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ONSOZ 

Bu yah~mada, Bupropion Hidrokloriir'iin tabletlerinde ve plazmadaki tayini iyin 
ye~itli analitik yontemler geli~tirilmi~tir. 

Y apIhlli~ olan tez yah~maSI, klasik analiz yontemlerinin ve modem yontemlerin 
bir arada kullamldlgl, geli~tirilen yontemler ve numune hazIrlama basamaklan 
yoniinden onceki yah~malardan farklIhk gosteren bir yah~madrr ve bu bakllndan 
uluslararasIliterarure katkI saglayacagl du~iintilmektedir. 
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Desteklerinden otiirU dekammIz sayll1 Prof. Dr. Ne~e KlRlMER'e ve dekan 
yardImcIlarlllliz sayll1 Doy. Dr. Btilent ERGUN ve sayll1 Doy. Dr. Goksel ARLI 
AL TIOKKA'ya te~ekkiirlerimi sunanm. 
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Dr. Yasemin Y AZAN' a te~ekkiirlerimi sunarnn. 

Tez yall~mam kapsammda, Anadolu Universitesi Fen FakUltesi Kimya Boltimu 
biinyesinde bulunan iTK cihazllll kullamnama olanak saglayan, B61tim Ba~kan 
YardImcIlan Yard. Doy. Dr. Deniz HUR ve Doy. Dr. Hakan DAL'a ve Anadolu 
Universitesi Bitki ilay ve Bilimsel Ara~tlflllalar Merkezi (AUBiBAM) biinyesinde 
bulunan liyofilizasyon cihazll1l kullanmama olanak saglayan AUBiBAM Mudiir 
YardllnclSl Doy. Dr. LUtfi GENC;'e te~ekkiirlerirni sunarnn. 

Verdilderi destek ve gtiler ytizleri ile sorunlara gogus gemlerni saglayan sevgili 
arkada~larnn Ara~. Gor. Ruhan KARADAG ve Ara~. Gor. C;igdem C;ARDAK'a; 
fen fakultesinde yaptIgIm deneyler slrasll1da bana yok yardllncl olan, tezirnin bana 
kazandIrdlgl arkada~lanm Ara~. Gor. Emel ERMi~ ve Ara~. Gor. Yasernin 
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$u anda yammda olmamasma kar~m, varhgll11 her zaman hissettigim sevgili 
babam Hasan YENiCELi'ye, iizerimdeki emelderini anlatmak i9in kelimelerin 
yetersiz oldugunu bildigim sevgili mmem Nesrin YENiCELi'ye, dualarll11 benden 
eksik etmeyen anneannem Nedime KARACALAR'a, destelderini her an 
hissettiren sevgili aileme ve bugiinlere gelmerni saglayan, ogrenim hayatlm 
boyunca bana emegi gegen tUm hocalarnna sonsuz te~ekkilrlerimi sunarnTI. 

v 



BUPROpioN HiDROKLORUR'UN <;ESiTLi ANALiTiK 
YONTEMLERLE BiYOLOJiK SIVILARDA VE FARMASOTiK 

PREPARATLARDATAYiNi 

OZET 

Bu yah~mada Bupropion Hidroldoriir'iin (BUP) fannasotik tabletlerindeki tayini 
iyin geli~tirilmi~ olan potansiyometri, kondiiktometri, UV ve II. tiirev 
spektrofotometri yontemleri ve fannasotik tabletlerindeki tayine ilaveten BUP'un 
plazmadaki analizi iyin geli~tirihni~ olan iTK ve YPSK yontemleri 
tamt1hnaktad1r. Spektrofotometrik yontemler, valide edihni~ ve UV­
spektrofotometri yontemi iyin saptama smm (LOD) ve tayin alt smm (LOQ) 
degerleri 2.73x10-6 M ve 8.26xlO-6 M olarak bulunmu~tur. II. tiirev 
spektrofotometri yontemi iyin ise bu degerler slras1yla 8.20x10-7 M ve 2.48x10-6 

M olarak hesaplanmI~tlr. Daha soma, etkin maddenin asit, baz, hidrojen peroksit, 
kuru Ve nemli lSI, fotokimyasal ve UV l~lk ortammda kararhhgmm ara~tmld1g1 
iTK yontemi geli~tirilmi~ ve tam olarak validasyonu sagla11lm~t1r. Etanol­
klorofonn-glasiyel asetik asit (30:10:1, hIh/h) den olu~an hareketli fazm 
kullamld1g1 yontemin, LOD ve LOQ degerleri slras1yla 10.41 ng.spor l ve 34.71 
ng.spor l olarak hesaplannll~t1r. 

Geli~tirilmi~ olan iTK yontemi, BUP'un plazmadaki tayinine de uygula11lm~ ve 
ortalama olarak, % 87 dolaymda, oldukya yiiksek bir geri kazamm ve dii~iik bagIl 
standart sapma degerleri ile yiiksek diizeyde kesinlik elde edilmi~tir. 

Daha soma, BUP'un farmasotik tabletlerinde ve ana metaboliti olan HBUP'la 
birlikte plazmada tayini iyin biT YFSK yontemi geli~tirihni~tir. Yontem, iTK 
yonteminde oldugu gibi tam olarak valide edihni~ ve BUP'un plazmadaki LOD ve 
LOQ degerleri srras1yla, 9.09x10-8 M ve 2.76x10-7 M olarak hesaplanm1~t1r. 
HBUP'un LOD ve LOQ degerleri ise, 4.68x10-7 M ve 1.42x10-6 M olarak 
bulunmu~tur. 

Sonuy olarak, bu yah~mada BUP'un farmasotik tabletlerindeki tayini iyin 
potansiyometri, kondiiktometri, UV ve II. tiirev spektrofotometri yontemleri gibi 
basit, giivenilir, analiz maliyeti dii~iik, her laboratuvarda kolayhkla uygulanabilen 
klasik analiz yontemleri ve fannasotik tabletlerindeki tayine ilaveten BUP'un 
plazmadaki tayini iyin kesinligi, guvenilirligi ve seyiciliginin yam Slra duyarh iTK 
ve YFSK yontemleri geli~tirilmi~tir. Yontemler, validasyonu sagland1ktan soma 
BUP'un farmasotik tabletlerine ba~ar1yla uygulanmI~ ve tablet iyerikleri 
farmakopeye uygun bulunrnu~tur. 

iTK ve YFSK yontemleri ile plazma analizlerinde de du~iik bag11 standart sapma 
degerleri ile yiiksek geri kazamm elde edihni~tir. 

Anahtar Kelimeler: bupropion hidroklorUr, spektrofotometri, iTK, YFSK, tablet 
analizi, plazma analizi 
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THE DETERMINATION OF BUPROPION HYDROCHLORIDE IN 
PHARMACEUTICAL DOSAGE FORMS AND BIOLOGICAL FLUIDS BY 

ANALYTICAL METHODS 

ABSTRACT 

Potentiometric, conductometric, UV -spectrophotometric and second derivative 
spectrophotometric methods which are developed for the determination of 
Bupropion Hydrochloride (BUP) in pharmaceutical tablets, TLC and HPLC 
methods which are developed for the determination of BUP in both 
phannaceuticals and human plasma were described in this study. Two 
spectrophotometric methods were validated and the limit of detection (LOD) and 
quantitation (LOQ) ofUV-spectrophotometry were 2.73x10-6 M and 8.26x10-6 M. 
Also, these parameters were detennined as 8.20x10-7 M and 2.48x10-6 M for the 
second derivative spectrophotometry, respectively. Then, a stability indicating 
TLC method is developed for the detennination of BUP in pharmaceutical tablets 
in which BUP was subjected to acidic and alkali hydrolysis, oxidation, 
photodegradation, dry heat and wet heat treatment and the method was fully 
validated. The mobile phase consisted of ethanol-chlorofonn-glacial acetic acid 
(30:10:1, v/v/v) was used and the LOD and LOQ values of the method were found 
as 10.41 ng.spot -1 and 34.71 ng.spot -1, respectively. 

Then, developed TLC method was applied to human plasma samples for the 
detennination of BUP and high recovery almost about 87 % and high precision 
with low % RSD values were obtained. 

After all, a HPLC method was developed for the determination of BUP in 
phannaceuticals and in human plasma for the detennination of BUP and HBUP, 
the major metabolite of BUP. The method was fully validated as shown in TLC 
method and the LOD and LOQ values of HPLC method were 9.09x10-8 M and 
2.76x10-7 M for BUP and also, these parameters were detennined as 4.68x10-7 M 
and 1.42x10-6 M respectively, for HBUP. 

As a result, the developed potentiometric, conductometric and spectrophotometric 
methods were found to be simple, fast, reliable and cost efficient. These methods 
were classical methods which can be used in all laboratories. The TLC and HPLC 
methods were both selective and sensitive. Developed methods were fully 
validated and the applicability of the methods for the detennination of BUP in 
phannaceuticals was demonsrated and the drug content was found to be in the 
limits of USP 29 suggestions. Also the applicability of the TLC and HPLC 
methods in human plasma were demonsrated and high recoveries were obtained 
with the low % RSD values. 

Key Words: bupropion hydrochloride, spectrophotometry, TLC, HPLC, tablet 
analysis, plasma analysis 
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GiRi~ ve AMA<; 
Bupropion hidrokloriir (BUP), fenilaminoketon grubu atipik bir antidepresan 
ajandlT. BUP'un sfuekli sahm fonnUlasyonu (Zyban@), FDA tarafmdan 1997 
yllmda sigaraYI buaktmnak i<;in kullamlan ve nikotin i<;enneyen ilk 
fannakoterap6tik olarak kabul edi1mi~tir (George ve O'Malley, 2004). 

LiteratUrde, BUP'un insan ve <;e~itli hayvanlarm plazmalarmdaki tayinini i<;eren 
az saYlda <;ah~ma bulunmaktadu ve bu <;ah~malar y6ntem <;e~itliligi g6stermedigi 
gibi, kullamlan sabit ve hareketli fazlar, numune hazulama basamaklan yoniinden 
birbirine benzer niteliktedir (Cooper ve ark., 1984; Suckow ve ark., 1986; Suckow 
ve ark., 1997; Zhang ve ark., 2003; Borges ve ark., 2004; Loboz ve ark., 2005). 
Fannakokinetik <;ah~malar yapmak iizere, plazma omeklerinde BUP ve 
metabolitlerinin analizi i<;in degi~ik yiiksek performansh SlVI kromatografisi 
(YPSK) y6ntemleri ve kiitle spektroskopisi detektorlu SIVI kromatografisi (SK­
KS) gibi 6zgiin <;ah~ma ko~ullarl ve pahah cihazlar gerektiren yontemler 
geli~tirilmi~ olmasma kar~lhk, plazma analizleri i<;in laboratuvarlarda yaygm 
olarak kullallliabilecek ve literatUrdekilerden farkll analitik kolon (C8) ve hareketli 
faz i<;eren aynca numune hazulama basamagl daha klsa ve kolay olan bir YPSK 
yontemi ve aym ama<;la kullamlacak bir ince tabaka kromatografisi (iTK) y6nterni 
geli~tirilmesi ile ilgili literatUr bilgisine rastlaT11TIrulli~tU. Aynca, literatUrde 
BUP'un fannasotik formlarmdaki miktar tayini konusunda <;ah~ma 

bulumnamaktadu. 

Bu <;all~ma ile, BUP'un plazmadaki tayinine olanak saglayacak kolay 
uygulanabilen bir iTK y6ntemi, BUP'un ve ana metaboliti olan 
Hidroksibupropion'un (HBUP) birlikte tayinini saglayacak, duyarhhgl yiiksek bir 
YPSK yonterni geli~tirihnesi ve aynca yukarlda bahsedilen yontemlerin yamnda 
BUP'un fannas6tik tabletlerindeki tayininin spektrofotometri ve potansiyometrik 
ve kondUktometrik titrasyon gibi degi~ik yonternlerle de ger<;ekle~tirilmesi 

ama<;IaT11TII~tU. 254 llln'de maksimum absorbans g6steren BUP ve 214 llln'de 
maksimum absorbans g6steren HBUP'un plazmada birlikte tayinini 
saglayabilmek i<;in, YPSK cihazmda ayru anda degi~ik dalga boylannm 
goriintUlenmesine olanak saglayan diyot dizisi detektorii kullamlml~tIT. Aynca, 
literatUrdeki uzun ve zahmetli Immune hazulama basrunaklan yerine, tek 
basrunakta plazma proteinlerinin uzakla~tmlmaslru saglayan, kuvvetli bir asit olan 
trikloroasetik asit (TCA) ile <;oktUrme i~lemi uygulanml~; boylece hem plazlna 
proteinleri <;oktUrUlmu~ hem de BUP'un plazmadaki kararhhgl saglanml~tu 

(Laizure ve Devane, 1985). Numuneyi deri~tirme ama<;h olarak da, <;ozticUnUn 
uzakla~tlTllmaslliyofilizasyon i~lemi ile ger<;ekle~tiri1mi~tir. 
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KA YNAK BiLGisi 

Bupropion Hidrokloriir 

Fizikokimyasalozellikleri 

Kimyasal adl (DL-2-tert-biitilamino-3' -kloropropiofenon hidrokloriir) olan 
BUP'un kapah kimyasa1 fonniilii C13H1SC1NO.HC1 ve mo1ekli1 aglrhgl 276.2 dir. 
BUP'un ayIk kimyasa1 formlllii, Sekil l'de verilmi~tir. BUP, beyaz kristalli bir 
tozdur ve suda yak yoztinlir. Tadl aCldrr ve oral mukozada 1aka1 anestezi hissi 
uyandmr (http-I). 

NHC(CU_\-I ~ I "SI"3 

&
HC~ 

o ... HOI 

ct 

~ekill. BUP'un Al;lk Kimyasal Formiilii 

BUP'un KBr diskinde a1man FT-IR spektrumu Sekil2'de verihni~tir. 
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~ekiI2. BUP'un FT-ffi. Spektrumu 
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Spektrum ince1endiginde 3435'deki yayvan bandm, N-H gerilme titre~irnine; 

2982-2678 arahgmdaki piklerin amin tuzunun gerilme titre~imlerine ait oldugu 
dii~tinlllmti~ttir. Aynca da1ga saYlSl 1691 olan kuvvetli bir karbonil grubu (C=O) 
geri1me titre~iIni gortilmektedir. Srrasly1a 1560 ve 1240 cm-1 deki piklerin, 
aromatik C=C titre~imlerine ve tersiyer biiti1 grubu titre~irnlerine ait olabilecegi 
dti~tiniilmti~ttir. 1000 cm-1 in altmdaki parmak izi bolgesindeki en belirgin bant, 
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739 cm-l de goriihnii~ ve aromatik halkaya bagh klor grubunun gerihne 
titre~imlerine ait oidugu dii~Uniihnii~tiir. 

Farmakolojik ozellikleri 

Antidepresan etld 

Major depresyon; yogun iizlintii, umutsuzIuk, karamsarhk, ilgisizlik, suC;luluk 
duygusu, zihinsel yava~lama, konsantrasyon kaybl gibi belirtiler ile, 
uykusuzlukla~m uyku, i~tahslzhk/a~m i~tah, enerji ve libido azahnasmm yam srra 
normal giinliik aktivite ritmi, beden ISISI ve pek c;ok endokrin fonksiyon 
degi~ikliklerinin e~lik ettigi ciddi bir hastahktrr. Genel niifus ortammda ya~am 
boyu morbidite riski %10'un iistfindedir ve hastalarm %10-15'i intihar davram~l 
gosterir (Bokesoy ve ark., 2000). 

Yillardrr yapllan yogun ara~tmllalara kar~m, depresyonun altmda yatan 
neden/nedenler aC;lkllk kazanamann~trr. En c;ok kabul goren monoamin hipotezi, 
depresyonun beyin monoaminlerinin i~levsel yetersizliginden kaynaklandlg11ll on 
goriir. Depresyonda eksikligi soz konusu olan monoaminler, serotonin (SE) ve 
noradrenalin (NA)'dir (Bokesoy ve ark., 2000; Kayaalp, 2000). 

Dopamin (DA) eksikliginin depresyona katkIsmm slillrh oldugu dii~Uniilse de 
DA-depresyon ili~kisini gosteren c;ah~malarda mevcuttur (Willner, 1983). 
Antidepresan etkinlik iC;in serotonerjik aktivite artl~lilln gerekli oldugu, 
noradreneIjik aktivitenin antidepresan etkinin siirekliligini sagladlgl, DA'nm ise 
uyancl etkiden sorumlu oidugu benimsenmektedir (Bokesoy ve ark., 2000; 
Kayaalp, 2000). 

BUP, zaYlf fakat oldukc;a sec;ici bir DA geri ahm (re-uptake) inhibitoriidiir. 
Sinaptik arahga sahverilen DA etkisinin, geri ahm mekanizmasl (sinir ucu 
tarafmdan) ile sonlandmlmaslill, boylece DA eliminasyonunu onler. BUP'un NA 
geri ahm inhibisyonundaki rolii ise, DA ic;in olanm yansl kadardrr ve etkin 
maddenin serotoneIjik sisteme olan ilgisi c;ok dii~iiktiir. BUP'un etki mekanizmasl 
tam olarak aC;lklanamann~tlr, fakat noradreneIjik kaynakll oldugu 
dii~Uniihnektedir. BUP'un antidepresan etkisine DA katkIsl111 gosteren bazl 
kamtlar mevcutsa da bunlar c;ok ac;Ik degildir. BUP'un antidepresan etkisinin 
serotonerjik kaynakll olmadlgl bilinmektedir (Ascher ve ark., 1995). 

Sigal'a bzraktzrma etldsi 

Nikotin, ufak molekiillii ve lipofilik bir madde oimasi nedeniyle cilt ve 
mukozalardan kolayca ve lnzh absorbe edilir. Absorbe edilen nikotin, dola~lm 
yoluyla lnzh bir ~ekilde beyne girer (Kayaalp, 2000). 

Nikotin hedef hiicrelerdeki ozgiil etkilerini, nikotinik tipteki asetilkolin 
reseptorlerini (nAkR) aktive etmek suretiyle yapar. Nikotin, sinir uC;laT11ll kendi 
reseptOrlerini aktive ederek depolarize eder, bu uc;larda voltaja baglmh kalsiyum 
kanallaT11ll ac;ar ve boylece noromediyator (DA, SE, NA, opioid peptidler ve 
digerleri gibi) sahverihnesini artITIT. 

Nikotinin psikomotor uyancl ve pozitif peki~tirici (keyif verici) etkisi, 
mezensefalonda ventral tegmental alam uyararak, nikotinik reseptOrler araclhgl ile 
mezolimbik dopamineIjik noronlan aktive etmesine ve boylece nucleus 

3 



accumbens ve diger limbik yapllardaki dopaminerjik Slllif ue;larmdan DA 
salIverilmesini artrrmasma baglIdrr (Kayaalp, 2000). 

BUP'un sigara baglmhlIgl tedavisindeki rolu, DA ve NA geri ailln blokajma 
baglanmaktadrr. Aynca bu durum, BUP'un yiiksek afinite nikotinik asetilkolin 
(nAlcR) reseptOrlerine olan antagonist etkisi ile de ili~kili olabilir. Yukarlda 
ae;lklandlgl gibi, nikotin'in keyif verici etkisinden dopaminerjik yolaklar 
sorumludur. Nikotin ve bagllnhlIk yap an diger maddeler, beyin sapmdan n. 
accumbens'e kadar uzanan DA salgllaYlcl noronlarm aktivitesini artrrmaktadrr. 
BUP'un DA salgllaYlcl noronlarm aktivitesini azaltlcl etkisi gosterilmi~ ve 
boylece baglmhlIkla ili~kili donguyU deaktive edip, sigara arzusunu azalttlgl 
ae;Iklamll1~trr. Buna ek olarak, BUP'un NA salgllaYlcl noronlann aktivitesini 
azalttlgl da bilinmektedir. Bu noradrenerjik etkiler, BUP'un sigara yoksunluk 
semptomlar1ill hafifletmesine katkIda bulunmaktadrr (Jolmston ve ark., 2002). 
Yukarlda verilen literatUr bilgilerine gore, BUP'un sigaraYl brraktlrma ve 
antidepresan etkilerinin birbirinden baglIDslz oldugu soylenebilir. 

Farl1lakokinetik ozellikleri 

SaghklI bir gonulluye BUP sfuekli salIm (SR) tableti uygulanmasmdan soma 3 
saat ie;inde BUP Croaks degerine ula~llrr. Her 12 saat ie;in 150 mg 11k doz somaSl, 
kararh faz Cmaks degeri yakla~Ik olarak 136 Ilg.L-I dir (Johnston ve ark., 2002). 
BUP karacigerde ue; aktif ana metabolitine donu~fu. Bunlar hidroksibupropion 
(HBUP), treohidrobupropion (TBUP) ve eritrohidrobupropion (EBUP) duro 
Onceden morfolinol olarak bilinen ana metaboliti HBUP, sitokrom P450 
izoenzimi CYP2B6 tarafmdan olu~turulur. Aktif metabolitlerinin hepsi plazmada 
ana bile~ige gore daha yliksek deri~imde bulunur. Farelerde yapllan deneylerde 
HBUP'un etkisi BUP'a hemen hemen e~it duzeyde bulunmu~tur, diger 
metabolitlerin etki gue;leri ana bile~igin yansl ile onda biri arasmda degi~ir. SR 
farmasotik fonnlannm terminal yan omru. 21 saattir. HBUP, TBUP ve EBUP'un 
yan omfu degerleri srraslyla 20 saat, 33 saat ve 37 saattir. BUP'un proteinlere 
baglanma oram ise yakla~Ik olarak % 84'tiir (Johnston ve ark., 2002). 

BUP Analizi <;ah~malan 

Loboz ve ark., (2005) BUP ve metabolitlerinin (HBUP, TBUP ve EBUP) insan 
plazmasmdaki tayini ie;in see;ici ve tekrar edilebilir bir YPSK y6ntemi 
geli~tirmi~lerdir. Analiz, Aqua CI8 YPSK kolon u.zerinde gere;ekle~tirilmi~, 45:55 
hacim oranmda metanol ve 0.05 M fosfat tamponwl (PH: 5.5) dan olu~an bir 
hareketli faz kullamlml~tlr. UV saptama ie;in kullamlan dalga boylan, BUP 
metabolitleri ic;:in 214 mn, BUP ve ie; standart (IS) timolol maleat ie;in 254 mn'dir. 
Ekstraksiyon geri kazanllll1 her analit ie;in tekrar edilebilir ve % 55'den fazla 
bullli1lllu~tur; aynca gUn ie;i ve gUnler araSl degi~kenlik % 15'den azdlr. Tayin alt 
S1illn BUP ie;in 2.5 ng.mL-I, TBUP ie;in 5 ng.mCI, HBUP ve EBUP ie;in 10 
ng.mL-I olarak bullli1lllu~tur. Yontem tek doz BUP'u takiben CYP2B6 aktivitesini 
saptamak ie;in 6nerihnektedir. 

Diger bir e;all~mada Borges ve ark., (2004) BUP ve metabolitlerinin insan, fare ve 
Sle;an plazmasmda tayini ie;in Chromo lith RP 18 (50 mm x 4.6 mm) monolitik 
kolonun kullamldlgl SKlKSIKS metodu geli~tirmi~lerdir. Have edilmi~ kontrol 
plazma kalibrasyon standartlan ve kalite kontrol nwnuneleri, etil asetat ile 
ekstrakte edilerek, 8 mM amonyum asetat ve asetonitril (55:45, h/h) den olu~an 
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hareketli faz 5 mL.dk-1 ruzla izokratik olarak gec;irihni~tir. Y6ntem, BUP ve 
TBUP iC;in 0..25-20.0. ng.mC I

, HBUP iC;in ise 1.25-10.0.0. ng.mL-l arahgmda 
dogrusald1r. 

