLC saflığında)
 
(Merck, Darmstadt, Almanya) 

o-Fosforik asit (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Borik asit (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Potasyum dihidrojen fosfat (Riedel De Häen, Almanya) 

 

 

 

 

 

 

* Tüm çalışmalar İstanbul Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Analitik Kimya Anabilim Dalı Araştırma 

Laboratuvarında yapılmıştır.  
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Potasyum klorür (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Etil asetat (Merck, Darmstadt, Almanya) 

n-Heptan (Merck, Darmstadt, Almanya) 

İsopropil alkol (Merck, Darmstadt, Almanya) 

3.1.2. Çözeltiler 

3.1.2.1. Galantamin ve Dansil Klorür Çözeltileri 

Stok çözelti: 10 mg galantamine eşdeğer galantamin hidrobromür 10 mL’lik 

balonjojede metanol ile hacmine tamamlandı. Optimum koşullarının belirlenmesinde 

stok çözeltinin su ile seyreltilmesiyle hazırlanan 100 µg/mL konsantrasyonunda  

galantamin çözeltisi kullanıldı.  HPLC çalışmalarında 10 µg/mL konsantrasyonunda 

galantamin çözeltisi kullanıldı. Reaksiyon koşullarının belirlenmesinde Dansil klorürün 

200 µg/mL
 
konsantrasyonda asetonda hazırlanmış çözeltisi kullanıldı. 

3.1.2.2. Tampon Çözeltiler 

a. Borat Tamponu Çözeltileri 

pH’sı 10,0 olan tampon çözeltisini hazırlamak için 0,6189 g borik asit ve 0,7456 

g potasyum klorür 50 mL suda çözülüp gerekli miktarlarda 0,2 M NaOH çözeltisi ilave 

edildi ve hacimleri saf suyla 200 mL’ye tamamlandı. 

b. Fosfat Tamponu Çözeltileri 

pH sı 7,0 olan tampon çözeltisini hazırlamak için 50 mL 0,2 M potasyum 

dihidrojen fosfat çözeltisine gerekli miktar 0,2 M NaOH çözeltisi ilave edildi ve pH sı 

ayarlanan çözeltilerin hacimleri suyla 200 mL ye tamamlandı. pH sı 2,7 fosfat tampon 

çözeltisi için, 100 mL 200 mM potasyum dihidrojen fosfat çözeltisine gerekli miktarda 

o-fosforik asit eklenerek pH sı ayarlandıktan sonra saf su ile 200 mL ye tamamlandı. 

b. Karbonat Tamponu Çözeltileri 

50 mL 0,1 M sodyum bikarbonat çözeltisine gerekli miktarlarda 0,1 M NaOH  

ilave edilerek pH sı 9,0, 9,5, 10,0, 10,5 ve  11,0 olan çözeltiler hazırlandı. pH sı 

ayarlanan çözeltilerin hacmi 200 mL’ ye saf su ile tamamlandı. 
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3.1.2.3. Mobil Faz Çözeltisi 

Mobil faz çözeltisi ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra süzülmüş, 40:60 

(v/v) asetonitril:10mM H3PO4 (pH 2,7) olacak şekilde hazırlandı. 

3.2. Aletler ve Gereçler 

1. HPLC aleti (RF- 10 AXL) 

LC-20AT Pompa Ünitesi 

DGU-20A5 Degaze Ünitesi 

CTO-10ASVP Kolon Fırını 

SIL-20AHT Otomatik Numune  

CBM-20 Alite Sistem Kontrol Ünitesi 

C18 Analitik kolon (Inertsil,150 mmx4.6mm I.D., 5µm parçacık 

büyüklüğü) 

C18 Ön kolon (Inertsil, 4 mmx3 mm I.D., 5µm parçacık büyüklüğü) 

2. Spektrofluorimetre (Shimadzu RF-1501) 

3. Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A) 

4. 1 cm lik kuartz küvetler (QS 1000) (10x10x45 mm) 

5. 1 cm lik cam küvetler (OS 1000) (10x10x45 mm) 

6. Terazi (Denver Instrument) 

7. Girdap karıştırıcı (Elektro-mag) 

8. Santrifüj (Janetzki T.32B) 

9. Ultrasonik banyo (Bransonic 221) 

10. Ultra saf su cihazı (Younglin Instrument) 

11. Mobil faz süzme filtresi (Milipor, HVLP 47 mm) 

12. Örnek süzme filtresi (Anotec, 0.20 µm) 

13. Reaksiyon tüpleri (Vidalı, kapaklı, 12 mL lik) 

14. Otomatik pipetler (Microlit, 10-100 µL, 100-1000 µL) 
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3.3. Analiz Yönteminin Geliştirilmesiyle İlgili Çalışmalar 

3.3.1. Galantaminin Dansil klorür İle Reaksiyonun Koşullarının İncelenmesi 

Yapılan literatür araştırmasından edinilen bilgiler sonucunda, Dansil klorür ile 

primer, sekonder amin  ve hidroksil grubu içeren maddeler arasındaki reaksiyonun 

alkali pH’larda, sıcakta ya da  oda sıcaklığında yürüdüğü belirlenmiştir. Oluşturulan 

türevin organik bir çözücüyle ekstre edildikten sonra fluoresans ölçümünün yapıldığı 

görülmüştür. Bu bilgiler doğrultusunda, galantamin ile dansil klorür arasındaki 

reaksiyonun hangi koşullarda en etkin gerçekleştiğini araştırmak amacıyla aşağıdaki 

denemeler planlanmıştır.  

3.3.1.1. Ekstraksiyon Çözücüsü 

100 µg/mL konsantrasyondaki galantamine eşdeğer galantamin hidrobromür 

tuzu içeren çözeltiden 100 µL alınarak reaksiyon tüpüne kondu. 100 µL pH 10,5 

sodyumbikarbonat tamponu ve 100 µL 200 µg/mL konsantrasyondaki dansilklorür 

çözeltisi eklenerek, girdap karıştırıcıda karıştırıldı. 30 dakika oda sıcaklığında 

bekletildi. Bu aşamadan sonra eter, kloroform, diklorometan ve karbontetraklorür ile 3 

kez 2 mL ile ekstraksiyon gerçekleştirildikten sonra hacimler ilgili çözücülerle 10 

mL’ye tamamlandı. 

Çözeltilerin fluoresansları, aynı koşullarda hazırlanmış boş denemelere karşı 

spektrofluorimetreyle ölçüldü. Sonuçlar Bölüm 4.1.1.1’de özetlenmiştir. 

3.3.1.2. pH 

Değişik pH’larda tampon çözeltisinin reaksiyon verimine etkisi araştırılmak 

üzere, 100 µg/mL galantamine eşdeğer galantamin hidrobromür tuzu çözeltisinden 

100’er µL alındı, üzerine çeşitli pH’larda tampon (9,0-11,0) çözeltilerinden 100 µL ve 

200 µg/mL konsantrasyondaki dansil klorür çözeltisinden 100 µL eklenerek girdap 

karıştırıcıda karıştırıldı. Aynı şartlarda herbir pH denemesi için bir boş deneme 

hazırlandı ve tüm örnekler oda sıcaklığında 30 dakika tutuldu.  

