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Nanopartiküler İlaç Taşıyıcı Sistemlerinin 
İncelenmesinde Kullanılan İn Vitro Salım 
Testi Yöntemlerine Genel Bir Bakış
An Overview of In Vitro Release Test Methods 
Used In The Study of Nanoparticular Drug 
Delivery Systems

Review Article

ÖZET
Bir ilacın dozaj şeklinden salım özelliklerinin incelenmesinde kullanılan in vitro 
salım testi sayesinde hem ilacın in vitro performansı hakkında bilgi edinilmesi 
hem de diğer ürünlerle eşdeğerliğinin karşılaştırması mümkün olmaktadır. Doğru 
ve güvenilir sonuçlar elde edilmesi için uygun salım testi yönteminin ve uygun 
salım koşullarının (sıcaklık, salım ortamı, pH, karıştırma /akış hızı vb.) seçilme-
si esastır. Farmakopelerde birçok dozaj şekli için in vitro salım testi yöntemleri 
ve koşulları tanımlanmış olmasına karşın hâlihazırda nanopartiküler ilaç taşıyıcı 
sistemler için bir test yöntemi farmakopelerde mevcut değildir. Bu derlemede, 
nanopartiküler sistemlerden ilaç salımının incelenmesinde kullanılan test yön-
temleri (örnek alma ve ayırma, membran difüzyon, sürekli akış vb.) ve güncel 
uygulamalarından bahsedilecek ve birbirlerine olan üstünlükleri ve sakıncaları 
tartışılacaktır. 

Anahtar Kelimeler: nanopartiküler sistemler, in vitro salım test yöntemleri, 
örnek alma ve ayırma yöntemi, membran difüzyon yöntemi, sürekli akış yöntemi

ABSTRACT
The in vitro release tests which examine the release properties of the drug from 
the dosage form provide the opportunity to investigate the in vitro availability 
of the drug product as well as to compare its equivalency to other products. In 
order to obtain accurate and reliable results from in vitro release tests, it is crucial 
to select the right release test method and suitable release conditions (such as 
temperature, release medium, pH, agitation/flow rate, etc.). Although there are 
compendial in vitro release test methods available for various dosage forms, up 
to date there are no tests described for nanoparticulate systems in any pharma-
copeia. In this review, the methods (such as sampling and separation, membrane 
diffusion, continuous flow, etc.) applied to test the in vitro drug release from 
nanoparticulate systems will be reviewed. The recent applications of these meth-
ods in different particulate systems will be summarized and the advantages and 
limitations of these test methods will be discussed.

Keywords: nanoparticulate systems, in vitro release test methods, sample and 
separate method, membrane diffusion method, continuous flow method
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1. Giriş

Nano boyuttaki taşıyıcı sistemlerin kimyasal, fiziksel 
veya biyolojik özellikleri nedeniyle hastalıklardan ko-
runma, hastalıkların teşhis ve tedavisinde kullanım-
ları giderek önem kazanmaktadır [1-8]. Nanoparti-
küler sistemler sayesinde, ilacın spesifik organlara, 
hücrelere ve hatta hücresel organellere hedeflen-
dirilmesi, istenilen düzeyde ve süre boyunca etkin 
madde salımı sağlanarak ilacın etkinliği artırılmakta 
ve aynı zamanda yan etkiler en aza indirilmektedir 
[9-12]. Bu amaçla kullanılan nanopartiküler sistem-
ler arasında, nanosüspansiyonlar, nanoemülsiyonlar, 
polimerik nanopartiküller, katı lipit nanopartiküller, 
lipozomlar sayılabilir [13-19]. Nanopartiküler sis-
temlerden ilaç salımı, ilacın güvenliğinin, etkinliğinin 
ve kalitesinin değerlendirilmesinde kritik bir basa-
mak olup; ilaç formülasyonlarının geliştirilmesinde, 
geliştirilen formülasyonların in vitro performansının 
belirlenmesinde, matematiksel modellerin de yardı-
mıyla ilacın in vivo davranışının tahmin edilmesinde 
karşımıza çıkmaktadır. Bu nedenle, bir nanopartikü-
ler ilaç sisteminin geliştirilmesinde, sistemden ilaç 
salımının uygun test yöntemi ve koşullarda incelen-
mesi önemlidir [2,20,21].

Bir ilacın salım profili, ilacın vücuttaki davranışı 
hakkında önemli bilgiler sağlamaktadır, ayrıca ilaç 
sisteminin güvenliliği ve etkililiğinin incelenme-
sinde kullanılmaktadır. İn vitro olarak belirlenen 
salım profili, ilacın in vivo davranışı hakkında tah-
mini mümkün kılmaktadır [22-24]. Amidon ve ark. 
tarafından 1995 yılında etkin maddenin çözünürlük 
ve permeabilite özelliklerine göre Biyofarmasötik 
Sınıflandırma Sistemi (BSS) oluşturulmuştur [25]. 
Bu sistemin amacı; BSS’ye göre in vitro salım ça-
lışmalarından hareketle ilacın in vivo davranışını 
tahmin etmeye yardımcı olmaktır. Bu sayede in vivo 
çalışmalar azaltılarak, yapılan in vitro salım çalışma-
lardan in vitro - in vivo korelasyon sağlanarak, bi-
yoeşdeğerlik çalışmalarından muafiyet durumunun  
belirlenmesi mümkün olmaktadır [20-24].

İlerleyen bölümlerde, öncelikle in vitro salım testleri 
hakkında genel bilgi verildikten sonra nanopartikü-
ler sistemlerden ilaç salımını incelemek için kullanı-
lan in vitro salım test yöntemlerinden bahsedilecek 
ve literatür örnekleriyle birlikte üstünlükleri ve kısıt-
lamaları tartışılacaktır.

2. İn vitro salım testlerine genel bakış

Farmasötik alanda in vitro salım testi, dozaj şekli-
nin geliştirilmesinde ve kalite kontrolünde önemli 
bir araç olup, bir ilacın in vivo etkililiği hakkında da 
bilgi sağlamaktadır. 1971 yılında Amerika Birleşik 
Devletleri Farmakopesi (USP)’de 6 adet monografta 
sepet yöntemi (USP aparat 1) resmi salım testi ola-
rak kabul edilmiştir. Bu gelişmeyi, 1978 yılında pa-
let yönteminin (USP aparat 2) kabul edilmesi, 1985 
yılında USP 21’de “ilaç salımı” hakkında genel bir 
bölümün yayımlanması, 1990 yılında USP 22-NF 
18’de modifiye salım sağlayan dozaj şekilleri için 23 
adet monografın yer alması, 1991’de uzatılmış salım 
sağlayan ilaçlar için pistonlu silindirin (USP appa-
rat 3) kabul edilmesi ve 1995 yılında uzatılmış salım 
sağlayan ilaçlar için sürekli akış hücresinin (USP ap-
parat 4) kabul edilmesi takip etmiştir [26-30].

Güvenilir salım profilleri elde etmek için salım test 
yönteminin çok iyi seçilmesi/tasarlanması gerek-
mektedir. Bu doğrultuda, bir in vitro salım test yönte-
minde göz önünde bulundurulması gereken hususlar 
aşağıda özetlenmiştir [31-33].

• Uygun bir salım ortamının (içerik ve hacim) seçi-
mi, etkin maddenin/maddelerin fizikokimyasal özel-
liklerine ve ilacın uygulanacak doz sıklığına ve test 
edilecek dozaj şekline göre olmalıdır.

•  Sink koşulları sağlanmalıdır, ancak zorunlu de-
ğildir. Sink koşul, salım testinin sonunda, salım or-
tamındaki etkin madde miktarının, etkin maddenin 
doygunluk konsantrasyonunun %30’unu geçmediği 
durumun sağlanmasıdır [34].

• Genel olarak, sulu bir ortam kullanılmalı ve salım, 
ilk olarak fizyolojik pH aralığında incelenmelidir. 
Yüzey aktif maddelerin eklenmesinden kaçınılmalı-
dır. Yüzey aktif madde kullanıldığında, nedeni ge-
rekçelendirilmelidir (örneğin, suda zayıf çözünür-
lüğe sahip etkin maddeler için yeterli çözünmeyi 
sağlamak için vb.). Yüzey aktif maddenin konsant-
rasyonu mümkün olduğunca düşük olmalı ve ilgili 
çözünürlük, çözünme verileri ve bilimsel kanıtlarla 
gerekçelendirilmelidir.

