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ÖZET 

Özçelik N. O. (2015) Nateglinidin  Farmasötik Preparatlarda Spektrofluorimetrik 

Miktar Tayini. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Analitik Kimya 

Anabilim Dalı. Yüksek Lisans Tezi. İstanbul. 

 

Bu çalışmasında, nateglinid miktar tayini için duyarlı bir spektrofluorimetrik yöntem 

geliştirilmiştir. Geliştirilen yöntem primer ve sekonder aminlerin türevlendirilmesinde 

spesifik bir belirteç olan 5-dimetilamino-naftalen-1-sülfonil klorür (dansil klorür) ile 

nateglinidin türevlendirilmesine dayanmaktadır. Bu türevlendirme reaksiyonunun 

optimum koşulları incelendiğinde reaksiyonun pH 11.0 de, 40 0C de ve 10 dakika 

içerisinde belirteç/nateglinid mol oranı 16 olduğunda kantitatif olarak yürüdüğü 

belirlendi. Reaksiyonun tamamlanmasından sonra türev diklorometan ile ekstre edildi 

ve fluoreans şiddeti 517 nm emiyon ve 397 nm eksitasyon dalga boylarında ölçüldü.  

Geliştirilen yöntem tabletlerdeki nateglinid miktar tayinine uygulandı ve sonuçlar 

famakope yöntemi (USP XXXIV) ile elde edilen sonuçlarla t- ve F- testleri kullanılarak 

istatistiksel olarak kıyaslandı. İki yöntem arasında ortalamalar ve standart sapmalar 

yönünden % 95 olasılık düzeyinde anlamlı bir fark bulunmadı.  

 

Anahtar Kelimeler: Nateglinid, 5-(dimetilamino) naftalen-1-sülfonil klorid (Dansil 

Klorür), Türevlendirme, Miktar tayini, Spektrofluorimetri. 
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ABSTRACT 

Özçelik N. O. (2015). Spectrofluorimetric Assay of Nateglinid in pharmaceutical 

preparations. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of Analytical 

Chemistry. Master Thesis. Istanbul. 

 

In this study, Selective assay methods have been presented for the analysis of 

nateglinide in tablets. The assay involves derivatization with 5-(dimethylamino) 

naphthalene-1-sulfonyl chloride (dansyl chloride) which is a specific reagent in the 

analysis of primary and secondary amines. Optimum conditions of the reaction between 

nateglinide and dansyl chloride were investigated and it was found that the reaction 

proceeds quantitatively at pH 11.0, 40 0C in 10 min when the mole ratio of reagent to 

the drug was 16. After the completion reaction, the derivative was extracted with 

dichloromethane from the reaction medium and the fluorescence intensity was 

measured at 517 nm with excitation at 397nm. 

The developed method was successfully applied to the assay of gabapentin in tablets  

and the results were compared statistically with those obtained by pharmacopeia method  

(USP XXXIV). There is no significant difference between the two methods in the repect 

of mean values and the standard deviations at 95 % confidence level.  

 

Key Words: Nateglinide, 5-(dimethylamino)naphthalane-1-sulfonyl chloride (Dansyl 

Chloride), Derivatization, Determination, Spectrofluorimetric method. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Nateglinid. kimyasal ve farmakolojik bakımdan diğer antidiyabetiklerden farklı 

olan bir aminoasit (fenilalanin) türevidir. Erken faz insülin salgılanmasını sağlayarak, 

yemekten sonraki kan şekeri ve HbAıc yükselmesini azaltır  

Erken faz insülin salgılanması, normal glisemi kontrolünün devam ettirilmesi 

açısından temel bir mekanizmadır. 

Primer ve sekonder amin grubu içeren ilaç etken maddelerinin analizleri için 

geliştirilen yöntemler genellikle türevlendirme ile yapılır. Bu amaçla bu tezde 

türevlendirme ajanı olarak dansil klorür kullanılmıştır (1). 

Nateglinid için dansil klorür ile türevlendirerek basit duyarlı ve güvenilir bir 

analiz yöntemi geliştirilmesi, geliştirilen yöntemlerin validasyonlarının yapılması ve 

kombinasyon olarak bu ilaç maddesinin farmasötik preparatlardaki analizine 

uygulanması düşünüldü. Bu doğrultuda spektrofluorimetrik bir yöntem geliştirildi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Nateglinid 

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

 

Şekil 2-1:  Nateglinidin kimyasal formülü 

 

Nateglinidin kimyasal formülü, N-(trans-4-isopropilsikloheksil-karbonil)-D-

fenilalanin kapalı formülü ise C19H27NO3
 dir. Nateglinidin molekül ağırlığı, 317.423 

g/moldür. Kokusuzdur. pKa1 4,0 ve pKa2 -0,38. Nateglinid metanol ve etanolde kolay, 

asetonitril ve oktanolde az, suda çok az çözünen beyaz toz halinde etken maddedir. 

Erime noktası 139 °C'dır (2).  

Nateglinidin çeşitli çözücülerde alınan UV spektrumu Şekil 2-2 de verilmiştir. 

Ayrıca nateglinide ait Fourier dönüşümlü İnfrared (FT-IR) Spektrumu Şekil 2-3 de 

verilmiştir. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
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Şekil 2-2:  Nateglinidin  50  µg/mL konsantrasyonda  metanolde (1),  asetonitrilde (2) ve  

suda (3)  200-300 nm aralığında        alınmış UV spektrumu 

 

Şekil 2-3: Nateglinidin FT-IR Spektrumu 
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2.1.2. Farmakolojisi 

 Nateglinid, kimyasal ve farmakolojik bakımdan diğer antidiyabetiklerden farklı 

olan bir aminoasit (fenilalanin) türevidir. Erken faz insülin salgılanmasını sağlayarak, 

yemekten sonraki kan şekeri ve HbAıc yükselmesini azaltır. 

Erken faz insülin salgılanması, normal glisemi kontrolünün devam ettirilmesi 

açısından temel bir mekanizmadır. Nateglinid, yemekten önce alındığında, tip 2 diyabet 

hastalarında ortadan kalkmış olan, erken veya ilk faz insülin salgılanmasını yeniden 

sağlar. Bu etki, pankreastaki beta-hücrelerinde bulunan K+atp kanalıyla hızla 

gerçekleşen, geçici bir etkileşim sayesinde meydana gelir. Elektro fizyoloji çalışmaları 

nateglinidin pankreas beta-hücrelerindeki K atp kanallarındaki selektivitesinin, 

kardiyovasküler hücrelerdeki K atp kanallarındaki selektivitesinin 300 katından daha 

fazla olduğunu göstermiştir. Tip 2 diyabetik hastalarda nateglinidin oral olarak 

verilmesini takip eden 15 dakika içerisinde yemeğe karşı insülinotropik yanıt meydana 

gelmektedir. Bu gelişme yemek sonrasındaki kan glukoz düzeyi yükselmelerini 

engeller. İnsülin düzeyleri 3-4 saat içerisinde başlangıç değerine dönerek gecikmiş 

hipoglisemiye eşlik ettiği gösterilmiş olan yemek sonrası hiperinsülinemiyi azaltır.  

 Pankreastaki beta-hücrelerinde nateglinid etkisiyle gerçekleşen insülin 

salgılanması, kandaki glukoz düzeylerine göre ayarlanır ve glukoz düzeyleri düştükçe, 

salgılanan insülin miktarı da azalır. Aksine yemeklerle birlikte glukoz infüzyonu 

uygulanması, insülin salgısının açıkça artmasıyla sonuçlanır. Nateglinid’in plazma 

glukoz düzeyleri düşük olduğunda insülin salgılanmasını daha az uyarması, örneğin 

bir öğün atlandığı zamanlarda görülebilecek hipoglisemiye karşı, ilave bir korunma 

sağlar (3). 

Klinik çalışmalarda nateglinidin tek başına kullanılması, HbAlc ve yemek 

sonrası kan şekeri düzeyi ölçümleriyle de gösterildiği gibi, gliseminin daha iyi kontrol 

altına alınmasıyla sonuçlanmıştır. Öncelikle açlık kan şekeri üzerinde etkili bir ilaç 

olan metforminle birlikte kullanıldığında HbAıc üzerindeki etkinin, etki 

mekanizmalarının birbirini tamamlayıcı nitelikte olması nedeniyle, her iki ilacın tek 

başına kullanılmasına kıyasla daha fazla olduğu (sinerjik etki) gözlemlenmiştir. 

Nateglinidin insülin duyarlılığını artıran bir ilaç olan troglitazon ile birlikte 

kullanılması, her 2 ilacın tek başlanna kullanılmasına kıyasla HbAıc düzeylerinin 

istatistik anlam taşıyacak şekilde daha fazla düzelmesiyle sonuçlanmıştır. 
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En az 3 ay boyunca yüksek doz sülfonilürelerle stabilize olmuş durumdaki 

hastaların doğrudan doğruya nateglinid monoterapisine başlayarak bu ilacı 24 hafta 

süreyle kullandığı bir çalışmada, FPG ve HbA|C düzeylerinin artmasından da anlaşıldığı 

gibi glisemi kontrolünde azalma meydana gelmiştir.  