3x2 mL diklorometan ile ekstraksiyon yapılarak, hacimler 10 mL’ye tamamlandı 

ve boşa karşı fluoresans şiddetleri ölçüldü. Sonuçlar Bölüm 4.1.1.2’de özetlenmiştir. 
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3.3.1.3. Sıcaklık ve Reaksiyon Süresi 

Sıcaklık ve reaksiyon süresinin reaksiyon verimine etkisi araştırılmak üzere, 100 

µg/mL galantamine eşdeğer galantamin hidrobromür tuzu çözeltisinden 100 µL, pH 

10,5 sodyum bikarbonat tamponundan 100 µL ve 200 µg/mL konsantrasyondaki dansil 

klorür çözeltisinden 100 µL alınarak, girdap karıştırıcıda karıştırıldı. 

Her bir deneme için bir adet de boş hazırlanarak, oda sıcaklığında, 30 ºC, 40 ºC, 

50 ºC, 60 ºC ve 70 ºC sıcaklıklarda, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika bekletildi. 

Tüpler sıcak su banyosundan çıkartılır çıkartılmaz, soğuk suyla soğutuldu. 3x2 

mL diklorometan ile ekstre edilerek, hacimler 10 mL’ye tamamlandı ve boşa karşı 

fluroresans şiddetleri ölçüldü. Sonuçlar Bölüm 4.1.1.3’te özetlenmiştir. 

3.3.1.4. Belirteç Miktarı 

100 µg/mL galantamine eşdeğer galantamin hidrobromür tuzu çözeltisinden 100 

µL, pH 10,5 sodyum bikarbonat tamponundan 100 µL eklendikten sonra 25-250 µL 

arasında değişen miktarlarda 200 µg/mL
 
 konsantrasyondaki  dansil klorür çözeltisi ve 

toplam hacmi 450 µL’ye tamamlayacak miktarda aseton eklenerek, girdap karıştırıcıda 

karıştırıldıktan sonra oda sıcaklığında 30 dakika bekletildi.  

Çalışmanın geri kalan adımları bölüm 3.3.1.3’te anlatıldığı şekilde tamamlandı. 

Sonuçlar Bölüm 4.1.1.4’te özetlenmiştir. 

3.3.2. Galantaminin Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisiyle (HPLC) Analizi 

3.3.2.1. Galantamin-Dansil Türevinin Hazırlanması 

Spektrofluorimetride optimize edilen koşullar kullanılarak yapılan türevlendirme 

ve ekstraksiyon işlemleri sonrasında, türev azot akışı altında kurutularak, mobil fazda 

çözülerek enjeksiyona hazırlandı. Sonuçlar Bölüm 4.1.2.1’de verilmiştir. 

3.3.2.2. Detektör Dalga Boyu ve Kolon Seçimi 

Galantamin-Dansil türevinin gösterdiği maksimum eksitasyon ve emisyon dalga 

boyları spektrofluorimetride çalışmalarında elde edilen değerleri başlangıç noktası 

alarak, türeve ait pikin detektörde saptandığı anda akışın durdurulmasıyla denenen dalga 

boyları değerlendirilerek tespit edildi. 

Sonuçlar Bölüm 4.1.2.2’de verilmiştir. 
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3.3.2.3. Mobil Faz Seçimi 

Mobil faz seçiminde ters faz sistemi kullanıldığı için polar çözücü sistemleri 

denendi. Asetonitril:su, metanol su, metanol-o-fosforik asit, asetonitril:o-fosforik asit 

40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20 (v/v) içeren değişik kompozisyonlarda mobil faz 

sistemi kullanıldı. Galantamin-dansil türevinin pikleri en iyi asetonitril:o fosforik asit 

(pH 2,7) 40:60 (v/v) mobil faz sisteminde ayrıldı.  

Sonuçlar 4.1.2.3’de verilmiştir. 

3.3.2.4. Sulu Çözeltide Ölçü Eğrisi Hazırlanması  

Galantamine eşdeğer galantamin hidrobromür tuzu içeren 10 µg/mL çözeltiden 

125-2000 ng/mL konsantrasyon aralığında olacak miktarlarda 0,5 mL su içeren kapaklı 

cam tüplere alındı. Bu çözeltilere 100 µL pH 10,5 sodyumbikarbonat tamponu ve 100 

µL 200 µg/mL konsantrasyondaki dansil klorür çözeltisi eklenerek, girdap karıştırıcıda 

karıştırıldı. 30 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 2x2,5 mL diklorometan ile 

ekstraksiyon yapıldı. Ekstraksiyondan sonra 2 dakika santrifüjlendi. Birleştirilen 

organik fazlarınn 4,5 mL si azot akımında uçuruldu. Kalıntı 200  µL asetonitril:10 mM 

ortofosforik asit (pH 2,7) 40:60 (v/v) mobil faz sisteminde çözündürüldü. 20 µL 

enjeksiyon yapılarak 1,2 mL/dak. akış hızında sisteme verildi. Her bir konsantrasyon 

için dört kez çalışılarak alanlar hesaplandı. Galantamin-dansil pik alanları değerlerine 

karşılık konsantrasyon arasında ölçü eğrisi hazırlandı. Sonuçlar Bölüm 4.1.2.5’de 

verilmiştir. 

3.3.2.5. İdrarda Ölçü Eğrisi Hazırlanması 

1 mL idrar örneği 100 mL distile su ile seyretildi. Seyreltilmiş bu idrar örneğinin 

0,5 mL sine 125-2000 ng/mL konsantrasyon aralığında olacak miktarlarda galantamine 

eşdeğer galantamin hidrobromür tuzu içeren 10 µg/mL çözeltiden ilave edildi. 

Çalışmanın geri kalan adımları bölüm 3.3.2.4’te anlatıldığı şekilde tamamlandı. 

Sonuçlar Bölüm 4.1.2.6’da özetlenmiştir. 

3.3.2.6. Plazma Proteinlerinin Çöktürülmesi ve Ekstraksiyon İşlemleri 

Reaksiyon tüplerine 10 µg/mL konsantrasyonundaki galantamine eşdeğer 

galantamin hidrobromür tuzu çözeltisinden 100 µL ve 0,5 mL plazma eklendikten 

sonra, girdap karıştırıcıda karıştırıldı. Çalışmalar iki şekilde sürdürüldü: 
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a) Protein çöktürmek için 2 mL metanol ilave edilerek girdap 

karıştırıcıda karıştırıldı. Daha sonra 30 dakika 4500 rpm’de santrifüj 

edildi. Berrak kısımdan alınarak, azot altında uçuruldu, Bölüm 

3.3.2.4’de tarif edilen işlemlerden sonra HPLC için türevler 

hazırlandı. 

b) Her birinden ikişer adet olmak üzere, 0,5 mL pH 7,0, pH 10,0 borat 

tamponları ve 0,1N NaOH protein çöktürücüsü olarak eklendikten 

sonra girdap karıştırıcıda karıştırıldı. Setlerden birine ekstraksiyon 

çözücüsü olarak 5 mL etil asetat, diğerine 5 mL ve n-heptan:isopropil 

alkol (99:1) karışımı eklendi. Girdap karıştırıcıda 2 dakika 

ektsraksiyon yapıldıktan sonra 30 dakika 4500 rpm’de santrifüj 

edildi. Üst fazdaki berrak kısım alınarak, azot altında uçuruldu, 

Bölüm 3.3.2.4’de tarif edilen işlemlerden sonra HPLC örnekleri 

hazırlandı. Sonuçlar Bölüm 4.1.2.4’de verilmiştir. 

