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OZET: Farmasotik formiilasyonlardaki galantamin tayini igin yeni hassas ve hizli spektrofotometrik yontem
gelistirilmis ve farkli validasyon parametreleri i¢in International Conference on Harmonization klavuzuna
(ICH) gore valide edilmistir. Galantamin demineralize su igerisinde 289 nm dalga boyunda maksimum
absorbans gostermistir. Yontemin 10-100 ppm Konsantrasyon araliginda lineer (y=0.0090x-0.0067) oldugu
bulundu ve korelasyon katsayis1 R? = 0.9999 olarak hesaplandi. Galantaminin geri kazanimi 98.90 bulundu.
Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik testleri igin bagil standart sapma degerleri % 1’in altinda idi. Teshis
limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) sirasiyla 0.39 ve 1.20 ppm olarak belirlendi. Sonuglar metodun dogru,
hassas ve tekrarlanabilir olmasmin yani sira basit, ucuz ve daha az zaman alict oldugunu gostermektedir.
Onerilen metot farmasétik formiilasyonlardaki Galantamin miktarinin belirlenmesi igin uygundur ve Kkalite
kontrolde rutin analizler i¢in kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: — Galantamin, Ilag; Spektrofotometri; Validasyon.

Development and Validation of a New Spectrophotometric Method for
Galantamine Assay in Pharmaceutical Formulations

ABSTRACT: A new sensitive and rapid spectrophotometric method has been developed for the galantamine.
Determination in pharmaceutical formulations and validated according to the International Conference on
Harmonization guidelines for different validation parameters. Galantamine showed maximum absorbance at
289 nm wavelength in demineralized water. The method was linear (y = 0.0090x-0.0067) at a concentration
range of 10-100 ppm and the correlation coefficient was calculated R* = 0.9999. The recovery percentages of
galantamine were found to be 98.90 %. Relative standard deviations for intraday and interday reproducibility
tests were below 1%. The detection limit (LOD) and quantification limit (LOQ) were determined to be 0.39
and 1.20 ppm, respectively.

The results show that the method is simple, inexpensive and less time consuming, as well as accurate, precise
and reproducible. The proposed method is suitable for determining the amount of Galantamine in
pharmaceutical formulations and can be used for routine analysis in quality control.
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1. Giris

Demans; Ogrenme, bellek, oryantasyon, dil fonksiyonlar1 ve kisilik gibi mental
fonksiyonlarin bozulmasi ile karakterize, sosyal ve is hayatim1 etkileyen, merkezi sinir
sisteminin progresif norodejeneratif bir hastaligidir (Cankurtaran M ve ark.). Ayrica
unutkanligin 6n planda oldugu bir¢ok hastalifin genel adidir ve yaghlarda sik goriilen
hastaliklarin baginda gelmektedir. En sik goriilen demans tipi ise Alzheimer hastaligidir.
Alzheimer Hastalig1; merkezi sinir sisteminin ¢esitli kisimlarinda néron ve sinaps kayiplari
nedeni ile ortaya cikan; biligsel islevlerde azalma, 6z bakim yetersizlikleri, cesitli
noropsikiyatrik ve davranigsal bozukluklar ile karakterize progresif norodejeneratif bir
hastaliktir (Lleo A. ve ark.).

Alzheimer Hastalig1 yaklasik olarak yiiz yildir biliniyor olmasia ragmen radikal tedavisi
heniiz miimkiin degildir. Ancak klinik uygulamalarla Alzheimer hastalarinin biligsel
fonksiyonlarimi gorece iyilestirmek, duygusal ve psikotik degisimleri kontrol altina almak
ve hastanin yasam kalitesini artirmak amaciyla bazi semptomatik tedavi yaklasimlari
gelistirilmistir. Bununla birlikte Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) Alzheimer Hastalig1
tedavisinde sadece dort kolinesteraz inhibitorii takrin, donepezil, rivastigmin, galantamini
onaylamistir (LIeo A. Ve ark.).