Nateglinid, kimyasal ve farmakolojik bakımdan diğer antidiyabetiklerden farklı olan bir 

aminoasit (fenilalanin) türevidir. Oral uygulamayı takiben hızla emilir, biyoyararlanımı 

% 72 olarak bulunmuştur. Nateglinidin etki mekanizması; erken faz insülin 

salgılanmasını sağlamak, yemekten sonraki kan şekeri ve HbAlc yükselmesini 

azaltmaktır. 

Emilim: 

Nateglinid içeren tabletlerin yemekten önce alınmasından sonra nateglinid, hızla 

emilerek 1 saatten daha kısa bir süre içerisinde plazmadaki ortalama maksimum 

düzeylere (Cmaks) ulaşır. Oral solüsyon içerisindeki nateglinid, hızla ve neredeyse 

tamamen (%90) emilir. Mutlak oral biyoyararlanım oranının %72 olduğu 

hesaplanmıştır. Yemeklerden sonra verilmesi nateglinidin emilme derecesini (EAA 

değerini) etkilemez. Ancak Cmaks değerinde azalma ve doruk plazma konsantrasyon 

süresinde (tmaks) gecikme ile karakterize olan emilim hızında gecikme meydana gelir. 

Bu nedenle nateglinid içeren tablerler yemekten önce alınması önerilmektedir. İlaç 

genellikle yemekten önceki 1 dakika içerisinde alınır, ama yemekten önceki 30 dakika 

içerisinde de alınabilir. (1 dakika önce alınması emilim gecikmesini etkilemez. Önce 

verilmesinin nedeni postprandial glisemiyi azaltmak içindir). 

Dağılım: 

Nateglinidin intravenöz veriler göz önünde tutularak hesaplanan, kararlı plazma 

düzeylerindeki dağılım hacminin, yaklaşık 10 litre olduğu bulunmuştur. In vitro 

çalışmalar nateglinidin, öncelikle albümin ve daha az olarak alfa-1 asit glikoprotein 

olmak üzere serum proteinlerine yüksek oranda (%97-99) bağlandığını göstermiştir. Bu 

bağlanmanın derecesi, 0.1-10 pg nateglinid /mL arasında değişen test sınırlan içerisinde, 

ilacın plazma konsantrasyonuna bağlı olarak şekillenmemiştir. 

Biyotransformasyon: 

Nateglinid, vücuttan uzaklaştırılmadan önce, karma fonksiyonlu oksidaz sistemi 

tarafından geniş kapsamlı olarak metabolize edilir. İnsanlardaki başlıca nateglinid 

metabolitleri; izopropil yan-zincirinin metil karbonu ya da metil gruplarından birinde 

hidroksilasyonu sonucu ortaya çıkmaktadır. Bu ana metabolitlerin aktivitesi, asıl 
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molekülün aktivitesinin sırasıyla 5-6 da biri ve üçte biri kadardır. Minör metabolitler ise 

bir diol, bir izopropen ve nateglinidin açil glukuronidi şeklindedir; bunlardan yalnızca 

izopropen, aktiviteye sahiptir ve bu aktivite, neredeyse nateglinidin aktivitesi kadar 

güçlüdür. Gerek in vitro gerekse in vivo deneylerden elde edilen veriler nateglinidin 

öncelikle (%70 oranında) sitokrom P450 (CYP) 2C9 izoenzimi; daha az olarak da 

CYP3A4 tarafından metabolize edildiğini göstermektedir. 

Eliminasyon: 

Nateglinid ve metabolitleri, vücuttan hızla ve tamamen atılır. I4C ile 

işaretlenmiş nateglinidin dozunun yaklaşık %75’i, dozu izleyen 6 saat içerisinde idrara 

çıkmış durumdadır. Karbon-14 ile işaretlenmiş nateglinid dozunun büyük bölümü 

(%83’ü) idrarla, bir diğer %10’u dışkıyla vücuttan atılır. Dozun %6-16 sı, hiç 

değişmeden idrara çıkar. Gönüllülerin ve tip 2 diyabet hastalarının katıldığı bütün 

çalışmalarda nateglinidin plazma konsantrasyonları hızla azalmış ve eliminasyon yan-

ömrü ortalama 1.5 saat olmuştur. Günde 3 defa 240 miligrama kadar çıkan dozlar 

kullanıldığında, eliminasyon yarı-ömrünün kısa olmasına uygun bir şekilde nateglinid 

birikmemektedir. 

Doğrusallık / Doğrusal olmayan durum: 

1 hafta boyunca her yemekten önce 60-240 mg arasında nateglinid kullanan tip 2 

diyabet vakalarındaki nateglinid farmakokinetiğinin, hem EAA hem Cmaks değerleri 

bakımından lineer karakter taşıdığı ve maksimum plazma konsantrasyonlarına 

ulaşılması için geçen sürenin (tmaks). doza bağlı olarak değişmediği görülmüştür (4). 

2.1.3. Analiz Yöntemleri 

2.1.3.1. Farmasötik Preparatlarda Yapılan Analizler 

Lakshmi ve arkadaşları tarafından bildirilen bir çalışmada farmasötik 

preparatlarda nateglinid HPLC yöntemiyle tayin edilmiştir. Ayrılma Gemini C18 

kolonda ve pH 3.0 fosfat tamponu:metanol (60:40) mobil faz sistemi ile yapılmıştır. 

Doğrusallık 0.06-6.00 µg/mL olarak verilmiştir. Dedeksiyon 235 nm de UV dedektör 

kullanarak kullanılarak yapılmıştır (5).  

Madhavi ve arkadaşlarının farmasötik preparatlarda nateglinid tayini için HPLC 

yöntemini geliştirmişlerdir.  Ayrılma C8 kolon ve fosfat tamponu (pH 3.0)-asetonitril 

(50:50) mobil faz sistemiyle gerçekleştirilmiştir. Dedeksiyon 210 nm de UV dedektör 

olarak belirtilmiştir (6). 
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Sagar ve arkadaşları farmasötik preparatlarda nateglinidi görünür bölgede tayin 

etmişlerdir. Reaksiyon alkali ortamda sitrik asid-asetik anhidrit reaktifi ile 

gerçekleştirilmiştir. Renkli türev 580 nm de tayin edilmiştir. Doğrusallık 2-28 µg/mL 

olarak bildirilmiştir (7).  

Kale ve arkadaşları tabletlerde nateglinidi HPTLC yöntemi ile tayin etmişlerdir. 

Yöntemde n-hekzan- metanol -2-propanol (7.5:1.5:1) içeren mobil faz sistemi ve silika 

jel 60 F(254) HPTLC plakaları kullanılmıştır (8).  

Sangaraju ve arkadaşları tarafından bildirilen bir çalışmada nateglinid 

enantiyomerler Chiralpak AD-H kolonda ve hekzan-etanol (90:10) mobil fazı sistemi ile 

kullanılarak tayin edilmiştir. Dedeksiyon 210 nm de UV dedektör ile yapılmıştır. 

L-nateglinide gözlenebilme ve tayin sınırı 0.3 ve 1.0 µg/mL olarak belirlenmiştir (9). 

Karasakal ve Ulu tarafından bildirilen bir çalışmada farmasötik preparatlarda 

nateglinid NBD-Cl ile türevlindirilip, spektrofluorimetrik yöntemle tayin edilmiştir, 

Doğrusallık 50-500 ng/mL konsantrasyon aralığındadır (10). 

2.1.3.2. Biyolojik Sıvılarda Yapılan Analizler 

Malli ve arkadaşları tarafından bildirilen çalışmada insan plazmasında nateglinid 

tayini için kumarin ile türevlendirme yapılmıştır. Türev HPLC yöntemi ile tayin 

edilmiştir. Ayrılma etil asetat-dietil eter (50:50) mobil faz sistemi ve Hipersil BDS-C8 

kolonu ile gerçekleştirilmiştir. Dedeksiyon 345 nm eksitasyon, 435 nm emisyon dalga 

boylarında fluoresans dedektör ile yapılmıştır. Yöntemin doğrusallığı 0.05-16 µg/mL 

dir(11). 

Maddi ve arkadaşları nateglinidin enantiyomerlerinin sıçan bağırsağında tayini 

için geliştirdikleri HPLC yönteminde kiral kolon ve 100mM KH2PO4 (pH 2.5)-

asetonitril (32:68) mobil faz sistemini kullanmışlardır. Dedeksiyon 210 nm UV 

dedektörü ile yapılmıştır. Doğrusallık 0.5 - 50 µg/mL olarak verilmiştir(12). 

Sankalia ve arkadaşları tavşan plazmasından nateglinid tayini için geliştirdikleri 

HPLC yönteminde C18 kolon ve mobil faz sistemi olarak asetonitril-10 mM fosfat 

tamponu (pH 3.0) (70:30) kullanmışlardır. Çalışma aralığı 10-2500 ng/mL olarak 

verilmiştir(13). 