3.3.2.7. Plazmada Ölçü Eğrisi Hazırlanması 

 12 mL lik dibi sivri ve kapaklı reaksiyon tüplerinde bulunan 0,5 mL plazma 

örnekleri üzerine konsantrasyonu 125-2000 ng/mL galantamine eşdeğer galantamin 

hidrobromür  içeren çözeltiden katıldı ve 0,5 mL 0,1 N NaOH çözeltileri ilave edildi ve 

20 saniye karıştırıldı. 5 mL etilasetat  ile 2 dakika girdap karıştırıcıda karıştırılarak 

ekstre edildi. 30 dakika 4500 rpm’de santrifüjlendikten sonra organik faz ayrıldı. Bu 

işlemle NaOH ilavesiyle çöken plazma proteinlerinin ayrılması da sağlanmış oldu. 

Çökelti üzerindeki berrak organik tabakanın 4,5 mL si azot akımında uçurularak kalıntı 

Bölüm 3.3.2.4 de anlatıldığı gibi türevlendirilerek çalışıldı. Kalıntı 200  µL 

asetonitril:10 mM ortofosforik asit (pH 2,7) 40:60 (v/v) mobil faz sisteminde 

çözündürüldü, süzüldü çözeltinin 20 L si 1,2 mL/dak akış hızında C18 kolona 

uygulandı. Sonuçlar Bölüm 4.1.2.7’de verilmektedir. 

3.4. Geliştirilen Yöntemin Validasyonu 

İlaç uygulamaları için Uluslararası Harmonizasyon Konferansında (ICH, 

International Conference Harmonization) belirlenen parametreler incelendi (72). 
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3.4.1. Doğrusallık 

Galantamin içeren idrar ve plazma örneklerinin belli konsantrasyon aralığındaki 

doğrusallığını belirlemek için 5 farklı konsantrasyonda 4 adet çözelti hazırlandı. Bu 

çözeltilerle Bölüm 3.3.1.4’de anlatıldığı gibi çalışıldı. Doğrusallık sonuçlarının pik 

alanları ortalaması, standart sapma, % RSD hesaplanarak grafiksel değerlendirilmesi 

yapıldı. Sonuçlar Bölüm 4.2.1’de verilmiştir. 

3.4.2. Gözlenebilme Sınırı (LOD) ve Tayin Sınırı (LOQ) 

Geliştirilen yöntemin hassasiyetini belirlemek için LOD ve LOQ değerleri 

denklem (3-2) ile hesaplandı. Hesaplanan değerler Bölüm 4.2.2 de verilmiştir. 

 

LOD = 3,3 x SD/m                    (3-2) 

LOQ =10 x SD/m 

SD: Kalibrasyon doğrusunun y kesişiminin standart sapması  

m: Kalibrasyon doğrusunun eğimi 

3.4.3. Kesinlik ve Doğruluk 

3.4.3.1. Gün içi Tekrarlanabilirlik 

Üç farklı konsantrasyonda (125, 500 ve 2000 ng/mL) galantamin içeren idrar ve 

plazma örnekleri Bölüm 3.2.1’de anlatıldığı gibi çalışıldı. Gün içinde herbirinin üçer pik 

alanları ölçüldü. Bulunan sonuçlar Bölüm 4.2.3.1 de verilmiştir. 

3.4.3.2. Günler arası Tekrarlanabilirlik 

Üç farklı konsantrasyonda (125, 500 ve 2000 ng/mL) galantamin içeren idrar ve 

plazma örnekleri Bölüm 3.2.1’de anlatıldığı gibi çalışıldı. Analizler birbirini takip eden 

3 günde ve her defasında yeni çözeltilerle çalışılmak koşuluyla tekrarlandı. Bulunan 

sonuçlar Bölüm 4.2.3.2’de verilmiştir. 

3.4.4. Robustness (Yöntemin Sağlamlığı)  

Yöntemin mobil faz bileşiminde (±% 2), akış hızında (±0,1 mL), reaksiyon 

pH’sında (±0,1), eksitasyon ve emisyon dalga boyları (±1 nm) ve kolon sıcaklığı (±2°C) 

parametrelerinde ufak değişiklikler yapılarak yöntemin sağlamlığı araştırıldı.  

Bulunan sonuçlar Bölüm 4.2.4’te verilmiştir. 
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3.4.5. Uygunluk Testi 

 Bir kromatogramın yorumlanabilmesi için bazı sistem uygunluk testlerinin 

(SUT) yapılması gerekir. SUT, kromatografik yöntemlerin bir parçasıdır ve yöntemin 

kabul edilebilir doğruluk ve kesinlikte olduğunu belirtir. Gerekli işlem ve hesaplamalar 

yöntem geliştirilmesi ve validasyon işlemlerinin tamamlanmasından sonra veya işlemler 

sırasında yapılır (73).  

Uygunluk testi için önemli parametreler retensiyon zamanı (tR), kapasite faktörü 

(k'), kuyruklanma faktörü (T) ve teorik plato eşdeğer yüksekliği (N) değerlendirildi. 

Sonuçlar kabul edilen değerlerle karşılaştırılarak bölüm 4.2.5’te verilmiştir. 

3.4.6. Galantamin-Dansil Türevinin Stabilitesi 

500 ng/mL konsantrasyonda hazırlanmış numuneler oda sıcaklığında karanlıkta 

ve aydınlıkta ve 4 ºC karanlıkta tutularak, başlangıç değerleri, 6, 24 ve 72 saat sonraki 

değerleri ölçüldü. Alınan sonuçlar Bölüm 4.2.6’da verilmiştir. 

3.4.7. İdrar ve Plazmadan Geri Kazanım 

Galantamin-dansil türevinin idrar ve plazmadan geri kazanım oranının 

saptanması için, idrardan ve plazmadan elde edilen ölçü eğrisinin eğimi sulu çözeltiden 

elde edilen ölçü eğrisi denkleminin eğimine oranlanarak hesaplama yapıldı. Sonuçlar 

Bölüm 4.2.7’de verilmektedir.  

3.5. Kapsüllerde Galantamin Miktar Tayini 

3.5.1. Geliştirilen HPLC Yöntemiyle Miktar Tayini 

10 adet kapsül içindeki kapsül tozu tartılıp, ortalama ağırlığı saptandı ve kapsül  

tozu porselen havanda ince toz haline getirildi. 50 mg galantamine eşdeğer miktarda 

kapsül tozu hassas olarak tartılıp 50 mL lik balonjojeye aktarıldı, 25 mL metanol ile 30 

dakika mekanik karıştırıcıda çalkalandı. Metanol ile hacmine tamamlandıktan sonra 

mavi bantlı süzgeç kağıdından süzüldü. Süzüntünün ilk 5 mL’si atıldı. Geri kalan 

kısımdan 10 mL alınıp 100 mL’lik balonjojede metanol ile hacmine tamamlandı. Bu 

çözeltiden 1 mL alınıp, su ile 10 mL’ye tamamlandı, 125-2000 ng/mL
 
konsantrasyon 

aralığına ait ölçü eğrisinin çalışma koşullarında Bölüm 3.3.2.4’de anlatıldığı şekilde 

çalışıldı. Analiz işlemi 6 kez tekrarlandı. Galantamin miktarı daha önce bu 

konsantrasyon aralığında hazırlanan ölçü eğrisinin denklemi (A=174,92C–7876) 

yardımıyla hesaplandı. 
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3.5.2. Kıyas Yöntemi İle Miktar Tayini 

 Kapsüllerde galantamin  miktar tayini için kıyas yöntemi olarak USP XXXII de 

bulunan HPLC yöntemi esas alındı (74). 

Tampon çözelti: 5,34 gr disodyum fosfat dihidrat 1 L su içerisinde çözeltisi hazırlandı. 

Fosforik asitle pH’sı 6,5 a getirilerek karıştırdı. 

Çözelti A: 950 mL tampon çözeltisi ve 50 mL metanol karışımı hazırlandı. 

