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ABSTRACT

Objective: Tolterodine (TOL) is an anti-muscarinic drug used for 
the symptomatic treatment of urinary incontinence. Analytical 
methods in the literature are not sensitive enough for the assay of 
drug substance biological fluids. To make up the deficit, we devel-
oped a sensitive, cost-reduced spectrofluorimetric method for the 
determination of TOL in plasma and pharmaceutical preparations. 
Methods: TOL has a phenolic hydroxyl group that reacts with 
dansyl chloride. The spectrofluorimetric method is based on 
this reaction in the presence of a bicarbonate solution of pH 
9.5 to give a highly fluorescent derivative, which can be mea-
sured at 590 nm with an excitation wavelength at 360 nm in 
dichloromethane. Different experimental parameters affecting 
fluorescence intensity were optimized. The relationship between 
fluorescence intensity and TOL concentration was investigated.
Results: The developed method is linear in the concentration 
range of 5–60 ng mL−1 with a minimum detectability of 0.136 
ng mL−1. The recovery was 100.48%.
Conclusion: A simple, cost-effective, and sensitive spectrofluo-
rimetric method was developed and validated for the determina-
tion of TOL in human plasma and pharmaceutical preparations 
using dansyl chloride. According to this validation study, it is 
possible to use this proposed method for the routine analysis of 
the drug and for conducting bioavailability and bioequivalence 
studies with good accuracy and precision. 
Keywords: Tolterodine, dansyl chloride, pharmaceutical prepa-
rations, plasma, derivatization

ÖZ

Amaç: Tolterodin (TOL) üriner inkontinans tedavisinde kul-
lanılan antimuskarinik bir ilaç etken maddesidir. Literatürdeki 
metotlar ilgili ilaç maddesinin biyolojik sıvılarda analizi için ye-
terince hassas değildir. Bu açığı kapamak üzere TOL’un plazma 
ve farmasötik ürünlerde tayini için hassas, düşük maliyetli bir 
spektrofluorimetrik yöntem geliştirilmiştir. 
Yöntemler: TOL dansil klorürle reaksiyona giren bir fenolik hid-
roksil grup içermektedir. Geliştirilen metot pH 9,5 bikarbonat 
çözeltisi varlığında, 360 nm ekzitasyonla 590 nm’de diklorome-
tanda ölçülen yüksek fluoresanslı türevin oluştuğu bu reaksiyona 
dayanmaktadır. Fluoresans şiddetini etkileyen çeşitli deneysel pa-
rametreler optimize edilmiştir. Fluoresans şiddeti ve TOL kon-
santrasyonu arasındaki bağıntı incelenmiştir.  
Bulgular: Geliştirilen yöntem 5-60 ng mL-1 aralığında doğ-
rusaldır. Dedeksiyon limiti 0,136 ng mL-1 dir. Geri kazanım 
%100,48 dir.
Sonuç: İnsan plazması ve farmasötik preparatlarda TOL için 
dansil klorür kullanarak basit, düşük maliyetli ve hassas bir 
spektrofluorimetrik bir yöntem geliştirildi. Geliştirilen yöntem 
valide edilerek yüksek doğruluk ve kesinlikle ilacın rutin analiz-
lerinde, biyoyararlanım ve biyoeşdeğerlik çalışmalarında kullanı-
labileceği ortaya kondu.
Anahtar Kelimeler: Tolterodin, dansil klorür, farmasötik prepa-
rat, plazma, türevlendirme
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Giriş 

Tolterodin (TOL) tartarat, (R)-N,N-diisopropil-3-(2-hidroksi-5 metilfenil)-3-fenil propanamin L-hidrojen tartarat, üri-
ner inkontinans tedavisinde kullanılan antimuskarinik bir ilaç etken maddesidir (1-3). TOL, kolinerjik muskarinik re-
septörlere çok yüksek afinite gösterir (4). 2 mg’lık oral uygulamayı takiben maksimum plazma konsantrasyonu 2-3 ng 
mL-1’dır (5). 

TOL’un biyolojik sıvılarda ve farmasötik preparatlarda analizi için literatürde çeşitli yöntemler bulunmaktadır. Bunlar 
spektrofotometri, yüksek performanslı sıvı kromatografisi, gaz kromatografisi-kütle spektrometrisi, kapiler elektroforez 
teknikleriyle geliştirilmiş yöntemlerdir (9-12). Bu teknikler sofistike enstrüman veya zorlu numune hazırlama prosedürleri 
gerektirmektedir. İlaveten belirtilen spektrofotometrik metot TOL’un biyolojik sıvılarda analizini sağlayacak hassasiyette 
değildir. 