Zhang ve ark., (20.0.3) BUP'un kopek plazmasmdaki tayini ic;in duyarh ve ruzh bir 
YPSK y6ntemi geli~tirmi~lerdir. Aynca bu y6ntemle, yeni geli~tirilen SR 
formlilasyonun farmakokinetigi ve biyoe~degerligi ara~tmlmI~ ve normal tablet 
formu ile kar~lla~tmlmI~trr. C:;ah~ma slrasmda, BUP ve IS'nin 
(hidroksietilfludiazepam) plazma numunelerinden ekstraksiyonu, SlV1-S1V1 
ekstraksiyon ile gerc;eklei>tirilmi~ ve ekstreler, 50. mITIol fosfat tamponu (PH:5.5)­
metanol (45:55, h/h)'iin hareketli faz olarak kullamld1g1 ters faz YPSK yontemi 
ile analiz edilmi~tir. Yontem BUP ic;in sec;ici olup, kalibrasyon egrileri 1-750. 
ng.mL-l arahgmda dogrusal bulunmu~tur. En dii~Uk tayin smm 1 ng.mL-l dir. 
Y6ntem iki formlilasyondaki BUP'un biyoe~degerlik c;al1~masma ba~anyla 
uygulanm1i>trr. 

Suckow ve ark., (1997) BUP'un fenilmorfolinol (HBUP) metabolitinin 
enantiyomerlerini aymnak ve plazmadaki tayinleri iC;in bir C;ift a~iral-~iral sabit faz 
SlV1 kromatografi teknigi geli~tirmi~lerdir. Protein bagh ~iral sabit faz fizerinde, 
fenihnorfolinol (+) ve (-) stereoizomerleri, potasyum fosfat (PH = 6.25) ve % 5 'lik 
2-propanol'den olu~an hareketli faz kullamlarak aynlm1~trr. Elue olan tUm 
bile~ikler, UV saptama kullamlarak 214 rnn'de g6riintiilenmii> ve plazma kaynakl1 
ya da diger psikotropik ilac;lardan gelen herhangi bir bozucu etki g6z1ernne1nii>tir. 
Goo iC;i ve giinler araS1 degi~kenlikler, c;ah~llan deri~im arahgmda % 6'dan du~Uk 
olup, fenilmorfolinol tayin alt Slilln 125 ng.mL-l dir. 17 hastadan alman plazma 
omeklerinin kararh fazdayken, toplam fenilmorfolinol'iin yakla~lk % 96'Sl kadar 
olacak ~ekilde, (-) enantiyomer ic;erdigi bulunmu~tur. Bu sonuc;lann klinik anlam1 
ac;Ik degildir, C;iinkii 6nceki farmakolojik c;al1~malarm tiimu rasemik 
fenihnorfolinol ile yap1hn1i>tIr. 

Diger bir c;al1i>mada Munro ve ark., (20.0.1) BUP enantiyomerlerinin ovomukoid 
bir sabit faz fizerinde aynmlill ara~tmm~lardrr. Enantiyomerlerin ~iral aynmI 10. 
dakikadan kIsa bir siirede gerc;eklei>tirilmii>tir. iki enantiyomer iC;in de o..999'hk bir 
korelasyon katsaYls1 ile, 0..27-53.0. /lg.g-l (ppm) derii>im aral1gmda kalibrasyon 
egnleri dogrusald1r. Y6ntemin saptama Slilln ve tayin alt smm, srraslyla 0..13 
/lg.g-l ve 0..27 /lg.g-l olup, sistem kesinligi % 0..2 dolaymdad1r. 

Laizure ve DeVane'm (1985) c;ahi>maS1rnn amaCl, ilacm plazma kararhhglrn 
degerlendinnek, BUP ve ana metabolitlerinin farmakokinetik c;ahi>malarlill 
yapabilmek iC;in en iyi saklanla k0i>ullar1rn belirlemektir. Bu anlac;la, insan 
plazmasma belirli derii>imlerdeki BUP ve metabolitleri eklernni~ ve kan~rrnlar, 
farkl1 slcaklIk, pH ~artlar1 altmda inkiibe edilmi~tir. BUP, slcaklIk ve pH'ya 
bagIml1 olan logaritmik dogrusal bir bozulma g6stenni~tir. BUP'un pH 7.4 
plazmadaki yan 6mrii 22 ve 37°C'lerde slras1yla, 54.2 ve 11.4 saattir. 37°C'deki 
inkUbasyon, pH 2.5'dan lo.'a kadar 48 saat iC;in metabolit deri~imleri fizerine 
minimum etki g6stermi~tir. Sonuc;lar g6stermi~tir ki, protein baglanma tayinlerini 
ve terap6tik ilac; izleme srrasmda ilac; deri~im analizleri iC;in plazma numunelerinin 
toplanmas1 ve saklanmaslill gerektiren c;ah~malarda ilac; bozulmas1 g6z 6nunde 
tutulmal1drr. 
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Cooper ve ark., (1984) BUP ve u<; ana metabolitinin plazmadaki tayini i<;in bir 
y6ntem geli~tirmi~lerdir. Alkali plazmadan n-heptan i<;indeki % 1.5 izoamil alkole 
(hJh) ekstraksiyonunu takiben, asitle geri YIkanmI~ ekstrakt, trimetilsilil ters faz 
materyalle kaplI kolona enjekte edi1mi~tir. Eliisyon, iyon <;ifti ajam ve trietilamin 
i<;eren fosfat tamponu-asetonitril (80:20) hareketli fazi ile yapIlmI~trr. Bile~ikler, 
UV detekt6r kullamlarak 214 ve 254 nm'lerde g6riintiilenmi~tir. Y6ntem, BUP 
i<;in yakla~Ik % 85'lik, metabolitleri i<;in de % 98'lik bir geri kazamm 
saglamaktadrr. TUm bile~enler i<;in giinler araSI tekrar edilebilirlik % 4'u 
ge<;memektedir. Saptama srnm, BUP iyin 5 ng.mL-1, metabolitleri i<;in ise 100 
ng.mL-1 dir. Metabolit tayini i<;in 100 ng.mL-1'lik S1lllr, kararlI durum yalI~malan 
i<;in se<;ilen IS deri~imi ile belirlenmi~tir. Tek doz farmakokinetik <;alI~malarda, 
IS'nin kararlI durum deri~iminin % 10'u kullamlml~, bu da 10 ng.mL-1'lik daha 
du~iik saptama srnmna imkan saglaml~trr. BUP ve metabolitleri iyin kararlI durum 
plazma seviyeleri, sekiz farklI hasta i<;in g6sterilmi~tir. 

Son <;alI~malar, u<; halkall antidepresanlardan farklI yapldaki BUP'un belli hayvan 
tUrlerinde farkh ~ekilde metabolize edildigini g6stermektedir. Bundan yola 
yIkarak, Suckow ve ark.'mn (1986) yaptlgl diger bir <;ah~mada, hayvan modeli 
olarak SlyaIl, fare ve kobay kullamlarak BUP metabolizmasl deger1endirilmi~tir. 
BUP ve ana metabolitleri olan BW 306U ve BW A494U'nun farmakokinetik 
pro fill eri, s6m edilen hayvanlara karm iyi yolla 40 mg.kg-1 BUP verilmesini 
takiben belirlenmi~tir. BUP ve ana metabolitlerinin fannakokinetik profili, plazma 
ve beyin numunelerinden bir SIVI kromatografi prosediirii kullamlarak elde 
edilmi~tir. indirgenmi~ BUP metaboliti BW A494U i<;in ara~tIrma, bu metaboliti 
hayvanlara karrn i<;i yolla uygulayarak ve plazma, beyin numuneleri verilen 
dozdan 90 dakika soma analiz edilerek yapllml~trr. Farmakokinetik verilerin 
analizi, BUP'un s1Yanlarda yok mzlI metabolize edildigini falcat herhangi bir 
metabolitin birikmedigini g6stenni~tir. BUP farelerde esas olarak BW 306U'ya 
metabolize edilirken, kobayda ise BW 306U'nun yanrnda BW A494U'ya da 
d6nu~mektedir. Bu hayvanlarda BUP'un plazmalbeyin oranlarl 6nemli bir 
degi~iklik g6stennemektedir. Fakat metabolitlerin, tUrler arasmda plazmalbeyin 
oram aylsmdan dramatik olarak degi~tigi bildirilmektedir. Sryanlarda indirgenmi~ 

. BUP (BW A494U) enjekte edildigi zaman, BW A494U plazma deri~inlinin 

yakla~lk % 3'u BUP olarak tayin edilmi~tir. Fare ve kobayda ise, daha du~iik 
miktarlar <;evrilmi~tir. Bundan yola ylkarak, yapllan <;alI~mada BUP 
metabolizmaslmn degi~ik hayvan tUrleri arasrnda 6nemli farklllIklar g6sterdigi 
g6sterilmi~tir. Kobay, Sl<;an ve fareyle kar~lla~tmldlgmda insan BUP 
metabolizmaslm yansltan daha iyi bir model olu~tunnaktadlr. 

Diger bir grup <;ah~mada ise BUP ve u<; metabolitinin farmakokinetigi 
incelemni~tir (Laizure ve ark., 1985; Hsyu ve ark., 1997; Stewart ve ark., 2001). 
Bu yah~malardan birinde, 6 saglIkll erkek g6nulluye oral yoldan verilen 200 
mg'lIk tek doz BUP somaSl, 21 adet plazma numunesi 56 saat boyunca toplanmI~, 
Cooper ve ark'nm (1984) geli~tirdigi YPSK y6ntemi ile analiz edilmi~tir. 
Farmakokinetik analizler sonucunda, BUP, TBUP, EBUP ve HBUP'un ortalama 
yan 6miirleri srraslyla 9.8, 19.8, 26.8 ve 22.2 saat olarak bulunmu~tur. TBUP ve 
HBUP iyin egri altmda kalan alanlar ise, BUP iyin olanrn srraslyla 2.4 ve 10.3 
katIdlr. Bu <;ah~ma ile, metabolitlerin sistemik dola~rnlda yiiksek oranda 
bulundugu ve bunun sonucunda metabolitlerin ilacrn klinik profilindeki olasl 
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rollerini ae;Iklayabilmek ie;in ileri diizeyde e;alI~malarm gerekliligi ortaya 
konmu~tur (Laizure ve ark., 1985). 

Bir ba~ka farmakokinetik e;alI~mada ise, sigara ie;me alI~kanlIgrnm genellikle 
ergenlik e;agmda ba~ladlgmdan yola e;IkIlarak, BUP'un ya~lan 13 ve 18 arasmda 
olan 75 ergen goniilliideki tek doz farmakokinetigi ineelenmi~tir (Stewart ve ark., 
2001). G6niilliiler, 37'si sigara ie;en (18 erkek, 19 bayan) ve 38'si sigara ie;meyen 
(19 erkek, 19 bayan) olaeak ~ekilde sigara ie;me durumlarma gore 
slillflandmlmI~tlr. 150 mg'lIk tek doz BUP tablet al1ll11ll1 takiben 0, 'ii, 1, 2, 3, 4, 
6, 8, 24, 48 ve 72 saat somasmda plazma numuneleri toplanmI~trr. PlazIna 
numuneleri BUP ve iie; metaboliti ie;in katI faz ekstraksiyonunu takiben SKlKSIKS 
y6ntemi ile analiz edihni~tir. Sigara ie;me all~kanllglll1n ve ya~m fannalcokinetik 
parametreler iizerindeki etkisini degerlendirmek ie;in faktoriyel varyans analizi 
kullam1nll~trr. Yaptian analizler sonueunda BUP ve HBUP'un fannakokinetik 
parametrelerinin sigara ie;me all~kanllgma gore degi~iklik gostermedigi, fakat 
erkek ve bayan goniilliiler arasmda onemli farklar oldugu bulunmu~tur. BUP ie;in 
zamana kar~l plazma deri~imi egrisi altmda kalan alan (AUCo-+CXJ) degeri, dagllnn 
haemi, maksimum plazma deri~imi (Cmaks) ve eliminasyon yan omrii (t1/2~) 
degerleri bayanlarda erkeklere gore onemli ole;iide (p<0.05) yiiksek bulunurken, 
weut aglrlIgma kar~l normalize BUP atIlnm (CLlf) bayanlar ve erkekler arasmda 
degi~iklik gostermemi~tir. Bayanlar aynea HBUP ie;in, erkeklere gore onemli 
61e;iide (p<0.05) yiiksek AUCo-+CXJ ve Cmaks degerleri gostermi~lerdir. HBUP ie;in 
AUC degerinin, BUP ie;in olana oram ergenlerde yakla~Ik olarak 4-5 olarak 
bulunurken, bu deger oneeki e;alI~mada yeti~kinler ie;in bulunan degerden 
dii~tiktiir. Sonue; olarak, bu e;alI~ma ile sigara ie;me durumunun ergenlerdeki tek 
doz BUP farmakokinetigini etkilemedigi fakat bayanlarm erkeklere gore BUP ve 
ana metaboliti HBUP'un bazl onemli farmakokinetik parametreleri yoniinden 
farklllIk gosterdigi vurgulanmI~trr. 

Literatiirde, 150 mg'IIk oral tek doz siirekli salnn BUP uygulanmasl somaSI, 
sigara ie;me durumu bakrrnmdan farklllIk gosteren iki ayn grup goniilliide ilae; 
farmalcokinetiginin ineelendigi ba~ka bir e;alI~ma daha bulunmaktadrr (Hsyu ve 
ark., 1997). BUP ve iie; metaboliti ie;in farmakokinetik parametreler hesaplannll~ 
ve BUP ie;in zamana kar~l plazma deri~iIni egrisi altmda kalan alan (AUCo-+CXJ) 
degeri, maksllnum plazma deri~irni (Cmaks), Cmaks degerine ula~abilmek ie;in 
gereken zaman (tmaks) ve elirninasyon yan omrii (t1/2) degerleri, sigara ie;en ve 
iymeyenlerde slraslyla 1164 ± 220 ng.s.mL-1 ve 1161 ± 292 ng.s.mL-1

; 144 ± 28 
ng.mL-1 ve 143 ± 39 ng.mL-1

; 3.00 ± 0.50 saat ve 2.88 ± 0.49 saat; 19 ± 5 saat ve 
18 ± 3 saat olarak bulunmu~tur. Bu yall~mada, sigara ic;en ve iymeyen veya erkek 
ve bayan g6niilliiler arasmda BUP ve metabolitlerinin farmakokinetigi aylsmdan 
onemli klinik farklar bulunmadlgl belirtihni~tir. Bu durumdan, hasta sigara iyme 
durumu ve einsiyetine gore BUP dozunu ayarlamak gerekmedigi sonueu 
yIkanhm~trr. 

Oneeden bahsedildigi gibi, USP 29'daki BUP monografmda, BUP safslzlIgl olan 
m-klorobenzoik asit tayini iyin geli~tirihni~ bir iTK yontemi bulunmaktadrr. Bu 
yalI~mada, dalga boyu olarak 235 nm kullamhnl~ ve toluen, siklohekzan ve 
glasiyel asetik asitten (47:47:6, h/hlh) olu~an hareketli faz ile iTK y6ntemi 
uygulanml~tlr (USP 29, 2006). 
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Aynca literatiirde, BUP'un hiicre dl~l katekolamin diizeylerine olan etkisinin 
ara~tmldlgl mikrodiyaliz c;ah~malan da bulunmaktadlr (Gazzara ve Andersen, 
1997; Xi-Ming Li ve ark., 2002; Kusaka ve ark., 2006). Bu c;ah~malarda ozellikle, 
depresyon ve antidepresan etki ile ili~kisi bilinen ve sigara baglmhhgl ile ilgili 
oldugu tahmin edilen beyindeki hypothalamus, frontal cortex ve nucleus 
accumbens gibi mezokortikolimbik alanlar sec;ilmi~tir. C;ah~malar sonucunda, 
BUP'un bu alanlardaki hlicre dl~l DA ve NA diizeyini artIrdlgl, SE diizeyini 
degi~tinnedigi bulunmu~tur. Bu ozelliklerin, bir antidepresan ve sigara blraktmcl 
ajan olarak, BUP'un klinik etkinligini olu~turdugu dii~liniilmektedir (Xi-Ming Li 
ve ark., 2002; Kusaka ve ark., 2006). 

Plazma Numunesi Hazlrlamak i~in Kullamlan Yontemler 

Liyojilizasyoll (Dolldurarak kurutma) 

Liyofilizasyon materyali once dondunna, soma siiblimasyon ile su buharlill dl~an 
c;ekerek kurutma i~lemi olarak tammlanabilir. Uygulanan yontemlere bagh olarak 
dondunna i~lemi onceden yapllabilecegi gibi dogrudan vakum altmda tutarak 
materyalin donmasl da saglanabilir. 

Bu yontem ozellikle mikrobiyoloji alamnda, kiiltiirlerin korunmasl amaCl ile 
yaygm bir ~ekilde kullamlmaktadlr. Mikroorganizmalar ve ba~ta c;e~itli a~llar 

ohnak iizere, spenn, eritrosit, plazIna, serum, organ naklinde kullamlacak c;e~itli 
dokular, enzimler, proteinler gibi pek c;ok biyolojik materyal bu yontemle 
korunabilmekte ve glda sanayinde pek c;ok iiriin bu yontem ile elde edihnektedir. 
Bunlarm dl~mda, c;e~itli biyolojik c;all~malarda ozellikle hastallkll dokularm 
saklamnasl gibi uygulamalarda dondurarak kurutma yonteminden 
yararlamlmaktadu (http-2). 

Liyofilizasyon i~lemi genellikle koruma yontemi olarak bilinmesine kar~m, 

doktora tezi kapsammda yapllan c;ah~malarda, plazIna bile~imindeki su ve plazma 
proteinlerini c;oktiinne suasmda eklenen c;ozUciiyii uzakla~tInnak, yani numuneyi 
deri~tinnek amaCl ile kullamlml~tu. Liyofilizasyon i~lemi iC;in oncelikle 
numunenin dondurulmasl gerektiginden c;oziicUnlin cmSI biiyiik onem 
ta~unaktadu. Omegin plazma proteinlerini c;oktiinnek amaclyia yaygm olarak 
kullamlan organik c;ozUciilerden biri olan metanol, donma noktasmm c;ok dii~iik 
oimasl (DN: -98°C) ve -80DC'de donduruiamamasl nedeniyle bu c;ah~mada 
kullamlamrum~tu (http-3). Aym amac;la asetonitril kullamlabilir olmasma kar~m 
(DN: -48°C), etkin maddenin plazmadald kararhhg1l11 saglrunak amaclyia orgrulik 
c;ozUciilere gore daha az miktarl yeterli olan kuvvetli asitlerden TCA, (% 10, a/h) 
tercih edilmi~tir. Plazma proteinleri c;oktiinne i~lemi ve bu amac;la kullamlan 
ajanlar, a~aglda geni~ olarak ac;Iklanmaktadu. 
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Piazma proteinierini roktiirme i$1emi 

Prensip 

Biyoanalizlerde kullamian numuneler; endojen makromoleldiller, ldiyiik 
moleldiller, metabolik ii.riinler ve tuziarm yamnda buyUk olyude protein iyerirler. 
Seyici bir yontem geIi~tirebilmek iyin sozli edilen biIe~enlerin numuneden 
uzakla~tlfllmaSI gerekmektedir ve yogunlukla seyiciligi sagiamak iyin kullamian 
ekstraksiyon yontemieri, optimum yozlicu ve pH ~artianm gerektirmekte, 
dolaYlslyla karma~lk ve zaman ahcI olmaktadrr. 

Proteinlerin biyolojik numuneden uzakla~tlfllmaSI onemlidir; yUnkii bu proteinler 
kromatografik sisteme veriidiginde, hareketii faz iyeriginde bulunan organik 
yozliciiler ve tampon tuziarl ile etkiIe~erek yokmekte ve bu durum, geri basmci 
artlrarak analitik koionun omriinlin azaimasma neden oimaktadrr. 

Proteinleri numuneden uzakla~trrmak amaCI ile yaygm olarak kullamian yontem, 
organik yozliciiler, iyonik tuziar ve inorganik asitier yardimlyia proteinlerin 
yoktfuUlmesi i~lemidir. <:;oktfuUIen lditle, santrifiijIe veya suzerek aynimakta ve 
SUzUnID kullamlarak analiz geryekle~tirilmektedir (Wells, 2003). 

9dktiiriicii ajan olarak kulla11llan asitler 

Trikloroasetik asit (TCA; %10, aIh), perklorik asit (%6, aIh) ve metafosforik asit 
(%5, aIh) gibi bazl asitIer, belirtilen deri~imlerde proteinlerin bazik bolgelerinin 
protonlanmaslill sagiayarak konformasyonlanm degi~tirip, izoelektrik noktalarmm 
altmdaki bir pH'da yozlinmeyen tuziar meydana getirirler. Bilindigi gibi, 
izoelektrik nokta protein molekUltinlin yUksUz oidugu pH'drr. Bu noktanm 
uzerindeki pH'larda protein moieldilu baz olarak hareket ederken, altmdaki 
pH'larda asit olarak davramr. izoelektrik noktaya kar~IlIk gelen pH degerinde bir 
protein minimum viskoziteye sahiptir ve daha kolay topakla~abilir. Yukanda sozli 
edilen asitIer, yok etkili protein yoktiiriicu ajanlardrr, fakat genellikle SK ve SK­
KS sistemlerine dogrudan enjekte edilen dayanIkslz moleldiller iyin sert ve 
a~mdlflCI oiduklan du~linulmektedir. Buna kar~m, yok ldiyiik miktariarda yillcsek 
verim sagiamalarl nedeniyIe, ozellikle TCA'mn kullamldlgl yok saYlda SK ve 
SK-KS yah~maSI bulunmaktadrr (Wells, 2003). 

9dktiiriicii ajan olarak kullanzlan organik r;dziiciiler 

Organik yozliciiler, protein yozeltilerinin dielektrik sabitierini azaltarak protein­
protein etkile~imini artlrrriar. Metanol, etanol, asetonitril ve aseton gibi yOzlicUler 
protein yoktUrme derecesi bakrrmndan asitiere gore daha az etkili olmalarma 
kar~m, bozunmaya neden olmadlklarl ve daha yumu~ak ortam ~artlan sagladlklan 
iyin tercih edilirler. Bu organik yozlicUler, SK hareketli fazianyia geyimlidirler ve 
kromatografIk sisteme dogrudan enjekte edilebilirler. 

Organik yozlicUler arasmda metanol ve asetonitril en sIldlkla kullamlanlardrr. 
Metanol, proteini uzakla~tlfl1acalc matriks ile e~it oranda kullamldlgl zaman 
asetonitril kadar etkili olmamasma kar~m; beyaz, flokUle bir yokelti olu~turmakta, 
bu da kan~tlflnaYI kolayla~trrarak sUzUntUnlin daha berrak oimaslill saglanlaktadrr 
(Wells, 2003). 
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C;oktilrilcil ajanlarzn kullanzlan miktarlarz 

Proteinlerin etkin ~ekilde uzakla~tIT1lmasl iyin, yoktiiriieii ajan miktan11111 numune 
matriksine (plazma gibi) oram onemlidir. Asitler, 1 haeim plazmaya kar~l 0.2 
haeim TCA veya 0.4 haeim HCI04 gibi dii~Uk oranlarda yUksek verim (>% 98) 
saglamaktadular. Organik yOzlieiiler ise, <;izelge l'de ayillandlgl gibi daha 
yUksek haeimler gerektirmektedir. Proteinlerin uzakla~tIT1lmaSl iyin 1 haeim 
plazma ile 1 haeim asetonitril kullamldlgl zaman, % 97.2'lik bir verim elde 
edilirken, 1 haeim plazma ile 3 haeim asetonitril kullamldlgmda % 99.8 degerinde 
maksimum verim olu~maktadu. Metanol kullamldlgl zaman, 1: 1 oranmda % 
73.4'lUk dii~iik bir verim, 1:3 oramnda ise % 98.9'luk bir verim elde edilmekte, 
aneak 1: 4 oram ile, % 99.2' lik verime ula~llabihnektedir. Plazmadan proteinlerin 
yoktiirUlmesi iyin en iyi sonuylar, 1 haeim plazmaya kar~l 3 haeim asetonitril veya 
4 haeim metanol kullamldlgmda elde edilmektedir (Wells, 2003). 