Çözelti B: Asetonitril:metanol (95:5) karışımı hazırlandı. 

Mobil Faz: Çözelti A ve Çözelti B nin değişik karışımları kromatografik sisteme direkt 

olarak verildi. 

Çözücü: 35,4 g EDTA disodyum 950 mL suda çözülür üzerine 50 mL metanol 

eklenerek karıştırıldı. 

Standart çözelti hazırlanması: 0,48 mg/mL galantamin hazırlanan çözücüdeki 

çözeltisi hazırlandı.  

Analiz çözeltisi: 10 tablet tartıldı. Galantamin konsantrasyonu 0,48 mg/mL olacak 

şekilde hesaplama yapılarak çözücüsünde çözündürüldü. 0,45-µm lik politetrafloroetilen 

filtreden süzüldü.  

Örnek çözelti: Bölüm 3.5.1.’ de anlatıldığı gibi ince toz haline getirilen kapsül tozundan 

galantamin konsantrasyonu 0,48 mg/mL olacak şekilde hesaplama yapılarak 

çözücüsünde çözüldü. 0,45µm lik politetrafloroetilen filtreden süzüldü.  

Kromatografik sistem:  

Dedektör: : UV-Absorbans dedektör 230 nm  

Akış hızı: 1,5 mL/dak 

Kolon: C18 Analitik Kolon (4,6mmx10 cm; 3,5 µm) 

Kolon sıcaklığı: 35ºC 

Enjeksiyon hacmi: 20µL 

  mg/kapsül = 100 (Cs/Cu)(ru/rs) 

Cs = Standart çözeltisinin konsantrasyonu (0,48 mg/mL) 

Cu= Örnek çözeltisinin konsantrasyonu (0,48 mg/mL) 
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rs = Standart çözeltisinin pik alanı 

ru = Örnek çözeltisinin pik alanı 

Elde edilen sonuçlar Bölüm 4.2.8’de belirtilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Analiz Yönteminin Geliştirilmesiyle İlgili Çalışmalar 

4.1.1. Galantaminin Dansil klorür ile Reaksiyon Koşullarının İncelenmesi 

Şekil 4.1’de görüldüğü gibi galantamin ile dansil klorür arasındaki reaksiyon 

sonucu meydana gelen ve fluoresans gösteren galantamin-dansil türevinin sulu 

ortamdan ekstraksiyonu için en uygun organik çözücü araştırıldı. Galantamin ile dansil 

klorür arasındaki reaksiyonun hangi koşullarda en etkin şekilde gerçekleştiğini 

araştırmak amacıyla ve türevin oluşumu üzerine pH, sıcaklık, reaksiyon süresi ve 

belirteç miktarı gibi parametrelerin etkisi incelendi. 

Şekil 4-1 Galantaminin Dansil klorür ile Reaksiyonu   

4.1.1.1. Ekstraksiyon Çözücüsü 

Galantamin türevinin sulu ortamdan ekstraksiyonu için en uygun organik 

çözücüyü saptamak üzere Bölüm 3.3.1.1’de anlatıldığı gibi çalışıldı. Oluşan türevin 

çeşitli çözücülerde fluoresans spektrumları alındı. Bu spektrumlarda Galantamin-Dansil 

türevinin denenen organik çözücülerde gösterdiği maksimum eksitasyon ve emisyon 

dalga boyları ve fluoresans şiddeti değerleri elde edilmiştir. Tablo 4-2 ve Şekil 4-2’de 

yer alan bu değerler incelendiğinde türevin ekstraksiyonu için en uygun çözücünün 

diklorometan olduğu saptanmıştır. Şekil 4.3’de boşun ve Şekil 4.4’de galantamin-dansil 

türevinin diklorometandaki emisyon spektrumları görülmektedir 
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Tablo 4-1 Galantamin-Dansil  türevinin çeşitli organik çözücülerdeki maksimum 

eksitasyon  ve emisyon dalga boyları ile fluoresans şiddeti değerleri 

 
Fluoresans 

Şiddeti 
λeks / λem (nm) 

Eter 108 374 / 510 

Kloroform 31 415 / 516 

Diklorometan 179 375 / 537 

Karbontetraklorür 161 354 / 545 

   

 

Şekil 4-2 Galantamin-dansil türevinin çeşitli organik çözücülerdeki fluoresans şiddeti 
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Şekil 4-3 Boşun diklorometandaki emisyon spektrumu (λeks =375 nm, λem =537 nm) 

 

Şekil 4-4 Galantamin-Dansil (500 ng/mL) türevinin diklorometandaki emisyon spektrumu 

(λeks =375 nm, λem =537 nm) 

4.1.1.2. pH 

Galantamin ile Dansil klorür arasındaki reaksiyonun en iyi hangi pH’da 

yürüdüğünü saptamak amacıyla pH 9,0–11,0 arasında hazırlanmış bir seri tampon 

çözeltiyle Bölüm 3.3.1.2’de anlatıldığı gibi çalışıldı. Elde edilen veriler incelendiğinde 
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galantamin-Dansil türevinin pH 10,5’da karbonat tamponuyla kantitatif olarak oluştuğu 

belirlenmiştir. Elde edilen veriler Tablo 4-2 ve Şekil 4.5.de verilmiştir. 

Tablo 4-2 Çeşitli pH larda oluşturulan Galantamin-Dansil  türevine ait fluoresans şiddeti   

değerleri 

pH 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0 

Fluoresans  

Şiddeti 67 326 361 396 377 
 

 

 

Şekil 4-5 Galantamin-Dansil türevinin oluşumu üzerine pH nın etkisi 

4.1.1.3. Sıcaklık ve Reaksiyon Süresi 

Galantamin ile dansil klorürün reaksiyona girdiği en uygun sıcaklık ve reaksiyon 

süresini saptamak amacıyla Bölüm 3.3.1.3’te anlatıldığı gibi oda sıcaklığında, 30, 40, 

50, 60 ve 70 ºC sıcaklıklarda çalışıldı. Her sıcaklıkta 10 ile 60 dakika arasında türev 

oluşumu izlendi.  

Elde edilen galantamin–dansil türevlerine ait fluoresans şiddeti değerlerinin, 

sıcaklık ve zamana karşı gösterdiği değişim Tablo 4-3 ve Şekil 4.6’da verilmiştir. Bu 

verilere dayanılarak, galantamin ile dansil klorürün arasındaki reaksiyonun 

tamamlanması için oda sıcaklığında 30 dakika süreyle bekletmenin yeterli olduğu 

belirlenmiştir. 
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Tablo 4-3 Çeşitli sıcaklık ve zamanlarda oluşturulan Galantamin-Dansil türevine ait 

fluoresans şiddeti değerleri 

       Zaman (dak.)  

Sıcaklık(°C) 
10 20 30 40 50 60 

30 313 459 480 451 449 440 

40 325 447 415 417 406 367 

50 410  371 345 337 322 307 

60 268 199 263 268 223 225 

70 261 112 149 115 94 47 

Oda sıcaklığı 267 312 487 474 479 471 

 

 

Şekil 4-6 Galantamin-Dansil türevinin oluşması üzerine sıcaklık ve zaman etkisi 

4.1.1.4. Belirteç Miktarı    

Dansil klorür ile galantamin arasındaki reaksiyonun maksimum oranda ürün 

vermesi için gerekli belirteç miktarını saptamak amacıyla asetonda hazırlanan 200 

µg/mL dansil klorür çözeltisinin hacmi 25-250 µL olacak şekilde hazırlanan bir seri 
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belirteç çözeltisi ile bölüm 3.3.1.4’ de anlatıldığı gibi çalışıldı. Tablo 4-4 ve Şekil 4.7 de 

galantamin-dansil türevinin oluşması için optimum belirteç hacmi 100 µL  olarak 

belirlendi. 