• İn vitro salım testi aparatının seçim nedeni 
gerekçelendirilmelidir. Palet aparatı kullanılan 
yöntemlerde, 50 rpm karıştırma hızı ile başlanması 
gerekirken, sepet aparatı kullanılan yöntemlerde 100 
rpm karıştırma hızıyla başlanması gereklidir. Uygun 
bir gerekçe ile daha yüksek karıştırma hızları uygu-
lanabilir veya farklı boyutta açıklıklara sahip sepet 
kullanılabilir.

Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy

ISSN: 2458 - 880679



• İn vitro salım testi prosedürünün geliştirilmesi 
sırasında, yöntem parametrelerinin sonuçların 
değişkenliğine katkısı araştırılmalı ve minimuma 
indirilmelidir. 

Genel olarak farmakopelerde verilen test yöntem-
lerine bakıldığında, arada ufak farklılıklar bulun-
maktadır. Avrupa Farmakopesi’nde konvansiyonel 
(hemen) ve modifiye salım sağlayan katı dozaj şekil-
lerinden ilaç salımının test edilmesinde sepet (aparat 
1), palet (aparat 2), pistonlu silindir (aparat 3), sürek-
li akış hücresi (aparat 4) yöntemleri önerilmektedir.  
Transdermal yamalar için disk üzerinde palet, hücre, 
dönen silindir aparatlarının kullanımı önerilmektedir. 
Avrupa Farmakopesi’nde ayrıca ilaçlı sakızlar için 
çiğnemeyi taklit eden sakız makinası (chewing gum 
machine) önerilmektedir [32]. 

Amerikan Farmakopesi’nde hemen salım sağlayan, 
uzatılmış salım sağlayan ve geciktirilmiş salım sağ-
layan dozaj şekillerinden ilaç salımının testi için, se-
pet (aparat 1), palet (aparat 2), pistonlu silindir (apa-
rat 3), sürekli akış hücresi (aparat 4) kullanımı öne-
rilmektedir. Transdermal yamalardan ilaç salımının 
test edilmesi için ise disk üzerinde palet (aparat 5), 
dönen silindir (aparat 6), aşağı-yukarı hareket eden 
örnek tutucu (aparat 7) yöntemlerinin kullanılması 
önerilmektedir [33].

Türk Farmakopesi’nde ise ilaç salım çalışmaları; 
katı dozaj şekilleri, transdermal yamalar ve lipofilik 
katı dozaj şekillerinin in vitro salım çalışmaları ol-
mak üzere 3 farklı başlık altında verilmektedir [35]. 
Konvansiyonel ve modifiye salım sağlayan dozaj şe-
killeri ve transdermal yamalar için önerilen aparatlar 
Avrupa Farmakopesi ile uyumludur, ek bir başlık al-
tında bulunan lipofilik katı dozaj şekillerinin in vitro 
salım testi içinse sürekli akış hücresi önerilmektedir.

Salım yöntemleri ve koşullarının seçimi, ilaç ve do-
zaj şeklinin özelliklerine göre yapılmaktadır.  Ayrıca, 
bazı farmakopelerde (örn. USP) bazı dozaj şekilleri-
ne ait monograflar da bulunmaktadır. Aksi gerekme-
diği takdirde farmakopeye uyulması gerekmektedir. 
Öte yandan, nanopartiküler sistemler için halihazır-
da farmakopelerde kayıtlı herhangi bir in vitro salım 
testi bulunmamaktadır.  Nanopartiküler sistemlerin 
davranışının incelenmesinde kullanılacak bir in vit-
ro salım testinin seçiminde uygun aparatın ve salım 
koşullarının (salım ortamı, karıştırma tipi vb.) belir-
lenmesi çok önemlidir. Bu seçimin, uygulama yerine 
ve formülasyonun etki yerine göre yapılması uygun 
olacaktır, ancak kompleks yapılar olan nanoparti-

küler ilaç taşıyıcı sistemler için in vivo koşulları bu 
doğrultuda taklit etmek kolay değildir [36,37].

3. Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemler 
için kullanılan in vitro salım test 
yöntemleri

İn vitro salım testleri, sadece ilaç kalitesini ve 
performansını sağlamak için değil, aynı zamanda 
nanopartiküler ilaç sistemlerinin ürün geliştirme 
süreçlerinde de yardımcı olmak için önemli bir araçtır. 
Nanopartiküler sistemler için düzenleyici otoriteler 
tarafından önerilen resmi in vitro salım yöntemle-
ri mevcut olmaması sebebiyle, mevcut farmakope 
yöntemlerinin modifikasyonuyla yeni yöntem geliş-
tirilmesi ilk seçenek olarak karşımıza çıkmaktadır 
[2,21]. Birçok çalışmada, USP aparat 2 (palet), USP 
aparat 4 (akış hücresi) ve modifiye edilmiş akış hüc-
resi, nanopartiküler sistemlerden in vitro salımı test 
etmek için kullanılmıştır [38-41]. Nanopartiküler 
ilaç sistemlerinin in vitro salım çalışmasında kulla-
nılan akış hücresi yönteminde, akış hücresinin çapı, 
reseptör kompartmanın hacmi gibi özellikler değiş-
tirilmiş, salım ortamının akış hızı oldukça düşük 
olarak ayarlanmıştır. Nanopartiküler sistemlerde en 
sık karşılaşılan sorun agregasyondur (topaklanma). 
İn vitro salım çalışmaları sırasında, nanopartiküler 
sistemlerde oluşabilecek agregasyonu önlemek için 
karıştırma hızının, örnek alma yönteminin (santrifüj, 
ultrasantrifüj, filtrasyon vb.), uygulanacak in vitro 
salım testi yönteminin seçimi vb. parametreler önem 
arz etmektedir [42-45]. Bu kapsamda, sürekli akış 
hücresi yönteminde cam boncukların akış hücresine 
eklenmesi, in vitro salım testi sırasında agregasyonu 
en aza indirmek için tercih edilen yollardan bir tane-
sidir [37]. 

Nanopartiküler sistemlerde in vitro salım testleri, 
genellikle uzun zaman boyunca (örn., birkaç hafta) 
sürdürüldüğü için, salım ortamının buharlaşmasını 
engellemek amacıyla önlemler alınmalıdır. Ayrıca 
bu süreçte mikrobiyal kontaminasyonu önlemek için 
uygun koruyucular ilave edilebilir. Bu amaçla kulla-
nılmak üzere birçok antimikrobiyal madde (metil pa-
raben, etil paraben, sorbik asit, sodyum benzoat vb.) 
mevcuttur ancak seçim yapılırken etkin maddenin 
yanı sıra diğer formülasyon bileşenleri ile geçimli-
liği ve test ortamının pH’sı da göz önünde bulundu-
rulmalıdır. Antimikrobiyallerle ilgili olarak, iyoni-
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zasyon özellikleri ve fizikokimyasal etkileşimler ve 
analitik girişimler de incelenmelidir [37].

Salım ortamının içeriği belirlenirken, sistemin uygu-
lanacağı bölgedeki sıvıların ozmolaritesi, pH’sı ve 
tampon kapasitesi dikkate alınmalıdır [46,47]. Salım 
profilini uygun şekilde karakterize etmek için uygun 
test süresi ve örnek alma aralıklarının doğru olarak 
belirlenmesi gerekmektedir. Yüksek sıcaklık ve ilaç 
salımını artıracak pH gibi hızlandırılmış koşullarda 
yapılan salım testleriyle de başarılı sonuçlar alındığı 
bildirilmiştir [48,49].

Nanopartiküler sistemlerden ilaç salımının test edil-
mesinde genel olarak i) örnek alma ve ayırma, ii) sü-
rekli akış ve iii) membran difüzyon yöntemleri kul-
lanılmaktadır [2]. Birçok çalışmada ise bu üç yön-
temin farklı kombinasyonları kullanılmıştır [50-53]. 
Aşağıdaki bölümlerde nanopartiküler ilaç taşıyıcı 
sistemlerden ilaç salımının test edilmesinde sıklıkla 
kullanılan bu yöntemler detaylı olarak açıklanmıştır. 