Galantamin ((4aS,6R,8aS)-5, 6, 9, 10, 11, 12-hegzahidro—3-metoksi—11-metil4aH[1]
benzofuro[3a,3,2—ef][2]benzazepin—6-0l)  [Sekil 1], reversibl  kompetetif  bir
asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Ayrica bir allosterik nikotinik reseptér modiilatorii olup
nikotinik reseptorleri de allosterik olarak diizenledigi bildirilmistir [Maelicke A.]. Bu gift
yonlii etkisi galantamini, mevcut ilaglardan yarar gérmeyen Alzheimer hastalarinda,
kullanimin1 cazip hale getirmektedir. Galantamin beyin fonksiyonlarini degistiren bir
hastalik olan hafif-orta siddette Alzheimer hastalig1 belirtilerinin tedavisinde kullanilan bir
kolinesteraz inhibitoriidiir (Anonim 2016). Alzheimer hastaliginin belirtileri hafiza
kaybinda artis, kafa karisikligir ve davranis degisiklikleridir. Bunun sonucunda giinliik
aktiviteleri yerine getirmek oldukga zorlasir. Belirtilerin olugsmasi beyin hiicreleri arasinda
mesajlarin iletiminden sorumlu olan asetilkolinin eksikliginden kaynaklanmaktadir.
Galantamin beyindeki asetilkolinesterazin miktarint arttirir ve bu hastaligin belirtilerini
diizeltir (Anonim 2016). Galantamin beyaz ya da beyaza yakin toz formunda olup suda az
¢ozlinlir. Galantaminin yapisal formiilii Sekil 1°de gostertilmistir. Galantamin igerigini
belirlemek i¢in pek cok yontem gelistirilmistir, floresan spektrometrisi (M.J. Culzoni ve
ark.), micellar elektrokinetik kromatografi (I.N. Nicolaou ve ark.), UHPLC (R.G.
Deshpande ve ark.), GC-MS (R. Gotti ve ark.), radioimmunoassay (T. Tanahashi ve ark.),
CE teknigi ile ilgili sinir ag1 optimizasyonu (L. Pokorna ve ark.), kapiler elektroforez
(Nurullah Sanli ve ark.), elektrokemiliiminesans yontemi ile (Y. Wang ve ark.) ve
enantiomerik GA'min ayrilmasi (V. Ravinder ve ark.). Bu teknikler yeterli ve hassas
olmasina ragmen, ¢cogu ya ¢ok maliyetli ya da zaman alicidir. Bitkilerin yan sira biyolojik
stvilarda Galantaminin belirlenmesi i¢in HPLC (Mustafa NR. ve ark. 2003), misel
elektrokinetik kromatografi-elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometresi (Mol ve ark.
2006), UV PDA dedektorlii yiiksek performansli sivi kromatografik yontem (Malakova ve
ark. 2007), ters faz HPLC yontemi (Wu ve ark. 2005), sivi kromatografik-tandem kiitle
spektrometresi yontemi (Verhaeghe ve ark. 2005, Nirogi ve ark. 2007), spektroflorimetrik
(Culzoni ve ark. 2010, Amit V. ark. 2013), gibi farkli analitik metotlar bildirilmistir. Bu
teknikler yeterince duyarli olmasina ragmen, ¢cogu pahali cihazlar gerektirmekte ve zaman
alicidir. Spektroskopik yontemler ise basit, dogru ve duyarlidir. Ayrica spektroskopik
yontemlerde basit bir ¢oziicii kullanilir ve karmasik numune hazirlama islemi gerektirmez.
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Bu nedenle, Galantaminin ilag formiilasyonlarinin rutin bir kalite kontrol analizi i¢in hizli,
ekonomik ve segici yontem gelistirilip valide edilmelidir.