Tablo 4-4 Çeşitli hacimlerdeki dansil klorür miktarına karşı  Galantamin-Dansil türevine 

ait fluoresans şiddeti değerleri  

Dansil klorür çözelti hacmi  

(µL) 25 50 75 100 200 

 

250 

Fluoresans Şiddeti 372 610 863 1015 1015 1015 

 

 

Şekil 4-7 Galantamin-Dansil türevinin oluşumu üzerine belirteç miktarının etkisi 

4.1.2. Galantaminin Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) İle Analizi 

Galantamin-Dansil türevinin ters faz sıvı kromatografisi ile analizi için, detektör, 

dalga boyu ve ayırıcı kolon seçimi yapıldıktan sonra, mobil faz sistemi belirlendi ve 

optimize edildi. Optimize edilmiş türevlendirme aşamaları ve ekstraksiyon koşullarında 

elde edilen galantamin-dansil türevleri analiz edildi. 

4.1.2.1.  Galantamin-Dansil Türevinin Hazırlanması 

Spektrofluorimetride optimize edilen koşullarda yapılan türevlendirme ve 

ekstraksiyon işlemleri sonrasında, türevler azot akışı altında kurutularak, türev çözücüsü 

olarak mobil faz kullanıldı. Otomatik enjeksiyon sistemiyle 20 µL enjeksiyon yapıldı. 
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4.1.2.2. Detektör Dalga Boyu ve Kolon Seçimi 

Bölüm 3.3.2.2’de anlatıldığı gibi çalışılarak, eksitasyon dalga boyu 375 nm, 

emisyon dalga boyu 537 nm olarak belirlendi. Kolon seçimi için Inertsil C18 kolonuyla 

(150 mm, 4,6 mm ID, 5 μm parçacık büyüklüğü) çalışılmıştır. Çözücü sarfiyatı az 

olacağı için daha kısa olan Inersil C18 kolonu analitik çalışmalarda kullanılmak üzere 

seçilmiştir. 

4.1.2.3. Mobil Faz Seçimi 

İzokratik yöntemle galantamin-dansil türevinin ayrılmasında kullanılan mobil 

faz sistemleri olarak asetonitril:su, metanol su, metanol-o-fosforik asit, asetonitril:o-

fosforik asit 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20 (v/v) denenmiştir. Galantamin-dansil 

türevi en iyi asetonitril:o-fosforik asit (pH 2,7) 40:60 (v/v) mobil faz sisteminde 

ayrılmıştır.Türevin  bu  mobil  faz  sisteminde, İnertsil C18 kolonda ve 1,2 mL/dak  

mobil faz akış hızında alıkonma zamanı 16,8 dakika olarak saptanmıştır.Türevin 

gösterdiği maksimum eksitasyon ve emisyon dalga boyları, fluoresans detektörde 

sırasıyla 375 ve 537 nm olarak belirlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-8 Boş ve (2000ng/mL) galantamin-dansil türevinin kromatogramı 

 

 

 

 

Türev 
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4.1.2.4. Plazma Proteinlerinin Çöktürülmesi ve Ekstraksiyon İşlemleri 

Plazma veya serum örneklerinde yapılan ilaç analizlerinde öncelikle proteinlerin 

çöktürülerek ortamdan uzaklaştırılması gerekmektedir. Bu konudaki çalışmalar 

incelendiğinde proteinleri çöktürmek amacıyla en çok etanol, metanol, asetonitril, 

Na2CO3, NaHCO3 çözeltileri, pH 7 fosfat tamponu, alkali pH (8,0-10,0) larda fosfat, 

karbonat ve borat tamponları, NaOH çözeltileri kullanıldığı görülmüştür. Proteinlerin 

çöktürülmesinden sonra, bazı çalışmalarda çökelti üzerindeki berrak sıvı kısım analiz 

edilmiş, bazı çalışmalarda ise kısmi bir temizleme amacıyla organik bir çözücü veya 

çözücü karışımı ile ekstraksiyon yapılmıştır. Bu bilgiler doğrultusunda Bölüm 3.3.2.6 

da anlatıldığı gibi yapılan incelemeler sonucunda elde edilen veriler Tablo 4-5'da 

verilmiştir. Tablodan da görülebileceği gibi, yapılan çalışmalar sonucunda en etkin 

sonuçlar 0,1 N NaOH’da ve etil asetatlı sistemde alınmıştır.  

Tablo 4-5 Plazma proteinlerinin çöktürülmesi ve ekstraksiyon işleminin pik alanına etkisi 

Çöktürücü Metanol 
Fosfat Tamponu 

(pH 7,0) 

Borat Tamponu 

(pH 10,0) 
0,1 N NaOH 

Ekstraksiyon 

Çözücüsü 
- 

Etil 

asetat 

n-heptan-

isopropil alkol 

(99:1) 

Etil asetat 

n-heptan-

isopropil 

alkol (99:1) 

Etil 

asetat 

n-heptan-

isopropil alkol 

(99:1) 

Pik Alanı 157816 192486 225869 199734 105222 291889 126210 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-9 Boş ve (500 ng/mL) galantamin-dansil türevinin katkılı idrar örneğine ait 

kromatogram 
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Şekil 4-10 Boş ve (125 ng/mL) galantamin-dansil türevinin katkılı plazma örneğine ait 

kromatogram 

4.1.2.5. Sulu Çözeltide Hazırlanan Ölçü Eğrisinin Regresyon Analizi 

Bölüm 3.3.2.5 te anlatıldığı gibi çalışılarak 125, 250, 500, 1000, 2000 ng/mL 

konsantrasyonlarında dört kez çalışıldı. Kromatogramlar değerlendirilirken Galantamin-

Dansil türevi pik alanları grafik edilerek, ölçü eğrisi oluşturuldu. Pik alanları ortalaması 

(Ā), standart sapma (s), ve bağıl standart sapma (s/ Āx100) değerleri Tablo 4-6’da 

özetlenmiştir. Ayrıca şekil 4.7’de sulu çözeltide hazırlanan Galantamin-dansil türevinin 

kromatogramı verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Türev 
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Tablo 4-6 Galantaminin 125-2000 ng/mL konsantrasyon aralığında sulu çözeltide 

hazırlanan ölçü eğrisi 

C 

(ng/mL) 
A1 A2 A3 A4 Ā  s s/ Āx100 

2000 
399804 323140 320619 331622 343796  

 

37633,96 10,94 

1000 
158637 166702 166702 156777 162205  

5248,49 3,23 

500 
81542 86831 81922 76801 81774  

4097,96 5,01 

250 
33617 36047 35231 37627 35630,50  

1670,66 4,68 

125 
15817 15317 14412 14553 15024,80  

661,08 4,39 

       
  

       
  

Ā değerlerinden hesaplanan doğru denklemi: 

A = 174,92 C – 7876 

r= 0,9995 

 

Tablo 4-7 Ölçü Eğrisinin Regresyon Analizine Ait Parametreler 

 1 2 3 4  Ortalama 

a 204,34 163,70 163,39 168,25  174,92 

b -20483 -1257,70 -2847,30 -6916,60  -7876 

r 0,9909 0,9985 0,9988 0,9995  0,9995 
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Şekil 4-11 Galantaminin 125-2000 ng/mL konsantrasyon aralığında sulu çözeltide 

hazırlanan ölçü eğrisi 

Çalışmada elde edilen veriler değerlendirildiğinde Galantamin-Dansil 

konsantrasyonları ile pik alanları arasında doğrusal bir ilişki olduğu belirlendi. 

