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1. GIRIS

Astim, solunum yollarinin ¢evresel faktorlerle birlikte daha duyarli hale
gelmesi sonucunda mukoza tabakasinda meydana gelen siskinlik durumudur. Bu
siskinlik, hava akimini engeller ve solunum gii¢liigii olusturur. Boyle ataklarin

yasandig1 evrelere astim nobetleri denir.

Alerjik astimin goriildiigii donemler, bahar ve yaz aylardir. Alerjik astim,
toplumun ortalama yiizde 20- 25’ inde goriilmektedir. Kadmlarda alerjik nezle
tedavisinin  tamamlanmadigi durumda astim goriilebilir.  Alerjiler, havadaki
partikiillerin burun tarafindan hassas bir sekilde algilanip tepki vermesi sonucu
olusur. S6z konusu partikiiller akcigerde alerjik astima, gozde ise alerjik
konjonktiviteye yol agabilir. Alerjik durumlar, gevresel etkenlere ve genetige bagl

olarak meydana gelebilir.

Astim hastalarinda oksiirme, nefesin gogiiste sikismasi ve nefes alip verirken
hirtltt gorilir. Bu belirtiler alerjik durumlarla, spor sonrasinda veya dinlenme
halinde tekrarli hale geldiginde astim tanisi kesinlesir. Belirtiler, iki atak arasinda
goriilmez. Astim tanisi, Solunum fonksiyon testleri ve diger tibbi kontrol sonuglari ile

netlestirilmektedir.

Bronsit, akcigerlere hava gegisini  saglayan bronslarin  i¢  ¢eperinin
iltihaplanmasidir. Akut ve kronik olmak ftizere gesitleri mevcuttur. Kronik bronsitin
akut brongite gore daha ciddi bir iltithaplanma oldugu bilinmektedir. Kronik bronsit
tedavi gerektirir. Akut bronsit ise grip seviyesindeki bir iltihaplanmadir.


https://www.memorial.com.tr/bolumler/alerji-hastaliklari/

saghkh brons daralmis brons

@ Y

Sekil 1.1. Bronglarin i¢ yiizey goriiniimil. (a), normal brons; (b), bronsit

Bronsit genellikle grip, kizamik gibi hastaliklarda goriliir. Sisli ve soguk
havada niiksetmektedir. Bronsitin ilk evrelerinde kuru ve agrili 6ksiiriik, az yapiskan
balgam goriiliir. Daha sonraki evrelerde ise irinli balgam, hafif ates ve halsizlik

goriiliir. Sekil 1.1 de bronglarin normal ve bronsit hali gdsterilmistir.

Soguk alginligindan sonra Oksiiriikle beraber ates goriilmektedir. Soluk
borusunda ve bronslarn i¢inde iltihap olusur. Bronslarda iltihaba karsi ortaya ¢ikan
savunma tepkisi  Oksiiriiktiir. Brongit durumunda ise bronstaki mukoza
iltihaplandigindan i¢ c¢eperdeki mukus salgis1 artar. Damarlarda asirt miktarda kan
toplanir. Kanin sivi kismi brons bosluguna sizar. Bu sizintiya eksiida denir. Sizint1

bronslarda yabanci madde etkisi olusturur.

Bronsitin ikinci belirtisi balgam ¢ikarmadir. Bu durum, damarin dig kismina

sivinin sizmasi ve artan mukus salgisi sonucu ortaya ¢ikar.

Kronik bronsit i¢cin tam ve agik nedenler saptanamamistir. Sebebiyet veren
durumlarin basinda sigara, kirli hava ve solunum yolu enfeksiyonlar1 bulunmaktadir.
Bu ¢ etken bir araya geldiginde brons mukozasinin iltithaplanmasi kolaylasir.
http://www.renklinot.com/saglik/hastalik-ve-tedavi/bronsit-nedir-bronsit-belirtileri-
ve-bronsit-tedavisi.html (Erisim Tarihi: 06/03/2019).

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH), sigaranin ve benzer madelerin
sebep oldugu bir hastaliktir. Mikrobik degildir. Iltihapli bir solunum yolu
hastaligidir. ’Kronik’” devamlilik gosteren; ’obstriiktif”’ ise tikayan anlamina gelir.
Dolayisiyla KOAH, uzun siire devamlilik gosteren tikayici ve iltihapl bir solunum
yolu sorunudur. Hastalik ilerleyicidir ve tam olarak hastaligin tedavi edilerek ortada

kaldirilmast miimkiin degildir. Sadece kontrol altinda tutularak ilerlememesi


http://www.renklinot.com/saglik/hastalik-ve-tedavi/bronsit-nedir-bronsit-belirtileri-ve-bronsit-tedavisi.html
http://www.renklinot.com/saglik/hastalik-ve-tedavi/bronsit-nedir-bronsit-belirtileri-ve-bronsit-tedavisi.html

saglanabilir.

Diinya Saghk Orgiiti (WHO)’ niin yaptig1 arastirmalardan elde edilen
sonuglar, hastaligin diinyadaki oliim sebeplerinden dordiinciisii  oldugunu
gostermektedir. Diinyada yilda yaklasik {i¢ milyon kisi 3 milyona yakin kisinin 6lii
sebebi KOAH’ dir. Tiirkiye’ de ise yaklasik bes milyon KOAH hastasi mevcuttur.
Bunlarin sadece 400 binine KOAH hastalig1 teshisi konulmustur. Diinyadaki KOAH
hastalarindan yaklasik % 80’ lik bir boliimii hastaligindan haberdar degildir.

KOAH erken teshisi durumunda ilerlemeden kontrol altina alinabilen bir
hastaliktir. Belirtiler 6ncelikle 6ksiirme ile goriiliir. Solum gii¢liigii, balgam ve kronik
Okstirme de diger belirtilerdir. Nefes darligi sebebiyle gogsiin sikismasi, nefeste
hirtlt, uyku problemleri, beslenme bozukluklari da gézlenen belirtilerdendir. Kilo
verme, morarma, yogun yorulma hali, bacaklarin sismesi ve kalp yetmezligi de

gortilebilir. ( http://saglikloji.com/koah-hastaligi-nedir-belirtileri-tedavisi/ )

1.1. Tedavi Yontemleri

Inhaler steroidler giiniimiizde persistan astim tedavisi i¢in kullanilmakta olan
en etkin antiinflamatuvardir. Calismalar bu ilaglar ile astim belirtilerinin ve astim
stirecinde meydana gelen ataklarin, astim siddetinin, soluk yolu hassasiyetinin, soluk
yolu inflamasyonunun azaldigin1 gdstermistir. ilaglar, astim mortalitesinin
azalmasini, akciger fonksiyonlarinin artmasini, dolayistyla astim hastaliginin kontrol
altinda tutulabilmesini saglamistir. Ancak s6z konusu ilaglarin kullaniminin

stirekliligi sarttir. Aksi halde Klinik kontroliin bozulmasi durumu ile karsilasilir.

Ksantinler ailesine liye olan teofilin ve teofilin tiirevi ilaclar, astim tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu ilaglar icin, plazma seviyeleri, etkinlik ve toksisite arasinda
giiclii bir iligski vardir. Biitiin bu faktorler, bu ila¢ sinifin1 dozaj protokollerinin
modifikasyonlarina dayandirmaktadir. Dogru terapotik kullanimlari i¢in uyulmasi
gereken kurallar, kan 6rnekleme zamanini ve dozlama gerekcesini belirleyen ilkeleri

dikkate almay1 gerektirmektedir (Erdociain ve ark., 1998).


http://saglikloji.com/koah-hastaligi-nedir-belirtileri-tedavisi/

KOAH astimdan ayri bir hastaliktir ve bazt KOAH hastalari, astim- KOAH
ortismesi (ACO) olarak tanimlanan birka¢ hava yolu hastaligi formunda
bulunabilmektedir. Bronkodilatorler ve inhale kortikosteroidler (ICS), KOAH ve
astimin standart tedavisinde onemli bir yere sahiptir. KOAH hastalarinda uzun etkili
bronkodilatdrler ilk monoterapi tedavisinde etkilidir, astimli hastalarda ise ilk tedavi

olarak ICS monoterapisi onerilmektedir (Anzueto ve ark., 2018).

Kronik bronsit tedavisi i¢in oncelikle nedenlerin ortadan kaldirilmasi gerekir.
Sigara kullanimindan veya sigara dumanindan uzak durulmalidir. Bu durum
saglandig takdirde, yaklasik dort hafta i¢inde 6ksiirme azalma baslar. KOAH igin ise
benzer sekilde sigaradan uzak durulmalidir. Takiben obstriiksiyon mertebesine uygun

bir bronkodilator tedavisi uygulanmalidir. (Argiider, 2012).

1.2. Dihidroksipropilteofilin Hakkinda Bilgi

Dihidroksipropilteofilin (diprofilin, difilin, 7-(2,3-
Dihydroxypropyl)theophylline), teofilin tiirevi bir ksantindir. Dihidroksipropilteofilin
(DPT) farmakodinamik agidan, bronkodilator etkiye ve ona oranla daha az
miktardaki vazodilator ve diiiretik 6zelliklere sahiptir. Fosfodiesteraz inhibisyonu ile
bronkodilatasyon saglamaktadir. DPT, hiicre igi siklik adenozin monofosfat (CAMP)'
ta artisa yol acan bir fosfodiesteraz inhibitorii olarak gorev yapar. Bu, bronsiyal diiz
kasin ve diger diiz kaslarin gevsemesine neden olarak akcigerleri genisletir ve soluk

almay1 kolaylastirir. DPT, adenosin reseptorlerini de antagonize edebilmektedir.

Astim, bronsit, Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH) gibi solunum
yetmezIligi yasanan hastaliklarin tedavisinde rol alan bazi ilaglarda (ASTMADIN,
DIFILIN, DILOR, vb.) etken madde olarak yer almaktadir.

1.2.1. Fiziksel Ozellikleri

Dihidroksipropilteofilin, beyaz veya sar1 renkteki kristal toz seklindedir. Asirt
ac1 tattadir (The Merck Index, 1976).
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Sekil 1.2. DPT’ nin agik formiilii.