3.1. Örnek alma ve ayırma yöntemi

Bu yöntem, esas olarak basit ve kolay uygulanabilir 
olması nedeniyle özellikle polimerik partiküler sis-
temlerin vitro salım testi için kullanılan en yaygın 
yöntemdir [54]. Bu yöntemde, nanopartiküler ilaç 
taşıyıcı sistem, sabit bir sıcaklıkta tutulan salım or-
tamına ilave edilir. Salım ortamından (süzüntü veya 
süpernatan) belirli zaman aralıklarında alınan ör-
neklerle salınan ilaç miktarı belirlenir ya da nano-
partiküler sistemlerde belirli zaman aralıklarında sa-
lınmamış etkin madde miktarı belirlenir, daha sonra 
toplam ilaç miktarından çıkarılarak salınan ilaç mik-
tarı hesaplanır. Bu yöntemde kullanılan düzenekler, 
salım ortamının karıştırılmasını sağlayan kısımlar 
(manyetik karıştırıcı, palet, çalkalayıcı, basket vb.) 
salım ortamının içeriği, nanopartiküler sistemlerin 
yerleştirildiği kaplar, salım ortamından alınan örnek 
hacimleri ve örnek alma teknikleri yönüyle farklı-
lıklar göstermektedir [20]. Bu yöntemin kullanıldı-
ğı çalışmalara ait örnekler Tablo 1’de özetlenmiştir. 
Salım çalışmasının yapılacağı kap tipi, salım çalış-
ması için gerekli ortam hacmine göre seçilmektedir. 
Genel olarak, 10 mL’den küçük hacimler için flakon, 
daha büyük hacimler (100-400 mL) için şişe veya 
flask tercih edilmektedir [55,56]. Nanopartiküler 
sistemlerin agregasyonunu azaltmak ve ıslanmayı 
artırmak için salım ortamının karıştırılması kritik bir 
öneme sahiptir. Bu amaçla, büyük hacimler için ge-

nel olarak USP aparat 1 veya USP aparat 2 kullanıl-
maktadır. Küçük hacimler (<10 mL) için kullanılan 
flakonlarda ise salım ortamının karıştırılması için 
manyetik karıştırıcılar veya orbital çalkalayıcılar 
gibi alternatif teknikler kullanılmaktadır [57,58].

Örnek alma ve ayırma yönteminde, örnek alma 
aşamasından sonra ayırma yönteminin seçimi de bu 
yöntemin önemli bir parametresidir. Bazı çalışmalar-
da, örnek alımından sonra salım ortamı ve nanopar-
tiküler sistemler arasında fiziksel ayrımı sağlamak 
için ayırma yöntemi olarak polimerik malzemeleri 
süzebilen uygun gözenek boyutuna sahip membran 
filtreler kullanılarak filtrasyon gerçekleştirilmiştir 
[41, 59, 60]. Ayrıca, nanopartiküler sistemlerin kü-
çük boyutları nedeniyle santrifüjleme, ultrasantri-
füjleme, ultrafiltrasyon ve basınçlı ultrafiltrasyon 
gibi yüksek enerjili ayırma tekniklerinin sıklıkla 
uygulandığı da görülmektedir [59,61]. Belirli zaman 
noktalarında salım ortamından alınan örneklerde na-
nopartiküler sistem ile salım ortamını ayırmak için 
kullanılan santrifüjleme işlemi, yüksek enerjili ayır-
ma teknikleri arasında en popüler yöntemdir. Santri-
füjlemeden sonra süpernatantta salınan ilaç miktarı 
belirlenir ya da çöken nanopartiküler sistemde salın-
madan kalan ilaç miktarı belirlenir.  Yapılan bir çalış-
mada, küçük molekül ağırlığa sahip bir ilaç olan se-
lekoksib içeren bir nanopartiküler sistemden ilaç sa-
lımı çalışmasında salım ortamından alınan örnekler 
0,45 µm’lik membran filtrelerden geçirilerek fiziksel 
ayırma işlemi gerçekleştirilmiştir [59]. Öte yandan, 
insülin, DNA gibi büyük moleküller için ultrasant-
rifüj, santrifüj gibi yüksek enerjili ayırma teknikleri 
kullanılmıştır [62,63]. Bir diğer yüksek enerjili ayır-
ma yöntemi olan basınçlı ultrafiltrasyon ile nanopar-
tiküler sistemler 5 dakika gibi kısa bir sürede salım 
ortamından tamamen ayırılabilmiştir [24,64]. Genel 
olarak, örnek alma ve ayırma yöntemi ile nanoparti-
küller sistemlerden ilaç salımının direkt olarak tayin 
edilmesi mümkündür, ancak agregasyon nedeniyle 
sorunlar çıkmaktadır. Ayrıca, filtrasyon ile örnek 
ayırma tekniğinde, filtrelerin tıkanması, ilacın filtre-
ye adsorpsiyonu vb. durumlarla karşılaşılabilmekte 
ve filtrasyon işleminden önce filtrenin doyurulması 
işlemi gerekebilmektedir [24,65]. Aynı zamanda filt-
rasyon işleminden önce gerçekleştirilmesi gereken 
filtrelerin doyurulması işlemi, ek zaman ve iş gücü 
gerçekleştirilmektedir. Örnek alma sırasında yüksek 
enerjili ayırma tekniklerinde de bazı güçlükler bu-
lunmaktadır. Yüksek enerjili ayırma işlemi sırasında 
ilaç salımının devam etmesi, sıkça karşılaşılan so-
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Tablo 1. Nanopartiküler sistemlerden in vitro ilaç salımı testi için “örnek alma ve ayırma yöntemi” nin kullanımına ait 
örnekler ve test parametreleri 

Etkin madde Nanopartiküler 
sistem

Uygulama 
yolu

Salım ortamı ve 
hacmi Karıştırıcı tipi Karıştırma 

hızı
Ayırma 
tekniği Referans

Timokinon
Lipid-

polimer hibrit 
nanopartikül

Oral 1 mL fosfat tamponu 
(pH 6,8) Çalkalayıcı 100 rpm Santrifüj 

(15.000 rpm) [67]

Likokalkon A Lipozom Oral

1 mL pH 1,2 
hidroklorik asit 

çözeltisi, 
1 mL iki kere 

distillenmiş su (pH 
7,0) ve 1 mL fosfat 
tamponları (pH 6,8 

ve 7,4)

Çalkalayıcı 100 rpm Santrifüj 
(10.000 rpm) [68] 

İnsulin Lipozom Oral

2,5 mL SGF (simule 
mide sıvısı) ve 2,5 

mL SIF (simule 
barsak sıvısı)

Çalkalayıcı Belirtilmemiş
Ultrasantrifüj 

filtresi 
(Amicon®) 

[62] 

Kolistin Lipozom Belirtilmemiş Fosfat tamponu (pH 
7,4) Çalkalayıcı Belirtilmemiş Basınçlı 

ultrafiltrasyon [24]

Selekoksib Mezopor karbon 
matris Oral

900 mL %1 sodyum 
lauril sülfat (SLS) 

içeren fosfat tamponu 
(pH 6,8), 900 mL 
%1 SLS içeren 
hidroklorik asit 

çözeltisi (pH 1,2)

USP Aparat 2     
(palet) 50 rpm

0,45 μm 
membran filtre  [58]

Doksorubisin+
Kurkumin Nanojel Belirtilmemiş

2 mL pH 7,4 tamponu 
(% 83 fosfat tamponu, 
%1 tween 80 ve %16 

metanol) ve
2 mL pH 5,8 tamponu 
(% 83 fosfat tamponu, 
%1 tween 80 ve %16 

metanol)

Çalkalayıcı Belirtilmemiş Santrifüj 
(12.000 rpm)  [69] 

Oleanolik asit Nanosüspansiyon Oral
900 mL % 0,5 (a/h) 

sodyum dodesil sülfat 
(SDS) içeren su

USP Aparat 2 
(palet) 100 rpm Belirtilmemiş [70] 

İnsülin Silika 
nanopartikül Oral

5 mL fosfat tamponu 
(pH 7,4) ve 5 mL HCl 

çözeltisi (pH 1,0)

Manyetik 
karıştırıcı Belirtilmemiş Belirtilmemiş  [71]

Diklofenak 
sodyum

Polimerik 
nanopartikül

Oküler veya 
eklem içi 
uygulama

300 mL fosfat 
tamponu (pH 6,8)

Orbital 
çalkalayıcı 50 rpm Filtrasyon [41]

Paklitaksel Polimerik 
nanopartikül İntravenöz 10 mL fosfat tamponu 

(pH 7,4)
Manyetik 
karıştırıcı Belirtilmemiş Ultrasantrifüj 

(22.000 g) [51]

Deksametazon 
fosfat

Polimerik 
nanopartikül İntravitreal 2 mL fosfat tamponu 

(pH 7,4)
Manyetik 
karıştırıcı 50 rpm Santrifüj  [72] 