Bauer ve arkadaşları insan plazmasında nateglinidi tayin etmek için HPLC 

yöntemini geliştirmişlerdir. Yöntemde ProntoSIL 120-5-C18 AQ kolonu ve 0.1 M 

potasyum hidrojen fosfat (pH 4.0 )-metanol-asetonitril (700:80:300) mobil faz sistemi 
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kullanılmıştır. Dedeksiyon 210 nmde UV dedektör ile yapılmıştır. Yöntemin 

gözlenebilme sınırı 0.1 µg/mL olarak saptanmıştır (14). 

Qi ve arkadaşları nateglinid etken maddesinin analizi için geliştirdikleri HPLC 

yönteminde OD-R kolon 0.6 mol/L sodyum perklorat-asetonitril  (48: 52, v/v, pH 2.0) 

mobil faz sistemini kullanmışlardır. Gözlenebilme sınırı  0.3 µg/mL ve tayin sınırı 1.0 

µg /mL olarak bildirilmiştir(15). 

Han ve arkadaşları insan plazmasında nateglinid tayini için LC-ESI-MS yöntemi 

geliştirmişler ve bu geliştirdikleri yöntemi biyoeşdeğerlik çalışmalarında 

uygulamışlardır. Doğrusallık 0.05-16 µg/mL olarak bildirilmiştir (16). 

Varanasi ve arkadaşları nateglinid ve silostazolün sıçan plazmasında tayini için 

LC-MS/MS yöntemini geliştirmişlerdir. Tayin C18 kolon ve  asetonitril: 2 mM 

amonyum asetat tamponu (pH 3.4) (90: 10) içeren mobil faz sistemiyle 

gerçekleştirilmiştir. Doğrusallık 20-2000 ng/mL olarak verilmiştir(17). 

He ve arkadaşları tarafından bildirilen bir çalışmada tavşan serumunda 

nateglinid tayini için geliştirdikleri LC/MS spektrometrisi yönteminde Zorbax C-18 

kolonu kullanılmıştır(18). 

Yan ve arkadaşları hayvan plazmasında nateglinidi miseller elektrokinetik 

kromatografisi yöntemi ile tayin etmişlerdir. Dedeksiyon 214 nm de UV detektör ile 

yapılmıştır.  Yöntemin doğrusallığı 0.2-7 mg/L olarak verilmiştir(19). 

2.2. Dansil Klorür Hakkında Genel Bilgi ve Bu Belirteç ile Yapılan Çalışmalar 

Dansil klorürün kimyasal adı 5-dimetilamino-naftalen-1-sülfonil klorür olup 

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 klorür 

primer ve sekonder aminlerle, fenolik hidroksil gruplarıyla kuvvetli fluoresans 

gösteren türevler oluşturur (20). 
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Şekil 2-4: Dansil Klorürün açık kimyasal formülü 

2.2.1. Analiz Yöntemleri 

 

Aydoğmuş ve arkadaşlarının geliştirdikleri yöntemde tabletlerden ve insan 

plazmasından aliskiren dansil klorür ile türevlendirilip spektrofluorimetrik yöntemle 

tayin edilmiştir. Türevin fluoresans şiddeti 501 nm emisyon ve 378 nm eksitasyon dalga 

boylarında ölçülmüştür(21). 

Karasakal ve Ulu tarafından geliştirilen spektrofluorimetrik yöntemde nizatidin 

dansil klorür ile türevlendirilip farmasötik preparatlarda tayin edilmiştir. Dansil türevi 

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

300 ng/m olarak verilmiştir(22). 

Karasakal ve Ulu insan plazması ve idrarda amoksapini dansil klorür ile 

türevlendirip spektrofluorimetrik olarak tayin etmişlerdir. Doğrusallık plazma için 250-

2500 ve 50-1250 ng/mL olarak bildirilmiştir. Türevin fluoresans şiddeti 397 nm 

(eksitasyon)/514 nm (emisyon) dalga boylarında ölçülmüştür(23). 

Abd El-Ghaffar ve arkadaşları farmasötik preparatlarda fenoterol ve  ritodrini 

dansil klorür ile türevlendirip spektrofluorimetrik yöntemle tayin yapmışlardır. Emisyon 

dalga boyları 517 nm ve 515 nm, eksitasyon dalga boyları 348 nm ve 345 nm olarak 

verilmiştir. Doğrusallık 0.25-6.0 µg/mL olarak bildirilmiştir(24). 

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(25). 
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Higashi ve arkadaşları yan yana dört butirofenon tayini için HPLC yöntemini 

önermişlerdir. Kolon öncesi dansil klorür ile türevlendirilme yapılmıştır. Tayinde C18 

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

kullanılmıştır(26). 

Wang ve arkadaşları geliştirdikleri HPLC yönteminde insan idrarında sistin 

dansil klorür ile türevlendirilmiştir. HPLC yönteminde C18 kolonu 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(27). 

Romero ve arkadaşları biyojenik aminleri dansil klorür ile türevlendirip 

türevlerin analizinde  HPLC yöntemini kullanmışlardır.Dedeksiyom  340 nm eksitasyon  

ve 520 nm emisyon dalga boylarında fluoresans dedektör ile yapılmıştır(28). 

Higashi ve arkadaşlarının geliştirdikleri HPLC yönteminde antidepresanlar 

dansil klorür ile türevlendirilmiştir. Dedeksiyon 370 nm eksitasyon dalga boyu ve 506 

emisyon dalga boylarında fluoresans dedektör ile yapılmıştır(29). 

Dugo ve arkadaşları kırmızı şarapta biyojenik aminlerin analizi için dansil klorür 

ile türevlendirme yapmışlardır. Geliştirilen HPLC yönteminde 254 nm de DAD 

dedektör kullanılmıştır. Konsantrasyon aralığı 0.10 to 0.80 µg/mL olarak 

verilmiştir(30). 

Lamshoeft ve arkadaşları insan idrarında morfini dansil klorür ile 

türevlendirmişlerdir. Analiz için LC/MS kullanmışlardır. Gözlenebilme sınırı 35 

fmol/mL ve tayin sınırı 87.5 fmol/mL olarak verilmiştir(31). 

Gong ve arkadaşları   insan serumunda icariini dansil klorür ile türevlendirip 

LC-MS/MS yöntemiyle tayin etmişlerdir. Doğrusallık 10pg/ml-4ng/mL dir(32). 

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(33). 

Yao ve arkadaşları idrarda benzo[a]piren ve 3-hidroksibenzo[a]piren  dansil 

klorür ile türevlendirilip, tayin  LC-MS/MS yöntemiyle yapılmıştır. Doğrusallık 0.25-

40.0 pg/mL olarak bildirilmiştir(34). 

Nirogi ve arkadaşları katekolaminleri tayin etmek için kolon öncesi 

türevlendirmede dansil klorür kullanmışlardır. Tayin LC-MS/MS ile yapılmıştır. Kolon 

olarak C18 kolon kullanmışlardır. Tayin sınırları 0.068 pmol/mL and 0.059 pmol/mL   

olarak bildirilmiştir(35). 
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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(36). 

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(37). 

Wang ve arkadaşları süt ve süt tozundaki endokrin bozucu kimyasalları 

(progestojen, androjen, östrojenler ve fenoller) dansil ile türevlendirip oluşan türevleri 

UPLC/QTOF-MS yöntemiyle tayin etmişlerdir(38). 

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

plazmasında piperazini tayin etmek için dansil klorür ile kolon öncesi türevlendirme 

yapmışlardır. Yöntemde 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 bildirilmiştir(39). 

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

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

asetonitril: %0.5 lik formik asit (75:25) içeren çözeltisi mobil faz sistemiyle 

yapılmıştır(40). 

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(41). 

Yine Beaudry ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada fare plazmasında 

eugenol tayini için LC-ESI-QIT yöntemi geliştirmişlerdir. Ayrılma C8 kolonda ve 

mobil faz sistemi olarak asetonitril-%0.1 formik asit (75:25) kullanılmıştır. Yöntemin 

doğrusallığı 100-20,000 ng/mL olarak verilmiştir(42). 

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 yapılmıştır(43). 

 Kwakman ve arkadaşları serumda oestradiol tayini için dansil klorür ile 

türevlendirme yapmışlardır. HPLC ile analiz yapılmıştır.  LOD 5 × 10−10 M olarak 

bildirilmiştir (44). 
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Wang ve arkadaşları bazı nitroaminleri dansil klorürle türevlendirip oluşan 

türevleri HPLC ile tayin etmişlerdir. 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 (45). 

Nirogi ve arkadaşaları dopamin ve norepinefrin tayini için dansil klorürle 

geliştirdikleri türevlendirme reaksiyonundan sonra türevleri LC-MS ile analiz 

etmişlerdir. Ayrılma C18 kolon ile yapılmıştır. Doğrusallık dopamin için 0.068–13.614 

pmol/mL ve norepinefrin için 0.059–11.893 pmol/mL dir (46). 