<;izelgel. <;oktiiriicii Ajanlarm, <;oktiirillen Plazma Proteini Oramnda % Bag-II Etkinlikleri 
(Wells, 2003) 

<;6ktiiriicii Siiziintiiniin 0.6 hacim 1 hacim 2 hacim 3 hacim 4 hacim 
pH'sl 

Asetonitril 8.5-9.5 45.8 97.2 99.7 99.8 99.8 

Aseton 9.0-10 33.6 96.2 99.4 99.2 99.1 

Metanol 8.5-9.5 32.2 73.4 98.7 98.9 99.2 

Etanol 9.0-10 41.7 91.4 98.3 99.1 99.3 

%10TCA 1.4-2.0 99.6 99.5 99.8 99.8 99.8 

%10 <1.5 98.9 99.1 99.1 99.1 99.0 
HC104 

%5 HP04 1.6-2.7 98.1 98.3 98.4 98.2 98.1 

Diger protein ~oktilrilcil ajanlar 

Doymu~ sulu amonyunl siilfat gibi hidrate tuz iyonlarl, protein-su etkile~imi iyin 
gerekli olan su molekUllerini azaltarak protein yozlinfulUgiinii dii~fufuler. <::inko 
ve baku gibi kuvvetli metal katyon tuzlarl, (-) yUklii karboksil gruplarl ile 
etkile~erek proteinin net yiikiinii ve yozlinfuliigiinii degi~tirirler. Bu metal tuzlarl, 
yok etkili yoktiiriieii ajanlar olmalanna kar~m, biyoanalizler iyin fazla tereih 
edilmezler; yiinkii uyueu olmayan bu tuzlar SK-KS teknikleriyle ge<;imli degildir. 
Protein yoktfumek amaelyla kullamlan en tipik metal tuzu, 0.5 N NaOH iyerisinde 
hazulanan yinko siilfat heptahidrat (%10, a/h) dlr. Aynea, yinko tuzunun organik 
bir yozlieii ile kombinasyonunun, organik yozlieiiniin (om. asetonitril) tek ba~ma 
kullamldlgl durunla gore daha etkili oldugu goriilmii~tfu. 

<::inko ve baku tuzlan kromatografIk sisteme dogrudan enjekte edilemeyeeegi 
iyin, diger teknikler iyin numune hazlrlama 6n basamagl olarak kullamlabilir. 
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Literatiirde baz1 yararh yoktiiriicii ajan kombinasyonlarr verilmi~tir. Bunlardan 
biri, 1 hacim numune iyin 1:5 oranmda kullamlm1~ olan, % 0.1 formik asit iyeren 
asetonitril ve etanol (9: 1) kar1~lillldrr. Ba~ka bir yah~mada, aym kombinasyona % 
0.1 asetik asit eklenmi~tir. Aynca, 1: 1 oranmda % 1 asetik asit iyeren metanol 
veya asetonitril kar1~rrnlar1 da kullamlilll~trr. Diger omekler; 1:2 numune-y6ziicii 
oramnda kullamhm~ olan % 0.1 trifluoroasetik asit iyeren asetonitril ve 250 flL 
plazma iyin 200 flL metanol ve 25 flL HCl04karr~rrmdlr (Wells, 2003). 

Protein r;okturme yonteminin yararlan 

Protein yoktiirme yontemi, basitligi ve geni~ uygulama alaru nedeniyle, ozellikle 
plazmadaki kiiyiik ilay molekiilleri iyin tercih edilmektedir. Genellikle, diger 
yontemlerin aksine, pH ayarlamas1 gerektirmez; yiinkU maddenin iyonize olmas1 
veya olmamas1 yontemin ba~arrs1 iyin onemli degildir. Bu yontem iyin mzh 
olmas1 onemli bir ozellik olup, validasyon oncesi yontem geli~tirmek iyin yok az 
zaman harcamnas1m saglar. 

Protein y6ktfume y6ntemi, pahah yoziicii ve ekipman gerektirmedigi gibi her 
laboratuvarda kolayhkla uygulanabilir ve analiz maliyeti dii~iiktiir. Yontemin 
diger bir ozelligi, numuneye zarar vermemesidir. 

Bu yontem ile, yiiksek oranda (% 99) proteinlere baglanan analitler iyin % 95'in 
iizerinde yiiksek geri kazarum elde edilmektedir. Aynca, numune izolasyon ve 
transfer basamaklar1 gerekmediginden, proteinler yok kiiyiik miktardaki 
numuneden (20-50 flL plazma) etkili bir ~ekilde uzakla~tmlmaktadrr (Wells, 
2003). 

Protein r;oktiirme yonteminin sakmcalan 

Protein yoktfume yonteminin en onemli sakmcas1, numuneyi 3 veya daha fazla 
oranda seyreltmesidir. Bu nedenle, genellikle analit deri~iminin yiiksek oldugu ve 
saptama S111mmn tayine izin verdigi durumlarda yararhdrr. Ancak seyreltme 
etkisini onlemek iyin siiziintiiniin azot veya lSI uygulamas1yla uyurulmas1 
mUmkUndfu. lSI uygulamas1, kararh olmayan molekiiller iyin mfunkUn 
olamamaktad1r. 

Literatiirde aynca, protein uzakla~tmlmas111111 tamarnlanamad1g1 durumlarda 
(%95-99), diger yontemlere gerek duyulabilecegi belirtilmi~tir. Bu nedenle, 
yoktiiriicii ajan seyiminde dikkatli olma gerekliligi ortaya y1kmakta ve bu 
yah~mada kullam1nll~ olan TCA gibi yok etkili bir ajan gerekmektedir (Wells, 
2003). 
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GERE<;LER 

Kimyasal Maddeler 

Asetonitril 

BUP 

CBZ 

Etanol 

Etil Asetat 

Glasiyel Asetik Asit 

HBUP 

HCI (% 37) 

HCI04 (% 60) 

Hidroksi Metil Seliiloz 

H20 2 (% 30) 

1-HSA 

Kloroform 

Laktoz Monohidrat 

Magnezyum Stearat 

Metanol 

NaOH 

NH3 

Ni~asta 

O-Fosforik Asit (% 85) 

Petrol Eteri 

Polietilen Glikol 4000 

Povidon 

Sodyum Dihidrojen Fosfat 

Talk 

TCA 

Titanyum dioksit 

Wellbutrin® Tablet 

Zyban® Tablet 

: Merck, Ahnanya 

: GlaxoSmithKline, Tiirkiye 

: Sigma, Amerika 

: Tekel, Tiirkiye 

: Merck, Almanya 

: Merck, Ahnanya 

: GlaxoSmithKline, Tiirkiye 

: Carlo Erba, italya 

: Merck, Ahnanya 

: Sigma, Amerika 

: Merck, Ahnanya 

: Merck, Almanya 

: Merck, Almanya 

: Sigma, Amerika 

: Sigma, Alnerika 

: Merck, Almanya 

: Riedel-de Haen, Almanya 

: Merck, Almanya 

: Sigma, Amerika 

: Merck, Almanya 

: Merck, Almanya 

: Sigma, Amerika 

: Sigma, Amerika 

: Merck, Almanya 

: Sigma, Amerika 

: Merck, Almanya 

: Sigma, Amerika 

: GlaxoSmithKline, Amerika 

: GlaxoSmithKline, Tiirkiye 
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Cihazlar ve Diger Gere'rler 

Buzdolabl 

FT -IR Spektrometresi 

Hassas Terazi 

YPSK 

YPSKKoionu 

iTK 

Kondiiktometre 

pH Metre 

Santrifiij 

Spektrofotometre 

SuBanyosu 

iTK Plagl 

Ultra Saf Su Cihazl 

Ultrasonik Banyo 

V orteks Kan~tmcl 

: Ar<;elik, No Frost&Electronic, Tiirkiye 

: Perkin Elmer, Spectrum 100, Almanya 

: Ohaus, E12140, isvi<;re 

: Shimadzu, LC-IOAT, Japonya 

Shimadzu CBM-I0A sistem kontrol iinitesi 

Shimadzu SPD-MlOA detekt6r 

:Agilent Technologies, Zorbax Eclipse XDB­

Cs 4.6 x 150 mrn, 3.5~m, Amerika 

: Camag, Linomat V, isvi<;re 

Camag iTK III taraYlcl 
Camag ~mnga 

: MultiLine, P4, Almanya 

: Electro-mag, M822, Tiirkiye 

: Hettich, EBA 20, Almanya 

: Shimadzu, UV-2401 PC, Japonya 

: Memmert, WB14, Almanya 

: Merck, silikaje160F-254, 20xlO cm, 250 

~m, Almanya 

: Millipore, Synthesis A 10, Fransa 

: Ultrasonic, LC30, Almanya 

: Niivemiks, NMII0,Tiirkiye 
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YONTEMLER 

BUP'un Potansiyometrik ve Kondiiktometrik Titrasyon Yontemleri ile 
Farmasotik TabletIerinde Miktar Tayini 

Tablet numune fozeltilerinin haZlrlanmasl 

Tablet numunelerinin hazlrlanmasl i<;in, 150 mg BUP i<;eren 10 adet Wellbutrin® 
tablet agrrlIgl tam olarak tartIldlktan sonra tabletler havanda toz edi1mi~ ve agzl 
sm kapanan ve l~lk ge<;irmeyen bir kaba konu1mu~tur. Bir tabletin ortalama 
agrrlIgl hesaplanarak bu agrrhga kar~IlIk gelen miktar tam tartlldlktan sonra, 
iizerine 30 rnL ultra saf su ilave edilerek iyice karl~masl saglanmI~ ve nonnalitesi 
okzalik asit kullamlarak ayarlanml~ olan, 0.1000 N NaOH ile titre edilmi~tir. 

Kondiiktometrik titrasyon ile ilgili deneysel ko§ullar 

150 mg BUP i<;erdigi bilinen farmasCitik tabletlerde kondiiktometrik titrasyon ile 
miktar tayini i<;in, hazrrlanan tablet nunluneleri 0.1000 N NaOH ile titre edihni~ 
ve eklenen NaOH hacmine kar~l, kondiiktometrede okunan iletkenlik degerleri 
kaydedilmi~tir. Dalla sonra buradan hareketle, diizelti1mi~ iletkenlik degerleri 
a~aglda verilen fonnul ile hesaplanmI~trr. 

A= V +V .A
o V 

Burada, V: <;ozeltinin ba~langl<; hacmini (mL) , v: eklenen titrant hacmini (mL) , 
V+v/V: diizeltilmi~ hacim degerini, Ao: kondiiktometrede okunan iletkenlik 
degerini, A ise diizeltilIni~ iletkenlik degerini ifade etmektedir. 

Diizeltilmi~ NaOH hacmine kar~l, diizeltilmi~ iletkenlik degerleri grafige 
ge<;irildiginde birbirini kesen iki dogru elde edilmektedir. Bu iki dogru uzerinden 
se<;ilen 5'er noktamn dogrusal regresyon ile dogru denklemlerinin (y=ax+b) 
bulunmasl ve bulunan iki dogru denkleminin e~itlemnesiyle elde edilen x degeri, 
dontim noktaslID vennektedir. Bulunan dontim noktalan ve bu dontim 
noktalanndan yola <;Ikarak tablet i<;erikleri hesaplanml~tIr. Aym deneyler, tablet 
yardlmcl maddelerinin kondiiktometrik titrasyonu etkilemedigini gostennek i<;in, 
bir kere de tablet matriksi ile yaplhru~tlr. 

Aynca hucre sabiti (k), deri~iIni ve oziletkenlik degeri bilinen standart KCI 
<;ozeltisi yardlmlyla 6.82x10-4 cm-1 olarak bulunmu~tur. 

Potallsiyometrik titrasyoll ile ilgili deneysel ko§ullar 

Oncelikle pH metre pH 4, pH 7 ve pH 10 standart tanlponlan ile kalibre 
edi1mi~tir. Hazlrlanan tablet numuneleri 0.1000 N NaOH ile titre edilmi~ ve 
eklenen NaOH hacmine kar~l, okunan pH degerleri kaydedihni~tir. Bu i~lem 
slrasmda, NaOH'in dontim noktasl civannda daha slk arahklarla ilave edilmesi ve 
eklenen NaOH sonraSl pH metrenin sabit bir pH degerini gostennesi i<;in 
beklenmesi gerekmektedir. 

Eklenen NaOH hacmine kar~llIk gelen pH degerleri grafige ge<;irildiginde 
sigmoidal bir egn elde edilmektedir. Egrinin 1. ve II. tfuevi hesaplanarak, eklenen 
NaOH hacmine kar~l grafige ge<;irilmi~ ve dontim noktalan bulunmu~tur. 

Iletkenlik titrasyonlarmda oldugu gibi, deneyler tablet matriksi ile tekrarlanmI~trr. 
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BUP'un UV -Spektrofotometri ve ikinci Tiirev Spektrofotometri Yontemleri 
ile Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini 

Deneysel ko§ullarzn havrlanmasl 

c;ozeltilerin UV ve tiirev spektrumlan, 1 cm'lik kuartz hucreler iyinde, 200-350 
nm dalga boyu arahgmda, 1 nm yank geni~ligi ve 2 nm tiirev arahgl (~A) 
kullamlarak kaydedihni~tir. 

Spektrofotometrik yontemlerin validasyonu 

Spektrofotometrik yontemlerin validasyonu iyin kesinlik, dogrusalhk, duyarhhk 
(saptama smm ve tayin alt smm) ve dogruluk yah~malan yapl1mI~trr (ICH 
Q2(R1),2005). 

Kesinlik (Precision) 

Spektrofotometrik tayin iyin 6ncelikle 3.8x10-3 M deri~imde % 100 metanol iyeren 
bir stok yozelti hazlrlanmI~tlr ve bu yozeltiden gerekli seyreltme yapllarak, 
BUP'un 200-350 nm arahgmdaki UV ve II. tiirev spektrumunun kaydedilmesi 
iyin 5x10-5 M deri~iIndeki BUP yozeltisi kullam1mI~tlr. Tum yozeltiler, hacimce 
% 2'lik metanol iyerisinde hazrrla1l1m~ ve kor olarak hacimce % 2'lik metanol 
yozeltisi kullam1mI~trr. Yontem kesinligi, 4.14x10-5 M'hk deri~imde BUP 
kullamlarak gUn iyi ve gtinler araSI tekrar edilebilirligi belirlemek iyin incelenmi~ 
ve istatistiksel olarak degerlendirihni~tir. 

Dogrusallzk (Linearity) 

UV-spektrofotometri y6nteminin dogrusalhglm incelemek amaclyla, 2.07x10-5
-

7.25x10-5 M deri~im arahgmda BUP'un be~ ayn yozeltisi hazlrlanmI~ ve birbirini 
takip eden Uy giin iyin 252 mn'deki absorbans degerleri olyiilmu~tiir. II. tiirev 
spektrofotometrik analizler iyin ise, aym kalibrasyon arahgmdaki yozeltilerin 
217.4 nm dalga boyundaki minimum absorbans degeri ile 221.8 nm dalga 
boyundaki maksimum absorbans degeri olyiilmu~ ve bu absorbans degerlerinin 
farkI almarak, birbirini takip eden Uy gUn iyin iki pik arasmdaki uzaklIklar 
hesaplanml~trr . 

Saptama sznzrz ve tayin alt sznzrz (LOD and LOQ) 

BUP'un iki farkll spektrofotometrik yontemle saptama smm (Limit of Detection, 
LOD) ve tayin alt smm (Limit of Quantification, LOQ) degerlerinin belirlenmesi 
amaclyla, [kalibrasyon denkleminin kesim degerlerinin standart 
sapmasl/kalibrasyon denkleminin egimi] oram slraslyla 3.3 ve 10 ile yarpllarak 
spektrofotometrik yontemlerin saptanla smm ve tayin alt Slll1n degerleri 
hesaplamm~trr . 

Dogruluk (Accuracy) 

Yontemlerin dogrulugunu ara~t1rmak iyin, tableti olu~turan etkin madde dl~mdaki 
maddelerden olu~an bir matriks ortaml hazlrlanmasl, etkin maddenin bu matrikse 
eklenmesi ve yap II an olyUm sonunda matriks ortammdaki yUzde geri kazamlmn 
belirlenmesi yolu izleml1i~tir (Shabir, 2003). BUP'un farmasotik ~ekli olan 
Z yban ® ve W ellbutrin ® tablet iyin yapllan literatiir ara~tmnasmda, yardllnci 
madde olarak kamauba mumu, sistein hldrokloriir, mikrokristalin seliiloz, 
hypromellose, magnezyum stearat, polietilen glikol, polisorbat 80, titanyum 
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dioksit ve aynca FD&C boyadan olu~an aym tablet i<;erigi verilmektedir (http-I). 
<;izelge 2' de verilen yardlmcl maddeler; ortalama tablet aguhgl ve BUP i<;erigi 
goz onfule almarak belirtilen oranlarda karl~tmlmI~ ve tablet matriks <;ozeltisi 
hazlrlanml~tu. 

C;izelge 2. Tablet Matriks C;ozeitisini Hazlrlamak iI;in KnUamlan Yardimci Maddeler ve 
Yiizdeleri 

Kullamian Yardimci Maddeler Yiizdeleri (%) 

Hidroksi Propil Metil Seliiloz 7 

Laktoz Monobidrat 60 

Magnezyum Stearat 1 

Polietilen Gliko14000 5 

Ni~asta 5 

Povidon 5 

Talk 1 

Titanyum Dioksit 1 

Matriks <;ozeltisinin hazulanmasl suasmda, stand art BUP <;ozeltisi ile aym analitik 
ko~ullarm saglanmasma ozen gosterilmi~tir. Kalibrasyon egrisinin verilen 
arahgmda bulunan u<; farkh deri~imdeki standart BUP <;ozeltisi (2.07xl0-5

, 

4.14 xl 0-5
, 6.21 X 10-5 M) matriks <;ozeltisine eklenerek karl~tmlml~ ve onerilmi~ 

olan spektrofotometrik yontemler kullamlarak ol<;iimler yapllml~tU. BUP i<;erigine 
kar~lhk gel en absorbans ve absorbans farb degerleri kalibrasyon e~itliginde 
<;oziilerek; yiizde geri kazalllffi, yiizde bagll hata ve tekrar edilebilirlik 
hesaplanml~tu. Yuzde bagll hata degerlerinin hesaplamnasl i<;in, 

% BH= [(ol<;ulen deri~im-eklenen deri~im)/eklenen deri~im]xl00 

e~itligi kullamlffil~tu. 

Tablet numune fozeltilerinin hazzrlanmasz 

150 mg BUP i<;erdigi bilinen farmasotik tabletlerde miktar tayini i<;in hazlrlanan 
tablet numuneleri optimum ko~ullarda analiz edilmi~tir. Elde edilen sonu<;lar, 
dogrusalhk boliimfulde, iki farkll yontem i<;in verilen kalibrasyon e~itliklerinde 
<;oziilerek BUP i<;eren tabletlerdeki miktarlar ve kar~lhk gelen yiizdeleri 
hesaplamm~tu. Wellbutrin® tablet i9in spektrofotometrik yontemlerle elde edilen 
tablet analizi sonu<;larmm, potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyon sonu<;lan 
ile kar~lla~tmlmasl amaclyla, GraphP AD istatistiksel analiz yazlhml kullamlarak 
ANOV A testi yapllml~tu. 
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BUP'un iTK Yontemi ile Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini 

irK yontemi ile ilgili deneysel ko§ullar 

Numuneler aluminyum plaklar iizerine, 5 mm geni~liginde bantlar halinde, 150 
nL.s-1 lik sabit bir uygulama iuZl ile iki bant araSl uzakllk 9.4 mm olacak ~ekilde 
ayarlanarak uygulanml~trr. Etanol-kloroform-glasiyel asetik asit (30:10:1, hIh/h) 
den olu~an hareketli faz, kromatografi i9in 20 mL'lik hacimlerde kullamlml~t1r. 
Sfuiildenme, hareketli faz ile doyurulmu~ 20x10 cm'lik cam tanklarda 
gergekle~tirilmi~tir. Tankm hareketli faz ile oda slcakllgmda doygunluk zamam 30 
dakika ve maddenin sfuiildenme uzunlugu 8 cm olarak belirlenmi~tir. Sfuiildenme 
somaSl, plaklar kurutucu yardmllyla kurutulmu~, densitometrik tarama 254 nm'de 
doteryrnn lamba kullamlarak, 20 mm.s-1'lik sabit bir tarama hlZl ile 
gergekle~tirilmi~tir. Yank boyutlan 3.00x0.45 mm'dir. 

irK yonteminin validasyonu 

iTK yonteminin validasyonu i9in kesinlik, dogrusalllk, duyarhhk (saptama smm 
ve tayin alt smm), dogruluk, ozgiinlillc, saglamllk ve tutarhhk 9ah~malarl 

yaplhm~trr (IeB Q2(R1), 2005). 

Kesinlik (Precision) 

iTK deneyleri i9in oncelikle metanol igerisinde 1 mg.mL-1 'lik BUP stok 90zeltisi 
hazrrlamm~ ve bu 90zelti metanol ile 1110 oranmda seyreltilerek, 100 Ilg.mL-1'lik 
90zelti elde edilmi~tir. Bu 90zelti kullamlarak 6, 8 ve 10 ilL olmak iizere u9 ayrl 
hacimde uygulama yapllml~, BUP'un 600, 800 ve 1000 ng.spof],lik deri~imlerde 
goo i9i ve giinler araSl tekrar edilebilirlikleri ara~tmlml~trr. 

Verilen deri~imlerde elde edilen pik alam sinyalleri, yontemin kesinliginin 
gosterilmesi i9in istatistiksel olarak degerlendirilmi~tir. 

Dog;rusaZZzk (Linearity) 

100 Ilg.mL-1'lik BUP 90zeltisinden 2-10 ilL arasmda be~ ayn hacimde uygulama 
yapllarak, 200-1000 ng.spof1 deri~im arahgmdaki BUP 90zeltilerinin birbirini 
takip eden 3 goode pik sinyalleri kaydedilmi~ ve artan BUP deri~imleri ile kar~lllk 
gelen pik alam degerleri arasmdalci ili~ki istatistiksel olarak degerlendirilmi~tir. 

Saptama Sll1zrz ve tayin alt SZ17lrz (LOD and LOQ) 

BUP'un iTK yontemiyle LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi amaclyla, kor 
madde olan metanol be~ defa uygulanml~ ve sinyal/giiriiltii oram belirlenmi~tir. 
Bu oran, slraslyla 3 ve 10 ile 9arpllarak, hesaplamalar yapll1ll1~t1r. 

Dog;ruluk (Accuracy) 

iTK yonteminin dogrulugunu ara~trrmak i9in, spektrofotometrik yontemlerle aym 
yol izlenmi~ ve matriks 90zeltisinin hazrrlanmasl i9in, aym yardmlcl maddeler 
kullamlml~trr. Kalibrasyon egrisinin verilen arahgmda bulunan u9 farkll 
deri~imdeki standart BUP 90zeltisi (600, 800 ve 1000 ng.spof1

) matriks 
90zeltisine eklenerek karl~tmlml~ ve iTK yontemi kullamlarak her bir set i9in 5 
uygulama yapllmak suretiyle optimum ko~ullarda o19ulmu~tiir. BUP igerigine 
kar~lhk gelen pik alam degerleri kalibrasyon e~itliginde 9ozillerek; yiizde geri 
kazamm, dogruluk ve tekrar edilebilirlik hesaplanml~t1r. 
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Ozgiinliik (Specificity) 

Yontem ozgUnlugu, standart BUP ve tablet numunesi analiz edilerek 
degerlendirilmi~tir. Numunenin spektrumu ile standru1 maddenin spektrumu pik 
ba~langl9 noktasl, tepe noktasl ve biti~ noktasl olmak tizere u9 ayn noktada 
kar~lla~tlfllmI~ ve aralanndaki ili~ki korelasyon degeri ile ifade edilmi~tir. 