Molekiil Kiitlesi: 254, 246 g/mol’ diir.

Kapali Formiil:C19H14N4O4

Erime Noktasi: 155 °C — 157 °C (Jones ve Maney, 1951).

Coziiniirliik: 25 °C’ ta; 3 ml suda 1 g, 100 ml alkolde 2 g, 100 ml kloroformda
1 g ¢oziinmektedir (The Merck Index. 9th ed., 460).

1.2.3. Farmakodinamik Ozellikleri

DPT, su igerisinde notr reaksiyonla eriyen bir gesit teofilindir. Fosfodiesteraz
inhibitorii olarak goérev yapar. Etki yoniinden aminofilin’ e benzemektedir. Ancak,
aminofilinden daha iyi absorbe ve tolere edilebilmekte, daha az bulanti ve mide

irritasyonuna sebep olmaktadir.

DPT, koroner damarlarda sagladigi vazodilatasyon ile miyokardin daha iyi
beslenmesini saglamaktadir. Iskelet kaslar1 ve diyafram agisindan uyarict dzellik
tasir. Ayrica, bronkodilator, ditiretik ve pulmoner damarlarda bulunan diiz kaslarin

tizerinde miyorelaksan etkiler olusturur.

DPT’ nin etken madde olarak kullanildig: ilaglar, angina pektoris, miyokard
enfarktiisii, Cheyne-Stokes solunumu, safra yolu spazmlari, bronsit, astim ve KOAH

gibi nefes darlig1 igeren hastaliklarda etkilidir.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C10H14N4O4

1.2.4. Farmakokinetik Ozellikleri

DPT gastrointestinal sistemden ve kas icine olacak sekilde uygulandiginda
enjeksiyonun yapildigi noktadan hizlica emilmektedir. Plazma igerisinde ortalama %
40’ 1 alblimine bagli olarak tasinmaktadir. Terapotik kullanimlarda uygulanan serum
seviyeleri 10- 20 pg/ml’ dir. Eliminasyon yar1 émrii iki saat civarindadir. idrar yolu
ile biiylik oOlciide degismemis formda disar1 atilmaktadir. Plazma yar1 omri,
cocuklarda ve sigara kullanan bireylerde % 30 ile % 50 arasinda olacak sekilde

kisalmaktadir.

Gastrointestinal Yan Etkileri: irritasyon, mide bulanmasi, kusma, epigastrik

agrilar, bas agrisi, diyare.,

Merkezi Sinir Sistemi Yan Etkileri: Stimiilasyon, irritasyon, huzursuzluk,

uykusuzluk.

Kardiyovaskiiler Yan Etkiler: Palpitasyon, tasikardi, ekstrasistol, flas hal,

hipotansiyon, dolasimda bozukluk.
Solunum Sistemi Yan Etkileri: Takipne, solunum durmasi.
Renal Yan Etkiler: Albiminiiri, renal tiibiillerde itrah artmasi, hematiiri.
Ates ve dehidrasyon gibi yan etkiler de vardir.
Diger ksantin bilesikleri ile kullanildiginda zehirleyici etki goriilebilmektedir.

DPT, furosemid ve reserpinin etkisini giiclendirmekte ve lityum, propranolol

ve fenitoinin etkisini azaltmaktadir.

DPT, diger ksantin bilesikleri ve oral antikoagulanlar ile birlikte
verilmemelidir. Metotreksat teofilin klirensini azaltabilmektedir. Metotreksat alan
hastalarda serum teofilin derisimi 6l¢iilmelidir. Teofilin, serum iirik asit dl¢iimlerini
bozabilmekte; plazma serbest  yag asidi ve serum bilirubin

degerlerini yiikseltebilmektedir.


http://1ilac.com/Sozluk/B/bas_agrisi.html

1.2.5. Terapotik Kullanimlar:

DPT, bronkodilator etkilerini dogrudan uygular ve teofilinin aksine karaciger
tarafindan metabolize edilmeden bobrekler tarafindan degismeden atilir. Tek bir oral
dozun yaklasik % 88' 1 idrardan geri kazamilabilmektedir. (Miller ve Greenblatt,
1979).

1.3. Tez Maddesi ile Yapilmus Literatiir Calismalari

DPT miktar tayini i¢in analitik yOntemler kullanilarak yapilan bilimsel
caligmalar incelendiginde, spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerin
kullanildig1, elektrokimyasal yoOntemlerin kullanilmadigi tespit edilmistir. Bu

incelemenin sonucunda, ¢alismanin orjinalligi saptanmaistir.

1.3.1. Kromatografik Yontemlerle Yapilan Calismalar

John ve ark. (1980) tarafindan, yiiksek performansli sivi kromatografisi
(YPSK) kullanilarak, dihidroksipropilteofilin ve dihidroksipropilteofilin® in diger
tiriinlerle kombinasyon halinde oldugu dozaj formlar1 analiz edilmistir. Siv1 dozaj
formlar1 seyreltilerek enjeksiyon yapilmistir. Tabletler, mobil faz veya bazi
durumlarda farkli bir mobil faz kullanilarak basit bir ekstraksiyon islemi
gerektirmistir. Efedrin ve fenobarbital igeren {riinler i¢in analiz siiresini
hizlandirmak i¢in akis programlama kullanilmistir. Kromatografik kosullar, 20/ 10
asetonitril ve % 10 asetik asit igeren 80 kisim sudan olusan 20 kisim asetonitrilden
olusan bir mobil faz1 icermistir. Akis hizi, ilk 4,5 dakika boyunca 2 ml/ dakika ve
sonra kalan 5 dakika boyunca 5 ml / dakika olacak sekilde analiz uygulanmistir. i¢
standart  olarak  sodyum  barbital  kullamilmistir.  Gelistirilen  yOntem,
dihidroksipropilteofilin, guaifenesin, efedrin ve fenobarbital analizlerine olanak
saglamistir. Dihidroksipropilteofilin i¢in elde edilen YPSK sonuglari, ultraviyole
spektrofotometrisi ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir. Boyalardan veya
koruyucu maddelerden kaynaklanan herhangi bir girisim etkisinin olmadigi sonucuna

varilmistir.

Kirth ve ark. (1980), astim tedavisinde klinik olarak bronkodilatorler olarak



kullanilan ve terapotik etkileri kandaki derisimlerine bagli olan dyphylline [7- (2,3-
& hidroksipropil) teofilin] ve teofil ile calismalar yapmuslardir. Teofilin ve
dihidroksipropilteofilin i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK)
kullanarak cesitli analiz yontemleri olusturmuslardir. Ancak sadece Maijub ve
Stafford 1131 yontemleri ile her iki ilact aym1 anda tayin edebilmislerdir. Bu
prosediirler silika kolonu gerektirmektedir. Dihidroksipropilteofilin i¢in % 65
iyilesme ile plazmadan deaktivasyon ve ekstraksiyon saglandigi goriilmiistiir. Insan
plazma Orneklerinin otomatik YPSK analizi i¢in uygun olan kafein ve teobromin
varliginda dihidroksipropilteofilin ve teofilinin es zamanli belirlenmesi igin hizli,

kesin ve dogru bir yontem gelistirmislerdir.

Kester ve ark. (1987), serumda teofilin ve dihidroksipropilteofilin eszamanl
tayini igin gelistirilmis ve basitlestirilmis bir yiiksek performansli sivi kromatografik
yontem sunmuslardir. ¢ standart olarak 50 pl B-hidroksietilteofilin (100 pg / 20 ml)
seruma eklenmistir. Serum proteinleri, % 30- % 40 trikloroasetik asit ¢ozeltisi
ilavesiyle ¢oktiiriilmiistiir. Mobil faz, % 6 asetonitril iceren bir sodyum asetat
tamponundan olusturulmustur. Kromatogramin ayirma siiresi 6 dakikadir. Her iki
bilesik i¢in duyarlilik sinir1 0,25 pg / ml'dir. Bu yontemin, teofilinin ve genellikle
teofilinle birlikte kullanilan diger ilaglarin ana metabolitlerinden etkilenmedigi tespit

edilmistir.

Straughn ve ark. (1985), tarafindan, dyphylline iceren 1ii¢ tablet
formiilasyonunun ve dyphylline-guaifenesin iceren ii¢ tablet formiilasyonunun nispi
biyoyararlanimini degerlendirmek icin on iki saglikli erkek goniillii ile alt1 yollu bir
biyoyararlanim ¢aligmas1 yapilmistir. Her deneye, her dozu birbirinden ayiran 3 giin
olacak sekilde her bir iiriinden iki tablet uygulanmistir. Her bir dozdan hemen 6nce
ve her bir dozu takiben 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 ve 10,0
saatlerinde kan ornekleri alinmistir. Serumdaki dyphylline etken maddesini test
etmek icin bir YPSK yontemi kullanilmistir. Alt1 {iriin i¢in, ortalama maksimum 0,6
ila 1,0 saat arasinda degismistir. Cmax i¢in ortalama degerler % 29, AUC degerleri ise
< % 8 farklilik gdstermistir. Dyphylline-guaifenesin triinlerinin, sadece dyphylline
iceren iiriinlerden daha diisiik bir biyoyararlanim sergiledigi kaydedilmistir. Ug

kombinasyon {iriiniiniin, ii¢ dyphylline iiriinii gibi biyoesdeger oldugu sonucuna



varilmistir.

Wenk ve ark. (1983), diprofilin, proxyfilin ve teofilinin etken maddelerinin es
zamanh tayini icin, yiiksek performanslt sivi kromatografi (YPSK) kullanarak segici
ve giivenilir bir yontem gelistirmislerdir. Yontem, tek bir 6ziitleme prosediiriinii ve
ardindan {g¢li bir ¢oziicli sistemi kullanarak bir ODS ters faz kolonunda ayrilmay1
icermektedir. Yontem, farmakokinetik c¢alismalar i¢in ve ayrica kombine
preparasyonun terapotik dozlarindan sonra hastanin serumunun rutin izlenmesi igin
uygulanacak kadar hizli ve hassastir. Onerilen yéntemin uygulanabilirligi ve faydast,

dort saglikli goniillii izerindeki farmakokinetik bir ¢calismada gosterilmistir.