Wang ve arkadaşları insan idrarında amfetamin analizi için geliştirdikleri HPLC 

yönteminde dansil klorür ile türevlendirme yapmışlardır ve ayırmayı ODS kolonda 

asteonitril/su (70:30) mobil faz sistemi ile gerçekleştirmişlerdir (47). 

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

norfenfluramin and fluoksetin tayininde dansil klorür kullanmışlardır. Ayrılma HPLC 

ile C18 kolonda yapılmıştır. Dedeksiyon eksitasyon dalga boyu 375 nm emisyon dalga 

boyu 470 nm de fluoresans dedektör ile yapılmıştır (48). 

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 (49). 

Lin Cai ve arkadaşları insan idrarında monoamidlerin ve amino asitlerin tayini 

için UPLC–MS/MS yöntemi geliştirmişlerdir (50). 

Kang ve arkadaşları biyolojik numunelerden nöroaktif proteinlerin tayini için 

geliştirdikleri dansil klorür ile türevlendirme yönteminde ayırmayı C18 kolonda HPLC 

ile gerçekleştirmişlerdir (51). 

Maraschiello ve arkadaşları köpek plazmasında antitumor ajanların tayininde 

dansil klorür kullanmışlardır. Ayırmayı HPLC de C18 kolonda gerçekleştirmişlerdir. 

Mobil faz olarak asetonitri-su (95:5) kullanılmıştır. Dedeksiyon 254 nm dalga boyunda 

yapılmıştır  (52).  

Lamshöft ve arkadaşları idrardan morfin tayini için dansil klorürle 

türevlendirmeden sonra LC–MS/MS ile analiz etmişlerdir. LOQ 87.5 fmol/ml (25 

pg/ml) ve LOD 35 fmol/ml (10 pg/ml) olarak tespit edilmiştir (53). 

Cohen ve arkadaşları robenidinin türevlendirme ile analizi için dansil klorürü 

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

nm de fluoresans dedektör ile yapılmıştır. LOD 0.4 µg/mL olarak verilmiştir (54). 
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Omar ve arkadaşları insan plazmasından antidepresan ilaçların tayini için 

geliştirdikleri spektrofluorimetrik yöntemde eksitasyon dalga boyu 347 nm ve emisyon 

dalga boyu 450 nm verilmiştir. Doğrusallık 0.02–0.14 µg/mL dir (55). 

Ding ve arkadaşları 2-hydroksipiridin 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 (56). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tez çalışması İstanbul Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Analitik Kimya 

Anabilim Dalı Araştırma Laboratuvarı’nda 2014-2015 yılında gerçekleştirilmiştir. 

3.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddeler, Çözücüler ve Çözeltiler 

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Çözücüler 

Kullanılan kimyasal maddeler ve çözücüler: 

 Nateglinid (Deva İlaç, İstanbul, Türkiye) 

 Dansil Klorür (Sigma Aldrich, Missouri, USA) 

 Starliks Tablet ® (120 mg Nateglinid, Basel, İsviçre) 

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

 Diklorometan  (Sigma Aldrich, Missouri, USA) 

 Aseton (Sigma Aldrich, Missouri, USA) 

 Susuz sodyum sülfat (Merck, Darmstadt, Almanya) 

 Ultra saf su (HPLC saflığında)  

 Sodyum bikarbonat (Merck) 

 Sodyum hidroksit   (Merck) 

3.1.2. Çözeltiler 

1. Nateglinid Çözeltisi  

Stok Çözeltisi: 100 mg nateglinid 100 mL lik balonjojeye aktarıldı ve metanol 

ile hacmine tamamlandı (1 mg/mL). Hazırlanan bu çözeltinin 10 mL si 100 mL lik 

balon jojeye aktarıldı ve su ile hacmine tamamlandı (100 µg/mL). Çalışmalarda su ile 

seyreltilen 10 µg/mL konsantrasyonunda nateglinid içeren çözelti kullanıldı. 

2. Dansil Klorür Çözeltisi 

Reaksiyon koşullarının belirlenmesinde dansil klorürün 0,2 mg/mL 

konsantrasyonda asetonda hazırlanmış çözeltisi kullanıldı. 
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3. Tampon Çözeltiler 

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

ilave edilerek pH sı 8,5, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 12,0 olan tampon çözeltileri 

hazırlandı. 
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3.2. Aletler ve Diğer Gereçler  

1. Spektrofluorimetre (Shimadzu RF-1501) 

2. Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A) 

3. 1 cm’lik kuartz küvetler (QS 1000) (10x10x45 mm) 

4. 1 cm’lik cam küvetler (OS 1000) (10x10x45 mm) 

5. pH metre (WTW  pH 526) 

6. HPLC aleti  

CBM 10A sistem kontrol ünitesi 

LC 10 AT pompa  

SPD- 10 A UV- Visible absorbans dedektör 

LC Solution Software 

DGU- 2A Helyumlu gaz giderme ünitesi 

7. C18 Analitik kolon (Hypersil BDS 4,6 x 150 mm 5 µm parçacık büyüklüğü) 

8. Teraziler (Denver Insrument TB 2150) 

9. Vorteks Mikser (Elektro-mag) 

10. Ultrasonik banyo (Bransonic 221) 

11. Termostatlı su banyosu (Memmert WB 10) 

12. Ultra saf su cihazı (Younglin instrument) 

13. Santrifüj (Janetzki T 5) 

14. Otomatik pipetler (Eppendorf 100 µL ve 1000 µL lik) 

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

16. Balonjojeler (5, 10, 25, 50 ve100 mL lik) 

17. Dereceli ve transfer pipetler 

18. Süzgeç kağıtları (mavi bantlı) 

19. Hesap makinesi ( Casio fx-3600P )    
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3.3. Analiz Yönteminin Geliştirilmesi  ile İlgili  Çalışmalar 

3.3.1. Türevlendirme için Reaksiyon Koşulların Belirlenmesi 

Yapılan literatür incelemelerinde dansil klorür ile primer ve sekonder amin 

grubu içeren maddeler arasındaki reaksiyonun alkali pH larda, sıcakta ya da oda 

sıcaklığında yürüdüğü ve oluşan türevin organik bir çözücü ile ekstre edildikten sonra 

fluoresans şiddetinin ölçümünün yapıldığı görülmüştür. Literatürdeki bilgiler 

doğrultusunda, nateglinid ile dansil klorür arasındaki reaksiyonun en iyi hangi 

koşullarda yürüdüğünü saptamak amacıyla aşağıda yer alan denemeler yapıldı. 

3.3.1.1. Ekstraksiyon Çözücüsü 

10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok çözeltisinden 100 µL reaksiyon 

tüplerine alındı üzerine 100 µL pH 11.0 sodyum bikarbonat tamponu ve 100 µL dansil 

klorür çözeltilerinden ilave edildikten sonra 10 dakika 40 oC de su banyosunda ısıtıldı. 

Oluşan türev metanol, aseton, asetonitril, diklorometan ve kloroform gibi 5 farklı 

organik çözücüde ekstre edildi (3x2mL). 10 mL lik balonjojede birleştirilen organik 

fazlara susuz Na2SO4 ilave edildikten sonra hacmine ekstre edildiği organik çözücü ile 

tamamlandı. Aynı koşullarda hazrılanmış boş denemeye karşı spektrofluorimetre 

yardımıyla spektrumları alındı. Elde edilen sonuçlar Bölüm 4.1.1.1 de verilmiştir. 

(CNateglinid = 100ng/ml) 

3.3.1.2. pH 

10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid çözeltisinden 100 µL reaksiyon 

tüplerine alındı. Daha sonra üzerine 100 µL çeşitli pH larda ki (8,5-12,0) sodyum 

bikarbonat tamponundan eklenip üzerine 100 µL dansil klorür ilave edildi. 10 dakika 40 

oC de su banyosunda ısıtıldı. Soğutulan bu çözelti 3x2 mL diklorometan ile ekstre 

edildi. 10 mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz 

Na2SO4 ilave edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda 

hazırlanmış boş denemeye karşı spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı. Elde 

edilen sonuçlar Bölüm 4.1.1.2 de verilmiştir. (CNateglinid = 100ng/ml) 

3.3.1.3. Sıcaklık ve Reaksiyon Süresi 

10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid çözeltisinden 100 µL reaksiyon 

tüplerine alındı üzerine pH 11.0 sodyum bikarbonat tamponundan ilave edildi. Daha 

sonra üzerine 100 µL dansil klorür eklendi. Tüpler oda sıcaklığında, 40, 50, 60 oC 
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sıcaklıklarında 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakika süreyle bekletildi. Soğutulan bu çözelti 3x2 

mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede 

birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave edildikten sonra hacmine diklorometan 

ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş denemeye karşı spektrofluorimetre 

yardımıyla spektrumları alındı. Elde edilen sonuçlar bölüm 4.1.1.3 de verilmiştir. 