OH

Sekil 1. Galantamin molekiil yapisi
Figure 1. The Molecular Structure of Galantamin

2. Materyal ve Metot

2.1. Kimyasallar

Standart: Galantamin hidrobromid ( Galantamin HBr), United States Pharmacopeia (USP)
Reference Standart. Sigma-Aldrich (St Louis MO, USA). Pazar Numuneleri: Reminyl 8 mg
tablet (Johnson & Johnson). Tiim kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik reaktif sinifindandi ve
daha fazla saflastinlmadan kullanildi. Perkin Elmer marka Lambda 35 model UV-Visible
Spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Mettler Toledo marka Excellence XPE analitik
terazi Wisebath marka 50 kHz frekansli Ultrasonik banyo cihazi balon joje — 10 mL, 100
mL pipetler — 1 mL, 5 mL, 10 mL, beherler, dereceli silindirler kalibrasyonlar1 yapilarak
calismada kullanilmustir.

2.2. Standart Soliisyonlar

Stok Standart Cozelti: Galantamin HBr stok ¢ozeltisi i¢cin 100 mg Galantamine HBr
esdeger 128.15 mg Galantamin Hidrobromiir tartilarak 100 ml lik balonjojeye aktarildi. 50
ml deiyonize su ilave edilip birka¢ dakika karistirildi. Deiyonize su ile hacim 100 mL ye
tamamlandi ve 1000 ppm konsantrasyonda stok standart ¢ozelti hazirlandi. Ultrasonik
banyoda 5 dk siireyle tutuldu. Bu ¢ozelti stok standart ¢ozelti olarak kullanildi.

Calisma standart ¢ozeltisi: Spektrofotometrik ol¢timler i¢in, 100 ppm’lik ¢alisma ¢ozeltisi
elde etmek i¢in; stok standart ¢ozeltisinden 10 mL numune, 100 mL’lik balon jojeye
aktarildi ve hacim 100 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

2.3. Dalga Boyunun Ayarlanmasi

Galantamin  HBr maksimum absopsiyon yaptigi dalga boyunu tespit etmek igin,
Galantamin HBr 'nin standart c¢ozeltsi spektrofotometrede tarandi ve maksimum
absorpsiyon yaptigi dalga boyu 289 nm olarak belirlendi (Sekil 2).
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2.4. Analitik Yontemin Validasyonu

Dogrusalhik

Calisma standart ¢ozeltisinden 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 mL alinarak, 100 mL lik balon
jojeye transfer edildi. Hacim; 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 ppm konsantrasyonlarda standart
cozeltileri elde etmek i¢in deiyonize suyla 100 ml ye tamamlandi. Cozeltiler 200-400 nm
UV dalgaboyu araliginda spektrofotometre lizerinde tarandi. Galantamin HBr 289 nm de
maksimum absorbans gosterdi. Bes farkli konsantrasyondaki standartlarin 289 nm de
absorbanslar1 06l¢iildii. Konsantrasyona karst absorbans degerleri grafige c¢izildi ve
regresyon denklemi hesaplandi (Dogrukol D. at al).

Kesinlik

100 ppm ¢aligma standart ¢dzeltisinden 6 mL alinarak 10 mL lik balonjojeye aktarildi ve
deiyonize suyla hacim tamamlandi (60 ppm). Iyice karistirilip 289 nm dalga boyunda
absorbanst alt1 kez 6l¢iildii. % CV Degisim Katsayis1 hesaplandi.

Giin I¢i ve Giinler Aras1 Kesinlik: Giin i¢i Kesinlik ayn1 giin iginde ii¢ kez (10, 40 ve 100
ppm) galantamin HBr standardi analiz edildi ve % CV Degisim Katsayis1 hesaplandi.
Giinler Aras1 Kesinlik bes giin i¢in (10, 40 ve 100 ppm) galantamin HBr standardi analiz
edildi ve % CV Degisim Katsayis1 hesaplandi (Dogrukol D. at al)..

