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OZET

Kel, E. Spektrofluorimetrik Yontem ile Gabapentin Tayini ve Farmasotik Preparatlara
Uygulanmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya AD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2010

Gabapentin yapisal olarak vy-aminobutirik asit (GABA)’e benzeyen bir
antiepileptik ila¢ maddesidir.

Bu c¢aligmada, gabapentinin miktar tayini i¢in duyarli bir spektrofluorimetrik
yontem gelistirilmistir. Yontem, primer ve sekonder aminlerin analizinde spesifik bir
belirteg olan 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F) ile gabapentinin
tirevlendirilmesine dayanmaktadir. Gabapentin ile NBD-F arasindaki reaksiyonun
optimum kosullar1 incelendiginde reaksiyonun pH 9,5 da 70 °C de 30 dakika igerisinde
belirte¢/gabapentin - mol oranm1 6 oldugunda kantitatif olarak  yliridiigi
belirlendi. Reaksiyonun tamamlanmasindan sonra tiirev, asitlendirilmis reaksiyon
ortamindan etilasetat ile ekstre edildi ve fluoresans siddeti 521 nm dalgaboyunda
(eksitasyon dalga boyu 458 nm) 6l¢iildii.

Gelistirilen bu yontem gabapentinin kapsiillerdeki miktar tayinine basari ile
uygulandi. Elde edilen sonuglar, farmakope yontemi (USP XXXII) ile istatistiksel
olarak karsilastirildi. Iki yontem arasinda ortalamalar ve standart sapmalar ydniinden
%095 olasilik diizeyinde anlamli bir fark bulunmad.

Anahtar Kelimeler: Gabapentin, 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F),
spektrofluorimetri, tiirevlendirme, miktar tayini

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: BYP-4254
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ABSTRACT

Kel, E. (2010). Spectrofluorimetric determination of gabapentin in pharmaceutical
preparations. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Analytical
Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

Gabapentin is an antiepileptic drug which is structual analogue of y-aminobutyric acid.

In this study a sensitive spectrofluorimetric method has been developed for the
determination of gabapentin. The assay involves derivazitation with 4-fluoro-7-
nitrobenzofurazan (NBD-F) which is a specific reagent in the analysis of primary and
secondary amines. Optimum conditions of the reaction between the drug and NBD-F
were investigated and it was found that the reaction proceeds quantitatively at pH 9.5,
70 °C in 30 min when the mole ratio of reagent to the drug was 6. After the completion
reaction, the derivative was extracted with ethyl acetate from the reaction medium and

the fluorescence intensity was measured at 521 nm with excitation at 458 nm.

The developed method was successfully applied to the assay of gabapentin in capsules
and the results were compared statistically with those obtained by pharmacopeia method

(USP XXXII). 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: Gabapentin, 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F), spectrofluorimetric
method, derivatization, determination

The present work was supported by the Research Project Coordination Fund of Istanbul
University. Project No. BYP-4254



1. GIRIS VE AMAC

Gabapentin, epilepsi tedavisinde kullanilan bir ilag etken maddesidir. Epilepsi
beyin icinde bulunan sinir hiicrelerinin anormal bir elektrokimyasal desarj yapmasi
sonucu ortaya ¢ikan norolojik hastaliktir. Beynin normalde ¢alismasi ile ilgili elektrigin

asir1 ve kontrolsiiz yayilimi sonucu olusur. Siklikla gecici biling kaybina neden olur.

Gabapentin, glutamat dekarboksilaz enzimi aktivitesini uyararak GABA (y-
aminobutirik asit) sentezini arttirtr.  Metabolitlere ayrilmadan elimine olur. Diger

ilaclarla diizeltilemeyen epilepsilerin tedavisinde onerilmektedir (1).

Amin grubu iceren ilac etken maddelerinin analizleri icin gelistirilen
yontemlerin ¢ogu tiirevlendirme reaksiyonuna dayanmaktadir. Bu amacla kullanilan
belirtecler arasinda 6nemli bir yere sahip olan 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F)
primer ve sekonder aminlerin spektrofluorimetrik analizlerinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Bu calismada primer amin grubu igeren gabapentinin tayini i¢in basit, duyarh ve
giivenilir bir spektrofluorimetrik analiz yontemi gelistirilmesi ve gelistirilen yontemin
farmasoétik preparatlara uygulanmasi diisiiniildii. Bu amagla primer amin grubu i¢eren
gabapentinin  NBD-F ile renkli bir tiirev olusturmasindan yararlanilarak

spektrofluorimetrik bir yontem gelistirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gabapentin

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

HoN COOH

Sekil 2-1: Gabapentinin kimyasal formiilii

Kimyasal adi 1-(aminometil)-siklohekzanasetikasit (Sekil 2.1) dir. Kapali
formiilii CoH;7NO, olan gabapentinin molekiil agirhgi 171,24 g.mol™ diir. Gabapentin
su, asidik ve bazik ¢oziiclilerde kolay ¢6ziinen, beyaz toz halinde bir bilesiktir. pKa,
3,7, pKa, 10,7 dir. Erime derecesi 165-167 °C ve elementel analizine ait degerler C %
63,13, H % 10,01, N % 8,18, O % 18,69 olarak bildirilmistir (2).

Gabapentinin g¢esitli ¢oziicilerde alman UV spektrumlart Sekil 2.2 de
verilmistir. Maddenin Fourier Déniisiimlii Infrared (FT-IR) spektrumu Sekil 2.3 de

goriilmektedir.



Absorbans

200 220 240 260 280 300
Dalgaboyu (nm)

Sekil 2-2: Gabapentinin 0,1 N HCI cozeltisinde (1), suda (2) ve metanolde (3) hazirlanan
300 pg.mL™" konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin UV spektrumu

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 6500
ccccc

Sekil 2-3: Gabapentinin KBr diskinde alinan FT-IR spektrumu



2.1.2. Farmakolojisi

Gabapentin, epilepsi tedavisinde kullanilan bir ila¢ etken maddesidir. Sekonder
jeneralize konviilsiyonlarin eslik ettigi ya da etmedigi basit ya da kompleks parsiyel
konviilsiyonlu yetiskin ve 12 yas {istli ¢ocuk hastalarin tedavisinde monoterapi ya da ek
tedavi olarak kullanilir. 12 yasindan kiigiik ¢ocuklarda monoterapi ile ilgili olarak

yeterli deneyim yoktur.

Mide-barsak kanalindan % 60°a yakin bir oranda absorbe edilir. Absorpsiyonu
antiasit ilaclar tarafindan azaltilabilir. Plazma proteinlerine baglanmaz. Karacigerde
metabolizma edilmez ve degismeden bobreklerden atilir. Bu farmakokinetik 6zellikleri
nedeniyle diger ilaglarla etkilesme gdstermez. Bu durum epilepsi tedavisinde kombine

kullanilacak bir ilag i¢in tistiinliik saglar (3).

Gabapentinin biyoyararlanim ve atilimina ait degerler sOyle Ozetlenebilir:
Saglikli goniilliiller tarafindan 400 mg tek doz gabapentin aliminmi takiben Cpaks: 5,5
pg.mL™, tyas: 2-3 saattir. Eliminasyon yarilanma émrii 5-7 saattir. Gabapentinin atilim
parametreleri, yani plazma yarilanma siiresi ve renal klirensi, doza bagli degildir ve
tekrarlanan doz uygulamalarinda degismez. Renal klirens, gabapentin i¢in baslica
atilim yoludur. Gabapentin insanlarda saptanabilir Ol¢lide metabolize olmadigindan,

idrarda saptanan ila¢ miktari, gabapentinin biyoyararlaniminin gostergesidir (4).

2.1.3. Analiz Yontemleri

Farmasotik preparatlarda yapilan analizler

Ribeiro ve arkadaglar: farmasotik preparatlarda gabapentini NQS ile
tirevlendirdikten sonra akis enjeksiyonlu spektrofotometrik yontemle tayin etmislerdir.

Dogrusallik 5x107-2x10™ mol.L"' olarak bildirilmistir (5).

Ayad ve arkadaglart farmasotik preparatlarda gabapentinin tayini igin
asetilaseton ve formaldehit ile reaksiyon sonrasi olusan renkli iiriiniin absorbansini 335
nm dalgaboyunda ve fluoresans siddetini 474 nm de Olgerek spektrofotometrik ve
spektrofluorimetrik yontem gelistirmislerdir. Dogrusallik spektrofotometrik yontem icin
0,05-2,75 pgmL”, spektrofluorimetrik yontem igin 0,05-0,25 pg.mL’ olarak
bildirilmistir (6).



Gujral ve arkadaglari tarafindan bildirilen bir ¢alismada farmasdétik
preparatlarda gabapentin HPLC yoOntemiyle tayin edilmistir. Ayrilma C,;g kolonda,
metanol-potasyum dihidrojen ortofosfat (20:80) mobil faz sistemi ile yapilmistir.
Dedeksiyon 275 nm de UV absorbans dedektor ile gergeklestirilmistir (7).

Souri ve arkadaslar: farmasotik preparatlarda 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen ile
tirevlendirdikleri gabapentini HPLC yontemi ile tayin etmislerdir. Ayrilma C,g kolon
ve asetonitril-sodyum dihidrojenfosfat (pH 2,5) (70:30) mobil faz sistemi ile
gerceklestirilmistir. Internal standart olarak amlodipin kullanilmistir. Dedeksiyon UV
absorbans dedektor ile 360 nm de yapilmustir (8).