Paterson N. (1982), bronkospazm tedavisinde teofilinin olas1 bir yedegi olarak
yillarca mevcut olan bir ksantin tiirevi olan diprofilin’ in [7- (2,3-dihidroksipropil)
teofilin, dyfilin], teofilinle karsilastirildiginda daha diisiik yan etki goriilme sikligi
gosterebilecegini one slirmiistiir. Diprofilin tedavisinin etkinligi kan diizeyi 6l¢iimleri
ile tespit edilmistir. Ksantin tiirevlerinin ilk c¢aligmalar1 UV absorbsiyon yontemi
kullanilarak yapilmigtir. Uygulamada goniillii denekler iizerinde farmakokinetik
calismalar yapilmistir. Ancak hazirlik islemleri uzun ve karmasik oldugundan,
sonuglarin bu metot ile belirlenmesi zor olmustur. Yiiksek performanslh sivi
kromatografisi (YPSK) ise, serum teofilin diizeylerinin Slgiilmesinde genis kabul
gdrmiistiir. Insan serumunda ve idrarinda diprofilinin &lgiilmesinde uygulanmistir.
Cesitli hastalardan ve absorbsiyon ¢alismalarina katilan goniillillerden alinan kiigiik
serum Orneklerinden geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir.

Huang ve ark. (2003), teofilin, dyfilin ve kafeinin iyi ayrimi igin basit bir misel
elektrokinetik kromatografi yontemi gelistirmislerdir. Ayirma 25 ° C' ta, pH 9' da 10
mM borat tampondan olusan bir ¢alisma elektroliti ve 40 mM sodyum dodesil siilfat
(SDS) kullanilarak yapilmistir. Bu sart altinda, yiiksek verimlilikle 1y1 bir ayirma ve
gerekli kisa analiz siiresi saglanmigtir. Borat tamponunun ve sodyum dodesil siilfatin
pH' 1 ve derisimleri dahil olmak {izere ilaglarin ayrilmasini etkileyen cesitli
parametreler incelenmistir. Kafein bir i¢ standart olarak kullanildiginda, teofilin ve
dyfilinin tespiti i¢in kullanilan yontemin dogrusal araligi 0,03-1 mmol/ml ; tespit

siniri sirastyla 0,01 ve 0,02 pmol/ ml olarak elde edilmistir.



Gindy, A. (2005), diprofilin (DP), fenobarbiton (PH) ve papaverin
hidrokloriiriin (PP) ayni1 anda belirlenmesi i¢in ii¢c yontem gelistirmistir. YOntem,
0,02 M potasyum dihidrojen fosfat, pH 3,5-asetonitrilden (55:45 h/ h) olusan bir
mobil faz ile ters fazli bir C18 kolonunda yiiksek performansl bir s1vi kromatografik
(YPSK) yontemi ile ayrilmasina dayanmaktadir. 210 nm'de UV tespiti ile miktar
tayini saglanmistir. Uygulanan diger iki kemometrik yontemden birincisi temel
bilesen regresyonu (PCR) ikincisi kismi en kiigiik kareler yontemidir (PLS-1). Bu
yaklagimlar, 215 ile 245 nm araliginda uygun c¢ozeltilerin UV absorpsiyon
spektrumunda A = 0,2 nm araliklarla igeren bilgileri kullanarak karisimdaki {i¢ ilaci
O0lcmek icin basariyla uygulanmistir. Laboratuarda hazirlanan karigimlar ve
farmasotik preparatlar {izeinden kalibrasyon grafigi cizilerek PCR ve PLS-1
modelleri, dahili validasyon, ¢apraz validasyon ve harici validasyon ¢alismalar1 ile
degerlendirilmistir. PCR ve PLS-1 metotlari, herhangi bir ayirma basamagi veya bir
karisimdaki {i¢ ilacin Ortlisen spektrumlarinin 6nceden hazirlanmig herhangi bir
grafiksel islemini gerektirmemektedir. PCR ve PLS-1 yontemlerinin sonuglari,
farmasotik formiilasyonda elde edilen YPSK yontemiyle karsilastirilmis ve uyum

sagladig tespit edilmistir.

1.3.2. Spektrofotometrik Yontemlerle Yapilan Calismalar

He ve ark. (2014), insan hemoglobininin (HHb) aminofilin, asefilin, kafein,
teofilin ve diprofilinin, sistematik olarak UV-absorpsiyon spektroskopisi ve floresan
spektroskopisi ile molekiiler modelleme ile etkilesimini incelemislerdir. Alkaloit-
HHb kompleksinin olusmas1 HHb'nin floresan soniimlenmesine sebep olmustur.
Baglanma sabitleri ve termodinamik parametreler elde edilmistir. Termodinamik
analiz ve molekiiler modelleme sonuglari, aminofilinin en gli¢lii sonlimleyici ve
diprofilinin en zayif sonlimleyici oldugunu gostermistir.

Bu tez kapsaminda, ¢alismanin ilk asamasinda, camsi karbon elektrot (CKE) ve
bor katkili elmas elektrot (BKEE) kullanilarak dihidroksipropilteofilin’in
elektrokimyasal davranisi lizerine pH, madde derisimi, destek elektroliti cinsi,
gerilim tarama hizi ve gerilim tarama yOniiniin etkilerinin; doniisiimlii, diferansiyel

puls ve kare dalga voltametrisi ile incelenmesi amaglanmuistir.
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Ikinci asamada ise, bu calismalar sonucunda gelistirilecek olan voltametrik
yontemin tamamen valide edilmesi ve dihidroksipropilteofilin® in ticari
preparatlarindan etken madde miktar tayininin duyarli, hizli ve segici olarak
yapilmast ve biyolojik numunelere (insan idrar ve serumuna) uygulanmasi

planlanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Elektrokimya

Genellikle c¢ozeltiler gibi sivi ortamlarda yiik ayrimiyla iligkili kimyasal
olaylarla ilgilidir. Yikiin ayrilmasi, genellikle farkli kimyasal tiirler arasindaki
¢Ozeltide homojen olarak veya elektrot yiizeylerinde heterojen olarak meydana
gelebilecek ylik transferiyle iliskilidir. Boylece, elektrokimya uygulamalari son

derece genis bir ¢alisma alanina yayilmistir.

Elektronétrallik saglamak igin, iki veya daha fazla yiikk transferi yari
reaksiyonu ayni anda gergeklesir: yiikseltgenme (elektron kaybi) ve indirgenme

(elektron kazanc).

Elektrot yiizeylerinde, yikseltgenme ve indirgenme yar1 reaksiyonlari,
genellikle tek bir hiicrede veya ayri hiicre bdlmelerinde ¢ozeltiye batirilmig farkl
elektrotlarda meydana gelmektedir. Elektrotlar, hem ¢ozeltide (iyonik tasima
yoluyla) hem de disaridan (elektrik telleri vb.) ileterek baglanir, bdylece elektrik
devresi tamamlanir. Gibbs enerjisinin toplami1 her iki elektrotta da degistiginde,
saliman elektrik enerjisi pillerde ve yakit hiicrelerinde kullanilabilmektedir. Pozitif
ise, pozitif enerji farkinin istesinden gelmek, elektrot reaksiyonlarmi meydana
getirmek ve kimyasal maddeleri doniistirmek igin harici bir elektrik enerjisi
saglanabilmektedir. Bdylece, hiicre konfigiirasyonu izin verirse, iki elektrot

reaksiyonunun iirtinleri ayrilabilmektedir.

Elektrokimyasal islemler elektrokimyasal hiicrelerde gergeklesir (Kelter ve
ark., 2009) . Bu tepkimeler; kimyasal reaksiyonlar sonucunda elektrik akimi
meydana gelen galvanik hiicreleri ve disaridan elektrik enerjisi uygulanmasi
sonucunda kimyasal reaksiyonlarin meydana geldigi elektroliz hiicrelerini

olusturmaktadir.

Bir elektrolit ¢ozeltisine batirilmig bir ¢ift elektrot, 1737- 1798 yillar1 arasinda
yasamis olan elektrokimyac1 L. Galvani’ den sonra Galvanik hiicre olarak da

adlandirilmaktadir.
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Ik olarak siilfiirik asit icindeki bakir-cinko yiginlarina atanan Voltaik hiicre
terimi ise elektrokimyact A. Volta tarafindan icat edilmistir, zaman zaman elektrik

treten hiicreler i¢in kullanilmaktadir (Sato, 1998).

2.1.1. Elektrokimyasal Hiicreler

Bir elektrokimyasal hiicre igerisinde oncelikle, analit iceren tuz ¢ozeltisi
bulunmaktadir. Bunun yami sira analitin kimyasal doniisiimiine destek olan
elektrotlar bulunmaktadir. Elektrokimyasal hiicrede son olarak bu elektrotlar

birbirine baglayan bir dis devre yer almaktadir.

Elektrokimyasal hiicreler, genellikle iki veya ii¢ elektrotlu hiicrelerden
olusmaktadir. iki elektrotlu hiicrelerde, calisma elektrodu ve referans elektrot

bulunmaktadir.

Potansivostat

Calisma elektrodu —- ——Referans eleltrot

Analit ——Tampon gdzelti

Yardimei elektrot

Sekil 2.1. Elektrokimyasal hiicre semasi (Dogan Topal. 2011).