Dogruluk

Galantamin HBr standardindan ekleme yontemi ile geri kazanimi hesaplanarak
saptanmigtir. Onceden analiz edilen galantamin HBr rneginden (60 ppm) ii¢ adet 10 ml lik
balon jojeye 5 mL alindi. Balon jojelerin her birisine artan miktarlarda 500, 700 ve 900 pnL
standarttan (1000 ppm) eklendi. Hacim deiyonize su ile 10 mL ye tamamlandi. Her bir
¢ozeltide galantamin HBr miktari belirlendi (Dogrukol D. at al)..

Teshis Limiti

Yanitin ve egimin standart sapmasina dayanarak: Teshis sinir1 su sekilde ifade edilebilir:
LOD = 3.3 s/ S burada,

s = Yanitin standart sapmast

S = Kalibrasyon egrisinin egimi (Dogrukol D. at al).

Tayin Limiti

Yanitin ve egimin standart sapmasina dayanarak: Tespit sinir1 su sekilde ifade edilebilir:
LOQ =10s/ S burada,

s = Yanitin standart sapmast
S = Kalibrasyon egrisinin egimi

LOD ve LOQ degerlerinin hesaplamasinda, yanit olarak dogrusallik grafiginde farkli
konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri kullanildi (Dogrukol D. at al)..
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3. Metodun ila¢ Formiilasyonlarina Uygulanmasi

lla¢ formiilasyonlarinda Galantaminin analizi i¢in; on tablet (Etiket Iddias1: 8 mg/tablet)
tartildi, ortalama tablet agirligi belirlendi ve porselen havanda ince toz haline gelinceye
kadar ezildi. Bir tablete karsilik gelen kiitle tartildi, 100 mL lik erlene alindi. Uzerine 50
mL deiyonize su ilave edildi, 30 dakika siireyle ultrasonik banyoda bekletildi. Nihai ¢6zelti
30 dakika ultrasonik banyoda tutuldu ve beyaz bant siizge¢ kagidi (Whatman) ile siiziildi
ve hacim deiyonize su ile 100 mL ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 6 mL alinarak, 50 mL lik
balon jojeye aktarildi ve 60 ppm konsantrasyon elde etmek i¢in deiyonize su ile hacim
tamamlandi. Iyice karistirildiktan sonra 289 nm de absorbansi 6lgiildii. Galantamin HBr
kalibrasyon egrisinden numune ¢6zeltisinin konsantrasyonu bulundu.

4, Tartisma ve Sonug¢

Galantaminin HBr etken maddesini tek basina i¢eren preparatlarda etken madde tayini igin
ultraviyole spektrofotometrik yontem Onerilmistir. Bunun igin ilk olarak Galantaminin HBr
maksimum absopsiyon yaptig1 dalga boyunu tespit etmek icin, Galantamin HBr 'nin
calisma standardi soliisyonu spektrofotometrede taranmis ve maksimum absorpsiyon
yaptig1 dalga boyu olarak 289 nm olarak belirlenmistir. Analit i¢indeki herhangi bir madde
girisim etkisi yapmadigr gozlemlendi. Galantamin HBr ‘nin UV spektrumu Sekil 2’de
gosterilmistir. Metodun 10-100 ppm konsantrasyon araliginda korelasyon katsayisi (R?
=0.9996) ile dogrusal oldugu bulunmustur. (Sekil 3, Tablo 1). Ortalama dogrulugun %
99.67 oldugu belirlendi. (Tablo 2). Giin i¢i ve giinler aras1 hassaslik sirasiyla % 0.18 ve %
0.35 olarak bulunmustur. (Tablo 3). Teshis limiti 0.39 ppm ve tayin limiti 1.20 ppm olarak
hesaplandi. Metodun gecerliligi, standart ekleme metodu kullanilarak kontrol edilmistir.
Sonuglar 6nerilen metodun ila¢ formiilasyonlarinda galantamin HBr tayini i¢in gegerli ve
uygulanabilir oldugunu géstermektedir (Tablo 4 ve Tablo 5). Onerilen metot ICH Klavuzu
Q2 (R1) na gore basit, dogru, hassas, kesin ve tekrar edilebilirdir. Tabletlerin bu yontemle
analizinin sonuglar tekrarlanabilir, giivenilir ve ilacin etiketinde iddia edilen miktar ile iyi
bir sekilde uyumludur. Onerilen prosediir ile ila¢ formiilasyonlarmin rutin bir kalite kontrol
analizi i¢in hizli, ekonomik ve segici yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Elde edilen
veriler goz onilinde bulundurularak gelistirilen yontemin kisa siirede yapilabilmesi, higbir
ayirma islemi gerektirmemesi, dogru, basit olmasi nedeniyle tiim arastirma gelistirme
laboratuvarlarinda kullanilabilir oldugunu diisiinmekteyiz.