Saglamlzk (Robustness) 

Yontem saglamhgl i9in; hareketli faz bile~imi, glasiyel asetik asit miktan, 
hareketli faz hacmi ve tankmdoygunluk sfuesinde kti9tik degi~iklikler yapIlarak, 
sonu9lar incelenmi~tir. Degi~ik bile~imlerde etanol-kloroform-glasiyel asetik 
asitten olu~an hareketli fazlar (31:9:1 ve 29:11:1, hIh/h) denenmi~ ve 
kromatogramlar elde edilnll~tir. Aynca, hareketli faz igerisindeki glasiyel asetik 
asit miktarl, hareketli faz hacmi ve truilln doygunluk sfuesi slraslyla 1.0 ± 0.5 mL 
(0.5, 1 ve 1.5 mL), 20 ± 2 mL (18, 20 ve 22 mL) ve 30 ± 10 dakika (20,30 ve 40 
dakika) olarak degi~tirilmi~tir. Yontem saglamhgl i9in 1000 ng.sporl'lik 
deri~imlerde her parametre i9in u9 ayn uygulanla yapllml~ ve pik alruuar111111 % 
BSS ve SH degerleri hesaplanmI~t1r. 

Tutarlzlzk (Ruggedness) 

1000 ng.sporl'lik deri~imde BUP 90zeltisi hazlrlarum~, o. gUn ve 6, 12,24,48 ve 
72 saat sonra ohnak uzere degi~ik zamruliarda rulaliz edilmi~tir. Her zaman dilimi 
i9in uger uygulanla yaplhm~ ve yontem tutarhhg1111 degerlendinnek amac1yla pik 
alruliar111111 % BSS degerleri hesaplarum~tlf. 

B UP i~in Itlzlandlnlml~ kararlzlzk testi 

BUP metanol igerisinde 9oztilerek, 1 mg.mL-l'lik bir stok 90zelti hazlflanm1~ ve 
bu 90zelti InzlandmlmI~ kararhhk testleri i9in kullaruhm~tlf. Bu 90zelti; asit, baz, 
hidrojen peroksit, kuru ve nemli lSI, fotokimyasal ve UV (254 nm) l~lk ile 
muamele edilmi~, elde edilen sonu9lar bozunma urUnlerinin Rf degerleri, BUP 
i9in ytizde geri kazarum ve % BSS degerleri yonunden degerlendirilmi~tir. 

Asit ve baz etldsi 

2.5 mL stok 90zelti tizerine 2.5 mL IN HCI ve IN NaOH'den ayn ayn eklenmi~ 
ve bu kan~rrnlar 70°C slcaklIkta 30 dakika bekletilmi~tir. Diger yandan asit ve baz 
etkisini kaldrrmak ve numunenin polaritesini azaltmak i9in bu prosedfue bir 
notralizasyon basrunagl eklenmi~tir. 2.5 mL stok 90zelti tizerine 2.5 mL IN HCI 
ve IN NaOH'den eklenip, bu kan~rrnlar 70°C slcald1kta 30 dakika bekletildikten 
sonra 90zeltiler pH 7'ye IN HCI ve IN NaOH yardllTIlyla getirilmi~tir. Asit ve 
bazla muamele, l~Ik etkisini ortadan kald1rabihnek i9in karrulilk ortamda 
gergekle~tirihni~ ve iYK plaklarl tizerine bu notral ve notral olmayrul 90zeltilerden 
2 ilL uygulanarak (1000 ng.sporl), hareketli faz yardnmyla yfutitUlmu~ ve 
densitometrik tarama yap1larak, sonu9lar elde edilmi~tir. 

Hidrojen peroksit etldsi 

2.5 mL stok 90zelti tizerine 2.5 mL % 30'luk hidrojen peroksit 90zeltisi eklemni~ 
ve bu 90zelti (500 Ilg.mL-l BUP) hidrojen peroksit fazlas1111 uzakla~trrmak i9in 10 
dalcika sfueyle kaynar su banyosunda bekletilmi~tir. Aym 90zelti daha sonra, 80°C 
slcaklIkta 1 saat 15 dakika sfueyle bekletilerek, iYK plaklan uzerine 2 ilL 
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hacimlerde (1000 ng.SpOr1) uygulanm1~tu. Deneyler, asit ve bazla muamele 
deneylerinde oldugu gibi, l~Ik etkisini ortadan kalduabilmek iC;in karanlIk ortamda 
gerc;ekle~tirilmi~tir . 

Kuru ve nemli lSl etkisi 

Toz madde 100DC'lik etiivde 2 saat bekletilmi~ ve kuru lslya maruz blrakIl1ll1~ 
BUP'un metanoldeki stok c;ozeltisi hazulanmI~ ve ~ oramnda seyreltilerek, 500 
J.Lg.mL-1'lik c;ozelti elde edilmi~tir. Bu c;ozeltilerden, iTK plaklar1 lizerine 2 J.LL 
hacimlerde uygulanarak (1000 ng.spor1) hareketli faz yard11ll1yla yiiriitiilmii~tiir. 

Nemli lSI etkisi iC;in ise, 500 J.Lg.mL-1'lik BUP c;ozeltisi 1 saat siireyle kaynar su 
banyosunda bekletilmi~ ve 2 J.LL hacimlerde (1000 ng.spor1) iTK plaklar1 lizerine 
uygulanmI~t1r. 

Fotokimyasal ve UV l$lk etkisi 

ilacm fotokimyasal kararhhgllll ara~t1rmak ic;in, stok c;ozeltiden hazulanan 500 
J.Lg.mL-1'lik BUP c;ozeltisi 3 giin siireyle (9:00'dan 17:00'a kadar, toplam 24 saat) 
dogrudan giine~ l~lgma maruz buakIl1ll1~, UV etkisini ara~t1rmak ic;in ise, BUP 
c;ozeltisi UV lamba altmda (254 mn}8 saat bekletilmi~tir. Her iki c;ozelti de 2 J.LL 
hacimlerde (1000 ng.spor1) iTK plaklan lizerine uygulanm1~ ve ortalama pik 
alanlar1 hesaplanm1~tu. 

Tiim kararhhk c;ah~malar111da, her uygulama somaSl (1000 ng.spor1) ortalama 
BUP pik alam be~ tekrar somaSl belirlenmi~tir. 

B UP !armasotik dozaj §eklinin kararlllzgmm ara§tlrllmaSl 

BUP farmasotik dozaj ~eklinin kararhhgm111 ara~tmhnas1 amac1yla tablet 
analizleri bir de son kullanma tarihi gec;mi~ Wellbutrin SR® tabletlerle (150 mg 
BUP, LOT: 1J1889, SKT: OS/2003) gerc;ekle~tirilmi~ ve sonuc;lar BUP ic;erigi ve 
olas1 bozunma olaylanna kar~l degerlendirilmi~tir. 

ilgili sajslzlzklarm saptanmasl 

ilgili safs1zhklan saptayabilmek 1c;m, yiiksek deri~imde BUP uygulamas1 
yap1hll1~tu. 1 mg.nlL-1'lik BUP c;ozeltisi hazulanarak, bu c;ozelti numune c;ozeltisi 
olarak adlandmlnll~ ve numune c;ozeltisi 1110 oramnda seyreltilerek standart 
c;ozelti olu~turuhnu~tur. Numune C;ozeltisinden 5 J.LL (5000 ng.spor\ standart 
c;ozeltiden de 1 J.LL (500 ng.spor1) hacimde olacak ~ekilde iTK plagma 5'er kez 
uygulanmI~, elde edilen pik alanlan istatistiksel olarak degerlendirilmi~tir. 

Tablet numune fozeltilerinin haZlrlanmasl 

Tablet numunelerinin hazulanmasl iC;in, 150 mg BUP ic;eren 10 adet Zyban® tablet 
aguhg1 tam olarak tartlldIktan soma tabletler havanda toz edihni~ ve agz1 sill 
kapanan ve l~Ik gec;irmeyen bir kaba konulmu~tur. Bir tabletin ortalama aguhg1 
hesaplamp, bu aguhga kar~lhk gelen miktar lizerinden tart1m almarak metanol ile 
c;oziilmii~ ve agz1 kapah bir kapta 30 dakika sonike edildikten soma 5000 
devir/dakika da santrifiij edilerek 1 mg.mL-1'lik stok c;ozelti haz1rlanm1~tu. Daha 
soma, standart c;ozeltilerde oldugu gibi metanol ile 1110 oranmda seyreltilerek, 
100 J.Lg.mL-1'lik numuneler elde edihni~tir. Numuneler, plaklara 10 J.LL'lik 
hacimlerde uygulanm1~, yiiriitme ve densitometrik tarama i~lemlerinden soma 
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elde edilen pik alanlan, kar~lhk geldikleri deri~imi belirlemek iyin kalibrasyon 
e~itliginde yoziilerek tablet iyerikleri hesaplamm~t1r. 

BUP'un iTK Yontemi ile Plazmada Miktar Tayini 

Deneysel ko§ullar 

BUP'un fannasotik tabletlerindeki miktar tayini iyin kullalllian deneysel ~artlar 
kullamhm~tu. Bo~ plazma omekleri, Anadolu Universitesi Hastanesi 
Laboratuvan'ndan temin edilmi~ ve analiz edilene kadar -20°C'de muhafaza 
edilmi~tir. 

Ornek haZlrlama 

Plazma ile yah~lluken, giri~inl yapan maddelerin uzakla~tmlmasl iyin oncelikle 
plazma proteinlerinin yoktiiriilmesi gerekmektedir. Bu amayla, metanol gibi 
organik bir yokti.iriicii ile TCA (% 10) ve HCl04 gibi asitler denemni~tir. BUP 
yozeltisi katllml~ olan plazma omeklerine, yoktiiriicu ajanlardan uygun oranlarda 
katlldlktan sonra, kan~lm 1 dakika sUreyle vorteks yard11111yla karl~tmlml~ ve 10 
dakika sureyle 5000 devir/dakika'da santrifuj edihni~tir. Olu~an yokelti 
uzakla~tmldIktan sonra, ustteki berrak bSlmdan alman yozelti VakU111 altmda 
buharla~tmlml~tlr. Bu i~lemin yok uzun sUrmesi ve BUP'un plazma iyerisinde 
yahnz asidik pH'da kararh olup, diger pH'larda lSlya duyarh oldugunun bilinmesi 
nedeniyle, yoziicUnUn uyurulmasl amaclyla liyofilizasyon i~lemi tercih edilmi~tir 
(Laizure ve Devane, 1985). Liyofilizasyon i~leminde, yozilcUnUn d011111U~ olmasl 
gerektiginden, proteinlerin yokti.irii1mesi amaclyla metanol kullamlama11l1~, en 
uygun sonuylar, TCA (% 10, a/h) ile elde edilmi~tir (Wells, 2003). Boylece 
BUP'un plazma iyerisindeki kararhhgl da saglanml~tu. 

irK yonteminin plazmadaki validasyonu 

iTK yonteminin plazmadaki validasyonu iyin dogrusalhk, kesinlik, geri kaza111m 
ve duyarhhk (saptama Slllln ve tayin alt s1111n) yah~malan yapllml~t1r (Shah ve 
ark., 2000). 

Dog;rusallzk (Linearity) 

Oncelikle, BUP'un ultra saf su iyerisinde 1 mg.mL-1'lik stok yozeltisi 
hazulanmI~tu. Daha soma, 300 ilL plazma omegine bu stok yozeltiden 30 ilL 
katIlarak, plazma proteinleri 170 ilL TCA (% 10, a/h) ile yoktUrillmu~tfu. Alman 
250 IlL'lik siiziintii liyofilizasyon i~leminden sonra 250 ilL metanol iyerisinde 
yoziilerek, 60 Ilg.rnL-1'lik BUP yozeltisi elde edilmi~tir. iTK plaklanna bu 
yozeltiden 2-10 ilL arasmda degi~ik hacimlerde uygulanarak, 120-600 ng.spof l 

deri~im arahgmdaki kalibrasyon seti belirlemni~ ve analizler geryekle~tirilmi~tir. 

Kesinlik ve geri kazanzm oranz (Precision and RecovelY) 

Plazmadan mutlak geri kazamm oram, kalibrasyon dogrusunu kapsayan deri~im 
arallgmda 3 farkll deri~imdeki (360, 480 ve 600 ng.spor l

) standart BUP katlhm~ 
plazma omeklerinin 3 farkll glinde, her biri iyin be~er kez olacak ~ekilde analiz 
edilmesiyle belirlenmi~tir. TCA (% 10, a/h) ile proteinlerin yokti.iriilmesi, 
liyofilizasyon ve kromatografi i~lemlerinden soma pik alanlan, aylll ~ekilde 

hazulanan aym deri~imdeki BUP'un sudaki yozeltileri iyin elde edilen pik alanlan 
ile byaslanmI~tu. 
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Yontemin kesinliginin incelenmesi amaclyla, aym ~ekilde hazrrlamm~ olan 360, 
480 ve 600 ng.spor1'lik deri~imlerde BUP katl1ml~ plazma ornekleri 
kullamlnll~trr. Analizler goo ic;erisinde 5 kez tekrarlanmI~ ve giinler araSl tekrar 
edilebilirlik aym plazma ornekleri ile 3 farkll goode c;ah~llarak belirlenmi~tir. 

Saptama sznzrz ve tayin alt sznzrz (LOD and LOQ) 

BUP'un plazmada iTK yontemiyle saptama Slmn ve tayin alt SlillTl degerlerinin 
belirlel11nesi amaclyla, [kalibrasyon denkleminin kesim degerlerinin standart 
sapmasllkalibrasyon denkleminin egimi] oram hesaplanmI~ ve bu oran, slraslyla 
3.3 ve 10 ile c;arpIlarak, yontemin LOD ve LOQ degerleri hesaplamm~trr. 

BUP'un YPSK Yontemi ile Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini 

YPSK yontemi ile ilgili deneysei ko§ullar 

BUP ve CBZ (IS)'nin kromatografIk aymm, Cs kolon iizerinde ve 10 mM 1-
heptansiilfonik asit (l-HSA) ic;eren metanol/asetonitril/fosfat tamponundan (20 
mM, pH 3.0) (40:10:50, h/h/h) olu~an hareketli faz kullal11larak yapllmI~trr. 1.0 
mL.dk-1'lik ab~ mzmda c;all~lhm~ ve diyot dizisi detektorii kullamlarak 254 
mn'de saptama yapllm1~t1r. CBZ, metanol ic;inde c;oziilerek haz1rlanm1~ ve 
analizlerin tiimiinde 8.38xl0-6 M'lik deri~imde kullam1m1~t1r. 

Geli~tirilmi~ olan YPSK yonteminin sistem uygunlugu, LCI0A veritabam 
kullamlarak degerlendiri1mi~tir. Enjeksiyon tekrar edilebilirligi, ayl11 c;ozeltiyi 
(7.16xl0-6 M) sekiz defa enjekte ederek, % BSS'run hesaplamnasl yoluyla 
belirlenmi~tir. Sistem uygunluk testleri, BUP piki iC;in kapasite faktorii, aymm 
(resolution), kuyruklamna faktorii, teorik tabaka saylSl, ahkonma zamam ve 
enjeksiyon tekrar edilebilirliginin % BSS'Sl gibi parametreleri ic;ernlektedir. 

YPSK yonteminin validasyonu 

YPSK yonteminin validasyonu 1c;m kesinlik, dogrusalhk, duyarhhk (saptama 
SlillTl ve tayin alt smm), dogyuluk, ozgiinliik, saglamhk ve tutarhhk c;ah~malar1 
yap11mI~t1r (ICH Q2(Rl), 2005). 

Kesinlik (Precision) 

Ultra saf su ic;erisinde ve 3.58xl0-5 M ve 3.58xl0-6 M deri~imlerde iki ayn BUP 
stok c;ozeltisi hazrrlanml~t1r. Bu c;ozeltilerden gerekli seyreltmeler yap11arak 
BUP'un 1.79xl0-6

, 5.37xl0-6 ve 8.95xl0-6 M deri~imlerde c;ozeltileri haz1rlal11m~ 
ve gUn iC;i ve giinler araSl tekrar edilebilirlikler ara~tml1l11~t1r. V erilen deri~imlerde 
elde edilen alan oranlan, yontemin kesinliginin gosterihnesi iC;in istatistiksel 
olarak degerlendirilmi~tir. 

Dogrusallzk (Linearity) 

Yontem dogyusalhgITll incelemek amac1yla, 3.58xl0-5 M ve 3.58xl0-6 M 
deri~imlerdeki BUP stok c;ozeltilerinden 50-300 ilL arasmda yedi ayn hacimde 
almarak, 4.48x 10-7 -1. 78x 10-5 M deri~im arahgmdaki kalibrasyon dogrusu 
olu~turulmu~tur. Birbirini takip eden 3 giinde BUP c;ozeltilerinin pik sinyalleri 
kaydedilerek, artan BUP deri~imleri ile kar~1l1k gelen pik alan oram (BUP pik 
alam/ IS pik alam) degerleri istatistiksel olarak degerlendirilmi~tir. 
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Saptama sznzrz ve tayin alt sznzrz (LOD and LOQ) 

BUP'un YPSK yontemiyle LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi amacIYla, 
spektrofotometrik yontemler ve iTK yontemi ile aym yol izlemni~tir. 

Dog;ruluk (Accuracy) 

Yontelnin dogrulugunu ara~tmnak ie;:in, spektrofotometrik yontemler ve iTK 
yontemi ile benzer yol izleruni~tir. Kalibrasyon egrisinin verilen arahgmda 
bulunan ue;: farkh deri~imdeki standart BUP e;:ozeltisi (1.79x10-6

, 5.37x10-6 ve 
8.95x10-6 M) matriks e;:ozeltisine eklenerek kan~tmhm~ ve YPSK yontelni 
kullamlarak her bir set ie;:in 7 uygulama yapllmak suretiyle optimum ko~ullarda 
ole;:ulmu~tfu. BUP ie;:erigine kar~lhk gelen alan oram degerleri kalibrasyon 
e~itliginde e;:oziilerek, yiizde geri kazanrm, dogruluk ve tekrar edilebilirlik 
degerleri hesaplanml~tu. 

OzgunlUk (Specificity) 

Yontem ozgiinlUgiinu incelemek amaclyla, standart BUP e;:ozeltileri (3.58x10-5 M) 
ayn ayn 0.1 N HCI, 0.1 N NaOH ve % 3 'IUk H20 2 ie;:erisinde hazlrlanml~ ve bu 
e;:ozeltiler hem oda slcakllgmda hem de 60°C slcakllkta muamele edihni~tir. Daha 
soma 15, 30, 45, 60, 90 ve 120 dakika gibi degi~ik zamanlarda numune almarak, 
IS eklenmi~ ve son deri~imi 8.95x10-6 M olacak ~ekilde seyreltildikten soma, 
analiz edillni~tir. 

Saglamlzk (Robustness) 

5.37x10-6 M deri~imde ve ue;:lu uygulamalarla; pH (2.9 ve 3.1), akl~ IDZI (0.9 ve 
1.1 mL.dk-1

), fosfat deri~imi (18 ve 22 mM), 1-HSA deri~ilni (8 ve 12 mM) ve 
dalga boyu (252 ve 256 run) olmak iizere onemli parametrelerdeki kUe;:Uk 
deg~iklikler sonucunda pik alan oranlannm % BSS ve SH degerleri 
hesaplanml~tlr . 

Tutarlzlzk (Ruggedness) 

Yontem tutarhhgl, geli~tirilen metodun 5.37x10-6 M'hk BUP deri~ilninde, ayru 
cihaz ile farkll analizciler tarafmdan farkll gUnlerde uygulamnasl ile 
gosterilmi~tir . 

Tablet numune ~jjzeltilerinin haZlrlanmasl 

Zyban® tablet numunelerinin hazulanmasl ie;:in, iTK yonteminde belirtilen yol 
izlenmi~tir. Daha soma, standart e;:ozeltilerde oldugu gibi ultra saf su ile 
seyreltilerek, kalibrasyon egrisinin orta noktasma kar~lhk gelen deri~imde 

(5.37xlO-6 M) numuneler elde edihni~tir. Tablet numuneleri soz edilen optimum 
ko~ullarda analiz edilmi~, sonue;:lar istatistiksel olarak degerlendirilmi~tir. 

BUP ve HBUP'un YPSK Yontemi ile Plazmada Miktar Tayini 

Deneysel kO$ullar 

BUP'un farmasotik tabletlerindeki miktar tayini suasmda kullamlml~ olan YPSK 
Cihazl ve analitik kolon ile deneyler gere;:ekle~tirilmi~tir. Deneysel ~artlar, BUP ve 
HBUP'un aynmma izin verecek ~ekilde degi~tirilerek, metanol-asetonitril-fosfat 
tamponu (10 mM, pH=3) (40:10:50, h/hIh) ve 20 mM 1-HSA ie;:eren hareketli faz 
ile 1 mL.dk-1 akl~ IDzmda, 254 ve 214 nm dalga boylarl kullamlarak analizler 

22 



yapllml~ ve bu ko~ullarda IS olarak tablet analizinde oldugu gibi CBZ (8.38xlO-6 

M) kullamlmI~trr. 

Ornek haZlrlama 

Plazma omekleri hazrrlanrrken, iTK yonteminde belirtildigi gibi TCA (% 10, a/h) 
ile plazma proteinlerinin 9oktiiriihnesi, bu proteinler uzakla~tmldlktan SOlITa 
liyofilizasyon i~lemi ile 9ozu.cuniin u9urulmasl yani numunenin deri~tirilmesi 

i~lemi uygulanmI~trr. Literatfude en iyi sonucun, 1 :0.6 oranmda plazma ve TCA 
ile elde edildigi fakat protein 90ktiirme i~lemi i9in 1:0.2 oramnda TCA'nm yeterli 
oldugu belirtildigi i9in, 650 ilL plazma iizerine 300 ilL TCA ve toplam hacmi 50 
ilL olacak ~ekilde BUP ve HBUP 90zeltisi eklenerek, karl~lln 1 dakika sfueyle 
vorteks yardlmlyla karl~tmlml~ ve 10 dakika sfueyle 5000 devir/dakika'da 
santrifiij edihni~tir (Wells, 2003). Olu~an 90kelti uzakla~tmld1ktan soma, 
liyofilizasyon i~lemi uygulannn~ ve igerik 60 ilL CBZ (IS) 90zeltisi ve 240 ilL 
metanol igerisinde 9ozu.lerek sisteme enjekte edihni~tir. 

YPSK yon tem inin plazmadaki validasyonu 

YPSK yonteminin plazmadaki validasyonu 19m dogrusalhk, kesinlik, geri 
kazamm ve duyarhhk (saptama S1111Tl ve tayin alt sunn) 9ah~malarl yapllmI~tIr 
(Shah ve ark., 2000). 

Dog;rusallzk (Linearity) 

Yontem dogrusalhglm incelemek amaclyla, 5.38xl0-4 M ve 5.38xlO-5 M 
deri~imlerde iki ayn BUP stok 90zeltisi, aym zamanda 1.22xlO-3 M ve 1.22xl0-4 
M deri~imlerde HBUP stok 90zeltileri kullamhlli~trr. <;ozeltilerin hepsi ultra saf 
su igerisinde hazrrlamlli~trr. Bu 90zeltilerden BUP ve HBUP'un toplam hacmi 50 
ilL ohnak iizere, ge~itli deri~irnlere kar~lhk gelecek ~ekilde farkll hacimlerde 650 
ilL plazmaya eklenmi~ ve 300 ilL TCA ile plazma proteinleri 9oktiiri.ihnu~tfu. 
Siiziintiiden 500 ilL almarak, donduruhnu~, liyofilize edihni~ ve liyofilizasyondan 
soma 60 IlL'si IS 90zeltisi olacak ~eki1de, 300 ilL metanolde yoziilerek sisteme 
enjekte edilmi~tir. Boylece BUP iyin 8.97xlO-7-1.79xlO-5 M deri~im arahgmda, 
HBUP iyin ise, 2.03xl 0-6 -5.49xl 0-5 M deri~irn arahgmda kalibrasyon dogrusu 
olu~turuhnu~tur. Aym i~lem bir kez de plazma yerine ultra saf su kullamlarak 
tekrarlamlli~ ve standart BUP ve HBUP'un dogrusalhklarl ara~tmlmI~trr. 