Paklitaksel Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

10 mL % 0,1 (a/h) 
Tween 80 içeren 

fosfat tamponu (pH 
7,4)

Orbital 
çalkalayıcı 120 rpm Santrifüj  [73]

Sildenafil Polimerik 
nanopartikül Pulmoner

% 0,1 SDS içeren 
fosfat tamponu (pH 

7,4)
Belirtilmemiş Belirtilmemiş Santrifüj [74]
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Etkin madde Nanopartiküler 
sistem

Uygulama 
yolu

Salım ortamı ve 
hacmi Karıştırıcı tipi Karıştırma 

hızı
Ayırma 
tekniği Referans

Betametazon 
fosfat

Polimerik 
nanopartikül İntravenöz

Fötal sığır serumu 
ve fosfat tampon 
karışımı (1:1, h/h)

İnkübasyon Belirtilmemiş Santrifüj [75]

Paklitaksel Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş 5 mL fosfat tamponu 

(pH 7,4)
Orbital 

çalkalayıcı Belirtilmemiş Santrifüj [76]

Rapamisin Polimerik 
nanopartikül Oral

20 mL fosfat tamponu 
(pH 7,4) 

20 mL fosfat tamponu 
(pH 5,0)

Belirtilmemiş Belirtilmemiş Santrifüj [77]

Dosetaksel Polimerik 
nanopartikül İntravenöz 5 mL fosfat tamponu 

(pH 7,4)
Manyetik 
karıştırıcı Belirtilmemiş Santrifüj [78]

Selekoksib Polimerik 
nanopartikül Oral Suni duodenal 

çözeltisi (pH 10,0)
Manyetik 
karıştırıcı 60 rpm Santrifüj [79]

Paklitaksel Polimerik 
nanopartikül Oral 10 mL fosfat tamponu 

(pH 5,8 ve 7,4) Çalkalayıcı Belirtilmemiş Santrifüj [45]

İnsulin Polimerik 
nanopartikül Oral

25 mL pH 1,2 
tamponu ve fosfat 

tamponu (pH 6,5 ve 
7,2)

Erweka aparatı 75 rpm Santrifüj [80]

Sparfloksasin Polimerik 
nanopartikül Oküler Suni gözyaşı sıvısı 

(pH 7,4)
Mekanik 

çalkalayıcı 100 rpm Santrifüj [81]

Bovin serum 
albümin

Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş 1 mL fosfat tamponu 

(pH 7,4) Çalkalayıcı 100 rpm Santrifüj [82]

Haloperidol Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş 100-200 mL fosfat 

tamponu (pH 7,4)
Çözünme 

hücresi Belirtilmemiş Santrifüj [83]

Sefradin Proniozom Oral

500 mL pH 1,2 
tamponu (2 saat) 

sonra 500 mL fosfat 
tamponu (pH 7,4)

USP Aparat 1 
(basket) 50 rpm Filtrasyon [60] 

runlardan bir tanesidir. Kolistin yüklü lipozomların 
geliştirilmesi üzerine yapılan bir çalışmada, ilacı 
nanopartiküler sistemden ayırmak için farklı ayır-
ma teknikleri (ultrasantrifüj, santrijüjlü ultrafiltras-
yon, basınçlı ultrafiltrasyon) uygulanmış ve ayırma 
etkinliği incelenmiştir [24]. 25 °C’ de, 100 nm’den 
küçük kolistin yüklü lipozomların, 300.000 x g’de 
8 saat boyunca ultrasantrifüjlenmesiyle tam ayır-
manın sağlanamadığı, en etkin ayırma yönteminin 
ise basınçlı ultrafiltrasyon yöntemi olduğu bildiril-
miştir. Uzun süreli ve yüksek hızda yapılan yüksek 
enerjili ayırma işlemleri, emülsiyon ve lipozom gibi 
nanopartiküller sistemlerin stabilitesini etkilemekte 
ve ilaç salımının değişmesine neden olabilmektedir 
[2,24,66]. Bu yöntemde, nanopartiküler sistemlerin 

salım ortamından ayrılmasının doğru ve tam şekilde 
gerçekleştirilmesi oldukça önemlidir ve net çizgiler-
le belirlenmiş bir yöntemin var olmaması sebebiyle 
ayırma tekniğinin optimizasyonu gereklidir.

3.2. Membran difüzyon yöntemi

Membran difüzyon yönteminde, ilaç yüklü nanopar-
tiküler sistemler belirli moleküler ağırlıkta kesme 
değerine (MWCO) sahip bir diyaliz membranı ile 
salım ortamından fiziksel olarak ayrılır, ilaç yüklü 
nanopartikül, sistemin donör bölümüne eklenir. Na-
nopartiküler sistemden salınan ilaç, membrandan 
difüze olarak donör bölmeden reseptör bölmeye ge-
çer ve salınan ilaç miktarı belirli zaman aralıkların-
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da reseptör taraftan alınan örneklerde tayin edilir [2, 
54]. Membran difüzyon yöntemi, bazı çalışmalarda 
diyaliz yöntemi olarak da ifade edilmektedir [2,20].
drug release is currently assessed using a variety 
of methods including sample and separate (SS Bu 
yöntemde kullanılan diyaliz membranı, salınan ilacı 
geçirir, ancak nanopartiküler sistemin kendisini ge-
çirmez. Bu sayede örnek alma ve ayırma tekniğinden 
farklı olarak, membran difüzyon yönteminde, örnek 
alma işlemi sonrası nanopartiküler sistemlerin salım 
ortamından uzaklaştırılması işlemine gerek kalma-
maktadır [54].

Membran difüzyon yöntemi, lipozomların [84], po-
limerik nanopartiküllerin [18] ve lipit nanotaşıyıcı-
ların [85] in vitro ilaç salım profillerini araştırmak 
için yaygın olarak kullanılmaktadır. Tablo 2’de na-
nopartiküler sistemlerden ilaç salımı için membran 
difüzyon yönteminin kullanıldığı çalışmalara örnek-
ler sunulmuştur. 

Membran difüzyon yönteminde ilaç salımını etkile-
yen temel parametreler arasında karıştırma koşulu, 
donör ve reseptör hücre hacimleri arasındaki oran ve 
diyaliz membranının MWCO değeri bulunmaktadır 
[86,87]. Kullanılan diyaliz membranının gözenek 
boyutu, ilacın membranlardan serbest difüzyonu 
sağlayacak büyüklükte, nanopartiküler sistemin ge-
çemeyeceği küçüklükte olmalıdır [88]. Membran 
difüzyon yöntemiyle yapılacak in vitro salım ça-
lışmalarında çok yüksek değerde MWCO’ya sahip 
membranların kullanımı ile hem ilacın hem de na-
nopartiküler sistemin membranlardan geçişine izin 
vermektedir. Bu doğrultuda membran MWCO değe-
rinin seçimi oldukça önemlidir. Tenofovir (Mol. Ağ.: 
287,2 Da) içeren lipozom formülasyonları ile yapılan 
bir çalışmada farklı MWCO değerlerinde (20 kDa, 
25 kDa, 50 kDa) membranlarla in vitro salım çalış-
ması gerçekleştirilmiştir [89]. 20 kDa membran ile 
salımının membran tarafından baskılandığı, 25 kDa 
membran ile daha uygun bir salım elde edildiği ve 
50 kDa membranla ise 25 kDa membrana göre salım-
da anlamlı bir artış görülmediği bindirilmiştir ve bu 
nedenle membran MWCO’sunun ilaç molekül ağır-
lığının yaklaşık 100 katı olması gerektiği sonucuna 
varılmıştır. Membran difüzyon yönteminde, diyaliz 
membran boyunca ilacın taşınmasında bir itici güç 
sağlanması için diyaliz membranının iç hacminin, 
dış ortamın hacminden en az 6-10 kat daha az olması 
önerilmektedir [90]. İn vitro salım testine başlama-
dan önce, ilacın polimere veya diyaliz membranına 
bağlanma potansiyeli kontrol edilmeli, gerekirse 

farklı bir membran kullanılmalıdır. Bu yöntemde, 
ilacın membrandan difüzyonunu sağlayacak ancak 
nanopartiküler sistemin geçişine izin vermeyecek 
şekilde uygun bir gözenek boyutuna sahip bir memb-
ran kullanılmalıdır [2,54].