Spektrofluorimetri ilaç maddelerinin biyolojik sıvılarda ve 
farmasötik preparatlarda uygun reaktiflerle türevlendirilme-
siyle duyarlı, basit, ekonomik ve hızlı analizine imkan sağlar. 
Buna karşın literatürde TOL’un spektrofluorimetrik olarak 
analizini sağlayan bir yöntem bulunmamaktadır. Bu çalışma-
da üriner inkontinans tedavisinde kullanılan TOL ilaç etken 
maddesinin dansil klorür reaktifiyle türevlendirilmesine da-
yanan yeni bir analitik yöntem geliştirilmiştir. Dansil klorür 
fenol, primer ve sekonder amin grubu içeren ilaçların türev-
lendirilmesinde yaygın kullanılan bir fluorejenik türevlendir-
me belirtecidir (13-17). 

Bu reaktifin kendisi fluoresans özellik göstermez. Bu durum 
reaktif fazlasının analizde girişim yapma durumu ortaya çı-
karmamasından dolayı önemli bir avantajdır. Geliştirilen bu 
yöntem doğruluk, kesinlik, seçicilik, doğrusallık, sağlamlık 
gibi parametreler göz önüne alınarak valide edilmiştir. Ayrıca, 
geliştirilen yöntem TOL’un plasma ve farmasötik preparatla-
rına uygulanmış ve numune bileşenlerinden kaynaklanan bir 
girişim saptanmamıştır. Dansil klorür ve TOL arasındaki tü-
revlendirme reaksiyonu Şekil 1’de gösterilmiştir. 

Yöntemler

Cihazlar
Fluoresans ölçümler Hitachi spektrofluorimetre (Model 
U-2900) ile yapılmıştır. Ksenon lamba ve 1 cm ışın yollu 
hücreler kullanılmıştır. Ekzitasyon ve emisyon dalga boyları 
sırasıyla 360 ve 590 nm’dir. pH ölçümleri WTW pH 526 di-
gital pH metre ile yapılmıştır.

Reaktifler ve çözeltiler
Tolterodin tartarat Teva Tech (Israil) firmasından temin edil-
miştir. Farmasötik preparat TOLTEX Film Tablet ® (her film 
tablet 2 mg of Tolterodin tartarat içerir) eczaneden, dansil 
klorür Sigma-Aldrich (Almanya) den satın alınmıştır. Tüm 
kimyasallar ve reaktifler analitik saflıktadır. 

TOL’un stok çözeltisi 1 µg mL-1 olacak şekilde metanolde 
hazırlanmıştır ve çalışma çözeltileri için de yine metanol kul-
lanarak çeşitli seyreltmeler yapılmıştır. 

Dansil klorür günlük taze olarak asetonda 
2,0 mg mL-1 olacak şekilde hazırlanmıştır. Sodyum bikarbo-
nat (0,1 M) suda hazırlanmıştır, sodyum hidroksitle pH sı 
9,5’a tamamlanmıştır. Bu çözelti 4°C’de bir hafta bekleyebil-
mektedir. 

Genel prosedür
0,025-0,300 mL arasında uygun hacimlerde TOL stok çö-
zeltisinden (1 µg mL-1) deney tüplerine aktarılmış ve hacim 
metanolle 0,3 mL’ye tamamlanmıştır. Herbir tüpün üzerine 
200 µL pH 9,5 bikarbonat çözeltisi ve 200 µL of dansil klorür 
çözeltisi ilave edilmiştir. Her reaksiyon karışımı 40°C’de 10 
dakika bekletilmiştir. Ardından oluşan türevler 5 mL dikloro-
metana ekstre edilmiştir. Organik tabaka ayrılmış ve azot akı-
mında uçurulmuştur. Aynı şekilde eş zamanlı şahit deneme-
de yapılmıştır. 360 nm ekzitasyonla 590 nm deki fluoresans 
şiddeti ölçülmüştür. Konsantrasyona karşı fluoresans şiddeti 
olacak şekilde kalibrasyon eğrisi çizilmiştir. 