Birbirini takip eden 3 gUnde, plazmaya eldemni~ olan BUP ve HBUP 
yozeltilerinin pik sinyalleri kaydedilerek, artan deri~imler ile kar~lhk gelen pik 
alan oram degerleri istatistiksel olarak degerlendirilmi~tir. 

Kesinlik ve geri kazanzm oram (Precision and Recovery) 

Yontem kesinliginin incelenmesi amaclyla, plazmaya aym anda eklenen BUP'un 
1.43xlO-6

, 3.59xlO-6 ve 1.79xlO-5 M deri~imlerde, HBUP'un ise 2.03xlO-6
, 

4.88xlO-6 ve 6.10xlO-5 M deri~imlerde gUn i9i ve gUnler araSl tekrar 
edilebilirlikleri ara~tmlml~ ve elde edilen alan oranlan, yontemin kesinliginin 
gosterihnesi iyin istatistiksel olaralc degerlendirilmi~tir. 

Saptama sznzrz ve tayin alt szmrz (LOD and LOQ) 

Bu amayla, BUP'un YPSK yontemiyle fannasotik tabletlerindeki tayini 19m 
kullamlan yontem kullanlhnl~trr. 
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BULGULAR ve TARTI~MA 

BUP'un Potansiyometrik ve Kondiiktometrik Titrasyon Yontemleri ile 
Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini 

KOlldiiktometrik titrasyoll YOlltemillill farmasotik tabletlerdeki uygulamasl 

Dlizeltilmi~ NaOH hacmine kar~l, diizeltilmi~ iletkenlik degerlerinin grafige 
gec;irilmesiyle, oldukc;a yiiksek korelasyon katsaYlsma sahip dogru denklemleri ve 
buradan elde edilen dogru denklemlerinin e~itlenmesiyle birbirine c;ok yakm 
donUm noktalan elde edilmi~tir (n=6) (~ekil3). 

6 
(i) 
E 5 -~ 
r:: 4 
Q) 
~ ..... 
..!!! 3 
tho 

'E 2 .. 
Cii 
N 

:::::1 
C 

0 

0 

y=O, 116x+1 ,529 
r=0,9996 

2 4 6 8 

y=0,674x-1,616 
r=0,9996 

10 

D{jzeltilmi~ NaOH Hacmi (mL) 
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$ekil 3. BUP Tablet Numunesinin (150 mg) 0.1000 N NaOH ile Kondiiktometrik Titrasyon 
Grafigi 

Donilin noktalan e~itlikte yerine konularak tablet ic;erigi hesaplanmI~ ve elde 
edilen donUm noktalarl ile birlikte <;izelge 3' de gosterilmi~tir. 

<;izelge 3. Kondiiktometrik Titrasyon ile Elde Edilen Doniim Noktalan ve BUP'un 
Farmasotik Tabletlerindeki Miktar Tayini SonUl;lan 

D5ntim Noktalan (mL) Tablet ic;:erigi 

Ortalama (n=6) 5.86 160.2 

SS 0.10 2.70 

%BSS 1.74 1.69 

Deneyler, sec;iciligi gostemlek amaclyla tablet matriksi ile tekrarlamp, diizeltilmi~ 
iletkenlik degerleri diizeltilmi~ NaOH hacmine kar~l grafige gec;irildiginde, 
beklenildigi ~ekilde sadece eklenen NaOH'den kaynaklanan iletkenlik artl~l ve tek 
bir dogru grafigi elde edilmi~tir. Boylece, iletkenlige tablet yardll11Cl maddelerinin 
katbsmm olmadlgma ve BUP'un sec;ici olarak titre edildigine karar verilmi~tir. 
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Potansiyometrik titrasyon yonteminin !armasotik tabletlerdeki uygulamasl 

Eklenen NaOH hacmine kar~l, pH degerleri grafige ge9irildiginde S egrisi elde 
edilmektedir. Daha soma pH degerlerinin I. ve II. tiirevleri hesaplanarak, eklenen 
NaOH hacmine kar~l grafige ge9irilmi~ ve donfun noktalan bulunmu~tur. 
Grafikler, ~ekil 4-6'da verilmi§tir. Grafiklerdeki V (mL), dtizeltilmi~ hacirn 
degerlerini gostermektedir. 
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~ekil 4. BUP Tablet Numunesinin (150 mg) 0.1000 N NaOH ile Potansiyometrik Titrasyon 
Egrisi 
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~ekil 5. BUP Tablet Numunesinin (150 mg) 0.1000 N NaOH He Potansiyometrik 
Titrasyonunda I. Turev Egrisi 
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~ekil 6. BUP Tablet Numunesinin (150 mg) 0.1000 N NaOH ile Potansiyometrik 
Titrasyonunda II. Tiirev Egrisi 

D5ni1m noktalan e~itlikte yerine konularak tablet ie;erigi hesaplanml~ ve elde 
edilen donilin noktalan ile birlikte <;izelge 4'de gosterilmi~tir. 

<;izelge 4. Potansiyometrik Titrasyon ile Elde Edilen Doniim Noktalan ve BUP'un 
Farmasotik Tabletlerindeki Miktar Tayini Sonuc;lan 

D6nilin Noktalan (mL) Tablet ic;erigi 

Ortalama (n=5) 6.00 164.9 

SS 0.07 1.39 

%BSS 1.18 0.84 

USP 29, (2006)'da birim etkin madde ie;erigi ie;in saglanmasl gerekli bulunan 
ko~ullar bildirilmektedir. Pannakopeye gore, 10 adet tablet ole;i1mfi yapIlmasmm 
ardmdan etkin madde ie;eriginin % 90-110 arahgmda bulunmasl gereklidir. 
Potansiyometrik ve kondUktometrik yonternlerle yapllan 5le;ilinlerde, Wellbutrin® 
tablet ie;erigi farmakopenin gerektirdigi arahkta bulunmu~tur. 

Tablet matriksi ile yapllan potansiyometrik titrasyon degerlendirildiginde ~ekil 
4'deki gibi bir egri elde edilememi~; NaOH ilavelerine kar~lhk okunan pH 
degerleri once hafif bir art1~ gostermi~, daha sonra sabit kahlli~tlf. Sonue; olarak, 
tablet yardullcl maddelerinin yapIlan potansiyometrik titrasyanu etkilemedigi 
soylenebilir. 

BUP'un UV -Spektrofotometri ve ikinci Tiirev Spektrofotometri Yontemleri 
ile Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini 

Spektl'oskopik YOlltemlerill optimizasyollu 

Oncelikle UV alandaki e;ah~ma dalga boyunu belirlemek ie;in, 5xl0-5 M BUP 
e;ozeltisinin 200-350 nm dalga bayu arallgmda UV spektrumu kaydedilmi~tir. 
BUP'un 200-350 nm dalga boyu aralIgmda, % 2 metanol (h/h) ie;eren e;oziicfi 
ortammdaki absorbans spektrumu ~ekil 7'de verihnektedir. 
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I}ekil Tde goriildiigii gibi, 200-350 nm dalga boyu arahgmda BUP'un en yUksek 
absorbans verdigi dalga boylarl, 210 ve 252 nm olarak gozlenmi~ ve olasl 
giri~imlerden kaC;lnmak ic;in UV alandaki dalga boyu degeri olarak 252 nm 
sec;ilmi~tir. 

Tiirev spektrofotometri yontemi iC;in ise, alman UV spektrumundan hareketle 1 
run yank geni~ligi ve 2 nm tiirev arahgmda (LlA) maddenin 1. ve II. tiirev 
spektrumlarl kaydedilmi~tir. BUP'un 200-350 nm dalga boyu arahgmda, % 2 
metanol (h/h) ic;eren c;oziicii ortammdaki I. ve II. tiirev spektrumlan I}ekil 8 ve 
9' da verihnektedir. 
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~ekil 9. % 2 MetanoI i~erisindeki Standart BUP (5xlO-5 M) <;ozeltisinin 200-400 run 
Arahgmdaki ll. Tiirev Spektrumu 

1}ekil 8'de goriildugu gibi, 200-350- run dalga boyu arahgmdaki I. tlirev 
spektrumunda 219.2,239.8 ve 262.4 run dalga boylannda srraslYla -0.112, 0.026, 
ve -0.035 absorbans degerleri kaydedilmi~tir. Bu absorbans degerleri 
kullarulabilecek nitelikte olmasma kar~m, II. rurev spektrumunun daha keskin 
pikler vennesi nedeniyle ve literatiirdeki bir c;:ah~madan yola C;:lkarak, "pikten 
pike" metodu ic;:in BUP'un II. tlirev spektrumu dikkate al1llID1~trr (Tatar ve Sagllk, 
2002). BUP'un II. tlirev spektrumunda en du~Uk ve en yUksek absorbans verdigi 
dalga boylarl 217.4 ve 221.8 mn'de gozlemni~ ve bu dalga boylarmdaki iki pik 
araSl uzakllk olc;:Ulerek degerlendirmeler yapllmJ.~trr. 

Spektroskopik yontemlerin validasyonu 

Kesinlik (Precision) 

UV-spektrofotometri y6ntemi ic;:in, 4.14xl0-5 M'hk deri~imde gUn ic;:i ve gGnler 
araSl kesinlik degerleri srraslyla 0.80 ve 0.22 dir. II. tiirev spektrofotometri 
yontemi ic;:in ise yine aym deri~imde 1.91 ve 5.53 degerleri elde edilmi~tir. II. 
tlirev spektrofotometri yonteminin gUnler araSl kesinlik degeri yUksek olmalda 
birlikte diger sonuc;:lar, geli~tirilen spektrofotometrik yontemlerle yGksek dfizeyde 
tekrar edilebilirlik elde edildigini gostennektedir. 

Dog,-usallzk (Linearity) 

BUP'un 2.07xl0-5-7.25xl0-5 M deri~inl arallgmdaki be~ ayn c;:ozeltisinin iki ayn 
spektrofotometrik yontemle analiz sonuc;:larl ve bu yontemler ic;:in yapllan 
kar~lla~tlnnah istatistiksel degerlendirmeler, <;izelge 5'de verihnektedir. 
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<:;izelge 5. 2.07xlO-s-7.25xlO-s M Deri~im AralIgmdaki BUP'un iki Farkh Spektrofotometrik 
Yontemle Dogrusallik Sonuc;lan 

Parametreler 
UV -Spektrofotometri II. Tillev Spektrofotometri 

(giin=3, n=5) (giin=3, n=5) 

Egim,a 10980 838.2 

Kesim, b -0.045 -0.005 

Korelasyon KatsaylSl, r 0.9993 0.9993 

Egimin Standart Hatasl 85.92 6.62 

Kesimin Standart Hatasl 0.004 0.0003 

LOD (M) 2.73xlO-6 8.20xlO-7 

LOQ (M) 8.26xlO-6 2.48xlO-6 

<;izelge 5'de goriildtigti gibi yapllan istatistiksel hesaplamalarda, BUP'un 
tabletlerdeki miktar tayinine izin verecek 61ytide, oldukya ytiksek korelasyon 
katsaYlSlna sahip, kesim degeri slfrra yakm dogrusal e~itlikler elde edilmi~tir. 

Saptama Slnm ve tayin alt slnzrl (LOD and LOQ) 

UV -spektrofotometri yontemi iyin, saptama S1l11f1 2. 73xl 0-6 M ve tayin alt S1l11fl 
8.26xlO-6 M olarak hesaplanml~tlr. II. ttirev spektrofotometri yontemi iyin ise aylll 
~ekilde hesaplama yapllarak saptama S1l11f1 8.20xlO-7 M, tayin alt S1l11f1 2.48xlO-6 

M olarak bulunmu~. Goriildtigti gibi, II. ttirev spektrofotometri yontemi ile UV­
spektrofotometri yontemine gore daha dti~tik saptama Slllln ve tayin alt smmna 
ula~llabilmi~tir . 

Dogruluk (Accuracy) 

Kalibrasyon egrisinin verilen aralIg1l1da bulunan tiy farkh deri~imdeki standart 
BUP y6zeltisi (2.07xlO-5

, 4.14xlO-5
, 6.21xlO-5 M) iyin ytizde geri kazalllm ve 

ytizde bagil hata degederi, UV -spektrofotometri ve II. tiirev spektrofotometri 
yontemleri iyin slraslyla <;izelge 6 ve 7' de verilmi~tir. 
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(:izelge 6. UV-Spektrofotometri Yontemi ile Standart BUP ve BUP Eklenmi~ Matriks iC;in 
Dogruluk Sonuc;lan 

Standart BUP Bulunan BUP(M) Geri Kazanlill BH BSS 

(n=6) (ortalama± SS) (%) (%) (%) 

2.07x10-5 2.06xlO-5 ± 1.29xlO-7 99.43 -0.48 0.63 

4.14x10-5 4.08xlO-5 ± 3.52xlO-7 98.52 -1.45 0.86 

6.21x10-5 6.13xlO-5 ± 3.58xlO-7 98.65 -1.29 0.58 

Matrikse Eklenen Bu1unan BUP(M) Geri Kazanlill BH BSS 
BUP (n=6) 

( orta1ama ± SS) (%) (%) (%) 

2.07x10-5 2. 1 Ox 10-5 ± 7.44xlO-8 101.34 1.34 0.35 

4.14x10-5 4.18xlO-5 ± 1.06xlO-7 100.94 0.94 0.25 

6.2lxlO-5 6.2lxlO-5 ± 1.97xlO-7 99.95 -0.05 0.32 

(:izelge 7. II. Tiirev Spektrofotometri Yontemi He Standart BUP ve BUP Eklenmi~ Matriks 
ic;in Dogruluk Sonuc;lan 

Standart BUP Bulunan BUP(M) Geri KazanIm BH BSS 

(n=6) (orta1ama± SS) (%) (%) (%) 

2.07x10-5 2.06xlO-5 ± 3.02x10-7 99.40 -0.60 1.47 

4.14x10-5 4.09xlO-5 ± 6.53xlO-7 98.84 -1.21 1.60 

6.2lxlO-5 6.08xlO-5 ± 4.87xlO-7 97.91 -2.09 0.80 

Matrikse Eklenen Bulunan BUP(M) Geri Kazanlill BH BSS 
BUP (n=6) 

(ortalama ± SS) (%) (%) (%) 

2.07xl0-5 2.05xlO-5 ± 3.82xlO-7 98.81 -1.19 1.87 

4.14xl0-5 4.09xlO-5 ± 6.54xlO-7 98.84 -1.16 1.60 

6.21xl0-5 6.30xlO-5 ± 7.55x10-7 101.44 1.44 1.20 

<;izelge 6 ve 7' de goliildugu gibi, her iki yontem ic;:in dogrulugu gosteren % BH 
ve kesinligi gosteren % BSS degerleri % 2'nin altrndadlr ve validasyon 
kriterlerine uygun bulunmaktadu (ICH Q2(Rl), 2005). Sonuc;: olarak, tablet 
ic;:erisindeki yardl1llCl maddelerin BUP tayininin dogruluguna etkisinin olmadlgl 
soylenebilir. 

Spektroskopik yontemlerin jarmasotik tabletlerdeki uygulamasl 

BUP tablet ic;:erigi ic;:in yapllan kar~lla~tumah analiz sonuc;:lan <;izelge 8'de 
verilrni~tir. Yontemlerin dogrulugunu kar~lla~trrmak ic;:in Student t-testi, 
kesinligini kar~lla~trrmak ic;:in F-testi yapllarak, sonuc;:lar % 95 onem duzeyinde 
istatistiksel olarak degerlendirilmi~tir. 
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«;izelge 8. iki FarklI Spektrofotometrik Yontemle BUP'nn Farmasotik Tabletlerindeki 
Miktar Tayini Sonn~larI 

Ortalama (n=6) 

SS 

%BSS 

t-Testi (p<0.05) 

F Testi (p<0.05) 

UV -Spektrofotometri 

(mg) 

162.4 

4.72 

2.90 

II. Tiirev Spektrofotometri 

(mg) 

161.1 

3.66 

2.27 

0.52 

1.66 

Bulunan t- degerinin, tablo to.05 degerinden (0.52<2.23) ve F- degerinin, tablo FO.05 
degerinden (1.66<5.05) kii9lik oldugu gosterilerek, yontemler arasmdaki farlan 
dogruluk ve kesinlik a91smdan % 95 onem diizeyinde istatistiksel olarak onemsiz 
oldugu bulunmu~tur. Aynca, iki farkh spektrofotometrik yontem ile elde edilen 
tablet igerigi sonu9larl, Wilcoxon testiyle de istatistiksel olarak kar~lla~tlflhm~t1r. 
Hesaplamalar, GrapbP AD istatistiksel analiz yazlhml kullamlarak yaplhm~ ve PH 
degeri 0.6875 olarak bulunmu~tur. Sonu9 olarak, Wilcoxon testi de t- ve F- testi 
sonucunu desteklemektedir. Aynca geli~tirilen spektrofotometrik yontemlerle 
yapllan o19iimlerde, Wellbutrin® tablet igerigi farmakopenin gerektirdigi 
arahktadrr (USP 29, 2006). 

Wellbutrin® tablet i9in spektrofotometrik yontemlerle elde edilen tablet analizi 
sonu9lannm potansiyometrik ve kondUktometrik titrasyon sonu9larl ile 
kar~lla~tlfllmasl amaclyla yapllan ANOVA testi sonucunda, yontemler arasmdaki 
farkm istatistiksel olarak onemli olmadlgl bulunmu~tur (F 4,23 = 1.902, p<0.05). 

BUP'un iTK Yontemi ile Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini 

irK yonteminin optimizasyonu 

iTK yonteminin optimizasyonuna, degi~ik ozellikteki 90ziicii sistemleri denenerek 
ba~lanml~trr. ilk olarak, 3: 1 ve 1: 1 (h/h) oranlarmda petrol eteri ve etil asetat 
karl~lml kullamlnll~ ve bu 90ziicii sistemleri, BUP'un polar yaplsma uygun 
olmadlgl i9in siirUklenme gergekle~memi~tir. Daha polar hareketli faz olarak, etil 
asetat-etanol kan~IT111 1:1 (h/h) oramnda uygulandlgmda, UV lambada uygun Rf 
degerinde fakat kuyruklu, dagmIk bir leke goriilmii~tfu. Bu durumun maddenin 
Hel tuzu olmasmdan kaynaklandlgl dii~tiniilerek, karl~lma 500 /-lL kadar NH3 (% 
25'lik) ilave edi1mi~ ve lekenin ~eklinin diizeldigi goriilmii~tfu fakat BUP, bu 
hareketli fazda siirUklendikten soma, plaklarm iTK tarama cihazmda taranmaSl ile 
uygun pik ~ekli elde edilememi~tir. Daha soma etil asetat yerine benzer polarite 
indisine sahip olan kloroform kullamlarak, kloroform-etanol 90ziicii sistemi 1 :1, 
1:2 ve 2:1 (h/h) oranlannda denenmi~tir. BUP'un bu hareketli fazlarda 
siirUklenmesi ile simetrik bir pik elde edilmesine kar~m, klorofonnun yiiksek 
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oranda (2:1, h/h) kullamldlgl sistemde, 0.85 dolaymda vok yliksek bir Rf degeri 
elde edilmi~ ve voziicii piki ile iyi bir aymm saglananlamI~tlr. <;oziicii sisteminde 
etanoliin artmlmasl ile Rf degeriniu daha kiiviik degerlere kaydlgl gozlenmi~tir. 
Uygun Rf degerini elde edebilmek ivin, kloroform-etanol kan~1l111 1:3 (h.lh) 
oramnda hazrrlam111~ ve maddenin asidik ortamdaki kararhhgl dii~iiniilerek, bu 
sisteme glasiyel asetik asit ilave edi1mi~tir. Sonuv olarak, en uygun Rfdegeri (0.56 
± 0.01), en diizgiin pik ~ekli ve aymm, etanol-klorofonn-glasiyel asetik asit 
(30:10:1, hIh/h)'den olu~an hareketli faz kullamldlgmda ve iTK tank! hareketli faz 
ile 30 dakika siireyle doyuruldugunda elde edilmi~tir (~ekill0). 

1 

50 

o~ ________________________ ~~ ____ ~ __ ___ 
.0.17 0.03 0.23 0.43 0.63 0.83 Rf 

~ekil 10. Optimum Ko~ullarda Standart BUP'un (500 ng.spot-l
) iTK Kromatograml 

(Pik 1: BUP) 

Yontem optimizasyonunun devammda, USP 29, (2006)'daki BUP monografmda 
m-klorobenzoik asit tayini ivin geli~tirilmi~ iTK yonteminin BUP tayini ivin 
uygun olup olmadlglill denemek amaclyla, toluen, siklohekzan ve glasiyel asetik 
asit (47:47:6, h/h/h) iveren hareketli faz kullamlarak, 254 mn'de BUP tayini 
yapllml~ ve ~ekilll'deki kromatogranl elde edilmi~tir. 
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Seidl 11. USP 29'da Belirtilen Ko~unarda ve Toluen, SHuohel{Zan ve GJasiyel Asetik Asit 
(47:47:6, h/h/h) i"eren HareketIi Faz Kullamlarak, 254 nm'de Standart BUP'un (500 
ng.spot-I

) iTK Kromatograml (Pik 1: BUP) 

Sekil ll'de gortildugu gibi, BUP pikil1il1 Rf degeri (0.01) tayil1 iyil1 uygUl1 
olmaYlp, oW hacimdel1 aymm saglanamaI11l~tIT, boylece BUP piki yevresel 
~artlardaIl etkilel1ebihnektedir. Aynca, bu YOl1tem ile dtizgUn bir zemil1 gUrtiltusu 
elde edilememi~tir. SOl1Uy olarak, USP 29'da belirtilmi~ OlaIl iTK YOl1teminil1, 
BUP tayini iyil1 uygun olmadlgI ve bu amayla kullamlamayacagl soylel1ebilir. 

iTK yonteminin validasyonu 

Kesinlik (Precision) 

YOl1temin kesinliginin incelenmesi amaclyla, 100 Ilg.mL-I,lik BUP yozeltisi 
kullaIularak 6, 8 ve 10 ilL ohnak tizere uy ayn hacimde uygulama yaplh11l~, 
BUP'un 600, 800 ve 1000 l1g.spof1'lik deri~imlerde gUn iyi ve gUnler araSI tekrar 
edile bilirlikl eri ara~tmlml~tlr. 

Verilel1 deri~imlerde elde edilen pik alam sinyalleri, yontemin kesinliginin 
gosterihnesi iyin istatistiksel olarak degerlendirihni~tir. Sonuylar, <;izelge 9'da 
verilmektedir . 