Akim okumalarinda yalnizca c¢alisma ve referans elektrodundan olusan
sistemler 6zellikle yiiksek direngli ¢ozeltilerde ohmik direng (iR) nedeniyle saglikli
cevap vermez, bu sebeple akim gegisi sirasinda daha giivenilir olmasi igin tigiincii bir
elektrota gereksinim vardir. Bu amagla karsit elektrot kullanilir. Elektrokimyasal
hiicrede 3 elektrot bulunmas1 durumunda, referans elektrot calisma elektroduna yakin

tutulur; bdylece ¢dzelti direnci azaltilmis olmaktadir (Ozgelikay, 2016).
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2.1.2. Elektrokimya’ da Kiitle Aktarim

Herhangi bir zamanda akan faradaik akim, elektrotta gerceklesen
elektrokimyasal reaksiyon hizinin dogrudan bir Olglimiidiir. Ayrica akim;
malzemenin ¢ozelti kiitlesinden elektrota kiitle taginmasi olarak bilinen orana ve
elektronlarin ara yiiz boyunca transfer edilebildigi ya da transfer kinetigini yiikleyen
orana baglidir. Bu iki islem, akim esnasinda i¢ ice ge¢mis durumdadir. Kiitle

taginmasinin ii¢ temel sebebi vardir:
e Difiizyon (Yayilma)

e Migrasyon (Gog)

e Konveksiyon

2.1.2.1. Difiizyon (Yayilma)

Molekiillerin yiiksek derisimli bir bolgeden, diisiik derisimli bolgelere rastgele
hareketine diflizyon denir. Bir molekiiliin dagilma hizi, ¢ozelti i¢indeki iki nokta
arasindaki derisim farkina (derisim gradyani) ve difiizyon katsayisina (D) baglidir.
Difilizyon katsayisi, sabit sicaklikta belirli bir ¢ozelti tiirii i¢in karakteristik bir degere

sahiptir.

e 0
@

o @
!
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|

Sekil 2.2. Derisim farki nedeniyle molekiillerin rasgele hareketi (Difiizyon).

Kimyasal tiirlerin derisim gradyani etkisi altindaki bu hareketi Fick’ in ilk

yasasi ile aciklanmistir. Bir 1 pargacigi, secilen alan boyunca derisim gradyaninin bir
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fonksiyonu olarak enine kesitsel bir alan boyunca yayilir. Belirli bir segment

boyunca birim zamandaki parcaciklar olarak aki, J; olarak ifade edilir.

0Ci / O0x derisim gradyanin1 ve Dj, | parcacigi i¢in diflizyon katsayisini ifade
etmektedir.

2.1.2.2. Migrasyon (Go¢)

Yikli parcaciklarin bir elektriksel alana yanit olarak hareketine go¢ denir.
Gogilin toplam akima katkisi, 1yon yiikii, iyon derisim, difiizyon katsayist ve elektrik
alan1 gradyaninin biiyiikliigii ile orantilidir. Iyon iceren bir ¢dzeltide kati bir
elektroda uygulanan potansiyeldeki bir degisiklik, elektrot yiizeyindeki negatif yiikiin
arttirilmast i¢in Sekil 2.3' deki gibi yiik goeiinii etkilemektedir.

gerilim uygulanmayan gerilim uygulanan
elektrot [ elektrot
®
o ® y
o =
B ¢ U & ® 9
Sa 6 ,&" 2 o ¢
Vg v Saes U " g ®
& - 0 F’Ee_._;.?. ® 08 -
@0 €  I[Se & &
2 e o & ©
o B [ = O
o&,‘ WA )~ : @. s -‘\—9
o C@ o @ a . +9 ©
| . Q.

Sekil 2.3. Kat1 bir elektrota uygulanan potansiyel degisimi sonucu yiik gocii.

2.1.2.3. Konveksiyon

Akigkanlarin hareketi hidrodinamik ile tanimlanmaktadir. Hidrodinamigin

elektrokimyasal yansimasi olan konveksiyon, ¢6zelti tiirlerinin mekanik (karistirma)
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veya bagska yollarla hareket ettirilmesidir. Bir ¢dzeltinin karistiritlma hizi genellikle
hidrodinamik hiz1 vx cinsinden agiklanan bir tiiriin toplam akisina konvektif bir

boyut ile kontrol edilebilir.

¢ozeltinin

karnistinimadigi gézeltininu
durum ] | kanstnidigi
durum

Sekil 2.4. Bir ¢ozeltinin karistirilmasinin etkisi.

Bir elektrot i¢in malzemenin veya akinin toplam kiitle tasinmasi, bir boyut i¢in

Nernst- Planck denklemi ile tanimlanmaktadir:
Jixty = —[D(IC x4 /x)] — [(2F/RT) D Cpy )| (8 (x 4y /%) + Cpay Vi (x)
J: aki (mol cm? s™)
D:¢ozelti tiirtiniin difiizyon katsayisi (cm?®/ s)
C: tiiriin derisimidir (mol / cm®)
@: elektrostatik potansiyel
Uy hidrodinamik hiz

Nernst-Planck denklemi, diflizyon (derisim gradyani), gog¢ (elektrik alani) ve
konveksiyondan (hidrodinamik hiz) gelen bireysel katkilar1 birlestirir. Bu denklem,
elektrot yiizeyine dogru olan kiitle akisinin, elektrot yiizeyine olan mesafenin bir
fonksiyonu olarak, derisim, elektrostatik potansiyel ve hidrodinamik hiz ile orantili

oldugunu gostermektedir.

Elektrokimyasal deneyler, elektrostatik potansiyel ve hidrodinamik hizin

toplam elektroaktif tiir akisina olan katkilarini ortadan kaldirmak ve kiitle tasinmasini
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simirlamak igin tasarlanabilir. Bu deneylerdeki akimlar difiizyon kontrollii olarak

smiflandirilabilir.

Gogten gelen katkilar, séz konusu redoks ¢iftine gore 10- 100 kat fazla bir
¢dzeltiye inert bir elektrolit eklenerek etkili bir sekilde elimine edilebilir. Ol¢iimde
yer alan iki elektrot arasindaki elektrik alani, sadece elektroaktif madde degil ¢ozelti
icindeki tiim iyonlarin {izerine yayilir. Bu kosullar altinda, go¢iin gozlemlenen akima
katkis1 < % 1'dir. Titresim ve sicakligin dikkatli bir sekilde kontrol edilmesiyle,
onemli konvektif etkiler olmadan 20 saniyeye kadar diflizyon kontrollii dlgiimler

yapilabilmektedir.

2.1.3. Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik yontemler, farmasotik ve biyomedikal analizde rutin olarak
kullanilmaktadir. Nispeten disiik maliyetli enstriimanlar ile dogruluk ve yiiksek
hassasiyetin yani sira genis bir dogrusal dinamik aralik sunan giiglii ve ¢ok yonlii
analitik tekniklerdir. Modern farmasotik ve biyolojik analizde, ilaglarin hassas
miktarlarin1 belirlemek igin farkli tekniklerle ¢ok sayida elektroanalitik uygulama

mevcuttur.

Cogunlukla laboratuvardaki temel aragtirmalar ig¢in gelistirilmis yontemlerdir
ve biyolojik maddelerdeki farmasotik deneylerde de elektrokimyasal tekniklerin
uygulanmas1 son birka¢ yilda biiyiik Olgiide artmistir. Hizli ve etkili yontem
gelistirmek ve optimizasyon sirasinda optimize edilmis bircok degiskeni teyit etmek
icin saglam bir temel olusturan elektrokimya, teori ve elektroanalitik tekniklerin
prensiplerinin kapsamli bir sekilde anlasiimasimi gerektirmektedir (Ozkan ve ark.,

2016).

2.1.3.1. Polarografi

Polarografi, 1922'de, Profesor Jaroslav Heyrovsky tarafindan gelistirilen bir
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yontemdir. Elektrokimyanin baslangic noktasi olarak kabul edilmektedir.
Potansiyometri ve kontrollii akim elektroliziyle sinirlt olan elektroanalitik kimyada
kalitatif bir degisimi temsil etmistir. Bu ¢alismalari ile Jaroslav Heyrovsky, 1959'da
Nobel Odiilii'nii kazanmistir. Profesor Heyrovsky'nin 6ncii ¢alismalarindan
kaynaklanan modern elektroanalitik yontemler, kimya, biyoloji, tip, malzeme bilimi
ve cevre caligmalar1 ve koruma basta olmak iizere birgok bilimsel ve teknolojik

alanin uygulanmasinda 6nemli bir etkiye sahip olmustur.

1950"lerde ve 1960'larda, DA (dogru akim) polarografi en sik kullanilan

analitik tekniklerden biri olmustur.

DA polarografide, kendiliginden yenilenen saf elektrot yiizeyi, bilim
adamlarinin yeterli teori ve kapsamli analitik uygulamalar iizerinde g¢alismasini
saglayan tekrarlanabilir elektrokimyasal sonuglar vermistir. Orijinal yontem daha
sonra ¢esitli sekillerde aragsal olarak degistirilmistir. Civa elektrotlarinin kullanimina
dayanan ve yavas yavas gelismeye devam eden polarografi, boylece genis bir

elektrolitik yontem alani kaplamaistir.

Yaklagik 107 M'ye kadar derisimlerde elektroaktif tiirlerin belirlenmesini
saglayan polarografik analiz yontemlerinin duyarliligi, diger bir¢ok ¢agdas teknikten
daha iistiin olmustur (Ozkan ve ark., 2016).

elektronik olarak
kontrol edilen Hg __
damla verici -

potansiyostat

=]

azot gazi girisi __ e~ azot gazi ¢kisi
U il=<

_ platin yardimci elektrot

kapiler tGp

1 __analit ¢ozeltisi
— civa damlali calisma elektrodu

kalomel

civa damlasi
referans elektrot

kullaniimis civa
havuzu

Sekil 2.5. Civa damlali elektrot iceren elektrokimyasal hiicre yapisi.

Polarografide, kullanilan civa elektrot yerine kat1 elektrot kullanildigr durumda,
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yontem voltametri adini almstir.

Civa damlali elektrodun iki dezavantaji, kimyacilart bunun yerine
koyulabilecek bagka bir yontem bulmaya itmistir. Bu dezavantajlardan biri, civanin
kolayca oksitlenmesi (yiikseltgenmesi) olmustur. Bu durum, yiikseltgenmenin + 0,4
V’ tan daha biiyilik potansiyellerde oldugu durumlarda ¢aligmalarin yapilamamasina
sebep olmaktadir. Caligma matriksinde halojenlerin veya bazi iyonlarin bulundugu

durumda ise, negatif potansiyel uygulanmasi gerekmektedir.

Damla elektrotun bir diger dezavantaji ise duyarliligidir. 10° M’ dan daha

seyreltik derisimlerde ¢aligmaya olanak vermemektedir.