Ciavarella ve arkadagslari gabapentini ve bozunma {irlinlerini tayin etmek i¢in
HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Gelistirilen yontemde ayrilma asetonitril-patsyum
dihidrojen fosfat (pH 6,2) (8:92) mobil faz sisteminde ve UV absorbans dedektdrde 210
nm de gergeklestirilmistir (9).

Sekar ve arkadaglar: farmasotik preparatlarda gabapentinin tayini i¢in CE
yontemini gelistirmislerdir. Analiz 74 cm silika kapiler kolonda, pH 11,0 de yapilmistir.
Dedeksiyon UV absorbans dedektor ile 215 nm de gergeklestirilmstir (10).

Biyolojik Stvilarda Yapilan Analizler

Wolf ve arkadaglari tarafindan bildirilen bir ¢alismada serumda gabapentin, gaz
kromatografisi yontemiyle tayin edilmistir. Tiirevlendirme ajani olarak N-metil-N-
tersiyer-butildimetilsililtrifluoroasetamid kullanilmistir. Dedeksiyon alev iyonlastirma

dedektorii kullanilarak yapilmistir (11).

Hooper ve arkadaslarmmin gelistirdikleri gaz kromatografisi yonteminde

gabapentin plazma ve idrarda tayin edilmistir (12).

Kushnir ve arkadagslar: tarafindan bildirilen bir ¢alismada insan serumunda ve
plazmasinda gabapentin GC-MS yontemiyle tayin edilmistir. Bu yontemde dogrusallik
1,0-35,0 ug.mL'l, tanima sinir1 0,1 ug.mL'1 olarak bildirilmistir (13).

Borrey ve arkadagslari insan serumunda gabapentin ve vigabatrinin yanyana
tayini icin GC-MS yOntemini gelistirmislerdir. Bu yontemde dogrusallik gabapentin i¢in
5-30 pg.mL" ve tanima smir1 2 pg.mL™ olarak bildirilmistir (14).



Gambelunghe ve arkadaglar: tarafindan gelistirilen bir baska calismada insan
serumunda gabapentin GC-MS/MS yontemiyle tayin edilmistir. Bu ydntemde
dogrusallik 1-9 pg.mL™" olarak bildirilmistir (15).

Matar ve arkadaslar: insan plazmasinda gabapentini tandem-MS yontemiyle
tayin etmislerdir. Ayrilma asetonitril-su-formik asit (50:50:0.025) ile yapilmistir.
Dogrusallik 0,1-10,0 pg.mL™" olarak bildirilmistir (16).

Ji ve arkadaslar: insan plazmasindaki gabapentini LC-MS/MS yontemiyle tayin
etmislerdir (17).

Ojha ve arkadaslar: tarafindan yapilan ¢alismada insan plazmasinda gabapentin
LC-MS yontemiyle tayin edilmistir. Yontemde Cs kolon kullanilmistir. Dogrusallik
0,5-64 ng.mL'1 olarak bildirilmistir (18).

Ramakrishna ve arkadaslar: insan plazmasinda gabapentini tayin etmek icin
LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Gabapentin C;s kolonda amonyum format (pH
3,5) asetonitril mobil faz sistemi ile analiz edilmistir. Tanima simr1 10 ng.mL™" olarak

bildirilmistir (19).

Carlsson ve arkadaslari kanda gabapentini LC-MS/MS yoOntemiyle tayin
etmislerdir. Bu yontemde ayrilma C;g kolonda, amonyum asetat-metanol mobil faz
sistemi ile gercgeklestirilmis, internal standart olarak (S)-(+)-a-amino-siklohekzan

propiyonik asit kullanilmistir. Tanima sinir1 16 ng.mL™" olarak bildirilmistir (20).

Gauthier ve arkadaslari gabapentinin plazmada tayini i¢cin OPA ile
tirevlendirmeye dayanan HPLC yontemi gelistirmislerdir. Ayrilma C;3 kolonda
yapilmistir. Dedeksiyon fluoresans dedektor ile 350 nm eksitasyon, 450 nm emisyon

dalgaboylarinda gergeklestirilmistir (21).

Lensmeyer ve arkadaslari tarafindan bildirilen bir c¢aligmada serumda
gabapentini tayin etmek i¢in gelistirdikleri HPLC yonteminde C,g kolon ve internal
standart olarak heptanasetik asit kullanilmistir. Dedeksiyon UV absorbans dedektdr ile
340 nm de yapilmistir (22).

Forrest ve arkadaglar: tarafindan bildirilen bir ¢alismada insan plazmasinda

gabapentin HPLC yoOntemiyle tayin edilmistir. Dedeksiyon fluoresans dedektor ile



eksitasyon dalga boyu 330 nm, emisyon dalgaboyu 440 nm de gerceklestirilmistir.
Yontemin dogrusallig: 1,0-10,0 pg.mL™ olarak bildirilmistir (23).

Jurgens ve arkadaglar: serumda gabapentin ve vigabatrini yanyana tayin etmek
icin HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Yontemde maddeler OPA-merkaptoetanol ile

tirevlendirilmistir (24).

Wad ve arkadagslar: serum ve idrarda vigabatrin ve gabapentini yanyana tayin
etmek i¢cin HPLC yontemi gelistirmislerdir. Yontemde kolon oncesi tiirevlendirme
belirteci olarak TNBS kullamlmustir. Yéntemin tanima smirt 0,5 pmol.L” olarak

bildirilmistir (25).

Tang ve arkadaglar: tarafindan bildirilen bir caligmada insan serumunda
gabapentin HPLC yontemi ile tayin edilmistir. Yontemde internal standart olarak 1-
(aminometil) sikloheptan asetik asit kullanilmistir. Ayrilma fosfat tamponu (pH 4,5)-
asetonitril (50:50) mobil faz sistemiyle gergeklestirilmistir. Dedeksiyon 230 nm
eksitasyon, 420 nm emisyon dalgaboylarinda fluoresans dedektorle yapilmaistir (26).

Jalalizadeh ve arkadagslari insan plazmasinda gabapentini HPLC yontemiyle
tayin etmislerdir. Yontemde kolon Oncesi tiirevlendirme belirteci olarak 1-fluoro-2,4-
dinitrobenzen kullanilmistir. Ayrilma C;g kolon ve NaH,PO4 (pH 2,5)-asetonitril
(30:70) mobil faz sisteminde gergeklestirilmistir. Dedeksiyon UV absorbans dedektor
ile 360 nm de gerceklestirilmistir (27).

Sagirli ve arkadaglar: tarafindan bildirilen bir c¢alismada insan plazma ve
idrarinda gabapentin NQS ile tlirevlendirilmistir. Ayrilma C;3 kolon ve asetonitril-
ortofosforik asit (pH 3,5) (35:65) mobil faz sisteminde gergeklestirilmistir. Calismada
dogrusallik plazma i¢in 0,05-5,0 pgmL™’, idrar icin 0,1-10,0 pg.mL’' olarak
belirlenmistir. Dedeksiyon UV absorbans dedektor ile yapilmistir (28).

Zhu ve arkadaglari insan plazmasinda gabapentin tayini icin HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Ayrilma C;3 kolon ve sodyum asetat tamponu-metanol-asetonitril
(48:40:12) mobil faz sistemiyle gerceklestirilmistir. Internal standart olarak baklofen
kullanilmistir. Dedeksiyon 254 nm dalgaboyunda UV absorbans dedektor ile
yapilmistir. Calismada dogrusallik 0,03-10,0 pg.mL™" olarak bildirilmistir (29).

Bahrami ve arkadagslar: insan serumunda gabapentinin tayini i¢in HPLC

yontemi gelistirmislerdir. FMOC-Cl ile tiirevlendirilen gabapentin C;g kolonda metanol-



sodyumfosfat tamponu (73:27) iceren mobil faz sistemi ile ayrilmistir. Dedeksiyon 260
nm eksitasyon, 325 nm emisyon dalgaboylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir.
Internal standart olarak azitromisin kullanilmistir. Calismada dogrusallik 0,03-20,0

ng.mL™" olarak bildirilmistir (30).

Qibo ve arkadaslar: gabapentini serumda tayin etmek i¢in HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Bu yOntemde trinitrobenzen ile tiirevlendirilen gabapentin, C;s kolon
ve asetat tamponu (pH=3,7)-metanol-asetonitril mobil faz sisteminde ayrilmistir,
internal standart olarak [1-(aminometil) sikloheptan asetik asit)] kullanilmistir.

Calismada dogrusallik 10-60 ng.mL ' olarak bildirilmistir (31).

Insan serumunda gabapentin ve vigabatrini yanyana tayin etmek icin Daniel ve
arkadaglar: tarafindan gelistirilen yontemde, ayrilma C;s kolon ve fosforik asit (pH
2,0)-asetonitril mobil faz sistemi ile gerceklestirilmistir. internal standart olarak 1-
aminometil-sikloheptil asetik asit kullanilmistir. Dedeksiyon 235 nm eksitasyon, 435
nm emisyon dalgaboylarinda fluoresans dedektorle yapilmistir. Yapilan g¢alismada

dogrusallik 2,54-42,53 pg.mL" ve tanima smir1 0,1 pg.mL™" olarak bildirilmistir (32).