4.1.2.6. İdrarda Hazırlanan Ölçü Eğrisinin Regresyon Analizi 

Bölüm 3.3.2.6’da anlatıldığı gibi çalışılarak galantaminin 125, 250, 500, 1000, 

1000 ve 2000 ng/mL konsantrasyonlarında dört kez çalışıldı. Kromatogramlar 

değerlendirilirken Galantamin-dansil türevinin pik alanları ve konsantrasyonları 

arasında ölçü eğrisi oluşturuldu. Pik alanlarının ortalaması (Ā), standart sapma (s), ve 

bağıl standart sapma (s/ Āx100) değerleri Tablo 4-9’da özetlenmiştir ve Şekil 4.8’de 

idrarda hazırlanan galantamin-dansil türevinin kromatogramı gösterilmiştir. 
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Tablo 4-8 Galantaminin 125-2000 ng/mL konsantrasyon aralığında idrarda hazırlanan 

ölçü eğrisi 
 

C 

ng/mL 
A1 A2 A3 A4 Ā  s s/ Āx100 

2000 356864 320619 320619 311999 327525  
19976,81 6,09 

1000 152438 152435 158637 156777 155072  
3136,23 2,02 

500 75059 72452 75207 72040 73689,40  
1676,36 2,27 

250 35192 34512 35750 32543 34499,30  
1398,97 4,05 

125 16633 16278 16951 16181 16510,80  
351,98 2,13 

       
  

         

Ā değerlerinden hesaplanan doğru denklemi: 

A = 166,45 C – 7541 

r= 0,9995 

 

Tablo 4-9 Ölçü eğrisinin regresyon analizine ait parametreler 

 1 2 3 4  Ortalama 

a 181,30 162,77 162,57 159,17  166,45 

b -13272 -6884,90 -4561,50 -5445,30  -7541 

r 0,9952 0,9995 0,9999 0,9996  0,9995 
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Şekil 4-12 Galantaminin 125-2000 ng/mL
 
konsantrasyon aralığında idrarda hazırlanan 

ölçü eğrisi 

4.1.2.7. Plazmada Hazırlanan Ölçü Eğrisinin Regresyon Analizi 

Bölüm 3.3.2.6’da anlatıldığı gibi çalışılarak galantaminin 125, 250, 500, 1000 ve 

2000 ng/mL konsantrasyonlarında dört kez çalışıldı. Kromatogramlar galantamin-dansil 

türevinin pik alanları ve konsantrasyonları arasında ölçü eğrisi oluşturularak 

değerlendirildi. Şekil 4.10’da boş ve galantamin-dansil türevinin katkılı plazma 

örneğine ait kromatogram verilmiştir. Pik alanları ortalaması (Ā), standart sapma (s), ve 

bağıl standart sapma (s/ Āx100) değerleri Tablo 4-10’da ve ölçü eğrisinin regresyon 

analizine ait parametreler ise Tablo 4-11’ de özetlenmiştir. 
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Tablo 4-10 Galantaminin 125-2000 ng/mL konsantrasyon aralığında plazmada hazırlanan 

ölçü eğrisi 

C 

ng/mL 
A1 A2 A3 A4 Ā  s s/ Āx100 

2000 327655 327891 325799 329411 327689  
1480,91 0,45 

1000 158973 158560 158786 158930 158812  
186,21 0,12 

500 74280 74504 74755 74600 74534  
198,83 0,27 

250 34780 34755 34740 34633 34727  
64,80 0,19 

125 13750 13893 13510 13424 13644  
215,71 1,58 

       
  

         

Ā değerlerinden hesaplanan doğru denklemi: 

A = 167,55 C – 7970 

r= 0,9999 

 

 

Tablo 4-11 Ölçü eğrisinin regresyon analizine ait parametreler 

 1 2 3 4  Ortalama 

a 167,54 167,56 166,56 168,54  167,55 

b -7953,2 -7938,4 -7566,3 -8422  -7970 

r 0,9999 0,9999 1 0,9999  0,9999 
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Şekil 4-13 Galantaminin 125-2000 ng/mL
 
konsantrasyon aralığında plazmada hazırlanan 

ölçü eğrisi 

4.2. Geliştirilen Yöntemin Validasyonu 

4.2.1. Doğrusallık 

Sulu çözeltide (Tablo 4-6), idrarda (Tablo 4-8) ve plazmada (Tablo 4-10) 

hazırlanan ölçü eğrilerinin regresyon analizleri sonucunda elde edilen r değerleri, 

(sulu:0,9995, idrar:0,9995, plazma:0,9999) sulu çözelti, plazma ve idrarda galantamin-

Dansil türevine ait detektör cevabının, eşdeğer galantamin miktarıyla doğrusal bir orantı 

içinde ilişkilendiğini göstermektedir.  

4.2.2. Gözlenebilme (LOD) ve Tayin (LOQ) Sınırları 

Gözlenebilme sınırı Bölüm 3.4.2’de anlatıldığı gibi hesaplanarak idrar ve 

plazmada sırasıyla 70,99 ve 6,27  ng/mL
 
bulunmuştur.  Tayin sınırı ise idrarda 212,97  

ng/mL, plazmada ise 18,81ng/mL olarak
 
bulunmuştur (Tablo 4-12 ve Tablo 4-13). 
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Tablo 4-12 İdrarda Gözlenebilme ve Tayin Sınırları 

Parametreler   Değerler 

Doğru denklemi A =166,45 C-7541 

  Eğim ± SD 166,45 ± 10,03 

  Intersept ± SD 7541 ± 3938,87 
 

 LOD ng/mL 
78,09 

 

 LOQ  ng/mL 
236,64 

 

  

 
 

 

Tablo 4-13 Plazmada Gözlenebilme ve Tayin Sınırları 

Parametreler   Değerler 

Doğru denklemi A =167,55 C-7970 

  Eğim ± SD 167,55 ±0,82 

  Intersept ± SD 7970 ± 350,5 
 

 LOD ng/mL 
6,90 

 

 LOQ  ng/mL 
20,92 

 

4.2.3. Kesinlik ve Doğruluk 

4.2.3.1. Aynı Gün İçinde İdrar ve Plazmada Yapılan Analizlerin 

Tekrarlanabilirliği 

Üç farklı konsantrasyonda (125, 500 ve 2000 ng/mL) galantamin içeren idrar ve 

plazma örnekleri Bölüm 3.4.3.1 de anlatıldığı gibi çalışıldı. 