Damla elektrotlarin yerine genellikle platin, altin ve grafit tiirii kat1 elektrotlar

gecmistir. Kat1 elektrotlarla yapilan iki tiir uygulama bulunmaktadir:

e Elektrot sabit tutulmaktadir, titresim ve konveksiyondan (karistirmadan)

kaginilmaktadir.

o Elektrot sabit hizla dondiiriilmekte veya elektrota belli bir titresim
uygulanmaktadir. Baska bir secenek olarak elektrot sabit tutularak, c¢ozelti

bilinen kosullarda, diizenli olarak karistirilmaktadir (Skoog ve ark., 1981).

Polarografinin olumsuz 6zelliklerinden yola ¢ikilarak gelistirilen bir yontem
olan voltametrinin de aralarinda bulundugu elektroanalitik yontemler asagidaki gibi
siiflandirilmaktadir:

a-Sabit Yontemler:

e Potansiyometri,
e Potansiyometrik Titrasyonlar,
e Potansiyelin Sabit Tutuldugu Y ontemler

b- Dinamik Yontemler:

e Yiik Kontrollii Yontemler

o Akim Kontrollii Yontemler: (Kulometrik Titrasyonlar, Kronopotansiyometri)
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o Potansiyel Kontrollii Yontemler: (Voltametri, Kronokulometri, Potansiyel
Kontrollii Kulometri)

Potansiyel kontrollii yontemlerden biri olan voltametri ise kendi igerisinde;
v’ Sabit Elektrot Voltametrisi (Doniisiimlii ve Dogrusal Taramali Voltametri)

v Hidrodinamik Voltametri (Cozelti karistirilir veya donen disk elektrotlar
kullanilir.)

v Puls Voltametrisi (Diferansiyel Puls Voltametrisi, Kare Dalga Voltametrisi,
Styirma Voltametrisi)

seklinde ti¢ alt tiire ayrilmaktadir.

2.1.3.2. Voltametri

Voltametri, farkli potansiyeller ile akimi degerlendirmek igin kullanilan
elektrokimyasal bir analitik yontemdir. Iyi hassasiyete ve uygulanabilirlige sahiptir.
Voltammetrik teknik tabani, sistemden gegen akimin elektrotlar boyunca uygulanan
potansiyelin bir islevi oldugu gercegine dayanmaktadir. Ozetle, voltametrik
yontemlerde artarak uygulanan potansiyel ile olusan akim, numunede bulunan
elektroaktif tiirlerin  derisimiyle dogrudan orantili olarak taranmaktadir.
Elektrokimyasal incelemeler igin en sik kullanilan voltametrik yontemler (puls

voltametrisi ve sabit elektrot voltametrisi) asagida belirtilmektedir:
e Doniisiimlii Voltametri (DV)
e Dogrusal Tarama Voltametrisi (DTV)
e Kare Dalga Voltametrisi (KDV)
o Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)
e Siyirma Voltametrisi (SV)

Bu yontemlerden DV, DPV ve DTV siklikla kullanilmaktadir. Bu voltametrik
yontemler, miikemmel hassasiyet (< % 1) ve imkan tanidig1 genis dogrusal aralik ile

hem nitel hem de nicel bilgi vermektedir (Mahato ve ark., 2018).
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Dalga Sekli Teknik Tipi Akim- Gerilim Egrisi
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Sekil 2.6. Bazi polarografik, voltametrik yontemlere ait dalga sekilleri ve akim/ gerilim
egrileri.

Voltametri, redoks 6zelliklerine dayali olarak bilesik derisimini 6l¢menin bir
yoludur. Yiikseltgenme, kimyasal anlamda elektronlarin bir molekiilden
¢ikarilmasidir, indirgenme ise tam tersidir. Voltametride elektronlar, bilesiklere
elektrik alanlarla eklenir veya ¢ikarilir. Bu alan, bir elektrot/ ¢dzelti ara yliziine voltaj
uygulanarak Ttretilir. Kritik (bilesige, elektrot ve elektrolite uygun) bir voltajda

elektrot ylizeyinde bulunan kimyasal, elektronlar1 elektrotlara ileterek bir akim
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saglamaktadir. Alanin polaritesi ters ise, elektronlar elektrottan oksitlenmis bilesige

geri dondiiriilerek orjinal durumuna geri dondiiriilebilmektedir.

Bir karisimdaki farkli bilesikler oksitlenmek igin farkli seviyelerde alan
gerektirebilmektedir. Bu nedenle, alan kuvvetini kademeli olarak artirarak (voltaji
tarayarak), birkac bilesik ayr1 ayr1 oksitlenebilir. Elektrottan ortaya ¢ikan akim daha
sonra her biri tek bir kimyasalin oksidasyonu olan farkli piklere sahip olabilmektedir

(Jonathan, 1991).

2.1.3.3. Elektrokimyasal Hiicrede Kullanilan Elektrotlar

2.1.3.3.1. Referans Elektrot

Referans elektrot, elektrokimyasal olgimler igin bir standart saglamaktadir.
Potansiyometrik sensorler i¢in, 6l¢iim devresinde yarim hiicre gérevi goren dogru ve
kararli bir referans elektrotu, kararli bir referans potansiyeli saglamak igin kritik

oneme sahiptir (Zhou, 2008).

Referans elektrotlar tersinir 6zellikte, sabit bir potansiyele sahip olan, sicaklik
farkindan etkilenmeyen ve hazirlanmas: agisindan pratik olan elektrotlardir

(Ozgelikay, 2016).

Bir referans elektrodu igin {i¢ ana gereksinim, tersinirlik (polarize olmama),
tekrarlanabilirlik ve stabilitedir. Hidrojen elektrotlari, miikemmel

tekrarlanabilirlikleri nedeniyle birincil referans elektrotu olarak kabul edilmektedir.

Hidrojen elektron transfer reaksiyonunu katalize etmek igin platinden
olugsmaktadir. Hidrojen elektrodunun standart potansiyeli geleneksel olarak tiim
sicakliklarda sifira ayarlanmaktadir, boylece referans elektrotun standart potansiyel
6l¢egi olusturulur. Ancak, hidrojen elektrot rutin kullanimlarda pratik degildir, bu
nedenle kalomel veya giimiis / giimiis kloriir (Ag / AgCl), sekonder referans elektrot
tercih edilmektedir.
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Sekonder bir referans elektrotu olarak Ag / AgCl elektrotu basitligi, kararlilig
nedeniyle en yaygin olanidir. Geleneksel bir Ag / AgCl referans elektrodu,
elektrolizle veya erimis giimiis kloriiriin i¢ine daldirilarak ince bir giimiis kloriir

tabakasi ile kaplanmig bir giimiis teldir.

Nernst denkleminde tanimlandig: gibi potansiyel i¢ ¢ozeltinin kloriir derisimi
ile belirlenmektedir. Buradan anlasilacagi gibi, kloriir derisimi sabit kaldig1 siirece
elektrotun potansiyeli sabit kalmaktadir. Potasyum kloriir, i¢ ¢0zelti i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ciinkii genel olarak pH Olgiimlerine girisim yapmaz.
Potasyum ve kloriir iyonlarmin mobilitesi neredeyse esittir. Boylece, sivi baglanti

potansiyellerini en aza indirmektedir

Guimiis kloriir, gii¢lii potasyum kloriir ¢ozeltilerinde hafifce ¢oziinmektedir (25
° C'de yaklastk 6x10°° mol / L). Giimiis kloriiriin giimiis telden siyrilmasini en aza
indirmek i¢in potasyum kloriiriin AgCl tuzu ile doyurulmasi yaygin bir uygulamadir.
Ince film bigiminde mikro referans elektrot olarak kullanildiginda, bu AgCl

¢Ozlinmesi Omriinii sinirlamaktadir (Zhou, 2008).

2.1.3.3.2. Yardimal Elektrot

Yardimci (karsit) elektrotlar, elektrokimyasal hiicrede ¢6zeltiden gegen elektrik
akimini ¢alisma elektroduna aktarmaktadir. iletken ve inerttirler. Yardimer elektrot
yiizeyindeki maddelerin ¢alisma elektoduna etki etmesini engellemek adina,
elektrokimyasal hiicre icerisinde calisma elektrodu ile wuzak mesafede
yerlestirilmelidir. Yardimci elektrot olarak platin tel veya civa havuzu
kullanilmaktadir. Yardimci elektrot yiizeyi, ¢alisma elektrodu ylizeyiden daha
biiyiiktiir. (Bard ve ark., 2008).

2.1.3.3.3. Calisma Elektrodu

Bu elektrodun &zellikleri, iyi bir sinyal- giiriiltii orani, tekrarlanabilir cevap,

diisiik maliyet, diisiik toksisite ve uzun vadeli stabilite olmalidir. Bu faktorlerden
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dolay1, ¢alisma elektrodu Au, Ag, Pt veya Hg ve C gibi metallerden karbon macunu

veya grafit formunda yapilmaktadir. (Hoeychurch, 2012).

Calisma (indikator) elektrodu, analit derisiminde gozlenen degisimlere baglh

olacak sekilde, potansiyeli zamanla dogrusal olarak degisen bir mikro elektrottur.

2.1.3.3.3.1. Cahisma Elektrodu Cesitleri

Kati elektrot: Karbon elektrotlar ve metalik elektrotlar olarak

siiflandirilmaktadir.

Metalik elektrot olarak Pt, Au, Pd veya diger soymetallerden yapilan
elektrotlar yiikseltgenme/indirgenme sistemleri igin kullanilmaktadir (Wang ve ark.,
2006).

Karbon elektrot olarak camsi karbon elektrot ve karbon pasta elektrot ilk akla
gelenlerdir. Bor ile islem gérmiis elmas elektrot, kalem grafit elektrot, perde baskil

karbon (grafit) elektrotlar da diger karbon elektrotlardir.

Modifiye Elektrot: Elektrodun cinsine, uygulanan potansiyele, c¢ozelti
ortamina goére en uygun sekilde tasarlanarak, analitin elektrot yilizeyince daha iyi
absorplanmasin1 saglayan, elektrotun katalitik kimligini arttiran, ¢alisma matriksinin
girisimini  azaltan spesifik elektrotlardir. (Gooding ve ark., 2009). Modifiye

elektrotlar kimyasal modifiye ve kompozit elektrot olarak ikiye ayrilir.