Kesinlik sOl1uylanna gore, % 2'den du~Uk BSS degerleri ile yUk.sek dtizeyde 
tekrar edilebilirlik elde edihni~, sadece 600 ng.spofI,lik deri~imde gUnler araSI 
kesinlik % BSS degeri biraz yUk.sek bulunmu~tur CICH Q2(R1), 2005). 
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Cizelge 9. BUP'un Gun i~i ve Gunler Arasl Tekrar Edilebilirlik Sonu~lan 

GUn ic;:i Ortalama Kesinlik GUnIer Arasl 
600 ng.sparl Kesinlik 

1. GUn (n=5) ll. GUn (n=5) ill. GUn (n=5) 

OPA 3997 3424 3687 3806 

SS 73.59 40.30 58.64 95.62 

%BSS 1.84 1.18 1.59 2.51 

SH 32.91 18.02 26.22 39.04 

GUn ic;:i Ortalama Kesinlik Giinler Arasl 

800 ng.sparl Kesinlik 
1. GUn (n=5) ll. Giin (n=5) ill. Giin (n=5) 

OPA 7079 6936 6500 7007 

SS 62.11 81.35 68.34 101.8 

%BSS 0.88 1.17 1.05 1.45 

SH 27.78 36.38 30.56 32.20 

GUn ic;:i Ortalama Kesinlik GUnIer Arasl 

1000 ng.sparl Kesinlik 
1. Giin (n=5) ll. Giin (n=5) ill. Giin (n=5) 

OPA 7666 7969 8211 8042 

SS 107.2 99.12 82.14 145.9 

%BSS 1.40 1.24 1.00 1.81 

SH 47.94 44.33 36.74 46.14 

Dogrusallzk (Linearity) 

100 Ilg.mL-l'lik BUP 90zeltisinden 2-10 ilL arasmda be~ ayn hacimde uygulama 
yapllarak, 200-1000 ng.sporl deri~im arahgmdaki BUP 90zeltilerinin birbirini 
takip eden 3 gfu1de pik sinyalleri kaydedilrni~tir. Artan BUP deri~imleri ile 
kar~lhk gelen pik alam degerleri arasmda yapllan istatistiksel degerlendirmeye 
gore elde edilen sonu91ar, <;izelge 10' da verihnektedir. 
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(:izelge 10. 200-1000 ng.sporl Deri~im Arahgmdaki BUP'uu 254 nm'deki Pik Alam 
Sinyallerinin Dogrusalhgl 

Goo iyi GooIer Arasl 

l.Gtin (n=5) 2.Giin (n=5) 3.Giin (n=5) 
Tiim Giinler 

(n=15) 

Egim,a 4.433 6.441 8.481 6.623 

Kesim, b 182.8 263.8 -453.0 232.5 

Korelasyon 
0.9990 0.9993 0.9988 0.9950 

KatsaYIsI, r 

Egimin Standart 
0.1125 0.1318 0.2328 0.2761 

Hatasl 

Kesimin Standart 
77.61 67.22 162.0 134.9 

Hatasl 

Yapllan istatistiksel degerlendinneler sonucunda, literattirdeki iTK yah~malarma 
gore daha yliksek korelasyon katsaYlsma sahip dogrusal e~itlikler elde edilmi~tir 
(Agrawal ve ark., 2003; Kaul ve ark., 2004; Motwani ve ark., 2006; 
Venkatachalam ve Chatterjee, 2007). 

Saptama S177m ve tayin alt Slnzrz (LOD and LOQ) 

BUP'un iTK yontemiyle LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi amaclyla, kor 
madde olan metanol be~ defa uygulanml~ ve sinyal/gfuiilru oram belirlennll~tir. 
Bu oran, srraslyla 3 ve 10 ile yarpilarak, yontemin LOD ve LOQ degerleri, 
srraslyla 10.41 ng.spor1 ve 34.71 ng.spor1 olarak bulunmu~tur. 

Dogruluk (Accuracy) 

Kalibrasyon egrisinin verilen arahgmda bulunan iiy farIdl deri~irndeki standart 
BUP yozeltisi (600, 800 ve 1000 ng.spor1

) iyin yiizde geri kazanlID ve yiizde bagll 
hata degerleri, <;izelge ll'de verilmi~tir. 
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<;izelge 11. iTK Yonteminin Dogruluk Sonul;lan (n=5) 

Standart BUP Bulunan BUP (ng.spof1
) Geri KazannTI BH BSS 

(ng.spof1
) (ortalama± SS) (%) (%) (%) 

600 611.32 ± 11.26 101.89 1.89 1.84 

800 810.94 ± 7.12 101.37 1.37 0.88 

1000 1015.85 ± 10.16 101.58 1.58 1.00 

Matrikse Eklenen Bulunan BUP (ng.spof1
) Geri KazannTI BH BSS 

BUP (ng.spof1
) (ortalama ± SS) (%) (%) (%) 

600 598.83 ± 6.29 99.81 -0.19 1.05 

800 787.63 ± 13.07 98.45 -1.55 1.66 

1000 1014.98 ± 17.79 101.50 1.50 1.75 

<;izelge 11 'de goriildiigfr gibi, dogruluk sonuylan kabul kriteri dahilinde 
bulumnu~tur ve tablet iyeriginde bulunan etkin madde dl~mdaki yardlmcl 
maddelerin BUP tayininin dogruluguna etkisinin olmadlgl soylenebilir (ICR 
Q2(Rl), 2005). 

Ozgiinluk (Specificity) 

Yontem ozgiinlfrgfr, standart BUP ve tablet numunesi analiz edilerek bulunmu~tur. 
Numunenin spektrumu ile standart maddenin spektrumu pile ba~lang19 noktasl, 
tepe noktasl ve biti~ noktasl olmak iizere fry ayn noktada degedendirildiginde, r= 
0.9999 gibi oldukya iyi bir korelasyon degeri elde edilmi~tir (~ekil12). 
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l;!ekil12. Standart BUP <;ozeitisi ve Tablet Numunesinin Spektrum Kar~Ila~tlrmasl 
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Saglamlzk (Robustness) 

1000 ng.spor1'lik deri~imde, u<;lu uygulamalarla hareketli faz bile~iminde, 
glasiyel asetik asit miktarmda, hareketli faz hacminde ve tanklll doygunluk 
sfuesindeki kti<;tik degi~iklikler sonucunda pik alanlarllllll % BSS ve SH degerleri 
hesaplanml~tIT. <;izelge 12'de gortildugu gibi, elde edilen du~tik % BSS degerleri 
«2) yontemin saglamhg1ll gostennektedir (Dejaegher ve Vander Heyden, 2007). 

<;izelge 12. iTK Yonteminin SaglamlIk Sonn~lan (n=3, 1000 ng.spofl BUP) 

Parametre %BSS SH 

1) Hareketli Faz Bile~imi (etanol-kloroform-glasiyel asetik asit) 

• 29:11:1 (h/b/h) 
1.29 40.20 

• 30:10:1 (h/h/h) 

• 31:9: 1 (h/h/h) 

2) Glasiyel Asetik Asit Miktan (0.5, 1 ve 1.5 mL) 0.74 18.17 

3) Hareketli Faz Hacmi (18, 20 ve 22 mL) 0.81 22.93 

4) Doygunluk Siiresi (20, 30 ve 40 dakika) 1.20 35.93 

Tutarlzlzk (Ruggedness) 

1000 ng.spor1'lik deri~imdeki BUP <;ozeltisinin 0, 6, 12, 24, 48 ve 72 saat soma, 
u<;erli analizi ile pik alanlan i<;in 1.60 gibi du~tik bir % BSS «2) elde edi1mi~tir. 
Sonu<;lar, yontemin tutarhhg1ll ve BUP'un analiz boyunca kararh oldugunu 
kamtlamaktad1r (Dejaegher ve Vander Heyden, 2007). 

B UP ifin hlzlandlnlml§ kararllilk testi 

Standart BUP <;ozeltisi asit, baz, hidrojen peroksit, kuru ve nemli lSI, fotokimyasal 
ve UV (254 nm) l~lk ile muamele edihni~ ve ~ekil 13-16'da gortildugu gibi 
bozunma UrUnu pikleri ile standart BUP piki iyi bir ~ekilde aynhm~tIT. Bozunma 
fuiinlerinin Rf degerleri, BUP i<;in yiizde geri kazamm ve % BSS degerleri 
<;izelge 13' de verilmi~tir. 

Asit ve baz etldsi 

~ekil 13a ve 13b'de gortildugu gibi, asitle muamele edilmi~ numuneler, notral 
olup olmanlalarma gore farkl1 kromatogramlar gostenni~lerdir. Notral numune 
kromatogramlllda, BUP d1~lllda ba~ka bir pik gozlenmemesine kar~lll, notral 
ohnayan numunenin kromatogramlllda Rf degeri 0.01 olan bir pik gortihnektedir. 
Asit muamelesi sonucu, BUP pik morfolojisi dUzgtinle~mekle birlikte; nOtral 
ohnayan numunede BUP piki daha az polar hale gelerek, Rf degeri 0.73' e kaym1~ 
ve % 88.58 ± 0.32 (n=5)'lik bir geri kazamm elde edihni~tir. Asitle muamele 
edilen numune notralize edildiginde ise BUP polaritesindeki azahnadan dolaY1, 
hem Rf degeri (0.70), hem de geri kazamm degerinde (% 79.56 ± 1.68, n=5) 
degi~me gortihnu~tfu. Asitle muanlele sonucunda Rf degerinde meydana gelen 
degi~iklikten dolaY1, BUP pikinin dogrulanmasllla gerek duyuhnu~ ve bu ama<;la 
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notral ve notral olmayan numunelerin spektrumlan, asit ile muame1e edilmemi~ 
standart BUP c;ozeltisinin spektrumu ile kar~lla~tmlmI~trr (~ekil13c). 
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Sekil 13a. Asit (IN HCI, 70°C Slcakhkta 30 Dakika) ile Mllamele Edilmi~ Notral BUP 
Nllmllnesi (1000 ng.spor1

) Kromatograml (Pik 1: BUP) 
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Sekil 13b. Asit (IN HCI, 70°C Slcakhkta 30 Dakika) ile Mllamele Edilmi~ Notral Olmayan 
BUP Nllmllnesi (1000 ng.sporl) Kromatograml (Pik 1: Bozllnma Uriinii, Pik 2: BUP) 
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~ekil 13e. Asit Muamelesine Tabi Tutulmaml~ Standart BUP <;ozeItisinin Spektrumu He 
Notral ve Notral Olmayan Numunelerin Spektrumlannm Kar~I1a~tJrmasl (1000 ng.spot -1) 
a: Standart BUP, b: Notral Numune, e: Notral Olmayan Numune 

Sekil 13c'de goriildiigu gibi, spelctrumlar arasmda herhangi bir fark 
bul unamaJ.lli~tlf. 

Bazla mUaJ.nele edilen notral ve nOtral olmayan nU111uneler biiyUk ol<;iide 
bozunmaya UgraJ.lli~ ve Rf degeri 0.01 OlaJ.l bir bozUl111la iiriinii olu~mu~tur (Sekil 
14a ve 14b). NU111unenin notralize edildigi durunlda, bazik ~artlardaki BUP 
pikinin Rf degeri (0.69), asidik ~artlardaki BUP pikinin Rf degeriyle (0.70) 
neredeyse aym iken, notral olmayan nU111unenin Rf degeri (0.56 ± 0.01) standart 
BUP <;ozeltisine gore degi~memi~tir. Asidik ko~ullarla benzer ~ekilde, Immune 
notralize edildiginde BUP geri kazaJ.11lll1 azalmaktadir. Notral ve notral olmayan 
nU111unelerin spektrumlarl, baz mUaJ.nelesine tabi tutulmaJ.lli~ staJ.ldart BUP 
<;ozeltisinin spektrunlU ile kar~lla~tmll111~ ve spelctrumlar arasmda herhangi bir 
fark bulunaJ.llaJ.lli~tlf (SekiI14c). 
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Sekil I4a. Baz (IN NaOH, 70DC Slcakhkta 30 Dakika) ile Muamele Edilmi~ Notral BUP 
Numunesi (1000 ng.spot -I) Kromatograml (Pik 1: Bozunma Uriinii, Pik 2: BUP) 
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SekilI4b. Baz (IN NaOH, 70DC Slcakhkta 30 Dakika) ile Muamele Edilmi~ Notral Olmayan 
BUP Numunesi (1000 ng.spot -I) Kromatograml (Pik 1: Bozunma Uriinii, Pik 2: BUP) 
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~ekil 14c. Baz Muamelesine Tabi Tutulmaml~ Standart BUP <;ozeltisinin Spektrumu ile 
Notral ve Notral Olmayan Numunelerin Spektrumlannm Kar~da~tlrmasl (1000 ng.spot -I) 
a: Standart BUP, b: Notral Numune, c: Notral Olmayan Numune 

Hidrojen peroksit etkisi 

% 30'luk H20 2 «ozeltisi ile muamele edilmi~ BUP kromatogrammda ilave iki pik 
gorulmektedir (Sekil 15). Muamele sonucu, BUP pik morfolojisi bozulmu~ 
olmasma kar~m, geri kazamID «ok dii~iik degildir (% 83.07 ± 2.28, n=5). 
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~ekil 15. Hidrojen Peroksit (% 30, h/h; 80°C Slcakhkta 1 Sa at 15 Dakika) ile Muamele 
Edilmi~ BUP Numunesi (1000 ng.spot -I) Kromatograml (Pik 1 ve 2: Bozunma Uriinii, Pik 3: 
BUP) 
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Kuru ve nemli lSl etkisi 

Kuru lSI ile muamele edilmi~ BUP kromatogrammda, RFO.55 ± 0.01 degerindeki 
BUP pikinden ba~ka ilave bir pik goriilmemi~tir. Buna kar~m geri kazamm, % 
82.17 ± 0.91 olarak bulunll1u~tur. 

Bir saat sfueyle kaynar su banyosunda bekletilen BUP numunesinin 
kroll1atogrammda da ay111 ~ekilde bozunma fuiinii gOriilmemektedir. 

Fotokimyasal ve UV l~lk etkisi 

8 saat sfueyle UV l~Ik ile muall1ele edilen BUP numunesinin kromatogrammda 
0.01 Rf degerinde bir bozunll1a fuiinii gOriilll1ektedir (~ekil 16). 24 saat gilne~ 
l~lgmda bekletilen BUP numunesi kromatogrammda ise ilave bir pik 
goriilmemi~tir . 
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~ekil 16. UV I~lgl (UV Lamba Altmda 8 Saat) ile Muamele Edilmi~ BUP Numunesi 
(1000 ng.spot .1) Kromatograml (Pik 1: Bozunma Uriinii, Pik 2: BUP) 

Hlzlandmhm~ kararhhk 9ah~malarmda, her parametre i9in 5 ayn uygulama 
yapllml~, yiizde geri kazamm ve % BSS degerleri hesaplanmI~tIT. Sonu9 olarak, 
en yiiksek geri kazamm degeri, gilll l~lgmda bekletilen numune i9in elde edilmi~ 
ve BUP'un nonnal 9ah~ma ko~ullarmda diger ortamlara gore daha kararh oldugu 
bulunmu~tur (<;izelge 13). 
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<;izelge 13. HlZlaodIrllml~ Kararbbk Testi Soou~lan (0=5, 1000 og.spot -1 BUP) 

Ko~ullar Bozunma Urtinlerinin Rr Degeri % Geri Kazarum %BSS 

1) 1NHCl 0.01 88.58 0.37 

2) IN HC1, notra1 numune 79.56 2.11 

3) IN NaOH 0.01 35.14 2.39 

4) IN NaOH, notral numune 0.01 16.02 1.81 

5) % 30'luk H20 2 0.01,0.02 83.07 274 

6) Kuru lSI 82.17 1.11 

7) Nemli lSI 91.55 0.71 

8) I~lk kararhhg1 (giin l~lgl) 94.72 1.14 

9) UV (254 run) 0.01 92.72 0.63 

RUP jarmasotik dozaj ~eklinin kararlzlzjjl1ll1l ara~tmlmasl 

Wellbutrin SR® tablet numunelerinin kromatogrammda, Zyban® tablet 
numunelerinin kromatogrammda oldugu gibi sadece Rf degeri 0.56 ± 0.01 olan 
BUP piki gOriilmektedir, herhangi bir bozunma piki olu~maml~tIr. Tablet igerigi 
% 109.32 ± 0.71 (n=6, BSS=% 0.65) olup, farmakopenin gerektirdigi arahkta 
bulunmu~tur (USP 29, 2006). 

ilgili sajslzlzklarm saptanmasl 

Numune 90zeltisi ve standart 90zeltinin analizi sonucunda, numune 90zeltisi 
kromatogrammda 0.01 ve 0.45'lik Rf degerine sahip, ilave iki pik bulunmu~tur 
(~ekil17). 
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Seki117. BUP ve Safslzbklarm Kromatograml (Pik 1 ve 2: Safslzhk, Pik 3: BUP) 
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(:izelge 14'de goriildugu gibi, SafSIZhk pikinin alam standart <;azeltideki BUP 
pikinden olduk<;a du~i.iktlir. 

<;izelge 14. ilgili SafsIZlIklar (n=5) 

RrDegeri Alan 

500 0.56 5436.02 

5000 0.56 22595.4 

ilgili safSlZhk 

5000 0.01 ve 0.45 280.1 ve 241.2 

B UP ireren tabletlerde 11liktar tayilli 

Validasyonu gasterilen iTK yonteminin uygulamasl, 150 mg BUP i<;erdigi bilinen 
Zyban® tabletlerde yapI1ml~ ve istatistiksel degerlendirmeler sonucu, tablet ic;erigi 
% 101.48 ± 0.86 (n=6, BSS=% 0.85) olarak farmakopenin gerektirdigi arahkta 
bulunmu~tur (USP 29, 2006). 

BUP'un iTK Yontemi ile Plazmada Miktar Tayini 

iTK YOllte11lillin opti11lizasyollu 

BUP'un plazmadaki analizi iC;ll onceden geli~tirihni~ olan iTK prosedUrii 
kullallllmI~t1r. Plazma i<;erisindeki BUP'un etanol-klorofonn-glasiyel asetik asit 
(30: 1 0: 1, hIh/h) den olu~an hareketli fazda sUriiklemnesi ile simetrik bir pik elde 
edihni~ fakat matriksin degi~mi~ olmasl ve numune hazulama basamagmdaki asit 
ilavesi (TeA) nedeniyle R£ degeri ileriye kaY1TI1~tu (R£ =0.80 ± 0.02, n=5). 

Sekil 18a ve 18b'de goriildugu gibi, <;amcli piki (solvent front) tUm iTK 
<;ah~malarmda oldugu gibi kromatogra1TI1l1 sonundadu. BUP ve c;amcu pikinin R£ 
degerleri birbirine <;ok yakm olup, bu durum normal ko~ullar altmda istemnez. 
CUnkU bu ko~ullarda madde pikinin <;evre ~artlarmdan etkilemne derecesi 
artmakta ve R£ degerindeki herhangi bir degi~me durumunda c;amcli piki ile olan 
aymm ortadan kalkmaktadlr. TUm <;ah~ma boyunca, BUP pikiniu Rf degerinde 
analizi etkileyecek nitelikte bir kayma ve plazmadan kaynaklanan bir giri~im 
gozlenmemi~tir (Sekil 18a ve 18b). DolaYISlYla, bu ko~ullarda yontem 
validasyonuna gec;ihni~tir. 
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~ekilI8a. BUP Eklenmemi~ Plazma Orneginin iTK Kromatograml 
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~ekil 18b. 240 ng.spof l Deri~imde BUP Eklenmi~ Plazma Orneginin iTK Kromatograml 
(pik 1: BUP) 

irK YOllteminin plazmadaki validasyonu 

Kesinlik ve geri kazamm oram (Precision and Recovery) 

Yontemin kesinliginin incelemnesi amaclyla, plazmaya eklenmi~ 60 Ilg.mL-1'lik 
BUP 90zeltisi kullamlarak 6, 8 ve 10 ilL olmak fizere US: ayn hacimde uygulama 
yapIlilll~, BUP'un 360, 480 ve 600 ng.sporl'lik deri~imlerde gUn i9i ve gUnler 
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arasl tekrar edilebilirlikleri ara~tm1ml~tu. Elde edilen sonu<;lar aym ~ekilde 

hazulanan, plazma kab1marm~ standart BUP r;ozeltisi sonur;lan ile 
kar~lla~tmlarak, geri kazamm oranlan belirlenmi~tir. Sonur;lar, <;izelge lS'de 
verilmektedir. 

Orta1ama olarak % 87 dolaymda, oldukr;a yliksek bir geri kazanIlTI elde edi1mi~tir. 
BSS degerleri ise, % 1-2 dolaymdadu. Sadece 600 ng.spor1'lik deri~imde gtinler 
araSl % BSS degeri daha yliksek bulumnu~tur. 

<;izelge 15. BUP'un Plazmada Kesinligi ve Geri Kazamm Oram (giin=3, n=5) 

Deri~im (ng.sporl
) 

Geri kazannn (%) BSS (%) 
Eklenen Bulunan (ortalama ± SS) 

360 318.10 ± 2.70 88.36 0.85 

Giin ic;:i 480 421.45 ± 4.90 87.80 1.16 

600 516.86 ± 7.84 86.14 1.52 

360 316.49 ± 8.86 87.91 2.80 

GUnler araSl 480 418.23 ± 9.58 87.13 2.29 

600 513.68 ± 16.23 85.61 3.16 

Dog,-usallzk (Linearity) 

Plazmaya katIlnll~ 60 llg.mL-1'lik BUP r;ozeltisinden 2-10 llL arasmda alb ayn 
hacimde uygulama yapllarak, 120-600 ng.spor l deri~im arahgmdaki BUP 
r;ozeltilerinin birbirini takip eden 3 goode pik sinyalleri kaydedilmi~tir. Artan 
BUP deri~inl1eri ile kar~lhk gelen pik alam degerleri arasmda yapl1an istatistiksel 
degerlendinneye gore elde edilen sonur;lar <;izelge 16'da veri1mektedir. 

<;izelge 16. Plazma i~erisinde 120-600 ng.spor1 Deri§im Arabgmdaki BUP'un 254 nm'deki 
Pik Alam Sinyallerinin Dogrusalllgi 

GUn ic;:i GUnler Arasl 

1.Giin (n=6) 2.Giin (n=6) 3.Giin (n=6) 
TUm Giinler 

(n=18) 

Egim,a 4.997 5.046 5.387 5.155 

Kesim, b 78.99 -33.55 -208 -61.40 

Korelasyon 
0.9989 0.9995 0.9990 0.997 

KatsaYlsl, r 

Egimin Standart 
0.1169 0.0753 0.1190 0.1046 

Hatasl 

Kesimin Standart 
54.61 30.24 47.79 44.42 

Hatasl 
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<;izelge 16'da gorlildugu gibi plazmada yapllmI~ olmasma kar~m, iTK yontemiyle 
tablet analizinde bulunan sonuc;:larla kar~lla~tmlabilir dlizeyde, yUksek korelasyon 
katsaYIs111a sahip dogrusal e~itlikler elde edilmi~tir. 

Saptama sznzrz ve tayin alt slnzn (LOD and LOQ) 

Yontemin saptama smm 12.04 ng.sporI ve tayin alt smm 36.47 ng.sporI olarak 
hesaplanml~tH . 