Her bir konsantrasyon için 6 farklı örnekle çalışıldı. Bağıl standart sapma, idrar 

için;  %0,24 ile 0,59 plazma için; %0,35 ile 1,03 arasındadır. Sonuçlar Tablo 4.14’de, ve 

Tablo 4.15’de verilmiştir. 
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Tablo 4-14 Aynı Gün İçinde İdrarda Yapılan Analizlerin Tekrarlanabilirliği 

 İdrardaki konsantrasyon (ng/mL) 

 2000 500 125 

Bulunan 

Konsantrasyon 

(ng/mL) 

1996,54 
2009,27 
1996,39 
2001,27 
2003,59 
2003,68 

496,24 
498,60 
497,13 
496,38 
501,23 
496,40 

125,00 
124,62 
124,65 
125,00 
126,44 
125,23 

Ortalama 2001,79 497,66 125,15 

Standart Sapma 4,89 2,08 0,74 

Bağıl standart sapma 

( % RSD ) 
0,24 0,41 0,59 

 

Tablo 4-15.  Aynı Gün İçinde Plazmada Yapılan Analizlerin Tekrarlanabilirliği 

 Plazmadaki konsantrasyon (ng/mL) 

 2000 500 125 

Bulunan   

Konsantrasyon 

(ng/mL) 

1986,49 

1988,12 

1986,77 

1986,32 

1988,36 

2003,13 

 
 

501,90 

502,88 

501,90 

493,73 

492,81 

492,23 

 
 

126,39 

125,05 

124,78 

124,79 

125,65 

126,21 

 
 

Ortalama 1989,87 497,58 125,48 

Standart Sapma 7,09 5,13 0,71 

Değişme katsayısı 

( % RSD ) 
0,35 1,03 0,56 
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4.2.3.2. Farklı Günlerde İdrar ve Plazmada Yapılan Analizlerin 

Tekrarlanabilirliği 

Üç farklı konsantrasyonda (125, 500 ve 2000 ng/mL) galantamin içeren idrar ve 

plazma örnekleri Bölüm 3.4.3.2 anlatıldığı gibi çalışıldı. 

3 farklı günde, her seferinde yeni örnek hazırlanarak yapılan çalışmalarda, bağıl 

standart sapmaları idrarda % 0,13 ile % 0,51, plazmada ise % 0,04 ile % 0,17 arasında 

bulundu. Sonuçların Tablo 4-16 ve Tablo 4-17’de verilmiştir. 

Tablo 4-16 Farklı Günlerde İdrarda Yapılan Analizlerin Tekrarlanabilirliği 

 İdrardaki konsantrasyon (ng/mL) 

 2000 500 125 

Bulunan 

Konsantrasyon 

(ng/mL) 

1998,38 
2003,69 
1997,42 
1997,39 
1996,45 
1996,31 

496,44 
496,39 
496,45 
496,68 
499,78 
497,57 

126,46 
125,23 
125,01 
124,90 
124,62 
125,24 

Ortalama 1998,27 497,22 125,24 

Standart Sapma 2,78 1,33 0,64 

Değişme katsayısı 

(% RSD) 
0,13 0,27 0,51 
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Tablo 4-17 Farklı Günlerde Plazmada Yapılan Analizlerin Tekrarlanabilirliği 

 

 Plazmada konsantrasyon (ng/mL) 

 2000 500 125 

Bulunan 

Konsantrasyon 

(ng/mL) 

1983,81 

1983,83 

1985,55 

1983,90 

1984,11 

1985,04 

 
 

498 

498,69 

497,79 

498,02 

500,02 

497,72 
 

126,52 

126,71 

126,66 

126,69 

126,20 

126,45 

 
 

Ortalama 1984,37 498,37 126,53 

Standart Sapma 0,74 0,87 0,19 

Değişme katsayısı 

(% RSD) 
0,04 0,17 0,15 

 

 

4.2.4. Yöntemin Sağlamlığı (Robustness) 

Mobil faz bileşiminde (±%2), akış hızında (±0,1 mL), reaksiyon pH (±0,1), 

eksitasyon ve emisyon dalga boyları (±1 nm) ve kolon temperatüründe (±2°C) yapılan 

ufak değişikliklerde bir fark görülmemiştir.  

4.2.5. Uygunluk Testi 

Geliştirilen yöntem sonucunda Farmakope tarafından tanımlanan SUT 

parametreleri aşağıdaki tabloda özetlenmiştir (Tablo 4-18).  
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Tablo 4-18 Uygunluk testi sonuçları 

Parametreler Kabul edilen değer  İdrarda Plazmada 

    

Alıkonma zamanı (tR)  16,8 dakika 16,8 dakika 

Ölü zaman (t0)  1,0 dakika 0,8 dakika 

Kapasite faktörü (k) k>2 15,8 20 

Kuyruklanma faktörü (T) T< 2 1,058 1,077 

Teorik plato sayısı (N) N> 2000 7919 6327 

 

 

4.2.6. Galantamin-Dansil Türevinin Stabilitesi 

Galantamin-dansil türevinin dayanıklılığını incelemek üzere Bölüm 3.4.6.’da 

anlatıldığı gibi çalışıldı. Oda sıcaklığında, karanlıkta ve gün ışığında ve 4ºC karanlıkta 

bırakılan örneklere ait sonuçlar Tablo 4-19’da görülmektedir. Elde edilen verilere göre 

4ºC karanlıkta en az bir gün dayandığı görülmektedir. 

Tablo 4-19 Galantamin-Dansil Türevinin Stabilitesi 

                              Fluoresans Şiddeti 

 0 saat 6 saat 24 saat 72 saat 

20 ºC Karanlık 273 215 204 192 

20 ºC Aydınlık 273 204 203 198 

4 ºC Karanlık 270 273 269 264 
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4.2.7. Geri Kazanım 

Galantaminin plazma ve idrardan geri kazanım oranının saptanması için Bölüm 

3.4.7 de anlatıldığı gibi, plazma ve  idrar ölçü eğrisi denkleminin eğimi (A= 167,55C -

7970 ve A =166,45 C+7541) sulu çözeltiden elde edilen ölçü eğrisi denkleminin (A = 

174,92 C – 7876) eğimi ile  oranlandığında geri kazanılma oranı sırasıyla % 95,78 ve % 

95,15 olarak hesaplandı.  

4.3. Kapsüllerde Galantamin Miktar Tayini 

8 mg Galantamin içeren Reminyl
® 

kapsüller Bölüm 3.5.1 ve 3.5.2’de anlatıldığı 

gibi geliştirilen HPLC-Fluoresans yöntemi ve Farmakope HPLC-UV yöntemiyle analiz 

edildi. Her iki yöntemde elde edilen sonuçlar Tablo 4.20’de özetlenmektedir. 

Geliştirilen yöntem ve kıyas yöntemiyle elde edilen sonuçlar ortalamalar 

yönünden student (t) testiyle ve standart sapmalar yönüyle Fisher (F) testiyle 

karşılaştırıldı. Tablo 4.20’deki sonuçların incelenmesiyle de görüleceği gibi, hesaplanan 

t ve hesaplanan  F değerleri ilgili % 95 olasılık düzeyi cetvel değerlerinden daha küçük 

olduğundan geliştirilen yöntem ile kıyas yöntemi arasında gerek doğruluk, gerek 

kesinlik yönünden anlamlı bir fark olmadığı belirlendi. 
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Tablo 4-20 8 mg Galantamin İçeren Kapsüllerin Analiz Sonuçları ve Sonuçların İstatistiki 

Olarak Değerlendirilmesi 

 

 

 

 

 

  

Geliştirilen HPLC Yöntemi 

 

 

 Kıyas Yöntemi 

 

         n 

   

   mg /kapsül                   

 

          % 

 

    mg / kapsül 

 

         % 

                          

         1 

         2 

         3 

         4 

         5 

         6 

 

 

 

 

 

       8,07 

       8,01 

       8,05 

       8,06 

       8,07 

       8,02 

 

        100,87 

        100,12 

        100,62 

        100,75 

        100,87 

        100,25 

 

       8,06                        

       8,02 

       8,01 

       8,03 

       8,05 

       7,98 

      100,75      

      100,25  

      100,12 

      100,37 

      100,62 

       99,75 

 

  

         x                                 8,04                              

         s                                  0.02 

         RSD                            0,24 

         t.s/√ n                           0,021 

Güven sınırları                 8,024-8,056 

         8,03             

         0.03 

         0.37 

         0,031 

      8,018-8,042 

        t  =    1,09                   n1 = n2 = 6                                     t tablo = 2,23 

        F =    2,25                      P = 0,05                                     Ftablo = 5,05 
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5. TARTIŞMA 

Farmasötik preparatlarda, idrar ve plazmada galantamin tayini için geliştirilen 

HPLC yöntemi, aromatik hidroksil grubu içeren bu madde ile dansil klorür arasındaki 

reaksiyona dayanmaktadır. Dansil klorür primer, sekonder aminlerle ve hidroksil 

gruplarıyla şiddetli fluoresans gösteren türevler oluşturur.  