Mikroelektrot: Aym1 zamanda ultra mikroelektrotlar olarak da adlandirilan
mikroelektrotlar, cok 6zel bazi difiizyon 6zelliklerine sahiptir. Elektrot, ultra ince bir
metal teli bir cam gubuga eriterek hazirlanabilir. Telin sadece birkag mikrometre olan
yarigap1, elektrolitin elektrotun radyal direncinin, diflizyon tabakasi tarafindan

difiizyon sinirlamasinin yerini aldig1 bir duruma yol agmaktadir (Plieth, 2008).

Calismamizda kullandigimiz ¢alisma elektrotlar1 olarak camsi karbon ve bor ile

dope edilmis elmas elektrotlar hakkinda ayrintili bilgi verilmistir.
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2.1.3.3.3.1.1. Cams1 Karbon Elektrot (CKE)

CKE, camin bazi &zellikleri ile karbonun kombinasyonundan olusmaktadir.
Cams1 karbon, voltametrik yontemlerde sik¢a kullanilan bir elektrot ¢esididir. Camsi
karbon elektrot, C-O fonksiyonlu gruplarina dayanan, mekanik ve elektriksel
Ozellikleri son derece etkin olan bir elektrottur. Potansiyel aralig1 genis ve kimyasal
inertligi iyi seviyededir. Termal genisleme seviyesi diisiik oldugundan ve gaz
gecirgenligi olmamasindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Elektrigi iletir ve
yogunlugu yiiksektir. Ayrica oldukga tekrar edilebilir performansa sahiptir. Asit
korozyonuna kars1 yiiksek direng gostermektedir. Oksijen, karbondioksit ve su
buharinin camsi karbondaki oksidasyon oranlar1 diger karbonlara gore daha diistiktiir

(Uslu ve Ozkan, 2007).

Aktivasyonu ve tekrar edilebilir sonu¢ almayr saglamak iizere, diger kati
elektrotlardaki gibi camsi karbon elektrotlar igin de bazi o6n islemler
uygulanmaktadir. Bu 6n islemlerden en sik kullanilan elektrotun parlatilmasidir.
Cams1 karbon elektrodun performansi, parlatma materyaline ve uygulanan prosediire
baghdir. Cams: karbon elektrotlar yaklasik 0,05 pum boyutundaki sulandirilmis
alumina partikiilleri ile diiz bir parlatma yiizeyinde parlatilabilir. Parlatma islemi,
genel aktivasyon seviyesinin yaninda, parlatilmis camsi karbon yiizeyi ile elektron

transfer aktivitesi arasindaki iliskinin artmasi ile ilgilidir (Uslu ve Ozkan, 2007).

2.1.3.3.3.1.2. Bor Katkili Elmas Elektrot (BKEE)

Elmas, karbon elementinin bir polimorfudur ve bilinen en sert mineraldir.
Elmas, yiiksek atomik yogunlugu, kimyasal inertligi, sertligi, optik dzellikleri, termal
iletkenligi ve elektriksel karakteristiklerinden dolayr yiiksek performansli bir

materyal olarak 06zel bir yer tutmaktadir. Elmasm yalitkanligi miikemmeldir

(Pleskov, 2002).

Elmasta her bir karbon atomu diger dort tanesi ile sp® hibrit orbitalini
kullanarak tetrahedral yap1 olusturacak sekilde baglanmistir. Elmas iskelet yapisinda
karbon atomlari iki boyutlu grafitin aksine {i¢ boyutlu olacak sekilde baglidir. Kiibik

(yaygin) ve hekzagonal olmak iizere iki tip elmas vardir. Elmas elektrot sayesinde,
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yiikksek anodik potansiyelde ve oldukga agresif kimyasal matrikslerde (6rnegin

kuvvetli asit) calisma ortami saglanmustir. (Uslu ve Ozkan, 2007).

Elmas elektrotlar 6zellikle sp2 bagli karbon atomu igeren diger elektrotlara
gore, dogrusal dinamik aralik, tayin limiti, cevap zamani, cevap kesinligi ve cevap
stabilitesi gibi bazi parametrelerde avantajlar sunmaktadir. Elmas elektrotlarin
dezavantaj1 ise elektro katalitik aktiflikleri ve segiciliklerinin diisiik olmasidir. Bu
dezavantajlar1 kaldirmak i¢in elmas ylizeyi ¢esitli prosediirlerle modifiye edilebilir.
Bu modifikasyonlardan biri bor ile yapilmaktadir. Elmas elektrot bor ile islem
gordiigiinde elektriksel iletkenlik degisir. Boylece yeni bir elektrot g¢esidi elde
edilmis olur. Bu elektrot bor katkili elmas elektrot olarak adlandirilmaktadir. Boron
katkili elmas elektrotlar oksijen degisimine karsi hassas degildir. Suda veya organik
¢oziicti ortaminda daha iyi bir elektrokimyasal aralik imkani verirler. (Xu ve ark.,

1997).

Bor katkili elmas elektrodun karakteristik Ozellikleri diger -elektrotlarla
karsilastirildiginda, elektrokimyasal araliklarinin genis; giiriiltii-sinyal oraninin
olduk¢a diisik ve zemin-sinyal oranlar ile de elektrokimyasal uygulamalarda

mekanik saglamliga sahip oldugu goriilmektedir.

2.1.4. Elektrotlara Uygulanan On islemler

Olgiim sinyallerinin tekrarlanabilirligi, elektrot kalitesi, temizligi, cinsi ile
onemli Ol¢iide baglantilidir. Kat1 elektrotlarda 6zellikle temizlik agisindan olgtimler
aras1 bulasimlar meydana gelebilmektedir. Ol¢iimden 6lciime gecerken, bir nceki
Ol¢iimden kalan kalintilar, dl¢im sinyaline girisim yapmakta ve sapmalara neden
olmaktadir. Bu durumda, elektrot yiizeyi aktifligini kaybetmektedir. Bu nedenle

6l¢lim oncesinde, kullanilan ¢alisma elektrodu temizlenmelidir (Zoski, 2007).

Kati1 elektrotlarin temizlenmesi isleminde, aliminyum oksit ¢ozeltisi ve kece
yapidaki poolish pad kullanilmaktadir. Elektrot yiizeyi, kege iizerine 1- 2 damla
aliiminyum oksit ¢ozeltisi damlatilarak, dikey sekilde tutulmali ve pad iizerinde

dairesel hareketlerle gezdirilmelidir (Swain, 2007) .
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2.1.5. Voltametride Kullanilan Uyarma Sinyalleri

“’Dihidroksipropilteofilin’ in Elektrokimyasal Yontemlerle Miktar Tayini’’
konulu tez c¢alismast kapsaminda kullanilan voltametrik yOntemler asagida

belirtilmektedir:

2.1.5.1. Doniisiimlii (Devirli) Voltametri

Yontem 1960’ larda Nicholson ve Shain tarafindan gelistirilmistir. Bu
yontemin kullanilmasiyla, heterojen elektron transferinin, yiik aktarimi basamagi
veya homojen kimyasal siireclerin hiz1 ile pik gerilimi ve pik akiminin Slgiilmesi

amaclanmistir (Ozgelikay, 2016).

Bu teknik, diger voltametrik teknikler gibi analitik duyarliligi artirmaya
yonelik  calismalarda  degil, daha c¢ok elektrokimyasal —mekanizmanin
aydinlatilmasina yonelik ¢alismalarda kullanilir. Kiiciik ve duragan yondeki
potansiyel taramasi belli bir degerde durdurularak, ters yonde taramaya devam
edilmektedir. Potansiyelin ileri yonde bir degerden geriye dondiiriilmesinden

hareketle bu teknige doniisiimlii voltametri ad1 verilmektedir.

Doéniistimlii voltametri, hizli taramali polarografiye benzemektedir. Dontistimlii
voltametri yonteminde tarama Sekil 2.8 de gosterildigi gibi liggen seklindedir.
Potansiyelin miktari, pik olusumuna kadar dogrusal olacak sekilde arttirilir. Ayni hiz

ile baglangictaki seviyeye diistliriilmektedir.

Sekil 2.7’ de ii¢ adet voltamogram bulunmaktadir. Katodik A pikinin meydana
gelmesi hizli-taramali polarografidekine benzer. Potansiyel tersine ¢evrildiginde (B)
akim pozitif kalir. Cogu zaman bu durumun sebebi indirgenmenin difiizyon kontrollii
olmasidir. Analit indirgenemeyecek duruma geldiginde ise C pikine ulasilmaktadir.
Akam sifir olur. Potansiyelde pozitif degerler arttik¢a daha dnce indirgenen tanecikler
yiikseltgenmeye baslar. Yikseltgenme, derisim sifirlanana kadar devam eder.
Boylece D piki olugsmaktadir. Elektrot potansiyelinin yavas olmasi durumunda ya da
daha az doniisiimlii olmas1 durumunda potansiyeldeki fark biiytir. Egri, kesikli olan

egrilere benzemektedir. (Skoog ve ark., 2004).
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terzitir

terzinire benzer

+0.1 0.0 -0.1 -0.2 0.3
Uygulanan potansiyvel, W

Sekil 2.7. Doniigiimlii (devirli) voltamogram 6rnegi.

potansiyel, V

Zaman, t

Sekil 2.8. Doniistimlii (devirli) voltametride uyarma sinyali goriintiisii.

2.1.5.2. Diferansiyel Puls VVoltametrisi

Normal puls voltametrisi tekniginde, puls sonunda belirlenen akimin az
miktarda kapasitif bilesen igerdigi bilinmektedir. Kapasitif bilesene ait akim
miktarini azaltmak ve dolayisiyla seciciligi arttirmak gerekmektedir. Bunun i¢in puls
bagindaki ve sonundaki akim farki alinir. Bu yonteme, diferansiyel puls voltametrisi
denir. Gittik¢e artan dogru akim potansiyeline uygulanan sabit genlikli pulslar Sekil
2.9’ da gosterilmektedir. Diferansiyel puls voltametrisi tekniginde meydana gelen

LA/V egrisi Sekil 2.9 da gosterilmektedir.
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Sekil 2.9. (a) Sabit genlikli puls uygulanmasi. (b) diferansiyel puls voltametrisi tekniginde
meydana gelen akim potansiyel egrisi.