Kalibrasyon eğrisi
Kalibrasyon eğrisi TOL’un stok çözeltisi (1 µg mL-1) seyrelti-
lerek bir seri standart çözelti hazırlanmıştır. Genel prosedür 
bölümünde belirtilen proses uygulanmıştır (n=5). En küçük 
kareler yöntemi kullanılarak konsantrasyona karşı fluoresans 
şiddetine göre kalibrasyon eğrisi çizilmiştir. Kalibrasyon eğri-
sinin denklemi If =aC + b, C ng mL-1 düzeyinde ilaç konsant-
rasyonu ve If ise fluoresans şiddetinin gösterir. 

Tablet formülasyonu için analitik prosedür
2 mg of TOL içeren tablet tozu tartılmış ve 50 mL’lik bir ba-
lonjojeye aktarılmıştır. 15 mL metanol ilave edilmiş ve ultraso-
nik banyoda 20 dakika karıştırılarak ekstre edilmiştir. Hacim 
metanolle 50 mL’ye tamamlanmış ve son karışım süzülmüş-
tür. Uygun miktarda süzüntü ile kalibrasyon eğrisi hazırlama 
bölümündeki gibi çalışılmıştır. Elde edilen kalibrasyon eğrisi 
denkleminden tablet içindeki madde miktarı hesaplanmıştır. 

Plazma numunesi için analitik prosedür
100 µL’ler plazma numuneleri deney tüplerine alınmış ve de-
ğişik miktarlarda TOL çözeltileri ilave edilmiştir, üzerlerine 
250 µL 0,1 N NaOH eklenmiştir. 3 mL of t-butylmethylether 

Şekil 1. TOL ve dansil klorür arasındaki reaksiyon
TOL: tolterodin
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ile vortex karıştırıcıda 5 dakika karıştırılarak ve 2000 rpm’de 6 
dakika santrifüj ederek plazma numunesine TOL ekstre edil-
miştir. Organik faz azot akımında kuruluğa kadar uçurulmuş-
tur. Kalıntı 0,2 mL metanolde çözünmüştür. Analizler ‘Ge-
nel prosedür’ bölümünde belirtildiği gibi yapılmıştır. Şahit 
denemelerde aynı şekilde gerçekleştirilmiştir. Plazmadan geri 
kazanım kalibrasyon eğrisi yardımıyla hesaplanmıştır. Plazma 
numuneleri temini için Bezmialem Vakıf Üniversitesi Klinik 
Araştırmalar Etik Kurulundan onay, gönüllülerden de yazılı 
onam formları alınmıştır.

Bulgular

Fluorimetri oldukça hassas analiz sağlayan bir analitik yöntem 
olduğundan TOL’un plazma ve farmasötik preparatlarındaki 
analizleri için seçilmiştir. TOL kimyasal yapısında fenolik 
hidroksil grup içermektedir. Bu da onu dansil klorürle türev-
lendirilmeye elverişli hale getiren bir unsurdur. 

Dansil klorür fluorimetrik türevlendirme için oldukça uy-
gun ve yaygın kullanılan bir belirteçtir (13-17). Geliştirilen 
bu yeni yöntem, ilaç maddesinin dansil klorür ile türevlendi-
rilmesine dayanmaktadır. Türevlendirme reaksiyonu pH 9,5 
olan ortamda gerçekleşmiş ve oluşan türevin fluoresans şiddeti 
diklorometanda 360 nm ekzitasyonla 590 nm’de ölçülmüştür. 
İlgili spektrum Şekil 2’de gösterilmektedir. 

Deneysel parametrelerin optimizasyonu
Türevlendirme reaksiyonunu etkileyen parametrelerin opti-
mum değerlerini bulmak üzere çeşitli denemeler yapılmıştır. 
Bazı parametreler için farklı değerler denenirken diğerleri 
sabit tutulmuştur. Ekstraksiyon çözücüsü için de kloroform, 
diklorometan, dietil eter, benzen gibi farklı çözücülerle dene-
meler yapılmıştır. En yüksek verimle ekstraksiyonun dikloro-
metan kullanılarak elde edildiği saptanmıştır. Optimum ko-
şullarda oluşturulan türevin oda sıcaklığında 3 saat dayanıklı 
olduğu belirlenmiştir.

Öncelikle en yüksek verim sağlayan dansil klorür konsantras-
yonu belirlenmiştir. Bu amaçla 50 -300 µL arasında değişik 
hacimlerde % 0.02’lik dansil klorür çözeltileri ile denemeler 
yapılmıştır. 200 µL %0,02 lik dansil klorürün en uygun kon-
santrasyon olduğu saptanmıştır (Şekil 3). 