Membran difüzyon yöntemi, diyaliz kesesi ters di-
yaliz kesesi ve yan yana diyaliz şeklinde uygulan-
maktadır [90-93]. Diyaliz kesesi yönteminde, nano-
partiküler sistemler, salım ortamı içeren bir diyaliz 
kesesinin içine (donör) koyulur ve salım ortamı içe-
ren daha büyük hacimli kaba (reseptör) yerleştirilir 
(Şekil 1a). Bu teknikte, diyaliz kesesinin içinde bu-
lunan nanopartiküler sistemden salınan ilaç, diyaliz 
membranından difüze olarak reseptör bölmeye geçer. 
Bu yöntemde, karıştırma işlemi sadece dış ortamda 
gerçekleştirilmektedir. Diyaliz keseleri USP aparat 
1 ve USP aparat 2 ile kombine edilerek kullanıla-
bilmektedir [40,87,94]. Genel olarak, itici gücün 
oluşması için, diyaliz kesesinin iç hacmi, dış ortam 
hacminden önemli ölçüde daha küçük olmalıdır.  Do-
layısıyla, diyaliz kesesinin içine konulduğu kabın 
boyutu in vitro salım çalışması için gereken toplam 
salım ortamı hacmi dikkate alınarak seçilmelidir [2]. 
Nanopartiküler sistemlerden ilaç salımının testi için 
sıklıkla kullanılan diyaliz kesesi yöntemine ait lite-
ratür örnekleri, uygulama parametreleri ile birlikte 
Tablo 2’de özetlenmiştir.

Ters diyaliz kesesi yönteminde de diyaliz kesesi yön-
teminde kullanılan düzeneğin aynısı kullanılır ancak 
bu yöntemde farklı olarak; nanopartiküler sistemler, 
diyaliz kesesinin dışına (donör) yerleştirilir ve örnek 
alma diyaliz kesesinin içinden (reseptör) yapılır (Şe-
kil 1b). Bu yöntemin temel üstünlüğü, diyaliz kese-
sinin dışında olan nanopartiküler sistemlerin agre-
gasyonunun, donör bölmede gerçekleşen karıştırma 
işlemi sayesinde engellenmiş olmasıdır [54]. Ancak 
bu yönteminde sakıncası bulunmaktadır. Dış ortam 
hacmi, iç ortam hacmine göre daha büyük olduğu 
için; bu durum, analizin ayırt edici yeteneğini azalt-
maktadır [2].

Yan yana diyaliz yönteminde ise, bir diyaliz memb-
ranı ile ayrılmış eşit hacimde ortam içeren donör ve 
reseptör hücrelerinden oluşur.  Her iki tarafta da ka-
rıştırma yapılır (Şekil 1c). Belirli zaman noktaların-
da analiz edilmek üzere örnekler alınır, alınan örnek 
hacmi kadar salım ortamı ilave edilerek sink koşul 
sağlanır. Bazı çalışmalarda yan yana diyaliz yönte-
minin modifikasyonu olan cam sepet diyaliz yöntemi 
de kullanılmıştır. Bu yöntemde, USP aparat 1’in se-
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Şekil 1. a. Diyaliz kesesi yönteminin şematik gösterimi b. Ters diyaliz kesesi yönteminin şematik gösterimi c. Yan yana diyaliz 
kesesi yönteminin şematik gösterimi [20,91,93]’den esinlenerek çizilmiştir.

a b c

Tablo 2. Nanopartiküler sistemlerden ilaç salım testi için “membran difüzyon yöntemi” nin kullanımına ait örnekler ve uygu-
lanan parametreleri 

Etkin madde İlaç taşıyıcı sistem
Hedeflenen 
uygulama 

yolu
Salım ortamı Karıştırıcı tipi Membran 

MWCO
Karıştırma 

hızı
İç hacim/Dış 

hacim Referans

Epirubisin Altın nanopartikül Belirtilmemiş
30 mL fosfat 

tamponu 
(pH 5,0 ve 7,4)

Belirtilmemiş 3,5 kDa Belirtilmemiş 2 mL/30 mL  [3]

İzoniazid, 
Rifampisin

Sığır serum 
albümin 

nanopartikül
Belirtilmemiş

150 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Çalkalayıcı Belirtilmemiş 100 rpm 10 mL/150 ml  [96]

Resrevatrol Gümüş 
nanopartikül Belirtilmemiş pH 5,2 ve pH 7,4 

tamponu Belirtilmemiş 10 kDa 100 rpm 1 mL / 
belirtilmemiş [97]

Selekoksib Katı lipit 
nanopartikül Oral

40 mL fosfat 
tamponu 
(pH 6,8)

Çalkalayıcı 12-14 kDa 80 rpm 1 mL/40 mL [86] 

5-fluorourasil Katı lipit 
nanopartikül Oral

50 mL pH 2,0 
koşullarında ve 50 
mL farklı pH’larda 

fosfat tamponu 
(pH 4,5; 6,8 ve 

7,4)

Çalkalayıcı 12 kDa 90-100 rpm Belirtilmemiş/50 
mL [98] 

Kuinakrin Lignosülfat 
nanopartikül Belirtilmemiş

10 mL fosfat 
tamponu (pH 7,4) 
ve 10 mL fosfat 

tamponu (pH 5,5)

Çalkalayıcı Belirtilmemiş 50 rpm 2 mL/10 mL [99]

Paklitaksel Lipid-polimer 
nanopartikül Oral

20 mL % 5 (a/h) 
Tween 80 ve % 

20 metanol içeren 
fosfat tamponu 

(pH 7,4)

Manyetik 
karıştırıcı 12 kDa 200 rpm 2 mL/20 mL [100] 

Eozin B Lipozom Belirtilmemiş Fosfat tamponu 
(pH 7,2) Belirtilmemiş 12 kDa Belirtilmemiş 2 mL / 

belirtilmemiş [101] 

E vitamini ve 
melfalan Lipozom İntravenöz

50 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Manyetik 
karıştırıcı 12 kDa 150 rpm 2 mL/50 mL [102] 

Metazolamid Lipozom Oküler 50 mL simule göz 
yaşı sıvısı Belirtilmemiş 12-14 kDa 50 rpm 2 mL/50 mL [103] 

Diazepam Nanoemülsiyon Parenteral

200 mL fosfat 
tamponu ((pH 7,4) 
: metanol  80:20 

(% h/h ))

Belirtilmemiş 12 kDa Belirtilmemiş 2 mL/200 ml [104]

Metotreksat Nanoemülsiyon Subkütan Fosfat tamponu 
(pH 7,4)

Manyetik 
karıştırıcı Belirtilmemiş 50 rpm Belirtilmemiş [105] 

Posakonazol Nanoemülsiyon Oral 25 mL fosfat 
tamponu (pH 7,4) Belirtilmemiş Belirtilmemiş Belirtilmemiş 1 mL/25 mL [106] 

Sefaleksin Nanoemülsiyon Oral 900 mL 0,1 N HCl 
(pH 1,2)

USP Aparat 2 
(Palet) 12 kDa 100 rpm Belirtilmemiş 

/900 mL [87] 
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Disülfiram Nanosüspansiyon Belirtilmemiş
250 mL fosfat 

tamponları (pH 6,8 
ve 7,4)

Çalkalayıcı 3,5 kDa 100 rpm 3mL/250 mL [107]

Kandesartan 
sileksetil Niozom Oral

50 mL% 0,1 (a/h) 
Tween 80 içeren 
simüle bağırsak 
sıvısı (SIF) (pH 

6,8)

Çalkalayıcı Belirtilmemiş 60 rpm Belirtilmemiş 
/50 mL [108] 

5-Fluorourasil Polimerik 
nanopartikül Oral

100 mL pH 1,2; 
4,5; 7,0; 7,5 

tamponu

USP Aparat 2 
(Palet) 3,5 kDa Belirtilmemiş Belirtilmemiş / 

100 mL [40]

Doksorubisin Polimerik 
nanopartikül İntravenöz

20 mL fosfat 
tamponları

(pH 5,0 ve pH 7,4) 
Çalkalayıcı 3,5 kDa 120 rpm Belirtilmemiş / 

20 mL [109] 

Dosetaksel Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

40 mL% 0,5 (h/h) 
tween 80 içeren 
fosfat tamponu 

(pH 5,5) ve 40 mL 
% 0,5 (h/h) tween 
80 içeren fosfat 

tamponu (pH 7,4)

Çalkalayıcı 12-14 kDa 100 rpm 2 mL/40 mL [110] 

Kurkumin Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

Askorbik asit 
(antioksidan) ve 
sodyum dodesil 

sülfat (yüzey aktif 
madde) içeren 30 

mL fosfat tamponu 
(pH 7,4)