(CNateglinid = 100ng/ml) 

3.3.1.4. Belirteç Miktarı  

10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid çözeltisinden 100 µL reaksiyon 

tüplerine alındı üzerine 100 µL  pH 11.0 sodyum bikarbonat tamponundan eklendi. 

Üzerine 0,2 mg/mL konsantrasyondaki dansil klorür çözeltisinden 25, 50,100, 150, 200, 

250, 300, 400, 450, 500, 550 µL ilave edilip 10 dakika 40 oC de su banyosunda ısıtıldı. 

Soğutulan bu çözelti 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye 

alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave edildikten sonra 

hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş denemeye karşı 

spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı. Elde edilen sonuçlar Bölüm 4.1.1.4 

de verilmiştir. (CNateglinid = 100ng/ml) 

3.3.1.5. Türevin Dayanıklılığı  

10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok çözeltisinden 100 µL reaksiyon 

tüplerine alındı üzerine 100 µL pH 11.0 sodyum bikarbonat tamponu ve 100 µL  dansil 

klorür ilave edildi. 10 dakika 40 oC de su banyosunda ısıtıldı. Soğutulan bu çözelti 3x2 

mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede 

birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave edildikten sonra hacmine diklorometan 

ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş denemeye karşı spektrofluorimetre 

yardımıyla spektrumları alındı. 4 adet hazırlanan paralel numunelerin diklorometandaki 

çözeltilerinin şiddeti boş denemeye karşı ölçüldü. Sonra bu çözeltiler oda sıcaklığında 

gün ışığında, oda sıcaklığında karanlıkta ve karanlıkta +4 oC de 6, 24, 48, 72 saat 

bekletildikten sonra fluoresans şiddetleri ölçüldü. Elde edilen sonuçlar bölüm 4.1.1.5 de 

verilmiştir. (CNateglinid = 100ng/ml) 

3.3.1.6. Sulu Çözeltide Ölçü Eğrisinin Hazırlanması 

10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok çözeltisinden 25, 50, 100, 150 ve 

250 µL reaksiyon tüplerine alındı üzerine 100 µL  pH 11.0 sodyum bikarbonat tamponu 
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ve 400 µL dansil klorür ilave edildi. 10 dakika 40 oC de su banyosunda ısıtıldı. 

Soğutulan bu çözelti 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye 

alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave edildikten sonra 

hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş denemeye karşı 

spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı. Elde edilen sonuçlar Bölüm 4.1.1.6 

de verilmiştir. 

3.4. Tabletlerde Nateglinid Miktar Tayini  

3.4.1. Spektrofluorimetrik Yöntem ile 

 10 adet tablet tek tek tartılıp, ortalama ağırlığı saptandı ve tabletler porselen 

havanda ince toz haline getirildi. 100 mg nateglinide eşdeğer tablet tozu hassas olarak 

tartılıp 100 mL lik balon jojeye aktarıldı, 50 mL metanol ile 45 dakika ultrasonik 

banyoda karıştırıldı metanol ile hacmine tamamlandı (CNateglinid = 1 mg/mL). Bu 

çözeltiden 10 mL alınıp 100 mL lik balonjojede metanol  ile hacmine tamamlandı 

(CNateglinid = 100 µg/mL). Bu çözeltiden 10 mL alınıp, su ile 100 mL ye seyreltildi. 

(CNateglinid = 10 µg/mL). 25-250 ng/mL konsantrasyon aralığına ait ölçü eğrisinin 

çalışma koşullarında  gerekli miktarda nateglinid çözeltisinden 100 µL reaksiyon 

tüplerine alındı. Daha sonra üzerinlerine 100 µL pH 11 sodyum bikarbonat 

tamponundan eklenip üzerlerine 100 µL dansil klorür ilave edildi. 10 dakika 40 oC de su 

banyosunda ısıtıldı. Soğutulan bu çözeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 

mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave 

edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş 

denemelere karşı spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı. Analiz işlemi 6 kez 

tekrarlandı. Nateglinid miktarı daha önce bu konsantrasyon aralığında hazırlanan ölçü 

eğrisinin denklemi yardımıyla hesaplandı. Elde edilen sonuçlar Bölüm 4.1.1.6 da 

verilmiştir.  

3.4.2. Kıyas Yöntemi ile  

Tabletlerde nateglinid miktar tayini için kıyas yöntemi olarak USP XXXIV de 

bulunan HPLC yöntemi esas alındı (Clit no: 3) (57) 

Standart Çözelti: 72 mg nateglinid 100 mL lik balon jojeye aktarıldı ve üzerine 

40 mL asetoniril ilave edilldi. Üzerine 30 mL su ilave edilip iyice çalkalandı. Daha 

sonra da asetonitril ile hacmine tamamlandı (0,72 mg/mL) 
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Örnek çözelti: Bölüm 3.4.1 de anlatıldığı gibi ince toz haline getirilen tablet tozu 

tartılarak, konsantrasyonu 0,72 mg/mL olan örnek çözelti hazırlandı. 

Kromatografik Sistem: 

Dedektör: UV- Absorbans dedektör 210 nm 

Akış Hızı: 1,5 mL/dak. 

Kolon: Hypersil BDS C18 kolon (4.6-mm x 15-cm; 5µm) 

Mobil Faz: Asetonitril - % 0,05 lik Trifloroasetik Asit (23:27) 

Enjeksiyon hacmi: 10 µL 

Yöntem: Örnek ve standart çözeltilerinden ayrı ayrı 10 µL enjekte edildi. Mobil 

fazda elüsyon yapıldı. Majör piklerin alanı bulundu. Tabletteki nateglinid miktarı 

aşağıdaki formülle hesaplandı (mg cinsinden).  

% Nateglinid= (ru/rs) x (Cs/Cu) x 100 

ru = Örnek çözeltisinin pik alanı 

rs=Standart çözeltisinin pik alanı  

Cs= Standart çözeltisinin konsantrasyonu (mg/mL) 

Cu= Örnek çözeltisinin konsantrasyonu (mg/mL) 

Elde edilen sonuçlar Bölüm 4.1.1.7 de verilmiştir. 

3.5. Geliştirilen Yöntemin Validasyonu 

İlaç uygulamaları için Uluslararası Harmonizasyon Konferansında (ICH, 

Internatinol Conference Harmonazation  Q2(R1); Validation of Analytical Procedures: 

Text and Methodology) belirlenen parametreler incelendi(58). 

3.5.1. Doğrusallık 

Nateglinid çözeltilerine karşı fluoresans şiddetinin belli konsantrasyon 

aralığındaki doğrusallığını belirlemek için 5 farklı konsantrasyonda beşer adet çözeltiler 

hazırlandı. 10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok çözeltisinden 25, 50, 100, 150 

ve 250 µL reaksiyon tüplerine alındı üzerine 100 µL  pH 11.0 sodyum bikarbonat 

tamponu ve 400 µL dansil klorür ilave edildi. Doğrusallık sonuçlarının fluoresans 

şiddetleri, standart sapma, % RSD hesaplanarak grafiksel değerlendirilmesi yapıldı. 

Sonuçlar 4.2.1 de verilmiştir.  
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3.5.2. Gözlenebilme (LOD) ve Tayini (LOQ) Sınırları 

Geliştirilen yöntemin hassasiyetini belirlemek için LOD ve LOQ değerleri 

aşağıdaki formüllerle hesaplandı. Hesaplanan değereler bölüm 4.2.2 de verilmiştir. 

LOD = 3,3 x SD/m 

LOQ =10 x SD/m 

SD: Kalibrasyon doğrusunun y kesişiminin standart sapması  

m: Kalibrasyon doğrusunun eğimi 

3.5.3. Kesinlik ve Doğruluk  

 Gün içi Tekrarlanabilirlik 

Üç farklı konsantrasyonda (25, 100 ve 250 ng/mL) nateglinid içeren 

çözeltilerden altışar adet hazırlamak için 10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok 

çözeltisinden 25, 100, 250 µL reaksiyon tüplerine alındı. 10 dakika 40 oC de su 

banyosunda ısıtıldı. Soğutulan bu çözeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 

mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave 

edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş 

denemeye karşı spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı. Gün içinde 

herbirinin üçer kez fluoresans şiddeti değerleri ölçüldü. Bulunan sonuçlar 4.2.3 de 

verilmiştir. 

Günler arası Tekrarlanabilirlik 

Üç farklı konsantrasyonda (25, 100 ve 250 ng/mL) nateglinid içeren 

çözeltilerden altışar adet hazırlamak için 10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok 

çözeltisinden 25, 100, 250 µL reaksiyon tüplerine alındı. 10 dakika 40 oC de su 

banyosunda ısıtıldı. Soğutulan bu çözeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 

mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave 

edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş 

denemeye karşı spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı. Analizler aynı hafta 

içinde birbirini takip eden 5 günde ve her defasında yeni çözeltilerle çalışılmak 

koşuluyla tekrarlandı. Bulunan sonuçlar sonuçlar 4.2.3 de verilmiştir. 