Vermeji ve arkadaslari, insan serumunda pregabalin, gabapentin ve vigabatrinin
yanyana tayini ic¢in gelistirdikleri HPLC yonteminde kolon oncesi tiirevlendirme
belirteci olarak OPA y1 kullanmiglardir. Tiirevler Cig kolonda metanol-asetonitril-fosfat
tamponu (pH 7,0) iceren mobil faz sistemi ile ayrilmistir. Dedeksiyon Aes=330 nm,
Aem=450 nm dalgaboylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir. Bu ¢alismada internal
standart olarak 2-aminopentanoik asit kullamlmustir. Yontemin dogrusalligi 0-63 mg.L™

olarak belirlenmistir (33).

Krivanek ve arkadaslari tarafindan bildirilen baska bir calismada insan
plazmasinda vigabatrin ve gabapentini yanyana tayin etmek i¢in dansilkloriir ile
tiirevlendirme yapildiktan sonra HPLC ile tayin yapilmistir. Olusan tiirevler C;g kolonda
asetonitril, NaH,PO, (40:60) mobil faz sisteminde ayrilmistir. Dedeksiyon 318 nm

eksitasyon, 510 nm emisyon dalgaboylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir (34).

Garcia ve arkadaglari insan serumunda gabapentini CE ydntemiyle tayin
etmiglerdir. Yontemde gabapentin fluoreskamin ile tiirevlendirilmistir. Dedeksiyon
fluoresans dedektor ile yapilmistir. Cahismada dogrusallik 0-12,0 mgL™ olarak
bildirilmistir (35).



Sarah ve arkadaglar: tarafindan bildirilen bir ¢alismada insan plazmasinda
gabapentin CE yOntemiyle tayin edilmistir. Analiz 60 cm kapiler kolonda, pH 9.5
sodyum borat tamponu ile yapilmistir. Dedeksiyon 488 nm eksitasyon, 520 nm emisyon

dalgaboylarinda fluoresans dedektor ile gergeklestirilmistir (36).
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2.2. 4-Fluoro-7-nitrobenzofurazan Hakkinda Genel Bilgi ve Bu Belirtecle Yapilan
Calismalar

Kimyasal adi 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F) dir. Kapali formiili
CsH,FN30; olan NBD-F iin molekiil agirhigi 183,10 g.mol™ diir. NBD-F su, metanol,
etanol ve asetonitrilde kolay ¢oziinen sari, kristalize bir tozdur. NBD-F amino asit,

primer ve sekonder aminlerle kuvvetli fluoresans gosteren tiirevler olusturur (37).

NO,

XN

F

Sekil 2-4: NBD-F iin kimyasal formuiilii

2.2.1. Analiz Yontemleri
Baeyens ve arkadaglart bazi nonapeptitleri NBD-F ile tiirevlendirip akis

enjeksiyonlu spektrofotometrik yontem ile analiz etmislerdir (38).

Al-Majed ve arkadaslari tarafindan bildirilen bir ¢alismada D-penisilamini
farmasotik preparatlarda NBD-F ile tiirevlendirmislerdir. Dedeksiyon 465 nm
eksitasyon, 530 nm emisyon dalgaboylarinda yapilmistir (39).

Imai ve arkadaslari aminoasit ve aminleri NBD-F ile tiirevlendirip HPLC de
tayin etmislerdir. Yontemde C;g kolon kullanilmistir. Dogrusallik 10-100 fmol olarak
bildirilmistir (40).

Imai ve arkadaslar: tarafindan bildirilen baska bir ¢calismada amino asitler NBD-

F ile pH 7,5 da 70° sicaklikta 5 dakikada tiirevlendirilmistir. Tiirevleri fluorimetrik
olarak tayin etmislerdir (41).

Hui ve arkadaslarimin bildirdikleri bir ¢alismada plazmada ABT-O89, NBD-F
ile tiirevlendirilmistir. Ayrilma C;3 kolonda asetonitril-metanol-tetrametilamonyum

perklorat-trifluoroasetik asit (18:10:72) iceren mobil faz sisteminde gerceklestirilmistir.
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Dedeksiyon 495 nm eksitasyon, 533 nm emisyon dalgaboylarinda fluoresans dedektor

ile yapilmistir (42).

Watanabe ve arkadagslari insan serumu ve kanda aminoasitleri NBD-F ile
tirevlendirip, olusan tiirevi HPLC yontemi ile ayirmislardir. Dedeksiyon 420 nm

eksitasyon, 530 nm emisyon dalgaboylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir (43).

Aoyama ve arkadaslari amino asit tayinini HPLC  yoOntemiyle
gerceklestirmislerdir. Tiirevlendirme NBD-F belirteci ile pH 9,5 borat tamponunda 40
dakikada gergeklestirilmistir. Dedeksiyon 470 nm eksitasyon, 540 nm emisyon
dalgaboylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir (44).

Higashi ve arkadaglar: tarafindan bildirilen bir calismada insan serumu ve
idrarinda fluoksetin ve norfluoksetin tayini icin NBD-F ile tiirevlendirme yapilmistir.

Internal standart olarak protriptilin kullanilmistir (45).

Yoshinaga ve arkadaslar: peptidleri NBD-F ile tlirevlendirdikten sonra HPLC
ile analiz etmislerdir.Y 6ntemde dogrusallik 1-100 pmol olarak bildirilmistir (46).

Sawabe ve arkadaslar: tarafindan bildirilen bir ¢alismada enerji iceceklerinde
taurinin tayini i¢in kolon Oncesi NBD-F ile tiirevlendirilen 6rnekler C;s kolon ve
tetrabutil amonyumbromiir-asetonitril mobil faz sisteminde ayrilmistir. Dedeksiyon

fluoresans dedektor ile yapilmistir (47).

Hamase ve arkadaslari memelilerde bulunan D-aminoasitlerin miktarini tayin
etmek amaciyla HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Kolon oncesi NBD-F ile
tiirevlendirilen aminoasitler C;g kolonda ayrilmistir. Dedeksiyon fluoresans dedektor ile

yapilmistir (48).

Higashi ve arkadaslarimn yaptiklari ¢calismada tavsan plazmasinda bromperidol
metabolitlerini kolon 6ncesi NBD-F ile tiirevlendirdikten sonra olusan tiirevi HPLC
yontemiyle analiz etmislerdir. Ayrilma C;s kolon ve metanol-asetik asit mobil faz

sistemi ile gerceklestirilmistir (49).

Uchino ve arkadaslari tarafindan bildirilen bir ¢alismada fare kaninda bulunan
S-D-laktoglutatyon, NBD-F ile tiirevlendirildikten sonra HPLC yoOntemiyle tayin

edilmistir. Ayrilma C;g kolon ve %0,1 lik trifluoroasetik asit-asetonitril mobil faz
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sisteminde gerceklestirilmistir. Dedeksiyon 470 nm eksitasyon, 540 nm emisyon

dalgaboylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir (50).

Kakinuma ve arkadaslar: deri dokusunda hidroksipirolin tayini i¢cin HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Yontemde NBD-F ile olusan tiirevler C;g kolonda asetonitril-
fosfat tamponu (pH 5,0) igeren mobil faz sisteminde ayrilmistir. Dedeksiyon 470 nm
eksitasyon, 540 nm emisyon dalgaboylarinda yapilmistir (51).

Gozdowska ve arkadagslari balik plazmasinda arginin-izotokin ve arginin-
vazotokin tayini i¢in HPLC yontemi gelistirmislerdir. Maddeler pH 9,5 da NBD-F ile
tirevlendirildikten sonra C;s3 kolonda asetonitril-su mobil faz sistemi ile analiz
edilmistir. Dedeksiyon 420 nm eksitasyon, 530 nm emisyon dalgaboylarinda fluoresans
dedektor ile yapilmistir. Yontemin dogrusalligi 15-220 pmol.mL™ olarak belirtilmistir
(52).

Zhu ve arkadaslar: katekolaminlerin tayini i¢in gelistirdikleri HPLC yOnteminde
NBD-F ile tiirevlendirilen maddeleri C;g kolon ve asetonitril-fosfat tamponu (60:40)
iceren mobil faz sisteminde ayirmislardir. Yontemde eksitasyon dalgaboyu 480 nm,

emisyon dalgaboyu ise 530 nm olarak bildirilmistir (53).

Zhao ve arkadagslarmin yaptiklar ¢alismada insan plazmasinda agmatin NBD-F
ile tlirevlendirilmis, ayrilma Cg kolonda gerceklestirilmistir. Dedeksiyon LIF ile

yapilmistir. Yontemin tanima sinir1 5% 10° M olarak bildirilmistir (54).

Namera ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, sulu 6rneklerde
anatoksin NBD-F ile tiirevlendirilmis, tiirevler C;g kolon ve metanol-su (60:40) mobil
faz sisteminde ayrilmistir. Calismada eksitasyon dalgaboyu 495 nm, emisyon dalgaboyu
530 nm olarak bildirilmistir (55).