BUP'un YPSK Yontemi ile Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini 

YPSK yonteminill optimizasyollu 

YPSK prosedUrlinlin optimizasyonuna, % 70 oranmda metanol ic;:eren hareketli 
faz ile ba~lanml~ fakat uygun pik ~ekli elde edilememi~tir. Daha soma, BUP'un 
molekUl buyUklugu ve yapIsI bakImmdan nikotine benzemesi ve pKa'smm 
(pKa=7.9) nikotin molekUllindeki pirolidin halkaslll111 pKa's111a (pKa=8.02) yakm 
oimasl nedeniyle, nikotin ile yapilan bir c;:ah~madan yola C;:lkIlarak, pH'1 3 olan bir 
tampon sistemi kullamlmI~ ve 1-heptan siilfonik asit (l-HSA) ile iyon c;:ifti 
olu~turulmasl du~linulmu~tfu (Ciolino ve ark., 1999). Aynca literatfude, pKa'sl 9 
dan kUc;:Uk olan, primer veya sekonder amin grubu ic;:eren zayIf bazik bile~iklerin 
YPSK ile analizinde bozuk pik ~eklini ve kuyruklanmaYI dlizeltmek ic;:in hareketli 
fazda organik c;:ozlicu olarak metanol ve asetonitril'in birlikte kullamimasl 
onerilmektedir (Ba~C;:1 ve ark., 1998). Boylece, metanol-asetonitril-fosfat tamponu 
(20 mM, pH=3) (40:10:50, hIhIh) ve 10 mM 1-HSA ic;:eren hareketli fazla 
c;:ah~malara ba~lanmI~ ve ilk olarak sonuc;:lar, literatfude daha kolay iyon c;:ifti 
olu~turdugu belirtilen asetat tanlponu ile kar~lla~tmlilll~tH (Yardimci ve ark., 
2007). Asetat tamponu ile uygun ko~ullar elde edilememesi ve teorik tabaka saYISI 
du~erken kuyruklanma faktorUnlin artmasl lizerine, c;:ah~malara fosfat tamponu ile 
devam edilmi~tir. 

ilk olarak, pH 2.5-5.5 arallgmda, her pH degeri ic;:in uc;:er enjeksiyon yapmak 
suretiyle pH taramaSI yapIlml~tH. pH degerlerine kar~l, alIkonma zamanlarl 
grafige gec;:irildiginde BUP'un pH 2.5-3.5 arahg111da iyon c;:ifti varhg111daki tipik 
bazik madde davram~1 gosterdigi, 3.5 dan soma ise iyon c;:ifti yokmu~ gibi 
davrandigi gorlilmektedir (Ciolino ve ark., 1999). Aynca artan pH degederine 
kar~1 BUP pikinin teorik tabaka saYIsl (N) degi~im grafigi incelendiginde, teorik 
tabaka sayIsI, ahkonma zamam ile benzer ~ekilde degi~mektedir. AIIkonma 
zamam ve teorik tabaka saYlsl goz online almarak, optimum pH degeri olarak 3.0 
sec;:ilmi~tir (Sekil 19). Aynca pik simetrisi incelendiginde, pH 3.0 degerinde 
kuyruklamna faktorli en du~Uk degerini a1mI~ (tailing factor=1.28) ve en sirnetrik 
pikler elde edilmi~tir. 
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~ekiI 19, Ahkonma Zamam (RT) ve Teorik Tabaka SaYIsmm (N) pH'a Gore Degi~im Grafigi 
(Ko~ullar:Metanol-Asetonitril-Fosfat Tamponu (20 mM) (40:10:50, h/h/h) ve 10 mM I-HSA) 

Daha soma, optimum organik 90zlieii ylizdesini bulabilmek i9in, degi~ik 90zlieii 
sistemleri denenmi~ ve ilk olarak, asetonitril igermeyen ve 20 mM fosfat tamponu 
(pH=3), 10 mM 1-HSA ve % 50 oramnda metanol'den olu~an bir hareketli faz 
hazlrlanml~tlr. Bu sistemde yapIlan analiz sonueunda, top lam organik 90weii 
ylizdesi degi~memesine kar~m, % 10'luk asetonitril'in yerine metanol'iin 
kullamlmasmm BUP'un ahkonma zamanmI biiyiik o19iide etkiledigi ve 7.3 
dakikada gozlenen ahkonma zamanmIn 10.8 dakikaya kaydlgl goriilmii~tiir. Bu 
durum, literatiirde belirtilen asetonitril ve metanol'iin birer polarite o19iisii olan 
90wniirliik parametresi (8) ve polarite indisi (P') yoniinden farkhhk gosterdigi ve 
metanol-su (50:50, h/h) kan~1lllilldan olu~an bir hareketli faz ile asetonitril-su 
(38.5:61.5, h/h) karl~lmmdan olu~an bir hareketli faz1l1 aneak izoeluotropik 
oldugu gergegini kamtlamaktadrr (Lindsay, 1992). Daha soma, BUP ahkonma 
zamamru one gekmek ve dolaYlslyla geni~lemi~ durumda goriilen pik ~eklini 
diizeltmek i9in 20 mM fosfat tamponu (pH=3), 10 mM 1-HSA ve % 60 oramnda 
metanol igeren hareketli faz denenrni~tir. Bu durumda da IS ve BUP'un ahkonma 
zamanlarl a~m ~ekilde azalmI~, aymm saglanamaml~ ve dolaYlslyla teorik tabaka 
saylSl aza1mI~trr. Bunun iizerine, toplam organik 90zlieii yiizdesi % 50, h/h 
degerinde tutulmak suretiyle asetonitril oram % 5 ve % 20 aras1l1da degi~tirilerek 
her bir 90zlieii sistemi i9in kromatogramlar ineelemni~ ve % 20 gibi yiiksek 
oranda asetonitril igeren hareketli faz kullamldlg1l1da BUP'un ahkonma zamam 
aza1mI~ olmas1l1a kar~m, asetonitril'den kaynaklanan difiizyon nedeniyle BUP pik 
taban geni~liginin arttIgl ve dolaYlSlyla teorik tabaka saYISillill azaldlgl 
bulunmu~tur. % 45:5 ve % 40: 1 0 oranlarmda metanol-asetonitril igeren hareketli 
fazlarm her ikisi i9in de ahkonma zamanlan ve teorik tabaka saYllan birbirine 
yakm ve optimum diizeyde bulunmasma kar~m, % 40: 1 0 oranmda metanol­
asetonitril igeren hareketli faz, ahkomna zamamnm daha da dii~iik olmasl 
bakllllilldan tereih edilmi~tir (Sekil 20). 
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~ekil 20. Ahkonma Zamam (RT) ve Teorik Tabaka SaYIsmm (N) <;oziicii Yiizdesine GOre 
Degi§im Grafigi (Ko§nlIar: Fosfat Tamponu (20 mM, % 50, pH:3) ve 10 mM I-HSA) 

Daha soma I-HSA deri~imi (0-25 mM) taramaSI yaplhll1~ ve metanol-asetonitril­
fosfat tamponun'dan (20 mM, pH:3) (40:10:50, hIh/h) olu~an hareketli faza 1-
HSA eklenmedigi zaman piklerin yok fazla one geldigi, IS'nin safslzhklarla 
birle~tigi ve BUP pikinin 5.2 dakika olan ahkonma zamam ile teorik tabaka 
saYIS1111n azaldlgl goriilmii~tlir. Aynca, I-HSA miktarl arttIkya, kuyruklanma 
faktoriiazalmakta, ahkomna zamam ve dolaylSlyla teorik tabaka saYISI 
artmaktadrr. Tiim degi~kenler goz online almarak, somaki deneysel yah~malarda 
10 mM'hk deri~imde I-HSA kullamhnasma karar verihni~tir (Sekil21). 
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~ekil21. Ahkonma Zamam (RT) ve Teorik Tabaka SaYIsmm (N) I-HSA Deri§imine (mM) 
Gore Degi§im Grafigi (Ko§ulIar: Metanol-Asetonitril-Fosfat Tamponu (20 mM, pH:3) 
(40:10:50, h/h/h» 

Optimizasyonun en onemli basamaklanndan biri de fosfat tamponu deri~iminin, 
pik yaplsl ve ahkonma zamamna etkisinin incelenmesidir ve bu i~lem 0 ile 50 mM 
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arahgmda yapllmI~tlT (~ekil 22). Fosfat tamponu eklenmedigi zaman, ahkonma 
zamanlan oldukc;a artmakta, yiiksek tampon deri~imlerinde ise ahkonma 
zamanlarl azalmasma kar~m, kuyruklanma faktorii artl~l ile birlikte oldukc;a du~Uk 
teorik tabaka saylSl elde edilmelctedir. Aynca kolonun yiiksek fosfat deri~imleri 
ile yUklenmesinin onlenmesi durumu da dU~UnUlerek, 20 mM fosfat deri~imine 
karar verilmi~tir. 
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~ekil 22. Ahkonma Zamam (RT) ve Teorik Tabaka SaYIsmm (N) Fosfat Deri~imine (mM) 
Gore Degi~im Grafigi (Ko~ullar: Metanol-Asetonitril-Fosfat Tamponu (PH:3) (40:10:50, 
hlhIh) ve 10 mM 1-HSA) 

Yontem optimizasyonunun son basamagl olarak, cihaz ile ilgili bir parametre olan 
akI~ IllZl taranmI~ ve 0.8-1.2 mL.dk1 arahgmda yapllan tarama sonuc;larma gore, 
en uygun ~artlar 1 mL.dk-1 akI~ luZl ile saglannll~tlT (~ekil23). 
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~ekil 23. Ahkonma Zamam (RT) ve Teorik Tabaka SaYISlnm (N) AkI~ Ihzma Gore Degi~im 
Grafigi (Ko~ullar: Metanol-Asetonitril-Fosfat Tamponu (20 roM, pH:3) (40:10:50, hlhIh), 10 
roM 1-HSA) 
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Optimizasyon <;:ah~malanmn sonucunda, metanol-asetonitril-fosfat tamponu (20 
mM, pH=3) (40:10:50, hJh/h) ve 10 mM 1-HSA i<;:eren hareketli faz ile 1 mL.dk-1 

akI~ lllzmda ve 254 mn dalga boyu kullamlarak, analizler yapllml~ ve bu 
ko~ullarda IS olarak kullamlan CBZ ve BUP'un ahkonma zamanlan srraslyla 4.97 
± 0.02 dakika (n=8, BSS=% 0.46) ve 7.42 ± 0.04 dakika (n=8, BSS=% 0.60) 
olarak bulunmu~tur (~ekil24). 

mAbs 

10 

IS BUP 

5 

Or-----. 

o 2 I) min 

Sekil 24. Optimum Ko~ullarda BUP (7.16xl0·6 M) ve CBZ (IS, 8.38xl0·6 M)'nin 
Kromatograml 

~ekil 24' de verilmi~ olan kromatogramdan, degi~ik parametreler incelemni~ ve 
sistem uygunluk test sonu<;:lan <;izelge 17'de verilmi~tir. Sonu<;:lar FDA 
kriterlerine gore istenen degerlerle kar~lla~tmldlgmda, bu degerlerle son derece 
uyumlu olduklan gortihnti~tilr (Shabir, 2003). 

<;izelge 17. BUP'un Sistem UygunIuk Parametreleri 

Parametreler Gozlenen Deger istenen Deger 

AlIkonma zamam (dakika) 7.42 

Kapasite fakt6rii (k') 3.40 >2 

Kuyruklanma fakt6rii (T) 1.28 

Aymm(Rs) 9.15 >2 

Teorik tabaka saYlsl (N) 9849 >2000 

% BSS (n=8) 0.60 
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YPSK yonteminin validasyonu 

Kesinlik (Precision) 

BUP'un 1.79x10-6
, 5.37x10-6 ve 8.95x10-6 M deri~imlerde elde edilen alan 

oranlan, yonternin kesinliginin gosterilmesi 19m istatistiksel olarak 
degerlendirilmi~tir. Sonu<;:lar, <;izelge lS'de verilmektedir. 

Kesinlik sonu<;larma gore, % 1-2 dolaymda BSS degerleri ile yiiksek dfizeyde 
tekrar edilebilirlik elde edi1mi~tir. 

<;izelge 18. BUP'un Gun i~i ve Gunler Arasl Tekrar Edilebilirlik Sonu~lan 

GUn ir;:i Ortalama Kesinlik Gilnler Arasl 
1.79xlO-6 M Kesinlik 

1. Giin (n=7) II. Giin (n=7) III. Giin (n=7) 

OAO 0.358 0.353 0.337 0.354 

SS 0.006 0.004 0~006 0.006 

%BSS 1.54 1.07 1.88 1.75 

SH 0.002 0.001 0.002 0.002 

GUn ir;:i Ortalama Kesinlik Giinler Arasl 
5.37x10-6 M Kesinlik 

1. Giin (n=7) II. Giin (n=7) III. Giin (n=7) 

OAO 1.001 1.149 1.141 1.145 

SS 0.006 0.010 0.006 0.008 

%BSS 0.57 0.85 0.50 0.75 

SH 0.002 0.004 0.002 0.002 

Giin ir;:i Ortalama Kesinlik GUnler Arasl 
8.95x10-6 M Kesinlik 

1. Giin (n=7) II. Giin (n=7) III. Giin (n=7) 

OAO 1.900 1.783 1.840 1.852 

SS 0.016 0.009 0.014 0.036 

%BSS 0.84 0.51 0.76 1.97 

SH 0.006 0.003 0.005 0.010 
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Dog;rusallzk (Linearity) 

4.48xlO-7-1.78xlO-5 M deri~im arahgmdaki kalibrasyon yozeltileri analiz 
edildikten soma istatistiksel degerlendinneye gore elde edilen sonuylar, <;izelge 
19'da verihnektedir. 

(:izelge 19. 4.48x10-7-1.78x10-s M Deri~im Arahgmdaki BUP'un 254 nm'deki Dogrusalhgl 

Goo ic;:i GooIer Arasl 

1. Goo (n=7) 2_ Goo (n=7) 3. Goo (n=7) 
Tiim Giinler 

(n=21) 

Egim,a 209400 174000 180200 176800 

Kesim, b 0.028 0.054 0.027 0.045 

KoreIasyon 
0.9994 0.9993 0.9998 0.9994 

KatsaYlsl, r 

Egimin Standart 
3190 2927 1289 1609 

Hatasl 

Kesimin Standart 
0.019 0.025 0.011 0.012 

Hatasl 

<;izelge 19'da goriildiigii gibi, geli~tirilmi~ olan spektroskopik yontemler ve iTK 
yontemine gore daha yiiksek korelasyon katsaYlsma sahip dogrusal e~itlikler elde 
edilmi~tir . 

Saptama sznzrz ve tayin alt sznzrz (LOD and LOQ) 

BUP'un YPSK yontemiyle LOD ve LOQ degerleri, srraslyla 1.34xlO-8 M ve 
4.06xlO-8 M olarak hesaplanml~t1r. 

Dog;ruluk (Accuracy) 

Yontem dogrulugu, deneysel boliimde belirtildigi ~ekilde ara~tmblli~ ve Zyban® 
tablet iyindeki yardlillcl maddelerin BUP tayininin dogruluguna etkisinin olmadlgl 
gosterilmi~tir (Sekil 25). 
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~ekil25. Optimum Ko~ullarda BUP ve CBZ (IS)'nin Tablet Analizlerindeki Kromatograml 
(a) BUP Eklenmemi~ Tablet Matriksi (b) 5.37xlO-6 M BUP Eklenmi~ Tablet Matriksi (c) 
Ticari Tablet 

1.79xlO-6
, 5.37xlO-6 ve 8.95xlO-6 M deri~imlerdeki BUP <;ozeltilerinin matriks 

<;ozeltisine eklenerek kan~tmlmasl, YPSK yontemi kullamlarak analiz edihnesi ve 
BUP i<;erigine kar~lhk gelen alan oram degerlerinin kalibrasyon e~itliginde 
<;ozlilmesiyle hesaplanan ylizde geri kazanIill ve yUzde bagIl hata degerleri 
<;izelge 20'de verihni~tir. 

f;izelge 20. YPSK Yonteminin Dogruluk Sonuc;lan (n=7) 

Standart BUP (M) Bulunan BUP (M) Geri Kazannn BH BSS 

(ortalama ± SS) (%) (%) (%) 

1.79xlO-6 1.77xlO-6 ± 2.72xlO-8 98.66 -1.34 1.54 

5.37xlO-6 5.47xlO-6 ± 3. lOx 1 0-8 101.87 1.87 0.57 

8.95xlO-6 9.0lxlO-6 ± 7.59xlO-8 100.71 0.71 0.84 

Matrikse Eklenen Bulunan BUP (M) Geri Kazannn BH BSS 
BUP (M) 

(ortalama ± SS) (%) (%) (%) 

1. 79x 10-6 1.82xl0-6 ± 1.6xlO-8 101.59 1.59 0.87 

5.37xlO-6 5.47xlO-6 ± 4. 89xlO-8 101.86 1.86 0.89 

8.95xlO-6 9.07x1O-6 ± 6.27xlO-8 101.35 1.35 0.69 

<;izelge 20'de YPSK yonteminin dogruluk sonu<;lanmn kabul edilebilirlik kriteri 
dahilinde oldugu ve Zyban® tablet i<;indeki yardimci maddelerin BUP tayininin 
dogruluguna etkisinin olmadlgl gOriilmektedir (ICH Q2(Rl), 2005). 
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OzgilnlUk (Specificity) 

Ozgiinliik <;ah~maSl sonucu elde edilen veriler incelendiginde, BUP'un hem oda 
slcakhgmda hem de 60°C slcakhkta asit <;ozeltisi i<;inde herhangi bir bozumnaya 
ugramadlgl ve 120 dakika boyunca kararh oldugu gortilmektedir (Sekil26c). Bu 
durum literatiirde ge<;en, BUP'un asit kararhhgl verilerini dogrulamalctadrr 
(Laizure ve DeVane,1985). 
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~ekil 26. Optimum Ko~ullarda BUP ve CBZ (IS)'nin Yontem Ozgiinliik Sonu~larI (a) % 
3'liik H20 2 i~erisinde Hazrrlanml~ BUP (b) 0.1 N NaOH i~erisinde Hazlrlanml~ BUP (c) 0.1 
N HCI i~erisinde HaZlrlanml~ BUP 

Bazla muamele edilen numunelerin kromatogramlan incelendiginde, <;OWCll 
pikinin oldugu yerde gelen pik haricinde herhangi bir bOZUlllna piki olu~mamasma 
kar~m, (Sekil 26b) oda slcakhgmda daha yava~ olmak mere; 60°C slcakhkta mzh 
bir ~ekilde bozumna olmu~tur (Sekil27). 
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~ekil27. Oda SlcaklIgmda ve 60°C Slcakhkta, Bazla Muamele Kar~lSmda Zamana Kar~l % 
BUP Degi~im Grafigi 
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% 3 'lUk peroksit ile muamele edilen numuneler, oda slcaldlgmda herhangi bir 
bozunmaya ugramaml~, 60°C slcaldlkta ise 90 dakikadan soma % 6-7 oranmda bir 
bozunma goriilmu~tiir. % 3 'lUk peroksit ile muamele edilen numunelerin 
kromatogramlarmm tiimunde 1.5 dakikada gelen 3-4 milyon alana sahip bir pik 
bulunmaktadrr ve bundan ba~ka herhangi bir yabancl pik olu~mamI~trr (~ekil 
26a). 

Saglamlzk (Robustness) 

Deneysel parametrelerdeki kiiyUk degi~ikliIder sonucunda pik alan oranlarmm % 
BSS ve SH degerleri hesaplanmI~ ve (:izelge 21'de belirtilmi~tir. Elde edilen 
du~Uk % BSS degerleri «2) yontemin saglamhgll1l gostermektedir (Dejaegher ve 
Vander Heyden, 2007). 

<;izelge 21. YPSK Yonteminin Saglambk Sonu~larI (n=3, 5.37xlO-6 M BUP) 

Parametre %BSS SH 

1) Hareketli faz pH'1 (2.9, 3 ve 3.1) 0.90 0.005 

2) Akr~ hlZI (0.9, 1 ve l.lmL.dk-1
) 0.75 0.005 

3) Fasfat deri~irni (18, 20 ve 22 mM) 0.96 0.006 

4) 1-HSA deri~irni (8, 10 ve 12 mM) 0.91 0.006 

5) Dalga bayu (252, 254 ve 256 om) 1.27 0.008 

6) Organik faz yiizdesi (% 48, % 50 ve % 52) 0.71 0.004 

Tutarlzlzk (Ruggedness) 

Geli§tirilen metodun 5.37x10-6 M'hk BUP deri~iminde, aylll cihaz ile farIdl 
analizciler tarafmdan ve farIdl gtinlerde uygulanmasl ile yapllan analizler ve 
istatistiksel hesaplamalara gore, sonuylar oldukya tekrar edilebilir bulunmu~ ve 
analizciler arasmda onemli bir fark goriihnemi~tir «(:izelge 22). Aynca, pik 
alanlarl iyin elde edilen du§Uk % BSS «2) degerleri, yontemin tUtarhhgllll 
kamtlamaktadrr (Dejaegher ve Vander Heyden, 2007). 

<;izelge 22. YPSK Yonteminin Tutarhhk Sonu~larI (n=7, 5.37xlO-6 M BUP) 

Ortalama ± SS 
(n=7) 

%BSS 

t-Testi (p<0.05) 

F-Testi (p<0.05) 

1. Analizci 

5.39xlO-6 ± 4.20xlO-8 

0.78 

1.18 

0.72 

B UP igerell tabletlerde miktar tayilli 

II. Analizci 

5.4 1 X 10-6 ± 4.94xlO-8 

0.91 

Tabla to.o? 2.57 

Tabla Fo.os= 5.05 

Validasyonu gosterilen YPSK yonteminin uygulamasl, farmasotik tabletlerde 
yaplbm~ ve analiz sonuylan (:izelge 23'de sunulmu§tur. Tablet bile~enlerinden 
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kaynaklanan ve 6lyiimleri etkileyecek hiy bir giri§im gozlenmemi§ ve Zyban® 
tablet iyerigi fannakopenin gerektirdigi arahkta bulunmu§tur (USP 29, 2006). 

<;izelge 23. Tablet Analizi Sonn~larI (n=9, 5.37xlO-6 M BUP) 

BUP (mg) %BUP 

Ortalama 152.76 101.84 

SS 0.60 0.40 

%BSS 0.39 0.39 

Aynca Zyban® tablet iyin YPSK ve iTK yontemleri ile bulunan tablet iyerigi 
sonuylan, Wilcoxon testi kullarularak %95'lik onem diizeyinde istatistiksel olarak 
kar§lla§tmlml§ ve iki yontem arasmda fark olmadlgl bulunmu§tur (PH=0.5625). 

BUP ve HBUP'un YP8K Yontemi ile Plazmada Miktar Tayini 

YPSK yonteminin optimizasyonu 

BUP'un farmasotik tabletlerindeki tayini iyin yapllan optimizasyon yah§malarmm 
sonucunda metanol-asetonitril-fosfat tamponu (20 roM, pH=3) (40:10:50, h/hIh) 
ve 10 mM I-HSA iyeren hareketli faz ile 1 mL.dk-1 akI§ luzmda ve 254 mn dalga 
boyu kullarularak, analizler yaplhm§ ve bu ko§ullarda IS olarak kullarulan 
CBZ'nin ve BUP'un ahkonma zamanlarl srraslyla 4.97 ± 0.02 (n=8, BSS=% 0.46) 
ve 7.42 ± 0.04 (n=8, BSS=% 0.60) dakika olarak bulunmu§tur. Daha soma BUP 
ve HBUP'un plazmadaki tayini iyin HBUP bu sisteme verildiginde, ahkomna 
zamaru 6.7 dakika olarak g6zlemni§tir. Aynca plazmada analiz yaplldlgmda, 2. 
dakikada plazmadan kaynaklanan yok biiyiik bir pik g6riilmektedir. HBUP'un 254 
nm dalga boyunda absorbansmm dii§iik olmasl, HBUP analizi iyin 214 mll dalga 
boyunun kullarulmaslill zorunlu kIlmaktadlr. Bu dalga boyunda saptama 
yaparken, 2. dakikada gelen pik 5. dakika'ya kadar geni§lemekte, bu §artlarda 
analizi zorla§trrmaktadrr. Onceden yapllan optirnizasyon yah§malarmda, fosfat 
tamponu deri§irninin azaltllmasl ile alIkonma zamanlanmn arttlgl; aynca pik 
morfolojisinde onemli bir fark olmadlgl goriilmii§tiir. Bu verilerden 
yararlarularak, BUP ve HBUP'un plazmadaki analizi iyin hareketli fazl 
olu§tururken fosfat tamponunun 20 roM yerine 10 roM'hk deri§imde kullarulmasl 
dii§iiniihnii§tiir. Boylece maddelerin ahkonma zamanlanmn ileriye kaymasl ve 
safslzhktan uzakla§masl planlanml§tlr. IS, HBUP ve BUP iyin slraslyla 5.5, 9 ve 
11 dakika olan allkomna zamanlan uygun olmasma kar§m, yalmzca plazma 
kromatogramlarmda HBUP'dan hemen once gelen ve ondan aynlmaml§ olan 
biiyiik bir pik gorulmektedir. Ahkonma zamanlarlill biiyiik Olyiide degi§tirmeden, 
HBUP ve safslzlIk aynmlm saglayabilmek iyin, 10 roM olan I-HSA deri§imi 15 
roM'a Ylkarlhm§trr. Bu deri§imde bir diizelme kaydedilmesine kar§m, iyi bir 
aymm saglanamamI§trr. Bunun iizerine 20 roM deri§imde I-HSA uygulanmI§ ve 
rum pikler iyin iyi bir aymm geryekle§tirilmi§tir. Sonuy olarak, metanol­
asetonitril-fosfat tamponu (10 mM, pH=3) (40:10:50, h/hIh) ve 20 roM I-HSA 
iyeren hareketli faz ile 1 mL.dk-1 akI§ luzmda, 254 ve 214 nm dalga boylarl 
kullarularak analizler yaplhm§ ve bu ko§ullarda IS olarak onceki analizlerde 
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oldugu gibi CBZ kullamlml~tIr. 254 ve 214 mn dalga boylarmda ayn ayn bo~ 
plazma omeginin, BUP ve HBUP eklemni~ plazma omeginin ve aym deri~imde 
hazITlanml~ sulu ortamdaki standart BUP ve HBUP yozeltilerinin 
kromatogramlarl ahmm~ ve Sekil28-29'da verilmi~tir. 
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~ekil 28. 254 nm'de Kaydedilmi~ (a) IS Eklenmi~ Bo~ Plazma Kromatograml (b) Standart 
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~ekil 29. 214 nm'de Kaydedilmi~ (a) IS Eklenm~ Bo~ Plazma Kromatograml (b) Stand art 
BUP (1.79xl0's M) ve HBUP'un (6.10xl0's M) Kromatograml (c) BUP (1.79xl0's M) ve 
HBUP (6.10xl0's M) Eklenmi~ Plazma Kromatograml 
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YPSK YOlltemillill validasYOIlU 

Kesinlik ve geri kazanzm oram (Precision and Recovery) 

YOlltemill kesinliginin illcelenmesi amaclyla, hazulanan ve plazmaya eklenmi~ 
olan BUP'un 1.43xlO-6

, 3.59xlO-6 ve 1.79xlO-5 M deri~imlerde, HBUP'un ise 
2.03xlO-6

, 4.88xlO-6 ve 6.10xlO-5 M deri~imlerde elde edilell alan oranlan, 
yontemin kesinligillill gosterilmesi iC;in istatistiksel olarak degerlendirilmi~ ve 
sOlluc;lar, <;izelge 24 ve 25' de verilmi~tir. 