3.5.4. Robustness (Yöntemin Sağlamlığı) 

100 ng/mL konsantrasyondaki nateglinid çözeltisine 400±5 µL dansil klorür 

çözeltisi ilave edilerek, reaksiyon süresi 10±1 dakika değiştirilerek ve eksitasyon 397±1 ve 
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emisyon 517 ±1 dalga boylarında çözeltilerin fluoresans şiddeti ölçüldü. Elde edilen sonuçlar 

bölüm 4.2.4 de verilmiştir. 

3.5.5. Seçicilik 

120 mg nateglinid içeren tabletlerde bulunan  Laktoz monohidrat, Kroskarmeloz 

sodyum, Mikrokristalin selüloz, Povidon, Hidroksipropil metil selüloz, Kolloidal silikon 

dioksit, Magnezyum stearat, Talk, Polietilen glikol 4000, Sarı demir oksit (E 172), 

Titanyum dioksit (E 171)  gibi yardımcı maddelerin 10 µg.mL-1 konsantrasyonlardaki 

çözeltileri hazırlanıp 100 µL reaksiyon tüplerine alındı. Daha sonra üzerinlerine 100 µL 

pH 11 sodyum bikarbonat tamponundan eklenip üzerlerine 100 µL dansil klorür ilave 

edildi. 10 dakika 40 oC de su banyosunda ısıtıldı. Soğutulan bu çözeltiler 3x2 mL 

diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede birleştirilen 

organik fazlara susuz Na2SO4 ilave edildikten sonra hacmine diklorometan ile 

tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş denemelere karşı spektrofluorimetre 

yardımıyla spektrumları alındı.Sonuçlar bölüm 4.2.5 de verilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Analiz Yönteminin Geliştirilimesi ile İlgili Çalışmalar 

4.1.1. Nateglinidin Dansil Klorür ile Reaksiyon Koşullarının İncelenmesi 

Nateglinid ile Dansil klorür arasındaki reaksiyon sonucu meydana gelen ve açık 

sarı renkli fluoresans gösteren nateglinid-dansil türevinin sulu ortamdan ekstre 

edilebilmesi için en uygun organik çözücü araştırıldı ve türevin oluşumu üzerine pH, 

sıcaklık, reaksiyon süresi, belirteç miktarı gibi parametrelerin etkisi incelendi. 

4.1.1.1. Ekstraksiyon Çözücüsü 

Nateglinidin dansil klorür ile oluşturduğu türevin sulu ortamdan ekstraksiyonu 

için en uygun organik çözücüyü saptamak için 100 ng/ml nateglinid çözeltisinden 100 

µL reaksiyon tüplerine alındı. Daha sonra üzerinlerine 100 µL pH 11 sodyum 

bikarbonat tamponundan eklenip üzerlerine 100 µL dansil klorür ilave edildi. 10 dakika 

40 oC de su banyosunda ısıtıldı. Soğutulan bu çözeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre 

edildi. 10 mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz 

Na2SO4 ilave edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda 

hazırlanmış boş denemelere karşı spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı. 

Elde edilen türevin çeşitli çözücülerde fluoresans spektrumları alındı. Bu spektrumlarda 

natgelinid-dansil türevinin denenen organik çözücülerde gösterdiği maksimum 

eksitasyon ve emisyon dalga boyları ve fluoresans şiddeti değerleri elde edilmiştir. 

Tablo 4-1 de yer alan bu değerler incelendiğinde türevin ekstraksiyonu için en uygun 

çözücünün diklormetan olduğu saptanmıştır. Şekil 4.1 ve 4.2 de nateglinid-dansil 

türevinin diklorometandaki eksitasyon, emisyon  ve Şekil 4.3 de boşun emisyon 

spektrumları görülmektedir. 

Tablo 4-1: Nateglinid-Dansil türevinin çeşitli organik çözücülerdeki maksimum 

eksitasyon (λeks) ve emisyon (λem) dalga boyları ile fluoresans şiddeti değerleri 

 

λeks/λem (nm) Fluoresans Şiddeti 

Metanol 401/532 193 

Aseton 419/527 315 

Asetonitril 419/531 385 

Diklorometan 397/517 1007 

Kloroform 404/502 953 

http://en.wiktionary.org/wiki/%CE%BB
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Şekil 4-1: 100 ng/mL nateglinide eşdeğer nateglinid-dansil türevinin 

diklorometandaki emisyon spektrumu (λem = 517 nm) 

 

 

Şekil 4-2: 100 ng/mL nateglinide eşdeğer nateglinid-dansil türevinin 

diklorometandaki eksitasyon spektrumu (λeks = 397 nm) 
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Şekil 4-3: Boşun emisyon spektrumu 

 

4.1.1.2. pH 

Nateglinid ile dansil klorür arasındaki reaksiyonun en iyi hangi pH da 

yürüdüğünü saptamak için 8,5-12,0 arasında hazırlanmış bir seri tampon çözeltiyle 100 

ng/ml nateglinid çözeltisinden 100 µL reaksiyon tüplerine alındı. Daha sonra 

üzerinlerine 100 µL 8,5-12,0 pH aralığında hazırlanmış sodyum bikarbonat 

tamponundan eklenip üzerlerine 100 µL dansil klorür ilave edildi. 10 dakika 40 oC de su 

banyosunda ısıtıldı. Soğutulan bu çözeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 

mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave 

edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş 

denemelere karşı spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı. Elde edilen veriler 

incelendiğinde nateglinid-dansil türevinin pH 11 de kantitatif olarak oluştuğu 

belirlenmiştir. 
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Tablo 4-2:  Çeşitli pH larda oluşturulan nateglinid-dansil türevine ait fluoresans 

şiddeti değerleri  

pH 8,5 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0 12,0 

Fluoresans  

Şiddeti 90 188 182 280 317 482 354 

 

Şekil 4-4: Nateglinid-dansil türevinin oluşumu üzerine pH nın etkisi  

4.1.1.3. Sıcaklık ve Reaksiyon Süresi  

Nateglinid ile dansil klorür reaksiyonunun oluşması için en uygun sıcaklık ve 

reaksiyon süresini saptamak amacıyla 100 ng/ml nateglinid çözeltisinden 100 µL 

reaksiyon tüplerine alındı. Daha sonra üzerinlerine 100 µL pH 11 sodyum bikarbonat 

tamponundan eklenip üzerlerine 100 µL dansil klorür ilave edildi. oda sıcaklığında, 40, 

50 ve 60 oC sıcaklıklarında 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakika süreyle çalışıldı. Soğutulan bu 

çözeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye alındı. Balon 

jojede birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave edildikten sonra hacmine 

diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş denemelere karşı 

spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı.  

Elde edilen nateglinid-dansil türevlerine ait fluoresans şiddeti değerlerinin, 

sıcaklık ve zamana karşı gösterdiği değişim Tablo 4.3 ve şekil 4.5 de verilmiştir. Bu 

verilere dayanarak, nateglinid ile dansil klorür arasındaki reaksiyonun tamamlanması 
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için optimum sürenin 40 oC de 10 dakika süreyle ısıtılmasının yeterli olduğu 

belirlenmiştir. 

Tablo 4-3:  Çeşitli sıcaklık ve zamanlarda oluşturulan nateglinid-dansil  türevine ait 

fluoresans şiddeti değerleri 

                       Zaman  

 

        Sıcaklık (C0) 

10 20 30 40 50 60 

Oda Sıc. 444 478 446 354 448 444 

40 480 412 410 416 428 346 

50 282 280 252 232 262 220 

60 122 108 57 66 101 79 

 

Şekil 4-5: Nateglinid-dansil türevinin oluşması üzerine sıcaklık ve zaman etkisi  

4.1.1.4. Belirteç Miktarı 

Dansil klorür ile nateglinid arasındaki reaksiyonun maksimum oranda ürün 

vermesi için gerekli belirteç miktarını saptamak amacıyla 100 ng/ml nateglinid çözeltisi 

100 µL reaksiyon tüplerine alındı. Daha sonra üzerinlerine 100 µL pH 11 sodyum 

bikarbonat tamponundan eklenip üzerlerine 0.2 mg/ml konsantrasyondaki dansil 

klorürden hacmi 25-550 µL  olacak şekilde hazırlanan bir seri belirteç çözeltisi  ilave 

edildi. 40 oC 10 dakika süreyle su banyosunda bekletildi. Soğutulan bu çözeltiler 3x2 

mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede 

birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave edildikten sonra hacmine diklorometan 

ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş denemelere karşı spektrofluorimetre 
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yardımıyla spektrumları alındı.  Tablo 4.4 ve Şekil 4.6 de nateglinid-dansil türevinin 

oluşması için optimum belirteç miktarının 400 µL  olduğu belirlendi. 