Bryan ve arkadaslar: insan plazmasinda ABT-089 tayini i¢cin HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Yontemde kolon 6ncesi NBD-F ile tiirevlendirilen madde C;s kolon ve
asetonitril-metanol-% 0,1 tetrametilamonyumperklorat (30:5:65) mobil faz sisteminde
ayrilmistir. Dedeksiyon 495 nm eksitasyon, 533 nm emisyon dalgaboylarinda

yapilmistir. Calismanin dogrusalligr 1,6-836 ng.mL ' olarak bildirilmistir (56).

James ve arkadaslari anatoksin-a, homoanatoksin-a ve onlarin bozunma
tiriinlerinin analizi i¢in HPLC yontemi gelistirmislerdir. Analiz C,3 kolon ve asetonitril-

su (45:55) mobil faz sistemiyle yapilmistir. Dedeksiyon 470 nm eksitasyon, 530 nm
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emisyon dalgaboylarinda fluoresans dedektor ile gergeklestirilmistir. Tanima sinirt 10

pg.L'1 olarak bildirilmistir (57).

Kamisaki ve arkadaglari insan plazmasinda nitrotirozin tayini icin HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Yontemde kolon 6ncesi tiirevlendirme NBD-F ile yapilmis ve internal

standart olarak a-metiltirozin kullanilmigtir (58).

Imai ve arkadaslart aminoasitlerin enantiyomerlerini HPLC yontemi ile
ayirmiglardir. Yontemde NBD-F ile tiirevlendirilen maddelerin dedeksiyonu 470 nm

eksitasyon, 530 nm emisyon dalgaboylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir (59).

Scott ve arkadaglari biradaki fumonisinlerin analizi i¢in HPLC ydntemi
gelistirmiglerdir. Yontemde maddeler NBD-F ile tiirevlendirilmistir. Yontemin

dogrusallig1 0,7-3,0 ng.mL™" olarak bildirilmistir (60).

Akiyama ve arkadaglar: fumonisin analizi i¢in gelistirdikleri HPLC yonteminde
tirevlendirme i¢in OPA, FS, FMOC, DBD-F ve NBD-F belirteclerini kullanmiglardir.
Analiz sonucunda NBD-F ve DBD-F belirteclerle yapilan analizlerin daha hassas
oldugu belirtilmistir (61).

Iwaki ve arkadaslart penisilinlerin analizi i¢in gelistirdikleri HPLC yonteminde
maddeler NBD-F ile tiirevlendirilmistir. Calismada dogrusallik 0,2-100 pg.mL™" olarak
bildirilmistir. Dedeksiyon fluoresans dedektor ile yapilmistir (62).

Kotaniguchi ve arkadaslari insan kaninda bulunan aminoasitlerin tayininde
NBD-F ile tiirevlendirdikleri maddeleri C;g kolon ve H3;POs-asetonitril (84:16) ve
potasyum fosfat-asetonitril-metanol (40:21:39) iceren mobil faz sistemiyle ayirmislardir

(63).

Kaneko ve arkadaslari NBD-F ile tlirevlendirdikleri aminofosfolipidleri HPLC
ile tayin etmislerdir. Dedeksiyon 465 nm eksitasyon, 520 nm emisyon dalgaboylarinda

fluoresans dedektor ile gergeklestirilmistir (64).

Imai ve arkadaglar: aminoasit ve poliaminleri NBD-F ile tiirevlendirdikten sonra
HPLC yontemiyle tayin etmislerdir. Dedeksiyon fluoresans dedektdr ile 470 nm
eksitasyon, 530 nm emisyon dalgaboylarinda gerceklestirilmistir (65).

Watanabe ve arkadaglart amino ve imino asitleri analiz etmek igin gelistirdikleri

HPLC yonteminde tiirevlendirmeyi NBD-F ile yapmuslardir. Fluoresans dedektdriin
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kullanildig1 tayinde eksitasyon dalgaboyu 470 nm, emisyon dalgaboyu ise 530 nm
olarak bildirilmistir (66).

Hauck ve arkadaslar: gida maddelerindeki siklamat tayini i¢cin HPLC yontemi
gelistirmisglerdir. Yontemde NBD-F ile tiirevlendirilen maddenin ayrilmasi i¢in Cig
kolon kullanilmistir. Dedeksiyon 485 nm eksitasyon, 530 nm emisyon dalgaboylarinda

fluoresans dedektor ile yapilmistir (67).

Higashi ve arkadaslari tarafindan bildirilen bir ¢calismada amantadin NBD-F ile
tirevlendirilmistir. Tiirevler HPLC ile analiz edilmistir. Calismada tanima simnirt 8

ng.mL" olarak bildirilmistir (68).

Zhang ve arkadaglar: tarafindan plazmada 3-nitrotirozin ve tirozin tayini i¢in
gelistirilen HPLC yonteminde maddeler, NBD-F ile tiirevlendirilerek C;s kolonda tayin
edilmistir. Yontemde dogrusallik 3-nitrotrozin i¢in 0,5-100 nM, tirozin i¢in 1-320 puN
olarak bildirilmistir (69).

Tsunoda ve arkadagslari biyolojik orneklerdeki aspartik asit enantiyomerlerini
CE yontemiyle ayirmislardir. Yontemde NBD-F ile tiirevlendirilen 6rnekler 50 mM
fosfat tamponu (pH 4,0) iceren mobil faz sisteminde analiz edilmistir. Dedeksiyon 470
nm eksitasyon, 530 nm emisyon dalgaboylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir.

Calismada tanima sinir1 100 nM olarak bildirilmistir (70).

Tseng ve arkadaslarmm gelistirdikleri CE yonteminde mono, di, oligosakkarit

iceren 17 karbonhidrat NBD-F ile tiirevlendirilmistir. Dedeksiyon LIF ile yapilmistir
(71).

Zhang ve arkadaslar: histamin ve poliaminleri tayin etmek icin CZE yontemi
gelistirmislerdir. Yontemde maddeler NBD-F ile tiirevlendirildikten sonra pH 3,0 borat

tampon ¢ozeltisinde fluoresans dedektor ile analiz edilmistir (72).

Song ve arkadaglar: fare dokusunda biyojenik aminlerin tayini i¢in LC-MS/MS
yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde kolon oOncesi NBD-F ile tiirevlendirme
yapilmistir. Yontemin dogrusalligi 15-1000 ng.mL", tanima smur ise 0,6 ng.mL

olarak bildirilmistir (73).
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Zhou ve arkadagslari yaptiklart bir caligmada bitkilerde bulunan efedrin ve
psodoefedrini NBD-F belirteci ile tiirevlendirmisler ve miseller elektrokinetik kapiler

kromatografisi yontemiyle analiz etmiglerdir. Dedeksiyon LIF ile yapilmistir (74).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Gabapentin' , Neurontin kapsiil® , 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F)’, borik
asit’ , potasyum dihidrojen fosfat® , potasyum kloriir* , susuz sodyum siilfat* , sodyum

hidroksit* , sodyum kloriir®.

Metanol®, dioksan®, metilsiklobutil keton®, diklormetan®, kloroform*, etilasetat®,
hidroklorik asit (%37 ag/ag)* ve saf su kullanildi.
3.1.2. Cozeltiler

1. Gabapentin Cozeltisi

Stok ¢ozelti: 50 mg gabapentin 50 mL lik balonjojede su ile hacmine
tamamlandi. Calismalarda stok ¢ozeltinin su ile seyreltilmesiyle hazirlanan 10 pg.mL™

konsantrasyonlarinda gabapentin i¢eren ¢ozelti kullanildi.
2. NBD-F Cozeltisi

Reaksiyon kosullarinin belirlenmesinde NBD-F {in 21,4, 42,8, 64,2, 85,6, 104,9,

128,4 ng.mL" konsantrasyonlarda metanolde hazirlanmis ¢ozeltileri kullanildu.
3. Tampon Cozeltiler
a. Fosfat tamponu ¢ozeltileri:

pH s1 7,0 ve 7,5 olan tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in 50 mL 0,2 M potasyum
dihidrojen fosfat ¢6zeltisine gerekli miktar 0,2 M NaOH ¢ozeltisi ilave edildi ve pH s1

ayarlanan c¢ozeltilerin hacimleri suyla 200 mL ye tamamlandi.

12 pfizer ilag Sanayi ve Ticaret A.S., Istanbul Gabapentin ve Neurontin kapsiillerinin saglanmasinda (2008 yil)

yardimlart i¢in firmaya tesekkiir ederim.
34 Merck, E.Merck A.G.Darmstad, Almanya

“Tiim ¢alismalar Istanbul Universitesi Analitik Kimya Ana Bilimdali Aragtirma Laboratuvarinda yapilmustir.
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b. Borat tamponu ¢ozeltileri:

pH s1 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0 olan tampon ¢ozeltilerini hazirlamak icin 0,6189 g
borik asit ve 0,7456 g potasyum kloriir 50 mL suda ¢oziiliip gerekli miktarlarda 0,2 M

NaOH ¢ozeltisi ilave edildi ve hacimleri suyla 200 mL ye tamamlandi.
4. Sodyum fluoressein ¢ozeltisi:

Sodyum fluoresseinin 0,1 N NaOH cozeltisindeki % 0,001 lik c¢ozeltisi
hazirlanip +4 °C de karanlikta saklandi. Bu ¢6zelti 0,1 N NaOH ile gerekli seyreltmeler
yapildiktan sonra NBD-F ile yapilan ¢aligmalarda referans standart olarak kullanildi.