Orbital 
çalkalayıcı 100 kDa Belirtilmemiş 3 mL/30 mL [111]

Diazepam Polimerik 
nanopartikül Oral

100 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Manyetik 
karıştırıcı Belirtilmemiş 100 rpm 5mL/100 mL [112]

Tarenflurbil Polimerik 
nanopartikül İntranazal

10 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Çalkalayıcı su 
banyosu 12 kDa 100 rpm 1mL/ 10 mL [113]

Deksketoprofen 
trometamol

Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

100 mL fosfat 
tamponu
 (pH 7,4)

Belirtilmemiş 12-14 kDa 100 rpm 1mL/100 mL [114]

Diklofenak Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

150 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Çalkalayıcı 12-14 kDa 100 rpm 5mL/150 mL [18]

İmatinib Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

45 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Çalkalayıcı Belirtilmemiş 90 rpm 5 mL/45 mL [115]

Doksorubisin Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

30 mL fosfat 
tamponu 

(pH 5,5) ve 30 mL 
fosfat tamponu 

(pH 7,2)

Belirtilmemiş 10 kDa 100 rpm 0,5 mL/30 mL [116]

Rosuvastatin Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş 40 mL fosfat 

tamponu
Manyetik 
karıştırıcı 12 kDa Belirtilmemiş Belirtilmemiş 

/40 mL [117] 

Deksametazon Polimerik 
nanopartikül Oküler

2,5 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Belirtilmemiş 14 kDa Belirtilmemiş Belirtilmemiş 
/2,5 mL  [118] 

Metotreksat Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

Fosfat tamponu 
(pH 4,0; 7,2 ve 

9,0)
Çalkalayıcı 12-14 kDa 50 rpm Belirtilmemiş [119] 

Paklitaksel Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş Fosfat tamponu 

(pH 7,4) Çalkalayıcı Belirtilmemiş Belirtilmemiş Belirtilmemiş [120] 

İbuprofen Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

100 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Modifiye USP 
basket aparatı

12-14 kDa ve 
50 kDa 50 rpm 2 mL/100 mL [52]

Nimodipin Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

200 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Manyetik 
karıştırıcı 10 kDa Belirtilmemiş 5 mL/200 mL  [121]

Sisplatin Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

30 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Çalkalayıcı 12 kDa Belirtilmemiş 1 mL/30 mL [122]
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peti, cam ile çevrili olup tabanı bir diyaliz membran 
ile kapatılmıştır. Çoğunlukla, lipit bazlı nanosistem-
lerin (ör. lipit nanokapsüller ve lipozomlar) in vitro 
salım testi için tercih edilen bu yöntemde ise sink 
koşul sağlanamamaktadır [52,95].

3.3. Sürekli akış yöntemi

Sürekli akış yönteminde (USP aparat 4), ilaç yüklü 
nanopartiküler sistemin yer aldığı küçük hacimli bir 
hücre, salım ortamı rezervuarı, bir pompa ve salım 
ortamının bu pompa ile hücre içinden aktığı bir akış 
hücresi ile donatılmış bir sistem kullanılmaktadır. 
USP aparatı 4, normalde USP’de modifiye salım sağ-
layan oral dozaj şekillerinin in vitro salım testi için 
geliştirilmiş olup akış hızı, hücre tiplerinin çeşitliliği 
ve salım ortamı hacminin esnek olması nedeniyle de-
ğişik dozaj şekilleri için de bu yöntem uygulanmak-
tadır [131,132]. Bu yöntemde, ilaç salımı, nanopar-
tiküler sistemleri içeren hücreden geçerek sistemde 
sürekli sirküle edilen ortamda gerçekleşir ve elüent 
periyodik aralıklarla toplanarak analiz edilir [93].

Örnek alma ve ayırma ve membran difüzyon 
yöntemlerine göre sürekli akış yönteminin nanopar-
tiküler sistemler için kullanımı daha kısıtlıdır. Sü-
rekli akış yönteminde, düzenekte sirküle olan salım 
ortamının akış hızı, pompanın tipine (şırınga veya 
peristaltik) ve kullanılan filtrelere göre ayarlanmalı-
dır [39, 41]. Salım ortamının düşük akış hızı, nano-

partiküler sistemlerden etkin maddenin yavaş veya 
eksik salımına neden olan önemli bir parametre ola-
rak bildirilmiştir [20]. Bu yöntemde kapalı ve açık 
sistem olmak üzere 2 tip akış sistemi tercih edilebilir 
[133,134]. Kapalı sistem sürekli akış yönteminde, 
salım ortamı; ilaç yüklü nanopartiküler sistemleri 
içeren bir hücreden sürekli olarak geçer ve salınan 
ilaç miktarı sürekli sirküle olan bu salım ortamından 
belirli bir süre boyunca tayin edilir; açık sistemde ise 
bir fraksiyon (örnek) toplayıcı mevcuttur ve belirli 
zaman noktalarında salım ortamı ilaç yüklü nano-
partiküler sistemleri içeren bir hücreden sadece bir 
kez geçerek bu toplayıcıda toplanır (Şekil 2) [135]. 
Dolayısıyla, açık sistemde elde edilen analiz sonuç-
ları, belirli zaman aralıklarında salınan kümülatif ol-
mayan ilaç miktarını verirken, kapalı sistemden elde 
edilen analiz sonuçları salınan kümülatif ilaç mikta-
rını vermektedir. Genel olarak, ekipmanın otomatik 
kurulum olması, kapalı (tam ve sürekli olarak dola-
şan ortam) ve açık (tam ve sürekli olarak dolaşım 
yapmayan ortam) sistemlerdeki sürekli akış yönte-
miyle rutin örnek almayı ve ortam değişimini basit-
leştirmektedir. Bununla birlikte, sürekli akış yöntemi, 
cihaz maliyetinin yüksekliği, kurulum zorluğu, hüc-
relerde yer alan filtrelerin tıkanması, ilacın filtre ve 
cam boncuklara adsorpsiyonu ve buna bağlı olarak 
da akış hızını sabit tutmakta yaşanan zorluklar gibi 
çeşitli sakıncalara sahiptir [20].

Nimodipin Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

200 mL fosfat 
tamponu 
(pH 6,8)

Manyetik 
karıştırıcı 12 kDa Belirtilmemiş 5mL/200 mL [123]

Lidokain Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş 25 mL fosfat 

tamponu Belirtilmemiş 50 kDa Belirtilmemiş 5 mL/25 mL [124]

Breviskapin Polimerik 
nanopartikül İntravenöz

20 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Manyetik 
karıştırıcı 8 kDa 150 rpm 5 mL/20 mL [125]

Triptolid Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş Fosfat tamponu 

(pH 7,4)
Manyetik 
karıştırıcı 8 kDa Belirtilmemiş 5 mL/- [126] 

Estradiol Polimerik 
nanopartikül Oral

15 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Çalkayıcı 12 kDa 100 rpm 1 mL/15 mL [127] 

Norfloksasin Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

50 mL fosfat 
tamponu
 (pH 7,4)

Manyetik 
karıştırıcı 12 kDa 100 rpm 2 mL/ 50 mL [128] 

Propafenon Polimerik 
nanopartikül Belirtilmemiş

10 mL fosfat 
tamponu 
(pH 7,4)

Horizontal 
çalkalayıcı 6-8 kDa 200 rpm 2,5 mL/10 mL [129] 

Terkonazol Silika nanopartikül Oküler
20 mL izotonik 
fosfat tamponu 

(pH 7,4)
Çalkalayıcı Belirtilmemiş 160 rpm 1 mL/20 mL [130] 
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Tablo 4. İn vitro salım test yöntemlerinin karşılaştırılması 

Örnek Alma ve Ayırma Yöntemi Membran Difüzyon Yöntemi 
(Diyaliz Kesesi Yöntemi) Sürekli Akış Yöntemi

Örnek Kabı Salım ortamının hacmine bağlı 
olarak şişe, flask veya flakon Diyaliz kesesi Sürekli akış hücresi