Tablo 4-4:  Çeşitli hacimlerdeki dansil klorür miktarına karşı oluşan nateglinid-dansil 

türevine ait fluoresans şiddeti değerleri 

Dansil 

Klorür 

Miktarı 

(µL) 

25 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 

Fluoresans 

şiddeti 
36 81 210 270 333 379 406 450 474 472 457 411 

 

Şekil 4-6:  Nateglinid-dansil türevi oluşumu üzerine belirteç miktarının etkisi 

4.1.1.5. Türevin Dayanıklılığı 

Nateglinid-dansil türevinin diklorometan çözeltisindeki dayanıklılığını 

incelemek üzere 100 ng/ml nateglinid çözeltisi 100 µL reaksiyon tüplerine alındı. Daha 

sonra üzerinlerine 100 µL pH 11 sodyum bikarbonat tamponundan eklenip üzerlerine 

400 µL belirteç çözeltisi  ilave edildi. 40 oC 10 dakika süreyle su banyosunda bekletildi. 

Soğutulan bu çözeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye 

alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave edildikten sonra 

hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş denemelere 

karşı spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı. Oda sıcaklığında gün ışığında, 

karanlıkta ve +4 oC de karanlıkta bekletilerek belirli sürelerde çözeltinin gösterdiği 
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fluoresans şiddeti değerleri tablo 4.5 de görülmektedir. Elde edilen veriler 

doğrultusunda türevin +4 oC de karanlıkta 48 saat dayanıklı olduğu belirlenmiştir. 

 

Tablo 4-5: Nateglinid-dansil türevinin diklorometandaki dayanıklılığı 

  
Fluoresans Şiddeti 

  

Başlangıç 6 saat  

Sonra 

24 saat  

Sonra 

48 saat  

Sonra 

72 saat  

Sonra 

Oda  

Sıcaklığı 

Karanlık 

423 417 400 364 321 

Oda 

Sıcaklığı 

Gün Işığı 

423 410 393 253 117 

(+)4 0C de  

Karanlık 
423 422 420 420 418 

 

4.1.1.6. Sulu Çözeltide Hazırlanan Ölçü Eğrisinin Regrasyon Analizi 

5 ayrı konsantrasyonda ve her bir konsantrasyon için 5 farklı kez Bölüm 3.3.1.6 

da anlatıldığı gibi çalışıldı ve madde konsantrastonu ile, fluoresans şiddeti arasında 

graafik çizilerek ölçü eğrileri her bir konsantrasyon aralığı için ayrı ayrı hazırlandı.  

Ölçü eğrilerine en küçük kareler yöntemi uygulanarak doğru denklemi ve 

korrelasyon katsayısı (r) hesaplandı. 

                        F=aC+b 

Doğru denkleminde C ng/mL cinsinden konsantrasyon, a doğrunun eğimi, b intersept 

doğrunun ordinat eksenini kestiği noktanın sıfır noktasına olan uzaklığı, F ise fluoresans 

şiddetini bildirmektedir. Ölçümlerin sonuçları ve istatistiki hesaplamalar Tablo 4.6 ve 

4.7 de verilmiştir.  
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Tablo 4-6:  Nateglinidin Spektrofluorimetrik tayini için 25-250 ng/mL konsantrasyon 

aralığında sulu çözeltide hazırlanan ölçü eğrilerine ait fluoresans şiddeti değerleri ve 

istatistik verileri 

  C 

F1 F2 F3 F4 F5 Fort 
SD 

%RSD No (ng.mL-1) 

1 25 190 191 191 200 185 191,4 5,41 2,83 

2 50 257 257 257 280 275 265,2 11,37 4,29 

3 100 419 419 419 450 425 426,4 13,45 3,15 

4 150 570 570 570 600 590 580,0 14,14 2,44 

5 250 846 846 846 900 895 866,6 28,26 3,26 

Fort  değerlerinden hesaplanan doğru denklemi: 

F =3,0135C+119,37 

r= 0.9996 

 

Tablo 4-7:  Tablo 4-6 daki ölçü eğrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler 

  
1 2 3 4 5 Ortalama 

       a 2,9397 2,9369 2,9369 3,1109 3,143 3,0135 

       b 118,34 118,86 118,86 128,24 112,56 119,37 

       r 0,9995 0,9995 0,9995 0,9996 0,9998 0,9996 
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Şekil 4-7:  Nateglinidin 25-250 ng/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan ölçü eğrisi 

 

4.1.1.7. Geliştirilen Yöntem ile Tabletlerde Nateglinid Tayini ve Sonuçların Kıyas 

Yöntemi ile Elde Edilen Sonuçların Karşılaştırılması 

120 mg nateglinid içeren tabletler, geliştirilen spektrofluorimetrik yöntem ve 

farmakope (USP XXXIV) kıyas yöntemi ile analiz edilerek, nateglinid miktarı tayin 

edildi. Elde edilen sonuçlar ve 6 adet tayin üzerinden hesaplanan ortalama, standart 

sapma (s), bağıl standart sapma ve % 95 olasılık düzeyinde güven aralığı Tablo 4.8 de 

görülmekedir.  

Geliştirilen yöntem ve kıyas yöntemiyle elde edilen sonuçların ortalamalar 

yönünden karşılaştırılması Student (t), standart sapmalar yönünden karşılaştırılması 

Fisher testi (F) testi uygulanarak yapıldı. Tablo 4.8 de görüldüğü gibi hesaplanan t- ve 

F- değerleri %95 olasılık düzeyi ve 6 deneme için ilgili cetvellerde bildirilen 

değerlerden daha küçük olduğundan geliştirilen spektrofluorimetrik yöntem ile kıyas 

yöntemi arasında gerek doğruluk gerekse kesinlik dereceleri yönünden anlamlı bir fark 

olmadığı belirlendi.  
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Tablo 4-8:  120 mg Nateglinid içeren tabletlerin analiz sonuçları ve sonuçların istatistiki 

olarak değerlendirilmesi 

  Kıyas Yöntemi Geliştirilen Yöntem 

Örnek mg/Tablet 
Geri Kazanım 

(%) 
mg/Tablet 

Geri Kazanım 

(%) 

1 121,01 100,84 121,23 101,03 

2 120,96 100,80 122,19 101,82 

3 122,54 102,12 121,46 101,21 

4 121,03 100,86 121,80 101,50 

5 122,45 102,04 120,68 100,57 

6 120,95 100,79 121,27 101,06 

x 121,49 101,24 121,44 101,20 

SD 0,78 

 

0,52 

 % RSD 0,64 

 

0,43 

 Güven 

Aralığı 0,82 

 

0,54 

 

     thesaplanan= 0,13 

 

t tablo= 2,23 
  Fhesaplanan=2,25 

 

Ftablo = 5,05 

  n1= n2 = 6  P=0,05       

 

4.2. Geliştirilen Yöntemin Validasyonu  

4.2.1. Doğrusallık  

Flouresans şiddeti ile nateglinid konsantrasyonu arasındaki ilişkinin 25-250 

ng/mL aralığında doğrusal olduğu belirlendi. 

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

    LOD değeri 6.17 ve LOQ değeri 18.68 ng/mL olarak hesaplandı. Bulunan 

sonuçlar Tablo 4.9 da verilmiştir.  
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Tablo 4-9: Tablo 4-7’deki değerlere göre hazırlanan LOD ve LOQ değerleri 

Parametreler   Değerler 

Doğru denklemi F =3,0135C+119,37 

  Eğim ± SD 3,0135 ± 0,10 

  Intersept ± SD 119,37 ± 4,63 

 

 LOD ng/mL 6,17 

 

 LOQ  ng/mL 18,68 

 

 r 0,9996 

 

4.2.3. Kesinlik ve Doğruluk 

Gün içi tekrarlanabilirlik 

Üç farklı konsantrasyonda (25, 100 ve 250 ng/mL) nateglinid içeren 

çözeltilerden altışar adet hazırlamak için 10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok 

çözeltisinden 25, 100, 250 µL reaksiyon tüplerine alındı. 10 dakika 40 oC de su 

banyosunda ısıtıldı. Soğutulan bu çözeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 

mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave 

edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş 

denemeye karşı spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı.  Bulunan sonuçlar 

Tablo 4.10 da verilmiştir.  
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Tablo 4-10:  Aynı Gün İçinde Yapılan Analizlerin Tekrarlanabilirliği 

  

Konsantrasyon  

(ng/mL)     

  25 100 250     

Bulunan  

Konsantrasyon 

 (ng/mL) 

24,39 99,72 248,27 

  24,58 99,5 248,5 

  24,28 99,46 248,86 

  23,96 99,43 249,27 

  24,58 99,43 249,13 

  24,91 99,48 249,05 

  

 
   

  Ortalama 24,45 99,50 248,85 

  

 
   

  Standart Sapma 0,32 0,11 0,39 

  

 
   

  % RSD 1,31 0,11 0,16     

 

Günler arası tekrarlanabilirlik 

Üç farklı konsantrasyonda (25, 100 ve 250 ng/mL) nateglinid içeren 

çözeltilerden altışar adet hazırlamak için 10 µg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok 

çözeltisinden 25, 100, 250 µL reaksiyon tüplerine alındı. 10 dakika 40 oC de su 

banyosunda ısıtıldı. Soğutulan bu çözeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 

mL lik balon jojeye alındı. Balon jojede birleştirilen organik fazlara susuz Na2SO4 ilave 

edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandı. Aynı koşullarda hazırlanmış boş 

denemeye karşı spektrofluorimetre yardımıyla spektrumları alındı. Analizler birbirini 

takip eden 5 günde ve her defasında yeni çözeltilerle çalışılmak koşuluyla tekrarlandı. 