Elektrota potansiyel puls uygulanir. Damladaki yiik artar. Dolayisiyla faradayik
olmayan akim dalgalanir. Bu akim zamanla iistel olarak azalmaktadir. Damla
Omriiniin sonuna dogru sifira yaklagmaktadir. Dolayisiyla sinyal/ giiriiltii orami
artmaktadir. Boylece hassasiyet de artmaktadir. Bu teknikle, tersinir reaksiyonlarda
1x10® M, tersinmez reaksiyonlarda ise 5x10® M’ a kadar tayin imkan
bulunabilmektedir (Aydogan, 2014).

2.1.5.3. Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi hiz ve duyarlilik agisindan istiin olan bir tekniktir.
Voltamogram en fazla 10 ms’ de olusmaktadir. Kare dalga voltametrisi, civa damla
elektrot ve kromatografik dedektor ile kullanilabilmektedir (Ayazli, 2007).
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Sekil 2.10. (a)’ daki basamak sinyaline, (b)’ deki pulsun binmesiyle, (¢)’ de olusan kare-
dalga voltametrisine ait uyarma sinyalinin olusumu gosterilmektedir.

Basamakli sinyal i¢in basamak boylar1 ve pulslarin periyotlar1 esittir.
Ortalama 5 ms’ dir. Sinyal potansiyel basamagi (Es) genelde 10 mV’ tur. Puls
biiyiikliigii 2Eg, ise, ortalama 50 mV”’ tur. Sistem bu kosullarda ¢alistiginda 200 Hz

puls frekanst ile denktir. Bu kosullarda 1V olan tarama 0,5 saniyede yapilmaktadir.
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Sekil 2.10° da gosterildigi gibi, tersinir indirgenmedeki bir puls boyu, ileri yondeki
trliniin, geri yonde yiikseltgenebilecegi kadar biiyiik olur. Dolayisiyla ileri puls
katodik (i1), geri puls ise anodik akim (i,) olusturmaktadir. Aradaki fark kullanilarak,
voltamogrami meydana getirmek i¢in ¢ogunlukla grafik olusturulmaktadir. Aradaki
akim farki ve derisim dogru orantilidir. Pik potansiyeli polarografik yari-dalga
potansiyeline denk gelmektedir. Olgiimler oldukga hizla tamamlanir. Birkag tarama
sinyalinin ortalama degeri hesaplanarak kesinlik arttirilabilmektedir. Bu teknigin

tayin sinir1 107- 10® M arasindadir.

2.2. Elektrokimyasal Yontemlerde Validasyon

2.2.1. Validasyon (Yontem Gegerlilik Testleri)

Validasyon, 6zel amach bir kullanim i¢in gerekli sartlarin yerine getirildiginin,
yapilan 6n incelemeler sonunda dogrulanmasi ve objektif kanitlarin elde edilmesi
islemidir. Validasyon islemi, yontem performansinin kontrol edilmesi igin

yapilmaktadir (TURKAK, 2016).

Yontem validasyonu, kullanilan yontemin hedeflenen amaca uygun sonug
verdigini belirli parametreleri (validasyon parametreleri) inceleyerek gosterme

islemidir (Ozkan, 2012).

2.2.2. Validasyonun Gerekli Oldugu Durumlar
Validasyon (yontem gecerlilik) islemi,
e Bir analizin yapilmasi i¢in yeni bir metot gelistirildigi durumda

e Kullanilan metodun igerisinde herhangi bir farklilik yapildiginda (islem

ekleme veya islem ¢ikarma)

e Kalite kontrol g¢aligmalari sonucu metot performansinin degismis oldugu
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tespit edildiginde (kabul edilebilir sapmalarin disina ¢ikma) oldugu
anlasildiginda yapilmaktadir.

2.2.3. Validasyon Strateji Plam

e Metodu uygulamanin amaci belirlenerek, metot kapsam sinirlari tanimlanir,
e Metot performansinin 6lgiilebilecegi parametre ve Kriterler belirlenir,
e Kullanilacak malzemeler (standartlar, sarf malzemeler) belirlenir,

e Metot uygulamasi esnasinda kullanimda olacak cihazlara ait performans,
metodun gerektirdigi performans ile kiyaslanarak cihazin metot i¢in uygunlugu

kontrol edilir.

e Validasyon analizleri tamamlanir,
e Istatistiksel degerlendirmeler yapilir,

e Validasyon raporu hazirlanir (Uygun, 2016).

2.2.4. Validasyon Parametreleri

Validasyon islemi i¢in, yontemin performansinin amaca uygun olup olmadiginin
kontrolii islemi, genellikle asagidaki parametreleri igermektedir:

2.2.4.1. Segicilik

Segicilik, bir metodun ilgilenilen analiti, bilinen girisim kaynaklar1 arasindan

belirleme yetenegidir. Baska bir deyisle, metodun matriks i¢inde bulunan sadece

belirli bir tiir analiti 6l¢cme 6zelligidir. Ortamda girisime neden olabilecek maddeler
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standart maddeye ilave edilir. Boylece girisime yol agip agmadigi belirlenir. (Uygun,
2016).

2.2.4.2. Dogrusallik ve Aralik

Olgiim aralig1, metodun uygulama araligini belirlemektedir. Metot validasyonu,
bu aralik g6z oniine alinarak yapilir. Dogrusal aralik ise, 6l¢iim araligindan daha dar

olabilmekle birlikte, kalibrasyon araligmin olusturdugu araliktir (TURKAK, 2016).

Dogrusallik 6lglim araliginda sinyal/ derisim bagintisinin dogrusal olmasi
anlamma gelir ve Olglim sinyalinin analit derisiminin bir fonksiyonu olarak
belirlendigi bir kalibrasyon grafigi ile gosterilir. Derisime karsi cihazdan alinan
sinyaller arasinda ¢izilen kalibrasyon grafiginden elde edilen egrinin determinasyon

katsaysi (%) en az 0,995 olmalidir (Uygun, 2016).

Bir 6l¢lim cihazinin gosterdigi sinyal miktar1 ile, sinyal miktar1 bilinerek
Olciilen Dbiiyiiklik arasinda baglanti kurabilmek {izere uygulanan islemlere

kalibrasyon denir (Akdag, 2014).

Hazirlanacak 6l¢tim ¢ozeltilerinin sayist en az 6 olmali ve her bir 6lglim

¢ozeltisi en az 3 kez analiz edilmelidir (Eurochem, 2011).

2.2.4.3. Teshis Simir1 ve Tayin Alt Sinir1

Analitin belirlenebildigi ancak, nicel smirlar igerisine girmedigi en diislik

derisimine teshis sinir1 (TS) denir. Ug sekilde hesaplanir;

e (Gorerek degerlendirmeye dayali yontem ile belli derisimde seyreltik bir seri
analit ¢ozeltisinin sinyalleri 6l¢iiliir ve analit sinyalinin goriilebildigi en kiigiik

derisim teshis sinir1 kabul edilir.

e Sinyal/ Giirtiltii oranina dayanarak, belli ve diisiik derisimdeki analit ¢ozeltileri

ve kor ¢ozeltilerin sinyalleri dlgiilerek karsilagtirilir ve sinyal/giiriiltii oran1 3
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esas alinarak bu orani saglayan analit derigimi teshis sinir1 olarak kabul edilir.

Bu yaklagim yalnizca pik seklindeki sinyaller i¢in uygulanir.

e Standart sapma ve egiminden giderek hesaplamaya dayali yaklagimlarda, TS=
3*ss/m (ss: standart sapma; m: kalibrasyon egri denkleminin egimi) formiilii ile

teshis sinir1 hesaplanur.

Tayin alt sinir1 (TAS), kabul edilebilir bir dogrulukla tayin edilebilecek en
diisiik analit derisimidir. TAS degerinin bulunmasinda da TS degerinde oldugu gibi
ti¢ farkli yontem kullanilir (Eurochem, 2011).

e Analitin belli miktarlardaki seyreltilmis derisimleri ile yapilan analizleri
sonucunda yeterli dogruluk ve kesinlikle analit tayini yapilabilen derisim

degeri "TAS’’ hesaplanir.
e TAS degeri, sinyal/ giiriiltii oran1 degerinin 10 oldugu derisimdir.

e Cevabin standart sapmast ve egiminden yola ¢ikilarak teshis sinirt (TS)
degerinin hesaplanmasinda kullanilan formiildeki 3 teorik degerin yerine TAS

degerini bulmak igin kullanilan formiilde 10 degeri yazilarak hesaplanir (Ozgelikay,

2016).

TAS= 10 ss/m

2.2.4.4. Kesinlik

Bir numuneye, ayn1 yontemin birden fazla kez uygulanmasi sonucunda elde
edilen sonuglarin birbirine yakiligimin bir 6l¢iitiidiir. Tekrarlanabilirlik, orta kesinlik

ve tekrar edilebilirlik olarak tanimlanmaktadir.

Tekrarlanabilirlik: Ayni laboratuvarda, aym ¢6zeltilerle, ayn1 cihaz ya da
diizenekle, ayn1 kisi tarafindan kiiclik bir zaman dilimi icerisinde yapilan tekrarl
Olctimlerin uyumudur. En az 10 6l¢iim alinmalidir. Kesinlik ¢alismasi ile elde edilen

sonuglarin yiizde bagil standart sapmasi (% BSS) < 1 olmalidur.
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v Orta Kesinlik: Farkli giin, analizci ve aletlerle laboratuvar igi
degisimlerden elde edilen sonuglardir. Bu kesinlik parametresini saglayan sonuglar,
diger parametreleri de dogrudan saglamis olurlar. Hazirlanan ¢ozeltilerden en az 3
tekrar 6l¢lim alinmalidir. Elde edilen sonuglarin % BSS degeri hesaplanir, bu degerin

< 2 olmasi gerekir.

v Tekrar Edilebilirlik: Farkli laboratuvar, ¢ozeltiler, cihazlar, analizciler
tarafindan farkli zamanlarda yapilan olgiimler ile elde edilen sonuglarin yakinlik
Olclitidir. Cozeltilerden en az 3 tekrar 6l¢limii alinmalidir. Elde edilen sonuglarin 2’

den kiiciik ya da esit olmas1 gerekmektedir.