<;izelge 24. Plazmaya Eklenmi~ Dian BUP'un Giin i~i ve Giinler Arasl Tekrar Edilebilirlik 
Sonu~larI 

1.43xlO-6 M Giin ic;:i Ortalama Kesinlik Giinler ArasI 
Kesinlik 

1. Goo (n=6) IT. Goo (n=6) Ill. Goo (n=6) 

OAO 0.1518 0.1477 0.1360 0.1474 

SS 0.003 0.003 0.002 0.005 

%BSS 1.74 1.90 1.40 3.26 

SH 0.001 0.001 0.001 0.001 

Giin ic;:i Ortalama Kesinlik Giinler ArasI 
3.59x10-6 M Kesinlik 

1. Goo (n=6) IT. Goo (n=6) Ill. Goo (n=6) 

OAO 0.3223 0.3295 0.3278 0.3266 

SS 0.003 0.006 0.006 0.006 

%BSS 1.01 1.82 1.92 1.82 

SH 0.001 0.002 0.002 0.001 

Giin ic;:i Ortalama Kesinlik Giinler Arasl 
1.79xlO-5 M Kesinlik 

1. Goo (n=6) II. Goo (n=6) Ill. Goo (n=6) 

OAO 1.589 1.592 1.510 1.577 

SS 0.015 0.012 0.015 0.031 

%BSS 0.97 0.77 1.01 1.99 

SH 0.006 0.005 0.006 0.008 
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<;izelge 25. Plazmaya Eklenmi~ Olan HBUP'un Gun i~i ve Gunler Arasl Tekrar Edilebilirlik 
Sonu~larI 

2.03x10-6 M GUn iyi Ortalama Kesinlik GUnler Arasl 
Kesinlik 

1. GUn (n=6) II. GUn (n=6) Ill. GUn (n=6) 

OAO 0.046 0.045 0.045 0.045 

SS 0.001 0.001 0.001 0.001 

%BSS 2.15 2.61 1.67 1.92 

SH 0.0004 0.0005 0.0003 0.0002 

4.88xlO-6 M GUn iyi Ortalama Kesinlik Gunler Arasl 
Kesinlik 

1. GUn (n=6) II. GUn (n=6) Ill. GUn (n=6) 

~AO 0.1075 0.1048 0.1120 0.1074 

SS 0.002 0.002 0.002 0.003 

%BSS 2.10 2.04 1.60 2.86 

SH 0.001 0.001 0.001 0.001 

6. lOx 10-5 M GUn i9i Ortalama Kesinlik GUnler Arasl 
Kesinlik 

1. GUn (n=6) II. GUn (n=6) Ill. GUn (n=6) 

OAO 1.068 1.014 1.033 1.042 

SS 0.020 0.Gl8 0.012 0.020 

%BSS 1.84 1.80 1.22 1.90 

SH 0.008 0.007 0.005 0.005 

Kesinlik sonuc;lanna gore, tilmu % 3'den k1iC;tik: olacak ~ekilde BSS degerleri ile 
yiiksek du.zeyde tekrar edilebilirlik elde edilmi~tir. 

Elde edilen sonuc;lar, aym deri~imde hazlrlamm~ sulu ortamdaki standart BUP ve 
HBUP c;ozeltilerinin sonuc;lan ile kar~11a~tmlarak, geri kazamm oranlan 
belirlenmi~tir. Sonuc;lar, <;izelge 26 ve 27'de verilmektedir. 
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C;izelge 26. BUP'un Plazmada Kesinligi ve Geri Kazamm Oram (giin=3, n=6) 

Deri~im (M) 
Geri Kazanl1ll BSS 

Eklenen Bulunan (ortalama ± SS) (%) (%) 

1.43xlO-6 1.17xlO-6 ± 1.63xlO-s 81.88 1.40 

Glin i9i 3.59xlO-6 2.65xlO-6 ± 5.lOxlO-s 73.79 1.92 

1.79xlO-5 1.45xlO-5 ± l.l2xlO-7 81.10 0.77 

1.43xlO-6 1.16xlO-6 ± 2.2lxlO-s 81.42 3.26 

Giinler 3.59xlO-6 2.97xlO-6 ± 5.40xlO-s 82.74 1.82 Arasl 

1. 79x 10-5 1.46xlO-5 ± 1.47xlO-7 81.79 1.99 

C;izelge 27. HBUP'un Plazmada Kesinligi ve Geri Kazanun Oram (giin=3, n=6) 

Deri~im (M) Geri Kazanrm BSS 

Eklenen Bulunan (ortalama ± SS) 
(%) (%) 

2.03xlO-6 1.74xlO-6 ± 2.90x10-s 85.82 1.67 

GUn i9i 4.88xlO-6 4.50x10-6 ± 7.19x10-s 92.26 1.60 

6. 1 Ox 10-5 5.40x10-5 ± 6.57x10-7 88.53 1.22 

2.03xlO-6 1.69x10-6 ± 4.39x10-s 83.02 1.92 

Giinler 
4.88x10-6 4.49xlO-6 ± 9.43xlO-s 92.01 2.86 Arasl 

6.10x10-5 5.24xlO-5 ± 9.66x10-7 85.90 1.90 

<;izelge 26 ve 27' de goriildiigii gibi BUP iyin ortalama olarak % 80, HBUP iyin 
ise % 90 dolaymda oldukya yiiksek geri kazamm elde edilmi~tir. 

Dogrusallzk (Linearity) 

Oncelikle plazma analizleri ile ayru prosediir kullamlarak, sulu ortamda 
hazITlanml~ standart BUP ve HBUP yozeltilerinin artan deri~imlerine kar~lhk 
gelen pik alan oranlan (BUP'un veya HBUP'un pik alam/IS'nin pik alam) 
ara~tmlml~ ve dogrusalhk sonuylarl <;izelge 28 ve 29'da belirtilmi~tir. 

62 



<;izelge 28. 4.48x10-7.1.79x10-5 M Der~im Arabgmda Standart BUP'un 254 nm'deki 
Dogrusalbg. 

Giin i9i Giinler Arasl 

1. Giin (n=6) 2. Giin (n=6) 3. Giin (n=6) 
Tiim Gunler 

(n=18) 

Eglin, a 140500 99830 144000 143500 

Kesim, b -0.020 ·0.020 ·0.067 ·0.063 

Korelasyon 
0.9996 0.9995 0.9998 0.9984 

KatsaylSl, r 

Egilnin Standart 
1325 1083 940.1 1546 

Hatasl 

Kesimin Standart 
0.011 0.009 0.012 0.015 

Hatasl 

<;izelge 29. 1.02x10-6·6.09xlO-5 M Deri~im Arabgmda Standart HBUP'uu 214 nm'deki 
Dogrusalhgl 

Giin i9i Giinler Arasl 

1. Giin (n=6) 2. Giin (n=6) 3. Giin (n=6) 
Tiim Gunler 

(n=18) 

Eglin, a 29180 26970 36560 29740 

Kesim, b ·0.006 ·0.049 ·0.050 -0.022 

Korelasyon 
0.9998 0.9990 0.9996 0.9981 

KatsaylSl, r 

Egilnin Standart 
187.8 426.4 368.2 376.6 

Hatasl 

Kesimin Standart 
0.003 0.011 0.011 0.008 

Hatasl 

<;::izelge 28 ve 29'da goriildugu gibi, belirtilen deri~im arahklannda sulu ortamda 
hazlrlanml~ BUP ve HBUP 90zeltileri i9in yUksek korelasyon katsaYllanna sahip, 
dogrusal e~itlikler elde edilrni~tir. 

Daha soma, birbirini takip eden 3 gu.nde, plazmaya eklenmi~ olan BUP ve HBUP 
yozeltilerinin pik sinyalleri kaydedilerek, artan deri~imler ile kar~lhk gelen pik 
alan oranI degerleri arasmdaki ili~ki istatistiksel olarak degerlendiri1mi~ ve elde 
edilen sonuylar, <;::izelge 30 ve 31'de verilmi~tir. 
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<;izelge 30. 8.97xl0-7-1.79xl0-5 M Deri~im Arabgmda Plazmaya Eklenmi~ OIan BUP'un 254 
nm'deki Dogrusalbgl 

Giin iyi Giinler Arasl 

1. Goo (n=6) 2. Goo (n=6) 3. Goo (n=6) 
Tiim GUnler 

(n=18) 

Eglin, a 106100 101200 96290 104900 

KesiIn, b -0.004 -0.008 -0.043 -0.030 

Korelasyon 
0.9993 0.9982 0.9991 0.9981 

KatsaYIsI, r 

Eglinrn Standart 
1386 2121 1432 1255 

Hatasl 

KesiInID Standart 
0.014 0.018 0.010 0.010 Hatasl 

<;izelge 31. 2.03xlO-6-5.49xlO-5 M Der~im AraiIgmda Plazmaya Eklenmi~ Olan HBUP'un 
214 nm'deki Dogrusalbgl 

Giin iyi Giinler Arasl 

1. Goo (n=6) 2. Goo (n=6) 3. Goo (n=6) 
Tiim GiinIer 

(n=18) 

Eglin, a 28910 20720 20160 20400 

Kesim, b -0.009 -0.010 -0.003 0.002 

Korelasyon 
0.9998 0.9998 0.9986 0.9983 KatsaylSl, r 

Eglinin Standart 
207.8 144.3 380.4 226.8 Hatasl 

KesiInID Standart 
0.006 0.005 0.009 0.006 

Hatasl 

Saptama sznzrz ve tayin alt sznzrz (LOD and LOQ) 

BUP'un plazmada YPSK yontemiyle LOD ve LOQ degederi, srraslyla 9.09xlO-8 

M ve 2.76xlO-7 M olarak hesaplamm~tlr. HBUP'un LOD ve LOQ degederi ise, 
4.68xlO-7 M ve 1.42xlO-6 M olarak bulullmu~tur. 
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SONU<; ve ONERiLER 

Bupropion hidrokloriir (BUP), fenilaminoketon grubu atipik bir antidepresan 
ajandlr. BUP'un stirekli sahm fonnlilasyonu (Zyban®), FDA tarafmdan 1997 
Yllmda kabul edihni~ olmasma kar~m, BUP tayinini i<;eren <;ah~ma saYlSl fazla 
degildir ve literattirde BUP'un farmasotik formlanndaki miktar tayini konusunda 
<;all~ma bulunmamaktadlr. 

Bu <;ah~mada oncelikle, BUP'un fannasotik tabletlerindeki tayini i<;in 
potansiyometri, kondiiktometri ve spektrofotometri gibi basit, guvenilir, pahah 
<;oziicu ve ekipman gerektinneyen dolaYlsryla analiz maliyeti du~iik olan, iyi 
bilinen ve slklIk1a her laboratuvarda kullamlan klasik analiz yontemleri 
geli~tirilmi~tir. Spektrofotometrik yontemler iki tane olup, biri UV­
spektrofotometri digeri ise ikinci ttirev spektrofotometri yontemidir. Belirtilen 
yontemler bilindigi gibi se<;ici yontemler olmaYlp, bu yontemlerle maddelerin 
aynmI mfunkiin degildir. Diger yandan, spektrofotometrik yontemler, 
potansiyometri ve kondiiktometri yontemleri ile kar~lla~tmldlgmda onemli 
ustiinliiklere sahiptir. Ornegin spektrofotometrik bir analiz yaparken 10-5 M'hk 
deri~im diizeyinde ve 1 mL'lik hacimde <;ozelti kullamlmaktadrr. Potansiyometrik 
ve kondiiktometrik yontemlerde ise, her analiz i<;in bir tablet agrrhgma e~deger 
miktarda standart madde gerekmekte ve daha az standart madde kullamldlgmda 
uygun potansiyometrik ve kondiiktometrik egriler elde edilememektedir. A~m 
miktarda standart BUP kullanIlllmdan kaynaklanan yiiksek analiz maliyetini 
onlemek i<;in, potansiyometri ve kondiiktometri yontemlerinde validasyon 
yaplhnamI~ ve spektrofotometrik yontemler, validasyonu yapllmI~ daha guvenilir 
ve daha duyarh yontemler oIarak kabul edilmi~tir. Diger yandan, potansiyometri 
ve kondiiktometri yontemlerinde spektrofotometrik yontemlerin aksine, bulamk 
<;ozeltilerle <;ah~llabildigi i<;in tablet <;ozeltilerini siizmeye gerek duyulmamalcta ve 
bu durum zamandan kazan<; saglamaktadrr. 

Daha soma, etkin maddenin kararhhgmm ara~tmldlgl ve yontemin BUP 
tabletlerine uygulandlgl, onceden bahsedilmi~ olan yontemler gibi basit, guvenilir, 
analiz maliyeti dii~iik aym zamanda se<;ici ve spektrofotometrik yontemlerden 
daha duyarh bir iTK yontemi geli~tirihni~tir. USP 29, (2006) BUP monografrnda 
bulunan, BUP safslzhgl m-klorobenzoik asit i<;in kullamhm~ olan iTK yontemi, 
BUP tayini i<;in uygulanml~ ve yontemin uygun olmadlgl ve bu ama<;la 
kullamlamayacagl gosterihni~tir. Bu yonden yapIlan <;ah~ma Oljinallik ozelligi 
ta~lmaktadlr. iTK yonteminin YPSK yontemi ile kar~lla~tmldlgrnda en biiyiik 
ustiinlugu, numunenin dogrudan uygulanabilmesi ve saf1a~tmna basamaklanna 
gerek duyulmamasldlr. Aynca <;ok az miktarda hareketli faz yardrrlllyla, <;ok 
saYlda numunenin analizi aym anda yapllabilmektedir (Agrawal ve ark., 2003; 
Kaul ve ark., 2004; Motwani ve ark., 2006; Venkatachalam ve Chatterjee, 2007). 
Orne gin, YPSK yontemi ile <;ah~rrken tek bir analiz i<;in yakla~lk 30-40 dakika 
harcanmakta bu da 30-40 mL hareketli faz harcanmasma kar~lhk gelmektedir. 
iTK yonteminde ise 20 mL hareketli faz kullamlarak, tek bir plak iizerine 20 
uygulama yapllabilir. Aynca, iTK yonteminde YPSK yonteminin aksine, kolonun 
Ylkanmasl ve ~artlandmlmasl a~amalarma gerek yoktur. Bu durum, zamandan 
onemli bir kazan<; saglamaktadlr. Belirtilmi~ olan iistiinliiklerine kar~m, duyarhhk 
YPSK yontemindeki kadar yiiksek degildir. Aynca, uygulama ve tarama cihaz 
tarafrndan yapllmasma kar~m, maddenin hareketli faz yardlmlyla plak iizerinde 

65 



yiiIiitiilmesi a9amasmm dl9anda analizci tarafmdan yaplhyor olmasl ve 
kromatografi basamaklanrun arka arkaya analizci tarafmdan takip edilmesi, 
analizci kaynakll hatalara sebep olabilmektedir. Yilksek duyarhhk ve otomasyona 
sahip YPSK yonteminde ise bu dUfUm soz konusu degildir. Geli9tirilmi9 olan iTK 
yontemi, BUP'un plazmadaki tayinine de uyguianmI9 ve kesinlik, dogrusalhk, 
geri kazanIlTI, saptama Slmn ve tayin alt smmm kapsayan validasyon 
parametreleri plazmada gosterilmi9tir. Ortalama olarak % 87 dolaymda, oldukc;a 
yiiksek bir geri kazamm ve dU9iik bagll standart sapma degerleri ile yiiksek 
diizeyde kesinlik elde edilmi9tir, fakat BUP ve HBUP'un birlikte tayinini 
saglamak ic;in gerekli duyarhhk saglanamaml9tIr. 

iTK yonteminden soma literatiirdeki bir c;ah9madan yola C;lkarak ve BUP'un zaYlf 
bazik yaplslill da goz oniinde bulundurarak, BUP'un fannasotik tabletlerinde 
tayini ic;in bir YPSK yontemi geli9tirihni9tir (Ciolino ve ark., 1999). Yontemin 
optilnizasyon a9amasmda her parametre ayn ayn ele almllli9 ve parametrelerdeki 
degi9iklilderin BUP pikinin teorik tabaka saYISI ve ahkonma zamam iizerine etkisi 
grafiklerle ac;IklanmI9trr. Bu optimizasyon c;ah9malanndan, plazmadaki tayin 
sfuecinde de biiyiik olc;ude yararlam1mI9trr. Yontem; iTK yontemi ile tablet 
analizinde oldugu gibi kesinlik, dogrusalhk, saptama Sllllfl ve tayin alt slrun, 
dogruluk, ozgiinliik, saglamhk ve tutarhhk yoniinden tam olarak valide edildikten 
soma, farmasotik tablet analizine uygulanml9trr. 

Onceden deginildigi gibi, literatiirdeki BUP'un plazmada tayinini ic;eren 
c;ah9malar az saYldadrr ve birkaC;1 SK -KS yontemi ile olmak iizere, YPSK yontemi 
ile gerc;ekle9tirilmi9tir. Farmasotilc tablet analizi iC;in geli9tirilmi9 olan YPSK 
yontemi, plazmadaki analiz1er ic;in yeniden diizenlenmi9tir. Bu yontem, farkll 
analitik kolon (Cs) ve hareketli faz ic;ermesi aynca tek a9amall protein c;oktUrme 
basamagl ve sulu fazm uc;urulmasl amaCI ile liyofilizasyon i9leminin uygulanmasl 
yonunden literatiirdeki diger yontemlerden farklldrr ve orjinallik ta9lmaktadlr 
(Cooper ve ark., 1984; Suckow ve ark., 1986; Suckow ve ark., 1997; Zhang ve 
ark., 2003; Borges ve ark., 2004; Loboz ve ark., 2005). Boylece numune 
hazlrlama basamagl dalla kIsa ve kolay hale getirilmi9, BUP'un ve ana metaboliti 
olan HBUP'un yiiksek duyarhlIkla birlikte tayini saglann119tIr. Validasyon 
parametreleri incelemni9 ve BUP iC;in ortalama olarak % 80; HBUP ic;in ise % 90 
dolaymda geri kazanml elde edilmi9tir. Bu degerler, Loboz ve ark., (2005) nm 
yaptIgl YPSK c;ah9masmda BUP ve HBUP iC;in verilen % 62.9 ve % 62.3 
degerlerine gore oldukc;a yiiksek, Cooper ve ark., (1984) nm geli9tirdigi YPSK 
yontemiyle BUP ve HBUP ic;in verilen % 82 ve % 95 degerleri ile 
kar91la9tmlabilir diizeydedir. Zhang ve ark., (2003) run yaptlgl c;ah9mada ise 
plazmadan BUP geri kazanmll % 87.3 olarak bulunmu9, fakat bu c;all9ma ile 
HBUP tayini gerc;elde9tirilmemi9tir. 

Geli9tirilmi9 olan YPSK yontemi ile BUP'un tabletlerindeki analizi iC;in 
hazrrlanan standart c;ozeltilerde, BUP ic;in 4 ng.mL-1 ve 12 ng.mL-1'lik saptama 
smm ve tayin alt Slmn elde edilmi9tir. Yontemin plazmadaki saptama smm ve 
tayin alt smm ise slraslyla BUP iC;in 25 ve 76 ng.mL-\ HBUP iC;in 120 ve 362 
ng.mL-1 olarak bulunmu9tur. BUP'un plazmadaki analizleri iC;in literatiirde verilen 
YPSK c;all9malaIlilln 1-5 ng.mL-1 diizeyindeki; SKlKS/KS c;all9malanmn ise 
0.25-1.25 ng.mL-1 diizeyindeki saptama slllITlarma ula9Ilamaml9, ancak standart 
C;ozeltilerle C;all91ldlgmda YPSK c;ah9malanrun duyarhhgma ula9mak mUmkiin 
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olmu~tur (Cooper ve ark., 1984; Hsyu ve ark., 1997; Stewart ve ark., 2001; Zhang 
ve ark., 2003; Borges ve ark., 2004; Loboz ve ark., 2005). Plazmada HBUP i<;in 
bulunan saptama smm, Loboz ve ark., (2005) mn geli~tirdigi YPSK yontemiyle 
HBUP i<;in verilen 10 ng.mL-1'lik saptama Slmn degerine gore yUksek iken, 
Cooper ve ark., (1984) mn <;ah~masmdaki 100 ng.mL-1'lik saptama smm ile 
kar~lla~tmlabilir niteliktedir. Munro ve Walker; (2001) m geli~tirdikleri ~iral 
aymna yonteminde, BUP i<;in 0.13 /lg.mL-1 ve 0.27 /lg.mL-1 olarak verilen 
saptama Slilln ve tayin alt Slillfl degerleri, mevcut YPSK yontemine gore olduk<;a 
yiiksek diizeydedir. 

Rutin analizlerde en onemli parametrelerden biri de analiz siiresidir. Analiz 
sfuesinin klsahgl, hem zamandan kazan<; saglamakta hem de analiz maliyetini 
dii~fumektedir. Geli~tirilmi~ olan YPSK yontemi ile tabletlerdeki analizler 8 
dakikadan once tamamlamnakta, plazma analizlerinde ise IS, HBUP ve BUP 
piklerinin ayrum sadece 13 dakika sfumektedir. Bu sfueler, literatiirdeki YPSK 
yontemlerinin 20 ve 25 dakikahk analiz sfuelerine gore olduk<;a klsadu. 
DolaylSlyla, geli~tirilmi~ olan YPSK yontemi analiz sfuesi baklmmdan som 
edilen yontemlere iistiinliik ta~l1naktadlr (Cooper ve ark., 1984; Loboz ve ark., 
2005). 

Aynca geli~tirilmi~ olan yontemlerin tiimii, tablet i<;erigi baklmmdan birbiri ile 
istatistiksel olarak kar~lla~tmlllli~tu. Wellbutrin® tablet i<;engl 19m 
potansiyometrik, kondiiktometrik ve spektrofotometrik yontemler arasmda 
yapllan ANOVA testi sonucu (F4,23=1.902, p<0.05) ve Zyban® tablet i<;erigi i<;in 
iTK ve YPSK yontemleri arasmda yapllan Wilcoxon testi sonucu (PH=0.5625> 
P=0.05) farkll yontemlerle elde edilen sonu<;lar arasmda istatistiksel bir fark 
bulunmadlgl goriilmii~tUr. 

Sonu9 olarak, geli~tirilmi~ olan potansiyometrik, kondiiktometrik ve 
spektrofotometrik yontemler rutin farmasotik analizlerde; YPSK ba~ta olmak 
iizere iTK ve YPSK yontemleri ise hem rutin fannasotik analizlerde hem de 
biyoe~degerlik ve biyoyararlamm 9ah~malarmda ba~arlyla kullamlabilecek 
ni teliktedir. 
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