Dansil klorür ile amin ve hidroksil grubu içeren maddeler arasındaki reaksiyon 

alkali pH larda, sıcakta yürüdüğü ve oluşan ürünün genellikle organik bir çözücüye 

ekstre edildiği daha önce bu belirteç ile yapılan araştırmalarda belirtilmiştir. Bu bilgiler 

doğrultusunda galantamin-dansil türevinin kantitatif olarak elde edilebilmesi için en 

uygun reaksiyon koşulları araştırıldı. En iyi sonuçlar pH 10,5 karbonat tamponuyla 

çalışıldığında gözlendi. Optimum sıcaklık ve reaksiyon süresini saptamak amacıyla oda 

sıcaklığı,40, 50, 60 ve 70C de 10-60 dakika arasında çalışıldı ve galantamin ile dansil 

klorür arasındaki reaksiyonun tamamlanması için oda sıcaklığında 30 dakika olarak 

belirlendi. Türevin kantitatif oranda oluşması için gerekli belirteç miktarı Dansil 

klorür/galantamin mol oranı olarak incelendiğinde 2,13 kat belirtecin yeterli olduğu 

görüldü. 

Oluşan ürününün sulu çözeltiden ekstraksiyonu için organik çözücüler denendi 

ve en yüksek fluoresans şiddeti diklorometan ile elde edildi. Bu çözücü içinde türeve ait 

maksimum eksitasyon ve emisyon dalga boyları sırasıyla 375 ve 537 nm dir.  

 Galantamin-Dansil türevinin dayanıklılığı araştırıldığında, diklorometan içinde 

+4C de karanlıkta 24 saat dayanıklı kalırken, oda temperatüründe karanlıkta ve gün 

ışığında 24 saat bekletidiğinde fluoresans şiddetinin sırasıyla azaldığı gözlenmiştir. 

Dansil türevlerinin HPLC yöntemiyle analizlerinde genellikle ters fazlı 

sistemler kullanıldığından Galantamin-Dansil türevinin analizi için öncelikle bu 

sistemin koşulları araştırıldı. Bu incelemeler doğrultusunda yapılan sıvı kromatografik 

çalışmalarda en uygun mobil faz sisteminin asetonitril:o-fosforik asit (pH 2,7) (40:60) 

olduğu belirlendi. Bu mobil faz sisteminde, İnertsil C18 kolonda ve 1,2 ml/dk. akış 

hızında çalışıldı. Fluoresans detektörde türeve ait maksimum eksitasyon ve emisyon 

dalga boyları sırasıyla 375 nm ve 537 nm olarak saptandı.  

 Belirlenen optimum koşullarda çalışılarak idrar ve plazmada ölçü eğrisi 

hazırlandı ve galantamin konsantrasyonları ile pik alanları arasındaki doğrusal ilişkinin 
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125-2000 ng/mL konsantrasyon aralıklarında olduğu belirlendi. Bağıl standart sapma, 

idrar için;  %0,24 ile 0,59 plazma için; %0,35 ile 0,56 arasındadır 

 Farmasötik preparatlarda galantamin tayini için literatürde bildirilen analiz 

yöntemleri incelendiğinde gerek spektrofotometrik (5,7,8) gerek bu maddenin doğal 

fluoresans göstermesine dayanan spektofluorimetrik (3,4) ve çalışmaların duyarlığının 

geliştirilen yönteminkine kıyasla oldukça az olduğu görülmektedir. Literatürde 

türevlendirme yöntemine rastlanmamıştır. Bu tezde bildirilen yöntemde ilk kez 

türevlendirme yapılarak fluoresans detektör kullanılmaktadır.  

 Galantamin tayini için geliştirilen HPLC yöntemi, bu maddenin idrar ve 

plazmada analizine de uygulanmıştır. Çalışmanın bu bölümünde öncelikle plazma 

proteinlerini çöktürmek ve verimi arttırmak amacıyla çeşitli ön denemeler yapıldı. 

Bunun için plazma proteinleri 0,1 N NaOH çözeltileriyle proteinler çöktürüldükten 

sonra sulu çözeltiden etilasetat ile ekstraksiyon yapıldı. İdrar ve plazmada yapılan 

analizlerde baziklendirmeden sonraki sıvı-sıvı ekstraksiyonu yöntemin duyarlılığının 

artmasına büyük ölçüde katkıda bulunduğu gibi bu işlem aynı zamanda kromatogramda 

girişim yapan maddelerin azalmasını da sağlamıştır. 

Geliştirilen yöntemin validasyon çalışmalarında gözlenebilme sınırı idrar ve 

plazma için sırasıyla 70,99 ve 6,27 ng/mL ve tayin sınırı idrar ve plazma için 212,97 ve 

18,81 ng/mL olarak hesaplanmıştır. 

Kesinlik için yapılan çalışmalarda, elde edilen gün içi idrar için (%0,24-0,59) 

plazma için (%0,35-1,03) ve günler arası idrar için (%0,13-0,51), plazma için (%0,04-

0,15) tekrarlanabilirlik değerleri yöntemin zaman içinde uygulanabilir olduğunu 

göstermektedir. 

Yöntemin sağlamlığının (robustness) analizi için mobil faz bileşiminde ve kolon 

sıcaklığında yapılan küçük bilinçli sapmaların yöntem üzerinde olumsuz bir etkisi 

olmadığı gözlenmiştir. 

Türevlendirilmiş ve mobil fazda çözülmüş örneklerin stabilitesiyle ilgili yapılan 

testlerde, oda sıcaklığında ve ışıkta örneğin hızla bozunduğu ancak karanlıkta ve 

soğukta stabilitesini koruduğu gözlenmiştir. 

Geri kazanım değerleri idrar için %95,78, plazma için %95,15 olarak 

hesaplanmıştır. Sulu ölçü eğrisinde, idrarda ölçü eğrisinde ve plazmadaki ölçü eğrisinde 
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yapılan tüm işlemlerin, birebir tekrarlanmış olmasının, geri kazanım değerinin oldukça 

iyi olmasına neden olduğu düşünülmektedir. 

Galantamin hidrobromür içeren kapsüllerin geliştirilen bu yöntemle analizinden 

elde edilen sonuçlar, kıyas yöntemiyle elde edilen sonuçlarla % 95 olasılık düzeyinde 

ve 6 deneme üzerinden standart sapmalar yönünden F-testi, ortalamalar yönünden t-

testi uygulanarak istatistiksel olarak kıyaslandığında her iki yöntem arasında anlamlı bir 

fark bulunmamıştır. 

Sonuç olarak, geliştirilen yöntem gerek farmasötik preparatlarda gerek idrarda 

gerekse plazmada galantamin tayininde kullanılabilir. Bu çalışmayla galantaminin 

dansil klorür ile fluroresans türevlendirilmesi için uygun koşullar da ilk defa ayrıntılı 

olarak araştırılmış olmaktadır. 

Geliştirilen yöntem gerek rutin farmasötik analizlerde gerek galantaminin 

plazma ve idrarda biyoyararlanım çalışmalarında rahatlıkla önerilebilir 
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