Tablo 1. Galantamin standart solusyonlarinin kalibrasyon verileri
Table 1. Calibration data for standard solutions of galantamine

Konsantrasyon Absorbans Varyasyon Katsayisi
ppm Ortalama £ SS (N=5) % CV
10 0.0822 +0.0093 0.81
20 0.1769 +0.0074 0.75
40 0.3559 +0.0087 0.62
60 0.5302 + 0.0092 0.58
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80 0.7191 £ 0.0065 0.44
100 0.8974 +0.0079 0.41

Tablo 2. Galantamin HBr’nin dogruluk verileri
Table 2. Accuracy Data of Galantamin HBr

Analitin ilave Edilen Hesaplanan Bulunan % Geri Kazamim
Baslangi¢ Standart (1000 Konsantrasyon Konsantrasyon +SS
Konsantrasyonu ppm) Miktari ppm Ortalama + SS
ppm uL
60 500 80 78.50 + 1.65 98.12+1.98
60 700 100 98.90 + 1.46 98.90 + 1.82
60 900 120 119.60 + 1.91 99.67 + 1.87
Tablo 3. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik verileri
Table 3. Intraday and inter-day precision data
Konsantrasyon Giin ici Kesinlik Varyasyon Giinler Arasi Kesinlik Varyasyon
ppm Absorbans Katsayisi Absorbans Katsayisi
Ortalama £ SS % CV Ortalama + SS (N=6) % CV
(N=6)
10 0.0825 +0.0061 0.34 0.0823 +0.0087 0.33
40 0.3560 + 0.0053 0.28 0.3561 +0.0092 0.31
100 0.8972 + 0.0044 0.35 0.8973 +0.0083 0.23

Tablo 4. Ilag formiilasyonu calismalar
Table 4. Studies of Drug formulation

Tablet Etiket iddias1 | Bulunan Miktar % Geri Kazamm = SS
Formiilasyonu mg/Tablet mg/Tablet
Reminyl 8 7.945 99.05+0.72
Reminyl 4 3.978 99.25+0.75
Tablo 5. Validasyon parametrelerin 6zeti
Table 5. Summary of validation parameters
No Parametreler Sonuglar
1 Dalga Boyu (nm) 289
2 Dogrusallik Araligi (ppm) 10-100
3 Regresyon Denklemi Y=0.0090X - 0.0067
4 Korelasyon Katsayisi 0.9999
5 Kayma -0.0067
6 Egim 0.0090
7 Dogruluk % 98.12-99.67
8 Kesinlik
Giin i¢i % CV (n=6) % 0.28-0.41
Giinler Arasi % CV (n=6) % 0.23-0.43
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9 Olgiimlerin Tekrarlanabilirligi % CV % 0.75 (<% 1)
10 Teshis Limiti (ppm) 0.39
11 Tayin Limiti (ppm) 1.20
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Sekil 2. Galantamin HBr’nin UV spektrumu
Figure 2. UV Spectrum of Galantamin HBr

Galantamin Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 3. Spektrofotometrik yontemle Galantamin HBr’nin kalibrasyon egrisi. Y =m X + n,
Burada X ppm olarak konsatrasyon, Y ise 289 nm deki absorbanstir.

Figure 3. Calibration curve of Galantamin HBr by spectrophotometric method. Y =m X +
n, where X is concentration in ppm and Y is absorbance at 289 nm.
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