3.2. Aletler ve Diger Geregler
1. Spektrofluorimetre (Shimadzu RF-1501)

2. Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A)
3. 1 cm lik kuartz kiivetler (QS 1000) (10x10x45 mm)
4. 1 cm lik cam kiivetler (OS 1000) (10x10x45 mm)
5. HPLC aleti
CBM 10 A sistem kontrol {initesi
LC 10 AT pompa
SPD — 10 A UV — Visible absorbans dedektor
DGU -2 A helyumlu gaz giderme iinitesi
Rheodyne enjektor (Enjeksiyon hacmi 20 pL, Berkley CA, ABD)
6. Cis Analitik kolon ( Inertsil, 150x4.6 mm L.D., Sum parc¢acik biiyiikligii)
Cig Koruyucu kolon (Inertsil, 4 mmx3 mm L.D., Sum pargacik biiytikliigii)
7. Terazi (Denver Instrument)
8. Girdap karistirici (Elektro-mag)
9. Santrifiij (Janetzki T.32B)
10. Ultrasonik banyo (Bransonic 221)

11. Ultra saf su cihazi (Younglin Instrument)
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12. Mobil faz siizme filtresi (Milipor, HVLP 47 mm)

13. Ornek siizme filtresi (Anotec, 0,20 pm)

14. Reaksiyon tiipleri (Vidali, kapakli, 12 mL lik)

15. Otomatik pipetler (Microlit, 10-100 pL, 100-1000 pL)
16. Balon jojeler (5, 10, 25, 50 ve 100 mL lik)

17. Hesap makinesi ( Casio, fx-3600P )

3.3. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Calismalar

3.3.1. Tiirevlendirme i¢cin Reaksiyon Kosullarimin Incelenmesi

Bu belirtec ile daha 6nce yapilan analizler incelendiginde NBD-F ile primer ve
sekonder amin grubu iceren maddeler arasindaki reaksiyonun alkali pH larda, sicakta
yiiriidiigii ve olusan tiirevin genellikle asitli ortamda organik bir ¢oziicii ile ekstre
edildikten sonra fluoresans Ol¢limiiniin yapildig1 goriilmiistiir. Literatiirdeki bilgiler
dogrultusunda, gabapentin ile NBD-F arasindaki reaksiyonun en iyi hangi kosullarda

yiiriidiigiinii saptamak amaciyla asagidaki denemeler yapildi.

3.3.1.1. Ekstraksiyon Coziiciisii

10 pg.mL™" konsantrasyondaki gabapentin c¢ozeltisinden 100 pL reaksiyon
tiplerine alindi, ¢ozelti lizerine 100 pL pH 9,5 borat tamponu ve 100 pL NBD-F
cozeltilerinden ilave edilerek 70°C de 30 dakika 1sitildi. Sogutulan sistemin 100 pL
0,1 N HCI ¢ozeltisiyle asitlendirilmesini takiben ya metanol ve dioksan ile ¢ozeltinin
hacmi 10 mL ye tamamland1 ya da tiirev etilasetat, diklormetan, metilsiklobutilketon ve
kloroform gibi organik ¢oziiciilerle ekstre edildi (3x2 mL). Birlestirilen organik fazlara
susuz Na,SO, ilave edildi ve hacmi 10 mL ye tamamlandi. Cozeltilerin spektrumlari
ayni kosullarda hazirlanmis bos denemeye karsi spektrofluorimetre yardimiyla alindi.

Elde edilen sonuclar Boliim 4.1.1.1 de verilmistir.

3.3.1.2. pH

Reaksiyon tiiplerine 10 pg.mL™ gabapentin ¢ozeltisinden 100 pL almarak
tizerine cesitli pH’lardaki (7,0-10,0) borat ve fosfat tampon ¢ozeltilerinden 100 pL ve
100 uLL NBD-F ¢ozeltisi ilave edilerek 70°C de 30 dakika 1sitildi. 100 uL 0,1 N HCI

¢oOzeltisi ile asitlendirilen ¢ozeltiler, 3x2 mL etilasetat ile ckstre edildi. Birlestirilen
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organik fazlar susuz Na,SOy ile kurutuldu ve hacmi 10 mL ye tamamlandi. Cozeltilerin
spektrumlar1 ayn1 kosullarda hazirlanmis bos denemeye karsi spektrofluorimetre

yardimiyla alindi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.1.2 de verilmistir.

3.3.1.3. Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi

10 pg.mL'1 gabapentin c¢ozeltisinden reaksiyon tiiplerine 100 pL alinarak
tizerine 100 uL pH 9,5 borat tamponu ve 100 uL. NBD-F c¢ozeltisi ilave edildi. Tiipler
oda sicakliginda ve 50, 60, 70, 80 sicakliklarda 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 dakika siireyle
bekletildi. Calismaya bolim 3.3.1.2 de anlatildigi gibi devam edildi. Elde edilen

sonuclar Boliim 4.1.1.3 de verilmistir.

3.3.1.4. Belirte¢ Miktar

10 pg.mL™" gabapentin ¢ozeltisinden 100 pL lik hacimler deney tiiplerine kondu
ve lizerine 100 uL pH 9.5 borat tamponu ¢ozeltisi ve 100 pL cesitli miktarlarda (21,4,
42.8, 64,2, 85,6, 106,9, 128.4 ug.mL'l) NBD-F c¢ozeltisi katildi. Calismaya 3.3.1.2 de

anlatildig1 gibi devam edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.1.4 de verilmistir.

3.3.1.5. Tiirevin Dayamikhhg:

10 pg.mL'1 gabapentin ¢ozeltisinden 100 pL alindi ve {izerine 100 pul pH 9,5
borat tamponu ile 100 pL NBD-F c¢ozeltisi ilave edildi ve g¢alismaya 3.3.1.2 de
anlatildig1 gibi devam edildi. 4 adet bu sekilde paralel deneme yapildi. Elde edilen
gabapentin NBD tiirevlerinin etilasetattaki ¢ozeltilerinin fluoresans siddeti (Aes=458 nm
ve Aem=521 nm ) bos denemeye karsi Ol¢iildii. Sonra bu ¢ozeltiler oda temperatiiriinde,
giin 15181nda ve karanlikta, +4 °C de karanlikta 6, 24, 48, 72 saat bekletilerek fluoresans
siddeti ol¢iildii. Alinan sonuglar Boliim 4.1.1.5 de belirtilmistir.

3.3.1.6. Asit Miktar

10 pg.mL" gabapentin ¢ézeltisinden 100 pL alindi ve tizerine 100 pL pH 9,5
borat tamponu ve 100 pL NBD-F c¢ozeltisi ilave edildi ve caligmaya 3.3.1.2 de
anlatildigr gibi ¢alisildi. NBD-F nin hidroliz iirtini NBD-OH 1n interferensini
engellemek igin, reaksiyon karisimi 25, 50, 100 ve 150 pL glasiyal CH3;COOH ve 0,1
N HCI ¢ozeltileriyle asitlendirildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.1.6 da verilmistir.
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3.3.1.7. Sulu Cézeltide Olcii Egrisi Hazirlanmasi

Cesitli konsantrasyonlarda (1,0, 2,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0 ug.mL'l) gabapentin
¢ozeltisinden 100 pL alnip tizerine 100 pL pH 9,5 borat tamponu ve 100 pL. NBD-F
¢oOzeltisi (64,2 pg.mL’l) katildi. 70 °C de 30 dakika 1sitildi. Cozelti sogutulduktan sonra
tizerine 100 pL 0,1 N HCI katild1 ve ¢alismaya Boliim 3.3.1.2 de anlatildig1 gibi devam
edildi. Elde edilen sonuclar 4.1.1.7 de verilmistir.

3.4. Kapsiillerde Gabapentin Miktar Tayini

3.4.1. Spektrofluorimetrik Yontem fle

10 adet kapsiil i¢indeki etken maddeler tartilip, ortalama agirhigi saptandi ve
kapsiil i¢indeki etken maddeler porselen havanda ince toz haline getirildi. 100 mg
gabapentine esdeger miktarda kapsiil tozu hassas olarak tartilip 100 mL lik balon jojeye
aktarildi, 50 mL su ile 30 dakika ultrasonik banyoda karistirildi. Su ile hacmine
tamamlandiktan sonra mavi banth siizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintliniin 25 mL si
atildi. Geri kalan kismindan 10 mL alinip 100 mL lik balon jojede su ile hacmine
tamamlandi. Bu c¢ozeltiden tekrar 10 mL alinip, su ile 100 mL ye tamamlandi. Bu
¢ozeltiden 100 pL alinarak 10-100 ng.mL™ konsantrasyon araligma ait dl¢ii egrisinin
calisma kosullarinda Boliim 3.3.1.7 de anlatildig1 sekilde calisildi. Analiz islemi 6 kez
tekrarland1. Gabapentin miktari daha dnce bu konsantrasyon araliginda hazirlanan Sl¢ii
egrisinin denklemi yardimiyla hesaplandi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.1.1.7 de

verilmistir.

3.4.2. Kiyas Yontemi ile
Kapsiillerde gabapentin miktar tayini i¢in kiyas yontemi olarak USP XXXII de
bulunan HPLC yontemi esas alindi (75).

Standart ¢ozelti: Mobil fazda hazirlanan 4 mg.mL™ konsantrasyonda gabapentin

¢Ozeltisi hazirlandi.