Ardından değişik pH'larda türevler oluşturularak optimum 
reaksiyon pH’sı belirlenmiştir. Dansil klorürün alkali alanda 
reaksiyon verdiği ön bilgisiyle denemeler pH 9-11 aralığında-
ki tampon çözeltilerle yapılmıştır. En yüksek fluoresans şidde-
ti pH 9,5 de, 200 µL tampon ilavesiyle sağlanmıştır (Şekil 4). 

Reaksiyon ortamı sıcaklığı denemeleri ise 40, 50 ve 60ºC’ler 
için yapılmıştır. Optimum 40ºC ve bekleme süresi 10 dakika 
olarak saptanmıştır. Şekil 5 sıcaklık ve bekleme süresinin tü-
revlendirme reaksiyonuna etkisini göstermektedir. Dansil klo-
rürün TOL’e mol oranı da incelene bir parametredir. Bunun 
için Job’un sürekli değişken yöntemi kullanılmıştır. Dansil 
kloürürün TOL’e mol oranı 1 olduğu durumda reaksiyonun 
en yüksek verimle gerçekleştiği belirlenmiştir (18). 

Geliştirilen Yöntemin Validasyonu
Validasyon prosedürü Uluslararası Harmonizasyon Konferan-
sında belirlenen kriterler doğrultusunda yapılmıştır (19).

Şekil 3. Dansil klorür hacminin reaksiyon verimine etki-
si (0,5 mg mL-1) 

Şekil 5. Sıcaklık ve bekleme süresinin reaksiyon verimi-
ne etkisi Şekil 2. Türeve ait spektrumlar

Şekil 4. pH’nın reaksiyon verimine etkisi
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Kalibrasyon ve Hassasiyet: Yöntem 30-60 ng mL−1 konsant-
rasyon aralığında doğrusaldır. Konsantrasyon ve fluoresans 
şiddeti arasındaki bağıntının denklemi If=14,975 C-108,43 
şeklindedir. Dedeksiyon limiti (LOD) ve kanditasyon limiti 
(LOQ) şu eşitlikle hesaplanmıştır: LOD ve LOQ=KSSa/b, 
LOD için K= 3 ve LOQ için K=10 dur, SSa kesim noktasının 
ve b ise eğimin standart sapmasını göstermektedir. Yönteme 
ait analitik parametreler Tablo 1’de listelenmiştir.

Doğruluk, kesinlik ve seçicilik: Yöntemin doğruluğunu be-
lirlemek için standart ekleme tekniği kullanıldı. Çeşitli mik-
tarlarda saf TOL çözeltisi düşük, orta, yüksek diye nitelendiri-
lebilecek üç farklı seviyede TOL içeren plazma numunelerine 
ilave edildi. Aşağıdaki eşitlikten geri kazanım hesaplandı.

Geri kazanım % = [(Ct-Cu ) / Ca ] x 100 Eqs 

Ct total analit konsantrasyonu; Cu ilaveden önce numunede 
bulunan analit konsantrasyonunu; ve Ca ise eklenen saf ana-
lit konsantrasyonunu temsil etmektedir. Sonuçlar Tablo 2’de 
verilmiştir. %100,40’lük geri kazanım yöntemin yüksek doğ-
ruluğa sahip olduğunu göstermektedir. 

Yöntemin seçiciliği numune bileşenlerinin analizde girişim 
yapmama durumunun bir ölçüsüdür. Tablet analizlerin yar-
dımcı maddelerden herhangi biriyle girişim söz konusu ol-
mamıştır, plasebo ile yapılan analizlerden bu sonuç ortaya 
çıkmıştır. 

Gün içi ve günler arası olmak üzere iki tip kesinlik incelen-
miştir. Üç farklı seviyede TOL konsantrasyonları aynı gün-
de ve ardışık yedi günde aynı şekilde analiz edilmiştir (n=5). 
Relatif standart sapma (BSS) gün için için %0,53 and günler 
arası için %1,02 olarak bulunmuştur ve sonuçlar Tablo 2’de 
gösterilmektedir.