Örnek Alma

Çeşitli ayırma teknikleri kullanılarak 
(filtrasyon, santrifüj, ultrasantrifüj 

vb.) çöken nanopartiküler 
sistemlerden veya süpernatanttan 

örneğin alınması

Membranın dışını saran ortamdan (dış 
ortamdan) örneğin alınması

Nanopartiküler sistemleri içeren 
hücre içinde sürekli akışın 

sağlandığı ortamdan örneğin 
alınması

Üstünlükleri
İlk açığa çıkma etkisinin doğru 

ölçümü ve sink koşullarının 
sağlanabilmesi

Nanopartiküler sistemlerin dış 
ortamdan fiziksel olarak ayrılması 

nedeniyle örnek alma ve ortam 
değiştirmenin kolayca sağlanabilmesi

Örneklerin otomatik olarak 
sürekli toplanabilmesi ve analiz 

edilebilmesi 

Birden fazla zaman noktasının 
analizi, salım profilinin tümünün 

incelenmesine izin vermesi

Sakıncaları
Uğraştırıcı örnek alma süreci ve 

nanopartiküler sistemlerin ortamdan 
istenmeyen şekilde uzaklaşması

Dış ortamla yavaş dengeleme 
nedeniyle ilk ilaç salım seviyelerinin 

doğru ölçümünün sınırlı olması

Filtrenin tıkanması nedeniyle akış 
hızındaki değişiklik yaşanabilmesi 

ve ortamın hızlı bir şekilde 
değiştirilememesi, sistemin pahalı 

olması, sık bakım gerektiren 
ekipmanların kullanılması ve uzun 
süreli salım çalışmalarının zorluğu

Tablo 3. Nanopartiküler sistemlerden ilaç salım testi için “sürekli akış yöntemi” nin kullanımına ait örnekler ve uygulanan 
parametreleri 

Etkin 
madde

Uygulama 
yolu

Nanopartiküler 
sistem Salım ortamı Akış hızı Cam boncuk 

kullanımı

Akış sistemi 
tipi (kapalı/

açık)
Referans

Atorvastatin Oral Polimerik 
nanopartikül pH 6,8 fosfat tamponu 8 mL/dk, 16 

mL/dk
4 g 1 mm cam 

boncuk Kapalı [41] 

Piroksikam Oral Polimerik 
nanopartikül

pH 1,2 tamponu (ilk 
15 dk), pH 4,5 (15 dk-
30 dk arası) tamponu, 
pH 6,8 tamponu (30-

240 dk arası)

6 mL/dk 7 g 1 mm cam 
boncuklar Açık [39] 

Amfoterisin 
B İntravenöz Lipozom pH 7,4 tamponu 16 mL/dk Belirtilmemiş Kapalı [136]

Şekil 2. Sürekli akış yönteminin, kapalı ve açık sistem olarak şematik gösterimi [54]’den esinlenerek çizilmiştir.
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4. Yöntemlerin karşılaştırılması
Kompleks bir yapıya sahip olan nanopartiküler sis-
temlerin in vitro salım testi için kullanılacak yöntem 
ve koşulların doğru seçilmesi sağlıklı sonuç elde 
edilmesi yönüyle çok önemlidir. Nanopartiküler sis-
temlerin in vitro salımını incelemek için kullanılan 
yöntemlerin birbirlerine üstünlüklerini ve sakınca-
larını değerlendirmek ve doğru, güvenilir yöntemin 
belirlenmesi amacıyla birçok çalışma yapılmıştır 
[41,137,138].

Bu bölümde, yukarıda ayrıntılarıyla açıklanan yön-
temler için kritik parametrelerinin belirlenmesi 
üzerinde durulacak ve bu amaçla yapılan çalışmalara 
örnek verilecektir.

Örnek alma ve ayırma yönteminde gerçekleştirilecek 
örnek ayırma yöntemini belirlemek ve örneğin ortam 
içerisinde karıştırılmasında kullanılacak karıştırma 
tipinin seçimi, bu yöntemin kritik basamaklarını 
oluşturmaktadır. Örnek ayırma yönteminden (santri-
füj, ultrasantrifüj vs.) nanopartiküler ilaç taşıyıcı sis-
temin salımının etkilenmemesi ve dışardan uygula-
nan bu enerji ile nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemin 
zarar görmemesi gerekmektedir. Bu doğrultuda, lipo-
zom, emülsiyon gibi ilaç taşıyıcı sistemlerde yüksek 
enerjili ayırma tekniklerinin kullanımının bu sistem-
lerin stabilitesini etkileyerek salım profilini değiş-
tirebileceği göz önünde bulundurulmalıdır. Benzer 
şekilde, karıştırma tipinin seçimi de nanopartiküler 
ilaç taşıyıcı sistemlerden etkin maddenin salımının 
doğru şekilde analiz edilebilmesi için önemlidir. 

Membran difüzyon yönteminde ise ilacın membran-
dan difüzyonu söz konusudur, bu durumda seçilecek 
olan membranın MWCO değeri, membranın nano-
partiküler ilaç taşıyıcı sistemle ve etkin maddeyle 
geçimliliği, difüzyonun gerçekleşmesinde bir itici 
gücün oluşması için membran içi ve dışı arasındaki 
hacimleri, bu yöntemin kritik parametrelerini oluş-
turmaktadır. Bu doğrultuda, bu yöntemde etkin mad-
denin membrandan difüzyonunu engellemeyecek ve 
nanopartiküler sistemin de geçemeyeceği bir memb-
ran MWCO’nun seçilmesi önemlidir. Ayrıca seçilen 
membranın etkin madde ve nanopartiküler sistemle 
geçimli olması da diğer bir önemli özelliktir. Memb-
ranın iki tarafındaki salım ortamı hacminin belirlen-
mesi önemli bir kriterdir. İlacın membrandan difüz-
yonunun gerçekleşmesi için gerekli itici gücün oluş-
turulması amacıyla diyaliz kesesinin iç hacminin, dış 
ortam hacminden önemli ölçüde daha küçük olması 
gerekmektedir [18,103,104,107].

Sürekli akış hücresi yönteminin seçiminde ise kul-
lanılan filtrelerin tıkanmaması ve akış hızının ayar-
lanması kritik parametreleri oluşturmaktadır. Filtre-
lerin tıkanmaması için nanopartiküler ilaç taşıyıcı 
sistemin sürekli akış hücresine cam boncuklarla (1 
mm çaplı) birlikte eklenmesi, çalışmaların farklı akış 
hızlarında yapılarak akış hızının optimizasyonunun 
sağlanması önemlidir. 

Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemler için in vitro ilaç 
salımı test yöntemlerinin özellikleri karşılaştırmalı 
olarak Tablo 4’te özetlenmiştir. Uygulama yönüyle, 
örnek alma ve ayırma yöntemi en kolay olanıdır [92]. 
Bu yöntem genellikle ani (burst-out) salımın tayini 
için uygundur, ancak örnekleme sürecinin uğraştırıcı 
olması ve örnek alma sırasında nanopartiküllerin is-
tenmeden ortamdan uzaklaştırılma ihtimalinden do-
layı sakıncaları mevcuttur. Membran difüzyon yön-
teminde ise salınan ilacı nanopartiküler sistemden 
ayırmak için zaman alıcı bir prosedüre ihtiyaç yok-
tur, çünkü nanopartiküler sistemlerin ve salınan ila-
cın bulunduğu ortam zaten bir membran ile fiziksel 
olarak ayrılmıştır. Bu nedenle, membran difüzyon 
yöntemi, örnek alma işlemi sırasında nanopartikül 
kaybı olasılığını en aza indirir. Membran difüzyon 
yönteminin sakıncası ise, diyaliz membranının doğal 
bariyer özelliklerinden dolayı, diyaliz kesesinin içi 
ve dışı arasındaki dengenin yavaş sağlanmasıdır. Bu 
durum özellikle, ani salıma sahip formülasyonlarda 
salınan başlangıç ilaç seviyelerinin doğru analizini 
sınırlayabilmektedir [138]. Ayrıca, ilacın ve nano-
partiküler sistemin membran ile geçimsizliği varsa, 
bu yöntem kullanılamaz. Sürekli akış yönteminde, 
USP aparat 4 kullanılmaktadır ve otomatik bir işlem 
olması nedeniyle üstünlükleri vardır. Örnek alma ve 
ayırma yöntemi ve membran difüzyon yönteminde 
ise örnek alma işlemi otomatik değildir ve emek 
gerektirir. Sürekli akış yönteminde ilacın salımının 
sadece saniyeler, dakikalar içinde otomatik olarak 
sürekli örneklenmesi ve analiz edilmesi mümkün-
dür [139]. Sürekli akış yönteminin sakıncaları ara-
sında pahalı oluşu, filtrelerin arızalanması sayılabilir 
[91,93]. 