Ornek ¢dzelti: Boliim 3.4.1 de anlatildig1 gibi ince toz haline getirilen kapsiil igindeki
etken madde 6rneginden kapsiil tozu tartilarak, konsantrasyonu 4 mg.mL™" olan érnek

¢Ozelti hazirlandi.
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Kromatografik sistem:

Dedektor: UV-Absorbans dedektor 210 nm

Akis hizi: 1,2 mL/dak.

C,s Analitik kolon (Inertsil, 150x4.6 mm L.D., Sum parcacik biiyikligii)
C,s Koruyucu kolon (Inertsil, 4 mmx3 mm L.D., Sum parg¢acik biiyiikligii)
Mobil faz: Asetonitril : potasyum dihidrojen fosfat (pH=6.9) (60:40, v/v)
Enjeksiyon hacmi: 20 uL

Yéntem: Ornek ve standart ¢ozeltilerinden ayr1 ayr1 20 puL enjekte edildi. Mobil fazda
elisyon yapildi. Major piklerin alan1 bulundu. Kapsiillerdeki gabapentin miktari

asagidaki formiille hesaplandi (mg cinsinden).
mg/kapsiil = 100 (Cy/Cy)(ry/15)

Cs = Standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu (mg.mL™)

Cu = Ornek ¢ozeltisinin konsantrasyonu (mg.mL™")

s = Standart ¢ozeltisinin pik alani

1, = Ornek ¢ozeltisinin pik alani

Elde edilem sonuglar Boliim 4.1.1.8 de belirtilmistir.

3.5. Gelistirilen Yontemin Validasyonu
[lag uygulamalari igin Uluslararast Harmonizasyon Konferansinda (ICH,

International Conference Harmonazation) belirlenen parametreler incelendi (76).

3.5.1. Dogrusalhk

Gabapentin  ¢ozeltilerine karsit fluoresans siddetinin belli konsantrasyon
araligindaki dogrusalligin1 belirlemek i¢in 6 farkli konsantrasyonda dorder adet
cozeltiler hazirlandi. Bu c¢ozeltilerle Bolim 3.3.1.7 de anlatildign gibi c¢alisildi.
Dogrusallik sonuglarinin fluoresans siddetleri, bagil fluoresans siddetleri, standart
sapma, % RSD hesaplanarak grafiksel degerlendirilmesi yapildi. Sonuglar Boliim 4.2.1

de verilmistir.
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3.5.2. Tamima (LOD) ve Miktar Tayin (LOQ) Simirlari
Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek icin LOD ve LOQ degerleri

asagidaki formiilerle hesaplandi. Hesaplanan degerler Boliim 4.2.2 de verilmistir.
LOD=330/a

LOQ=100/a

o: Olgii egrisindeki kesim noktalarinin standart sapmasi

a: Egim

3.5.3. Kesinlik ve Dogruluk

Giin i¢i tekrarlanabilirlik

Ug farkli konsantrasyonda (10, 40, 100 ng.mL™") gabapentin iceren ¢ozeltilerden
dorder adet hazirlandi. Boliim 3.3.1.2 de anlatildig: gibi ¢aligildi. Giin i¢inde herbirinin
ticer kez fluoresans siddeti degerleri Olcilildii. Bulunan sonuglar Bolim 4.2.3 de

verilmistir.
Giinler arasi tekrarlanabilirlik

U farkli konsantrasyonda (10, 40, 100 ng.mL™") gabapentin iceren ¢ozeltilerden
dorder adet hazirlandi. Bolim 3.3.1.2 de anlatildig1 gibi calisildi. Analizler birbirini
takip eden 5 gilinde ve her defasinda yeni ¢ozeltilerle ¢alisiimak kosuluyla tekrarlandi.

Bulunan sonuglar Boliim 4.2.3 de verilmistir.

3.5.4. Robustness (Yontemin Saglamhgi)
40 ng.mL™" konsantrasyondaki gabapentin ¢ozeltisine 100 +5 pL NBD-F ¢ozeltisi

ilave edilerek, reaksiyon siiresi 3041 dakika degistirilerek reaksiyonlar yapildi. 458 nm
eksitasyon ve 521 nm de emisyon dalga boylarinda g¢ozeltilerin fluoresans siddeti

Olciildi. Bulunan sonuglar Boliim 4.2.4 de verilmistir.

3.5.5. Secicilik

100 mg gabapentin igeren Neurontin kapsiillerde bulunan laktoz, nisasta, glukoz,
talk, magnezyum stearat ve titanyum dioksit gibi yardimer maddelerin 10 pg.mL
konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlandi. Boliim 3.3.1.2 de anlatildig1 gibi calisild.

Sonuglar Boliim 4.2.5 de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile ilgili Cahismalar

4.1.1. Gabapentinin NBD-F ile Reaksiyon Kosullarinin incelenmesi

Gabapentin ile NBD-F arasindaki reaksiyon sonucu meydana gelen ve sari
renkli fluoresans gosteren gabapentin-NBD tiirevinin sulu ortamdan ekstre edilebilmesi
icin en uygun organik ¢oziicli arastirildi ve tiirevin olusumu iizerine pH, sicaklik,

reaksiyon siiresi, belirte¢ miktar1 gibi parametrelerin etkisi incelendi.

4.1.1.1. Ekstraksiyon Coziiciisii

Gabapentinin NBD-F ile olusturdugu tiirevin sulu ortamdan ekstraksiyonu igin
en uygun organik ¢oziiciiyli saptamak tlizere Boliim 3.3.1.1 de anlatildig: gibi ¢alisilarak
elde edilen tiirevin ¢esitli ¢oziiciilerde fluoresans spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda
gabapentin-NBD tiirevinin denenen organik c¢oziiclilerde gosterdigi maksimum
eksitasyon ve emisyon dalgaboylar1 ve fluoresans siddeti degerleri elde edilmistir. Tablo
4.1 de yer alan bu degerler incelendiginde tiirevin ekstraksiyonu i¢in en uygun
¢oziicliniin etilasetat oldugu saptanmistir. Sekil 4.1 ve 4.2 de gabapentin—NBD tiirevinin

etilasetattaki eksitasyon ve Sekil 4.3 de bosun emisyon spektrumlart goriilmektedir.

Tablo 4-1: Gabapentin—-NBD tiirevinin c¢esitli organik coziiciilerdeki maksimum

eksitasyon (A.) ve emisyon (A.n,) dalga boylari ile fluoresans siddeti degerleri

Aeks/ Aem (MM ) Fluoresans siddeti
Metanol 462/594 178
Dioksan 461/532 293
Metilsiklobutilketon 465/610 411
Diklormetan 462/530 172
Etilasetat 458/521 994

Kloroform 461/532 425
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Sekil 4-1: 40 ng.mL’ gabapentine esdeger gabapentin-NBD tiirevinin etilasetattaki

emisyon spektrumu ( A, =521 nm)
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Sekil 4-2: 40 ng.mL’' gabapentine esdeger gabapentin-NBD tiirevinin etilasetattaki

eksitasyon spektrumu ( A ;=458 nm )
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Sekil 4-3. Bosun emisyon spektrumu

4.1.1.2. pH

Gabapentin ile NBD-F arasindaki reaksiyonun en iyi hangi pH da yiiriidiigtini
saptamak amactyla pH 7,0 — 10,0 arasinda hazirlanmig bir seri tampon ¢6zeltiyle Boliim
33.1.2 de anlatildigt gibi calisildi. Elde edilen veriler incelendiginde
gabapentin—NBD tiirevinin pH 9,5 da kantitatif olarak olustugu belirlenmistir.

Tablo 4-2 : Cesitli pH larda olusturulan gabapentin-NBD tiirevine ait fluoresans siddeti

degerleri
pH 7,0 7,5 8,0 8.5 9,0 9,5 10,0
45 190 478 588 633 994 398
Fluoresans

siddeti
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Sekil 4-4: Gabapentin-NBD tiirevinin olusumu iizerine pH nin etkisi

4.1.1.3. Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi

Gabapentin-NBD tiirevinin olusmas1 i¢in en uygun sicaklik ve reaksiyon
stiresini saptamak amaciyla Boliim 3.3.1.3 de anlatildig1 gibi oda sicakliginda ve 50, 60,
70, 80 °C sicakliklarda galigildi. Her temperatiirde 10 ile 70 dakika arasinda tlirev

olusumu izlendi.

Elde edilen gabapentin—NBD tiirevlerine ait fluoresans siddeti degerlerinin,
sicaklik ve zamana karst gosterdigi degisim Tablo 4.3 ve Sekil 4.5 de verilmistir. bu
verilere dayanilarak, gabapentin ile NBD-F arasindaki reaksiyonn tamamlanmasi igin

70 °C de 30 dakika siireyle 1sitmanin yeterli oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4-3 : Cesitli sicakhlk ve zamanlarda olusturulan gabapentin—-NBD tiirevine ait

fluoresans siddeti degerleri

Zaman (dak.) 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik(°C)
50 200 397 461 530 608 693 684
60 337 504 586 741 887 884 865
70 633 794 994 968 949 937 799
80 1003 879 687 527 385 230 225
Oda sic. 173 234 293 332 327 306 287
1200 -+
1000 A i
=
&
= 800 -
f =50
% 600 - e 0
)
£ 400 - =70
i 80
200 -+
=0==da sIc.
O T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70
Zaman (dak.)