Sağlamlık: Analitik koşullrda yapılan küçük modifikasyonla-
rın yöntemi etkilemediği belirlenmiştir. Örneğin dansil klorür 
konsantrasyonunda % a/h ± 0,5, sıcaklıkta (optimum değer 
± 2ºC), ve bekleme süresinde (optimum değer ± 0,25 dak.) 
değişiklikler yapılmış ve BSS değerlerinin % 2 den fazla değiş-
mediği saptanmıştır. Sonuçları en çok etkileyen parametre pH 
olarak belirlenmiştir. pH’nın 9,5±0,2 aralığında reaksiyonun 
gerçekleşebildiği gözlenmiştir. 

Tabletlerde TOL analizi
Yeni geliştirilen yöntem TOLTEX Film Tablet® adlı farma-
sötik ürünlere uygulanmıştır. Tablo 3’de belirtilen sonuçlara 
ulaşılmıştır, buna göre yöntemin tabletlere uygulanabilir ol-
duğu görülmüştür. Ayrıca yapılan denemeler tablet yardımcı 
maddeleriyle girişim olmadığını ortaya koymuştur. 

Plazma numunelerinde TOL analizi
Literatürde belirtilen bir çalışmada 20 gönüllüye oral yoldan 
4 mg tek doz TOL uygulanmış ve farmakokinetik parametre-
leri hesaplanmıştır. Cmax of 6,08±3,07 ng mL-1 olarak hesap-
lanmış ve bu değere ≈ 5,4 saatte ulaşıldığı belirlenmiştir (10). 
TOL’un geliştirilen yeni yöntemle TOL'a ait farmakokinetik 
değerleri de kapsayacak şekilde analiz yapılabilmektedir. Plaz-
ma analiz sonuçları Tablo 4’de görülmektedir.

Sonuç

Sonuç olarak, geliştirilen yeni spektrofluorimetrik metot ol-
dukça pratik ve uygulanabilirdir. Öncesinde komplike nu-

Tablo 1. Yönteme ait analitik parametrelerin sonuçları

Parametre	 Değeri

Dalga boyu (nm)	 λex: 360, λem:590

Konsantrasyon aralığıa (ng mL−1)	 5,0-60,0

Regresyon denklemib 	

Kesim±ss	 108,43±0,68

Eğim±ss	 14,975±0,054

Belirtme katsayısı (r2)	 0,9981

Kesinlik	

Gün içi c, BSS %	 0,53

Günler arasıd, BSS %	 1,02

LOD (ng mL−1)	 0,136

LOQ (ng mL−1)	 0,434

a5 analizin ortalaması  
bTOL konsantrasyonu ve fluoresans şiddeti arasında bağıntıyı 
saptamak için regresyon analizi yapılmıştır.

If=m C +b C ng mL−1 olarak TOL konsantrasyonu (bağımsız 
değişken) ve If fluoresans şiddeti (bağımlı değişken)
cn=5 her seviye için yapılan tekrar
d7 farklı gün sonuçları 

TOL: tolterodin; LOD: dedeksiyon limiti; LOQ: kanditasyon limiti

Tablo 2. Standart ekleme yöntemi ile geri kazanım sonuçları

				    Geri kazanım (%)	  
	 Var olan miktar	 Eklenen miktar	 Bulunan toplam 	 (ng mL-1) 
Sunulan Yöntem	 (ng mL-1)a	 (ng mL-1)	 miktarb	 (ortalama±ssc)	 BSS (%) 

	 10	 5	 15,020±0,053	 100,40	 0,35

		  30	 40,120±0,230	 100,40	 0,57

		  50	 60,320±0,587	 100,64	 0,59

aTOLTEX Film Tablet® (2 mg)

b5 bağımsız analiz

cStandart sapma
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mune hazırlama işlemlerine gereksinim duyulmamaktadır. 
TOL’un plazmada ve tabletlerinde yüksek doğruluk ve kesin-
likle, oldukça hassas düzeyde analizine imkan sağlamaktadır. 
Bu yöntem biyoeşdeğerlik çalışmalarında, ilaca ait rutin ana-
lizlerde kullanılabilir.

Etik Komite Onayı: Bu çalışma için etik komite onayı alınmıştır.

Hasta Onamı: Yazılı hasta onamı bu çalışmaya katılan hastalardan alınmıştır.

Hakem Değerlendirmesi: Dış bağımsız. 

Çıkar Çatışması: Yazarlar çıkar çatışması bildirmemişlerdir.

Finansal Destek: Yazarlar bu çalışma için finansal destek almadığını belirt-
miştir.
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