Gite ve ark., atorvastatin için geliştirdikleri nano-
partiküler sistemlerden in vitro ilaç salımını incele-
mek için sürekli akış ve diyaliz kesesi yöntemleri-
ni karşılaştırmışlardır. Diyaliz kesesi yöntemi için 
karıştırıcı olarak USP aparat 1 (sepet) kullanılmış, 
nanopartiküller 37 ± 0,5°C’de %1,5 SLS içeren pH 
6,8 fosfat tamponunda süspande edilerek diyaliz 
kesesine yerleştirilerek farklı karıştırma hızlarında 
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(75 rpm, 100 rpm, 125 rpm) in vitro salımı incelen-
miştir. Farklı karıştırma hızlarının salım profilinde 
anlamlı bir fark yaratmadığı belirlenmiştir ve ilacın 
% 68’inden fazlasının salınmaması, diyaliz membra-
nının salımı engellediğini düşündürmüş, bu nedenle 
ilacın tamamen salınmasını sağlamak için alternatif 
olarak sürekli akış yönteminin kullanılmasına karar 
verilmiştir. Sürekli akış yönteminde ise aynı tampon 
farklı akış hızlarında (8 mL/dak., 16 mL/dak.) pom-
palanarak; kapalı tip sürekli akış hücresinde 60 dak. 
boyunca örnekler analiz edilmiş, 60 dak. sonunda 
salımın %65’inden fazlasının gerçekleşmediği ve 
akış hızının salım profilinde anlamlı bir fark oluş-
turmadığı belirlenmiştir. Bu sebeple de sürekli akış 
hücresi yönteminde modifikasyona karar verilmiş-
tir. Nanopartiküler sistemin sürekli akış hücresine 
1 mm’lik cam boncuklarla karıştırılıp eklenmesi ile 
ilacın %100’ünün salınmasının sağlandığı bildiril-
miştir [41].

Bir başka çalışmada, E vitamini içeren nanoemül-
siyonlardan ilaç salımının tayinin de diyaliz kesesi, 
ters diyaliz kesesi ve diyaliz kesesi içeren sürekli 
akış hücresi yöntemi karşılaştırılmıştır. Derinin fizi-
kokimyasal özelliklerine uygun olacak şekilde salım 
ortamı olarak %2 (a/a) Labrasol içeren asetat tampo-
nu (pH 5,5) seçilmiş ve salım ortamının sıcaklığı 32 
± 0,1°C olarak ayarlanmıştır. Diyaliz kesesi yönte-
minde, diyaliz membranının gözenek boyutunun di-
füzyonu kısıtlama olasılığını incelemek için 50 kDa 
ve 100 kDa MWCO denenmiş ve aralarında anlamlı 
bir fark bulunmaması nedeniyle çalışmalara 50 kDa 
MWCO’ya sahip membran ile devam edilmiştir. Di-
yaliz membranı salım çalışmasına başlamadan önce 
salım ortamında 24 saat bekletildikten sonra, E vi-
tamini nanoemülsiyonu diyaliz keselerine koyulmuş 
ve salım ortamına (200 mL) yerleştirilmiştir. 100 
rpm’de çalkalayıcı su banyosunda karıştırılmıştır. 
Ters diyaliz kesesi yönteminde ise aynı koşullarda, 
E vitamini içeren nanoemülsiyonlar kesenin dışın-
daki ortama ilave edilmiş ve sink koşul sağlanmış-
tır. Sürekli akış hücresinde de aynı koşullar (sıcak-
lık, tampon, sink koşulu) kullanılarak in vitro salım 
çalışması gerçekleştirilmiştir. Yapılan çalışmalar 
sonucunda diyaliz kesesi yönteminde elde edilen E 
vitamini salımının diğer iki yönteme göre daha yavaş 
olduğu, ters diyaliz kesesi ve diyaliz kesesi içeren 
sürekli akış yöntemleriyle elde edilen salım profille-
rinin de benzer olduğu bildirilmiştir [137].

Manna ve ark. ise çok tabakalı lipozomlardan 
bupivakain’in salımının doğru değerlendirilmesi için 

uygun in vitro salım yönteminin geliştirilmesi ama-
cıyla çalışma yapmışlardır. Bu kapsamda, karıştırıcı 
olarak USP 2 (palet) kullanılan diyaliz kesesi yönte-
mi, ters diyaliz kesesi yöntemi ve karıştırıcı olarak 
çalkalayıcı kullanılan örnek alma ve ayırma yönte-
mi ile salım çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Diyaliz 
kesesi yönteminde, 10 kDa, 20 kDa, 50 kDa ve 100 
kDa MWCO membranlar denenmiştir. Her diyaliz 
membranı, % 0,5 Sodyum dodesil sülfat (SDS) içe-
risinde bekletilmiş ve su ile yıkanmıştır. Bupivakain 
içeren lipozomlar, 200 mL fosfat tamponu içeren ve 
USP 2 (palet) ile karıştırılan salım ortamına diyaliz 
keseleri içinde ilave edilmiş ve belirli zaman ara-
lıklarında alınan örnekler analiz edilmiştir. MWCO 
değeri arttıkça difüzyon hızının arttığı görülmüş 
olup difüzyonunun kısıtlanmaması için çalışmaya 
en yüksek MWCO değerine sahip (100 kDa) memb-
ran diyaliz keseleriyle devam edilmiştir. Ters diyaliz 
kesesi yönteminde ise lipozomlar salım ortamına 
ilave edilmiş ve 100 kDa MWCO membrana sahip 
diyaliz kesesinin içinden belirli zaman aralıklarında 
örnekler alınmıştır. Örnek alma ve ayırma yöntemin-
de ise, mikrosantrifuj tüplerinde bulunan lipozomlar 
farklı pozisyonlarda (horizontal, vertikal, 45°) 12 
rpm hızında karıştırılmış, belirli zaman aralıklarında 
alınan örnekler, santrifüj edildikten sonra süperna-
tantlarda salınan etkin madde miktarı tayin edilmiştir. 
Yapılan çalışmada vertikal karıştırmanın, 45° pozis-
yonlarında ve horizontal karıştırmaya göre anlamlı 
derecede daha hızlı salım ile sonuçlandığı görülmüş-
tür. Bu doğrultuda, en uygun karıştırma pozisyonu 
olarak vertikal karıştırma seçilmiştir [140].

5. SONUÇ

Son yıllarda hastalıklardan korunma, teşhis ve teda-
visinde kullanım onayı alan nanopartiküler sistem 
sayısında önemli artışlar olduğu görülmektedir. Yeni 
geliştirilen bir nanopartiküler sistemden ilacın salı-
mının güvenilir biçimde ve doğru olarak değerlendi-
rilebilmesi; ilacın kalitesi, etkililiği ve güvenliliğini 
garanti etmek yönüyle oldukça önemlidir. Nanopar-
tiküler ilaç taşıyıcı sistemlerden ilaç salımının ince-
lenmesi için, bu derlemede üzerinde durulan örnek 
alma ve ayırma, membran difüzyon, sürekli akış 
gibi farklı yöntemler kullanılmakta olup, her birinin 
farklı üstünlük ve kısıtlamaları bulunmaktadır. Bu 
doğrultuda, tüm formülasyonlar için tek ve üstün bir 
in vitro salım testi yönteminden bahsetmek mümkün 
değildir. Dolayısıyla, bu sistemlerden ilaç salımının 

Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy

Volume 43 / Number 1 / March 2023 / pp. 78-98   Çobanoğlu et al.90



tayininde kullanılacak yöntemin ve parametrele-
rin (düzenek, salım ortamı, salım ortamının hacmi, 
örnek alım zamanı, akış hızı vb.) seçimi, doğru de-
ğerlendirme yapabilmek için önemli bir basamak-
tır. Geliştirilen ilaç sistemi için en uygun ilaç salım 
test yöntemine karar verebilmek için, öncelikle bu 
yöntemlerin karşılaştırmalı olarak değerlendirilerek 
seçiminin yapılması, daha sonra her bir formülasyon 
için kritik parametrelerinin belirlenmesi gereklidir. 
Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerin kompleks 
yapısı nedeniyle, in vitro ilaç salım testi yöntemle-
ri için her formülasyona uyan tek bir yaklaşımdan 
bahsetmenin mümkün olmaması ve bu sistemler 
için farmakopede önerilen salım sistemlerinin henüz 
bulunmaması sebebiyle, nanopartiküler ilaç taşıyıcı 
sistemlerin in vitro salım testlerine karar verirken 
formülasyon bazlı düşünülmesinde yarar vardır. 
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