Sekil 4-5: Gabapentin—NBD tiirevinin olusmasi iizerine sicaklik ve zaman etkisi
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4.1.1.4. Belirte¢c Miktan

NBD-F ile gabapentin arasindaki reaksiyonun maksimum oranda iirlin vermesi
icin gerekli belirteg/gabapentin mol oranim1 saptamak amaciyla madde miktar1 sabit
tutularak NBD-F mol kat1 2—10 olacak sekilde hazirlanan bir seri belirteg ¢ozeltisiyle
Bolim 3.3.1.4 de anlatildigt gibi calisildi. Tablo 4.4 de belirteg miktarinin
degistirilmesiyle olusturulan tiirevlere ait fluoresans siddeti degerleri, Sekil 4.6 da ise bu
degerler yardimiyla elde edilen grafik goriilmektedir. Veriler degerlendirildiginde
gabapentin—NBD tiirevinin olugmasi icin NBD-F/gabapentin mol oran1 6 olacak sekilde

hazirlanan belirteg ¢ozeltisinin yeterli olacag: belirlenmistir.

Tablo 4-4: Cesitli mol oranlarinda olusturulan gabapentin—-NBD tiirevine ait fluoresans

siddeti degerleri

NBD-F/gabapentin
mol orani 2 4 6 8 10

Fluoresans
Siddeti 414 886 998 996 991

1200 —

1000 - — n

800 -

600

400 -+

Fluoresans siddeti

200 -

0 T I T I
2 4 6 3 10

NBD-F/Gabapentin mol orani

Sekil 4-6: Gabapentin—NBD tiirevinin olusumu iizerine belirtec miktarimin etkisi
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4.1.1.5. Tiirevin Dayamkhhgi

Gabapentin-NBD tiirevinin etilasetat c¢ozeltisindeki dayanikliligini incelemek
tizere Bolim 3.3.1.5 de anlatildig1 gibi ¢alisildi. Oda temperatiiriinde karanlikta ve giin
1s181inda, +4 °C de karanlikta belirli siirelerde bekletilen ¢ozeltinin gosterdigi fluoresans
siddeti degerleri Tablo 4.5 de goriilmektedir. Elde edilen veriler incelendiginde tiirevin

+4°C de karanlikta 48 saat dayanikli kaldig1 belirlenmistir.

Tablo 4-5: Oda temperatiiriinde karanhkta ve giin 15181inda +4 °C’de karanhkta bekletilen
gabapentin-NBD tiirevinin etilasetattaki dayamkhhg:

Fluoresans Siddeti
Baglangicta 6 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Sonra Sonra Sonra Sonra
Oda
Temperatiirii 991 983 960 842 751
Karanlikta
Oda
Temperatiirii 991 910 632 456 228
Giin 15181nda
+4°C de
Karanlikta 991 990 990 990 986

4.1.1.6. Asit Miktari
NBD-F ile alifatik aminlerin fluoresans gosteren tiirevlerinin organik ¢dziiciiye

ekstraksiyonu genellikle asitli ortamda olmaktadir.

Literatiirde bunun i¢in ¢ogunlukla CH3;COOH ve HCI cozeltileri
kullanilmaktadir. Boliim 3.3.1.6 de anlatildigi gibi yapilan incelemeler sonucunda

ekstraksiyon i¢in 100 uL 0,1 N HCI ¢ozeltisinin yeterli oldugu belirlenmistir.
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4.1.1.7. Sulu Cézeltide Hazirlanan Olcii Egrisinin Regresyon Analizi

6 ayr1 konsantrasyonda ve her bir konsantrasyon i¢in 4 ayr1 kez Boliim 3.3.1.7
de anlatildig1 gibi calisildi ve madde konsantrasyonu ile, bagil fluoresans siddeti
arasinda grafik c¢izilerek Olcii egrileri her bir konsantrasyon araligi icin ayri ayri

hazirlandi. Bagil fluoresans siddeti asagidaki esitlige gore hesaplanda.
Ir=(x-a)/(y-b)x 100
Ir= Bagil fluoresans siddeti
x = Ornegin fluoresans siddeti
y = Sodyum fluoressein ¢ozeltisinin fluoresans siddeti
a ve b bu ¢ozeltilere ait bos deneme degerleri

Olgii egrilerine en kiiciik kareler yontemi uygulanarak dogru denklemi ve korrelasyon

katsayis1 (r) hesaplandi.
IF =aC+b

Dogru denkleminde C ng.mL" cinsinden konsantrasyon, a dogrunun egimi, b intersept
dogrunun ordinat eksenini kestigi noktanin sifir noktasina olan uzakligi, Ir ise bagil
fluoresans siddetini bildirmektedir. Olgmelerin sonuglar1 ve istatistiki hesaplamalar

Tablo 4.6 ve 4.7 de verilmistir.
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Tablo 4-6: Gabapentinin spektrofluometrik tayini icin 10-100 ng.mL™ konsantrasyon
araliginda sulu c¢ozeltide hazirlanan o6lcii egrilerine ait fluoresans siddeti degerleri ve

istatistik verileri

C sx100
No  (ng.mL™) Ig, Ir Irs Irs Tror s Trort
1 10 0,98 0,97 0,99 0,99 0,98 1x107 1,02
2 20 1,86 1,87 1,87 1,89 1,87  1,3x10% 0,69
3 40 3,99 4,00 4,02 3,98 4,00 1,7x10° 043
4 60 5,96 5,97 5,99 5,95 597 1,710 0,28
5 80 7,95 7,99 7,97 7,94 7,96  22x10° 0,28
6 100 9,99 10,00 9,97 9,98 9,98  14x10° 0,14

Igorx degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:
Ir=0,1004C-6,2x10~
r=0,9998

Tablo 4-7: Tablo 4-6 deki olcii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreleri

1 2 3 4 Ortalama
a 0,1005 0,1008 0,1003 0,1002 0,1004
b -7,18x107  -7,44x10°  -4,79x107 -5,39x10 -6,2x10

0,9998 0,9999 0,9998 0,9999 0,9998
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Sekil 4-7: Gabapentinin 10-100 ng.mL"' konsantrasyon arahginda hazirlanan olcii egrisi

4.1.1.8. Gelistirilen Yontem ile Kapsiillerde Gabapentin Tayini ve Sonuclarin
Kiyas Yontemi ile Elde Edilen Sonuc¢larin Karsilastirilmasi

100 mg gabapentin iceren kapsiiller, gelistirilen spektrofluorimetrik yontem ve
farmakope (USP XXXII) kiyas yontemi ile analiz edilerek, gabapentin miktar1 tayin
edildi. Elde edilen sonuglar ve 4 adet tayin lizerinden hesaplanan ortalama, standart
sapma (s), bagil standart sapma ve % 95 olasilik diizeyinde giiven aralig1r Tablo 4.8 de

goriilmektedir.

Gelistirilen yontem ve kiyas yontemiyle elde edilen sonuglarin ortalamalar
yoniinden karsilastirilmast student (7), standart sapmalar yoniinden karsilastirilmasi
Fisher (F) testi uygulanarak yapildi. Tablo 4.8 de goriildiigli gibi hesaplanan #- ve F-
degerleri % 95 olasilik diizeyi ve 4 deneme i¢in ilgili cetvellerde bildirilen degerlerden
daha kiiciik oldugundan gelistirilen spektrofluorimetrik yontem ile kiyas yontemi
arasinda gerek dogruluk gerek kesinlik dereceleri yoniinden anlamli bir fark olmadigi

belirlendi.
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Tablo 4-8: 100 mg gabapentin iceren kapsiillerin analiz sonuclar1 ve sonuclarin istatistiki

olarak degerlendirilmesi

Gelistirilen yontem Kiyas yontem
Ornek mg/kapsiil Geri kazanim mg/kapsiil Geri kazanim
(“o) (%)

1 101,50 101,50 101,51 101,51
2 101,50 101,50 101,49 101,49
3 100,70 100,70 101,71 101,71
4 100,70 100,70 101,71 101,71
5 99,80 99,80 99,84 99,84
6 99,80 99,80 99,86 99,86

X 100,66 100,66 101,02 101,02

s 0,76 0,91

s/x.100 0,76 0,90

t.s/Vn 0,21 0,25

Giiven 100,45-100,87 100,77-101,27

siirlari

t=0,68 (p=0,05, tp, =2,23)
F=1,43 (p=0,05, Fi1o = 5,05)

n = n2=6




34

4.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

4.2.1. Dogrusallik
Fluoresans siddeti ile gabapentin konsantrasyonu arasindaki iligkinin 10-100

ng.mL" araliginda dogrusal oldugu belirlendi.

4.2.2. Tanima (LOD) ve Tayin (LOQ) Sinirlar
LOD degeri 0,43 ve LOQ degeri 1,30 ng.mL™"' olarak hesaplandi. Bulunan

sonuclar Tablo 4.9 da verilmistir.