Bulunan sonuçlar Tablo 4.11 da verilmiştir.  
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Tablo 4-11: Günler arası yapılan analizlerin tekrarlanabilirliği 

  

Konsantrasyon  

(ng/mL)     

  25 100 250     

Bulunan  

Konsantrasyon 

 (ng/mL) 

24,62 99,67 249,48 
  24,66 99,49 249,48 
  24,58 99,52 249,47 
  24,37 99,56 250,24 
  24,85 99,59 250,13 
  24,97 99,47 250,05 
  

      Ortalama 24,67 99,55 249,81 
  

      Standart Sapma 0,21 0,07 0,37 
  

      % RSD 0,85 0,07 0,15     

 

4.2.4. Robustness (Yöntemin Sağlamlığı) 

Yöntemin parametrelerinde ufak değişiklikler yapılarak yöntemin sağlamlığı 

araştırıldı. Bulunan sonuçlar Tablo 4.12 de verilmiştir. Bulunan sonuçlar doğrultusunda 

sonuçların anlamlı değişimlere sebep olmadığı gözlendi. 

 

 

 

 

 

 



 

3
6
 

 
 

Tablo 4-12: Yöntemin Sağlamlığının incelenmesinde elde edilen sonuçlar 36 

  

Eksitasyon  

Dalga Boyu 

λeks=398 

Eksitasyon  

Dalga Boyu 

λeks=396 

Emisyon  

Dalga Boyu 

λems=518 

Emisyon  

Dalga Boyu 

λems=516 

Reaksiyon  

Süresi 

(10-1dk) 

Reaksiyon  

Süresi 

(10+1dk) 

Dansilklorür 

 Miktarı 

(400-5µl) 

Dansilklorür 

 Miktarı 

(400+5µl) 

Bulunan  

Konsantrasyon 

100,03 100,09 100,06 100,89 100,00 100,10 100,01 100,02 

100,01 100,06 100,02 100,75 100,03 100,00 100,02 100,09 

100,00 100,04 100,30 100,66 100,01 100,08 100,06 100,08 

100,05 100,02 100,04 100,02 99,99 100,07 100,07 100,10 

100,07 100,07 100,45 100,30 100,05 100,06 100,02 100,06 

100,01 100,08 100,28 100,10 100,01 100,12 100,03 100,09 

Ortalama 
100,03 100,06 100,19 100,45 100,02 100,07 100,04 100,07 

Standart Sapma 
0,027 0,026 0,177 0,363 0,022 0,041 0,024 0,029 

RSD 
0,027 0,026 0,176 0,361 0,022 0,041 0,024 0,029 
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4.2.5. Seçicilik 

120 mg Nateglinid içeren Starlix tabletlerde bulunan Laktoz monohidrat, 

Kroskarmeloz sodyum, Mikrokristalin selüloz, Povidon, Hidroksipropil metil selüloz, 

Kolloidal silikon dioksit, Magnezyum stearat, Talk, Polietilen glikol 4000, Sarı demir 

oksit (E 172), Titanyum dioksit (E 171) gibi yardımcı maddelerin Dansil klorür ile 

reaksiyon vermediği, flouresans şiddetini etkilemediği gözlendi.  
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5. TARTIŞMA 

Nateglinidin tablette miktar tayini için geliştirilen spektrofluorimetrik yöntem, 

sekonder amin grubu içeren bu madde ile dansil klorür arasındaki reaksiyonuna 

dayanmaktadır.  

 

Dansil Klorür primer ve sekonder aminlerle türev reaksiyonunda sarı renk 

gözlemlenen şiddetli flouresans gösteren türevler oluşturur. Reaksiyonun sulu ortamda 

yürümesi belirtecin aşırısının tayine zarar vermemesi ve çok az miktarda aminle 

yürümesi önemli avantajlarındandır. 

Yapılan literatür araştırmalarımda Dansil klorürün aminlerle alkali pH larda ve 

sıcakta reaksiyon verdiği ve oluşan ürünün reaksiyon ortamından organik bir çözücü ile 

ekstre edildiği görülmüştür. Diğer literatür araştırmalarından yapılan gözlemlere göre 

Nateglinid uv absorbsiyonunun zayıf yani uv ye uygun olmadığı belirlendi.  Bu bilgiler 

ışığında optimum koşullar araştırıldı. Yapılan optimizasyon çalışmaları sonucu en 

uygun en iyi sonuçların pH 11,0 sodyumbikarbonat tamponunda elde edildiği gözlendi. 

En uygun reaksiyon sıcaklığı ve reaksiyon süresinin saptanması amacı ile çeşitli 

sıcaklıklar ve çeşitli reaksiyon sürelerinde çalışmalar yapıldı. Bu çalışmalar 

doğrultusunda da bulunan optimum reaksiyon sıcaklığı ve süresi 40 oC  de 10 dakika 

olduğu tespit edildi.  

Türev reaksiyonunun tamamlanmasının ardından nateglinid-dansil türevinin 

reaksiyon ortamından ekstraksiyonu için çeşitli organik çözücüler denendi ve sonuç 

olarak diklorometan kullanıldığında en yüksek fluoresans şiddeti elde edilirken, bu 
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çözücüye ait maksimum eksitasyon ve emisyon dalgaboyları sırasıyla 397 nm ve 517 

nm olarak belirlendi. 

Türevin diklorometan içindeki stabilitesi incelendiğinde +4 oC de, karanlıkta 48 

saat stabil olduğu saptandı. 

Belirlenen optimum koşullardan sonra konsantrasyon ile fluoresans şiddeti 

arasında doğrusallık 25-250 ng/mL dir. Hesaplanan doğru denklemi F 

=3,0135C+119,37 dir. LOD ve LOQ değerleri sırası ile 6,17 ve 18,68 ng/mL-1 dir.  

Geliştirilen yöntemin kesinlik derecesini belirlemek üzere aynı gün içinde ve 

günler arası üç ayrı konsantrasyonda (25, 100 ve 250 ng/mL) nateglinid analiz edildi. 

Aynı gün içinde ve günler arası analizlerin bağıl standart sapmaları sırasıyla % 0,11-

1,33 ve % 0,06-0,85 arasında bulundu. Yöntemin eksitasyon, emisyon çalışmasının 

dalga boyu reaksiyon süresi ve belirteç miktarı gibi parametrelerinde ufak değişiklikler 

yapılarak yöntemin sağlamlığı araştırıldı. Bulunan RSD değerleri sırasıyla %  0,027-

0,026 , % 0,022- 0,041 ve % 0,024- 0,029 dur. Bulunan değerler dikkate alınmayacak 

kadar küçük olduğu gözlendi.  

Geliştirlen yöntem nateglinid içeren tabletlerin analizinde uygulandı. Geri 

kazanım % 101,20 ve RSD % 0,43 olarak bulundu. Farmakope ile analizlenen tablet 

analizinde ise geri kazanım % 101,24 ve RSD % 0,64 olarak bulundu. Elde edilen 

sonuçların istatistiksel olarak değerlendirilmesi 6 deneme üzerinden standart sapma, 

bağıl standart sapma ve %95 olasılık düzeyinde güven sınırları hesaplanarak yapıldı. Bu 

sonuçlara göre elde edilen tüm dataların “ICH Q2 (R1)” in de gerekliliklerini karşıladığı 

gözlemlendi.  

Sonuç olarak bu çalışma tabletlerde nateglinid tayini için bildirilen yöntem 

tekrarlanabilirliği yüksek, basit, duyarlı ve miktarları çok düşük olduğu için 

ekonomiktir. Literatürdeki diğer yöntemlere göre tayin aralığının geniş olması önemli 

bir üstünlük sağlamaktadır. Bağıl standart sapma değerlerinin %1 den küçük olması, 

türevin diklorometan içindeki 48 saat dayanıklı kalabilmesi yöntemin önemli 

avantajıdır. Türevlendirme ve ekstraksiyon işlemleri ise fazla zaman almamaktadır. Bu 

nedenle rutin farmasötik analizler için rahatlıkla önerildiği gibi biyolojik sıvılarda 

nateglinid analizleri ve biyoyararlanım çalışmaları içinde güvenilir bir yöntem 

olabileceği düşünülmektedir. 
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