Tablo 4-9: Tablo 4.7 deki degerlere gore hazirlanan LOD ve LOQ degerleri

Parametreler Degerler

Dogru denklemi Ir = 0,1004C — 6,2x10~
Egim £SD 0,1004 +2,77x10™
InterseptSD 6,2x107+1,31x10™
LOD (ngmL™) 0,43

LOQ (ngmL™) 1,30

r 0,9998

4.2.3. Kesinlik ve Dogruluk
Giin ici tekrarlanabilirlik

Ug farkli konsantrasyonda (10, 40, 100 ng.mL"") gabapentin igeren ¢ozeltilerden
dorder adet hazirlandi. B6liim 3.3.1.2 de anlatildig1 gibi calisildi. Bagil standart sapma
degerleri % 0,20-2,11 arasinda hesaplandi (Tablo 4.10).
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Tablo 4-10: Giin icinde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi

Konsantrasyon
(ng.mL'l)
10 40 100

10,14 40,33 100,51

Bulunan 10,35 40,38 100,80
Konsantrasyon 10,57 40,10 100,43
(ng.mL'l) 10,73 40,80 100,80

10,45 40,84 100,31
1021 4023 100,62

Ortalama 10,41 40,45 100,58
Standart Sapma 0,22 0,30 0,20
RSD (%) 2,11 0,74 0,20

RME (%) 4,10 1,13 0,58

Giinler arasi tekrarlanabilirlik

Ug farkli konsantrasyonda (10, 40, 100 ng.mL"™") gabapentin igeren ¢ozeltilerden
dorder adet hazirlandi. Bolim 3.3.1.2 de anlatildig1 gibi calisildi. Analizler birbirini
takip eden 5 glinde ve her defasinda yeni ¢ozeltilerle ¢alisilmak kosuluyla tekrarlandi.
Bagil standart sapma degerleri % 0,47-2,92 arasinda hesapland1 (Tablo 4.11).
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Tablo 4-11: Giinler arasi yapilan analizlerinin tekrarlanabilirligi

Konsantrasyon
(ng.mL'l)
10 40 100

10,15 40,32 101,11

Bulunan 10,37 40,54 99,78
Konsantrasyon 10,63 40,81 100,90
(ng.mL'l) 10,92 40,76 100,92

10,95 40,41 100,75
10,71 40,52 100,78

Ortalama 10,62 40,45 100,71
Standart Sapma 0,31 0,19 0,47
RSD (%) 2,92 0,47 0,47
RME (%) 5,20 1,40 0,71

4.2.4. Robustness (Yontemin Saglamhg)
Yontemin parametrelerinde ufak degisiklikler yapilarak yontemin saglamligi
arastirildi. Bulunan sonuglar Tablo 4.12 de verilmistir. Bulunan sonuclarin dikkate

aliacak degerde olmadig1 gézlendi.



37

Tablo 4-12: Yontemin saglamhginin incelenmesinde elde edilen sonuc¢lar

NBD-F NBD-F Reaksiyon Reaksiyon
miktar miktar siiresi siiresi

(100 +5pL) (100-5pL)  (30+1 dak.) (30-1 dak.)

40,08 40,06 40,09 40,04
Bulunan 40,06 40,09 40,08 40,06
Konsantrasyon 40,07 40,04 40,09 40,02
40,06 40,04 40,07 40,06
40,05 40,06 40,05 40,08
Ortalama 40,06 40,06 40,08 40,05
Standart sapma 1,2x107 2,1x107 1,710 2,2x107
Bagil
standart sapma 0,03 0,05 0,04 0,05
Geri kazanim 100,15 100,15 100,20 100,12

4.2.5. Secicilik
100 mg Gabapentin iceren Neurontin kapsiillerde bulunan laktoz, nisasta,
glukoz, talk, magnezyum stearat ve titanyum dioksit gibi yardimci maddelerin NBD-F

ile reaksiyon vermedigi, fluoresans siddetini etkilemedigi gozlendi.
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5. TARTISMA

Gabapentinin kapsiilde miktar tayini i¢in gelistirilen spektrofluorimetrik yontem,
primer amin grubu igeren bu madde ile NBD-F arasindaki niikleofilik aromatik

siibstitlisyon reaksiyonuna dayanmaktadir.

NO,
HN COOH
HoN COOH B |
\N/ ﬁn/o + HF
F NO,

NBD-F primer ve sekonder aminlerle siddetli flouresans gosteren tiirevler
olusturur ve kendisi de dogal flouresans gosterir. Belirte¢ asirisinin tayine zarar
vermemesi, reaksiyonun sulu ortamda ve ¢ok az miktarda aminle yiiriimesi bu belirtecin

onemli bir avantajidir.

Literatiirde NBD-F ile yapilan ¢aligmalar incelendiginde bu belirtecin aminlerle
alkali pH larda ve sicakta reaksiyon verdigi ve olusan iiriinlin genellikle reaksiyon
ortami asitlendirildikten sonra organik bir ¢dziicii ile ekstre edildigi goriilmiistiir. Bu
bilgilerden yararlanilarak gabapentin ve NBD-F arasindaki reaksiyon i¢in en uygun
kosullar arastirildi. Cesitli pH larda tampon ¢ozeltilerle ¢alisildiginda en iyi sonucun pH
9,5 borat tamponunda elde edildigi gozlendi. Optimum sicaklik ve reaksiyon siiresinin
saptanmast amaciyla oda sicakligi, 50, 60, 70, 80 °C lerde 10-70 dakika arasinda
caligildi ve reaksiyonun 70 ‘C de 30 dakikada tamamlandig1 belirlendi. Ayrica, tiirevin
kantitatif oranda olugmas1 i¢in gerekli belirte¢ miktar1 gabapentin/NBD-F mol orani

olarak incelendiginde 6 mol kat belirtecin yeterli oldugu gozlendi.

Gabapentin-NBD tiirevinin sulu reaksiyon ortamindan ekstraksiyonu i¢in sistem
0,1 N HCI ¢ozeltisi ile asitlendirildikten sonra cesitli organik ¢oziiciiler denendi ve
sonug olarak etilasetat kullanildiginda en yiiksek fluoresans siddeti elde edilirken, bu
¢oziicliye ait maksimum eksitasyon ve emisyon dalgaboylari sirasiyla 458 nm ve 521

nm olarak belirlendi.
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Gabapentin-NBD tiirevinin etilasetat i¢inde dayanikliligi incelendiginde +4°C

de, karanlikta 48 saat bozunmadan kalabildigi saptandi.

Reaksiyon i¢in en uygun kosullar belirlendikten sonra, konsantrasyon ile bagil
fluoresans siddeti arasinda dogrusallik 10-100 ng.mL'1 dir. Ipy degerlerinden
hesaplanan dogru denklemi: Ir = 0,1004C—6,2x107dir. LOD ve LOQ degerleri sirastyla
0,43 ve 1,30 ng.mL" olarak hesaplandi. Bu degerlerin oldukga diisiik olmasi gelistirilen
yontemin duyarli oldugunu gostermektedir. LOD ve LOQ degerleri literatiirdeki
yontemlerle kiyaslandiginda [13-14, 19-20, 32] yontemlerden daha duyarlidir.

Gelistirilen yontemin kesinlik derecesini belirlemek iizere ayni giin i¢inde ve
giinler aras1 ii¢ ayr1 konsantrasyonda (10, 40 ve 100 ngmL™") gabapentin analiz edildi.
Ayni giin i¢inde ve giinler aras1 analizlerin bagil standart sapmalar1 sirasiyla % 0,20-
2,11 ve % 0,47-2,92 arasinda bulundu. Yontemin reaktif miktar1 ve reaksiyon siiresi
gibi parametrelerinde ufak degisiklikler yapilarak yoOntemin saglamligi arastirildi.
Bulunan RSD degerleri sirastyla % 0,03-0,05 ve % 0,04-0,05 dir. Bulunan sonuglarin
dikkate alinacak degerde olmadigi gozlendi.

Gelistirilen spektrofluorimetrik yontem gabapentin igeren kapsiillerin analizinde
uygulandi. Geri kazanim % 100,66 ve RSD % 0,76 olarak bulundu. Gabapentin i¢eren
kapsiillerin hem spektrofluorimetrik hem de farmakope yontemiyle analiz edildi. Elde
edilen sonuclarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi 6 deneme {iizerinden standart
sapma, bagil standart sapma ve %95 olasilik diizeyinde giiven sinirlari hesaplanarak
yapilmistir. Gelistirilen yontem ve kiyas yontemi ortalamalar yoniinden #-testi, standart
sapmalar yoniinden de F-testi kullanilarak karsilastirildi ve bulunan degerler ilgili
cetvellerde verilen degerlerden daha kiigiik oldugu icin aralarinda anlamli bir fark

olmadigi belirlendi.

Sonug olarak bu caligmada kapsiillerde gabapentin tayini icin bildirilen yontem
tekrarlanabilirligi yiiksek, basit, duyarli ve maddelerin kullanim miktarlar1 ¢ok diisiik
oldugu i¢in ekonomiktir. Bagil standart sapma degerlerinin % 1 den kiiciik olmasi,
tiirevin etilasetat iginde 48 saat dayanikli kalabilmesi yontemin 6nemli bir avantajidir.
Tiirevlendirme ve ekstraksiyon islemleri ise fazla zaman almamaktadir. Bu nedenle

rutin farmasoétik analizler icin rahatlikla onerildigi gibi biyolojik sivilarda gabapentin
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analizleri ve biyoyararlanim ¢alismalar1 iginde giivenilir bir yontem olabilecegi

diistiniilmektedir.
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