Kesinligin olgiitleri standart sapma(s), varyans(s®), aralik(R), bagil standart
sapma(BSS) ve ortalamanin standart hatasidir (Ozgelikay, 2016).

2.2.4.5. Dogruluk

Olgiimlenen sonucunun gercek degere veya referans olarak kabul edilen degere
olan yakinligidir. Dogruluk parametresi, geri kazanim g¢aligmasi ile belirlenebilir.
(TURKAK, 2016).

Geri kazanim i¢in 3 farkli yontem mevcuttur:

o Referans bir standart ile karsilastirma;
Farkli derisimlerde en az 6 noktada 6l¢iim yapilir. Elde edilen sonuglar sertifika

degeri ile karsilastirilir.

e Kor matriks ortaminda analiz edilen maddeyi ilave etmek;
Analit matrikse farkli derisimlerde eklenir ve safsizliklardan, yardimci maddelerden

etkilenip etkilenmedigi incelenir.

e Standart ekleme yontemi ile saf madde eklenmesi;
Analit miktar tayini daha dnce yapilmis olan bir matriks igerisine, bilinen miktarda

saf analitten ilave edilir. 3’ er tekrarli 6l¢im yapilir. Elde edilen geri kazanim
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degerleri, ilave edilen ve Slgiilen analit miktarlari iizerinden belirtilir. (Ozkan,2012).

2.2.4.6. Saglamhk

Saglamlik, deney sartlarinda meydana gelen sapmalar karsisinda yontem

hassasiyetini gostermektedir. Genel olarak asagidaki parametreler kontrol edilir:

e Matriksi olusturan bilesenler,
e Kimyasal maddelerin partilerinin ve/ veya markalarinin degistirilmesi,
e Oziitleme siiresi
e Sicaklik,
o Akis hizi,
¢ Analite has ucuculuk gibi.
Saglamlik testlerinin sonuglari, yontemin uygulanabilecegi Kosullarin tanimlanmasini

saglamaktadir.

Metot performansini etkileyen parametreler belirlenir.Her bir parametrenin
Olgim sonucu dogruluguna, kesinligine etkisi sistematik olarak belirlenir.Her
parametrenin Ol¢lim sonucu ortalamasina etkisi hesaplanir.Elde edilen sonuglara gore
metodu rutin uygulama sirasinda kontrol altinda tutmak i¢in uygun “kalite kontrol”

ornegi belirlenir ve metodu kullanim sirasinda bu madde analiz edilir (Uygun, 2016).

Bir baska ifade ile yontemin optimum parametrelerinden uzaklasildiginda

gercekligin ve kesinligin ne kadar etkilendiginin bir 6l¢iitiidiir (ICH Rehberi, 2005).

2.2.4.7. Tutarhihik

Degisik kosullar altinda elde edilen sonuglarin birbiri arasindaki uyumudur ve
%BSS degeri ile gosterilir. Orta kesinlik ile iligkilidir. ICH e gore yapilmasi gereken
zorunlu bir parametre degildir (ICH Rehberi, 2005).

e Farkl analizciler tarafindan ayni1 yontemi kullanarak,
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e Ayni olmayip benzer cihazlar kullanarak,
e Farkli markalarin reaktif ve ¢oziiciilerini kullanarak,
e Farkli sicaklikta ve farkli giinlerde ayni yontem ile ¢alisilarak tutarlilik

parametresi degerlendirilir ve % BSS olarak ifade edilir.

2.2.4.8. Cozelti Stabilitesi

Stabilite, numunelerin, standart malzemelerin veya ¢ozeltilerin (analiz
sonucuna etki eden faktorlerin), analiz sonucunun giivenilirli§ini ve kesinligini
degistirmeden ne kadar siireyle kullanilabileceginin Olgiitiidiir. Ayni numune
cozeltisi kullanilarak kisa siireli araliklarla ve uzun siireli araliklarla yapilan tekrarlar

sonucunda, stabilite siireleri tespit edilir (TURKAK, 2016).

Stabilite caligmalar1 dort farkli yontem ile yapilabilir;

. Dondurma- ¢ézme stabilitesi: Ug farkli derisiminde (cok diisiik ve ¢ok
yiilksek derisimlerdeki noktalar1 icerecek sekilde) ¢oOzelti hazirlanir. 24 saat
dondurularak oda sicakligina getirilir, tekrar 12- 24 saat olacak sekilde dondurulur,
bu islem 3 kere uygulanir ve analizler yapilir. Sonuglar taze stok c¢ozelti ile

karsilastirilarak stabilite tayin edilmis olur.

. Uzun siireli stabilite: Uc farkli derisimde (¢ok diisiik ve cok yiiksek
derisimlerdeki noktalar1 igerecek sekilde) ¢ozelti hazirlanir, Analizde kullanilan
malzemelerin ilk kullanim/ son kullanim arasindaki siireye baghdir. Ilk ve son
kullanimdan elde edilen sonuglarda karsilastirma yapilir. Sonuglar taze stok ¢ozelti

ile karsilastirilarak stabilite tayin edilmis olur.

. Kisa siireli stabilite: Uc farkli derisimde (cok diisiik ve ¢ok yiiksek
derisimlerdeki noktalar1 igerecek sekilde) c¢ozelti hazirlanir. Oda sicakligina
getirilerek 4- 24 saat arasinda tutulur, analiz edilir. Sonuglar taze stok ¢ozelti ile

karsilastirilarak stabilite tayin edilmis olur (Ozkan, 2012; Swartz ve Krull, 2012).
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Bozunma Calismalari: Cevre kosullar1 degistirilerek {i¢ farkli derisimdeki
(cok diisiik ve cok yliksek noktalar1 igerecek sekilde) numune ¢ozeltisi tizerindeki
etkileri incelenmistir. Numunedeki tayin sonucuna her 10 °C’ lik sicaklik artisinin
etkisi, nem degerinin > % 75 olmas1 durumunda analite etkisi, hidroliz etkisi (Analit
8 saat siireyle ayrt ayrt 0,1 N hidroklorik asit ve 0,1 N sodyum hidroksit
cozeltilerinde bekletilerek analiz edilmesi), oksidasyon etkisi (% 3- 30 arasinda H,0,
ile) ve 15181n etkisi (UV, floresan veya beyaz 1s18a maruz birakma islemi) belirlenir

(Ozgelikay, 2016).

2.2.4.9. Hassasiyet (Duyarhhk)

Analit derisiminin degisimine bagli olarak analitik sinyalin degisme miktarina
bagl olarak cevabin ne kadar degistigini gésteren bir parametredir. Kalibrasyon

egrisinden elde edilen dogru denkleminin egimi hassasiyeti verir (Ozgelikay, 2016).

Hassasiyet yiikseldik¢e secicilik azalmaktadir. Tayin alt smir1 ne kadar

kiiciiliirse hassasiyet o kadar artar (Aboul-Enein ve ark., 2000).

2.3. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

2.3.1. Deneylerde Kullanilan Arag ve Gerecler
o Potansiyostat: AUTOLAB 30 (Eco Chemie, Hollanda)
e Deney Hiicresi: Tek boliimlii voltametrik hiicre

v Elektrotlar: Calisma elektrodu, yardimci elektrot ve referans elektrot
kullanilmastir.

v Calisma elektrodu: Camsi karbon elektrot (BAS MF 2013), Bor katkili elmas
elektrot (Windsor Scientific, England)

v Yardimci elektrot: Pt elektrot (BAS MW 1032)

v Referans elektrot: Ag/AgCl (BAS MF 2052)
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Isiticih Manyetik Karistiricr: lkamag RH

o Hassas Terazi: Labor Alliance ve Shimadzu Libror AEG —220
e pH Metre: Model 538 (WTW, Austria)

o Parlatma Pedi: BAS (Microcloth pads, MF 1040)

e Santrifijj

o Degaser

Farkli boyda Pyrex® balonjoje,

10 ml” lik deney tiipii

Beher

Farkl1 hacimlerde otomatik pipet ve mikro pipet (Interlab)

2.3.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler
Deney islemlerinde kullanilan kimyasal madde, standart madde

®
(dihidroksipropilteofilin) ve ticari ilag (DIFILIN ) bilgileri asagidaki tablolarda
verilmektedir ((Tablo 2.1., Tablo 2.2, Tablo 2.3). Deney sonuglarina herhangi bir
girisimin yanstmamast amactyla, kullanilan tiim kimyasal malzemeler ve standart

maddeler kromatografik ve/ veya UV safliktadir.
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Cizelge 2.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Kimyasal Madde ismi Uretici Firma Ismi

Aliiminyum oksit (Al,03) Merck
Asetik asit (CH;COOH) Merck
Asetonitril (ACN) Merck
Borik asit (H;BO3) Merck
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) Merck
Fosforik asit (H3POy) Merck
Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck
Sodyum asetat trihidrat (CH;COONa.3H,0) Merck
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO,.2H,0) Merck
Sodyum fosfat dodekahidrat (NazP0O4.12H,0) Merck

Kafein Bl Reference Standart

Serum Sigma (Human Serum)

Idrar Saglikli kisiden alinmustir.

Cizelge 2.2. Deneylerde Kullanilan Standart Madde Bilgileri

Standart Madde Ismi Uretici Firma Ismi

Dihidroksipropilteofilin DEVA

Cizelge 2.3. Deneylerde Kullanilan ilag Bilgileri

. . Birim Dozdaki
Madde Ismi Miistahzar Ismi Farmasotik Sekil )
Igerik
Dihidroksipropilteofilin Difilin® Ampul 300 mg/ 3 ml

2.3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler

Deneylerde tampon ¢ozeltiler, dihidroksipropilteofilin stok ¢ozeltisi, model ilag

(kafein) stok ¢ozeltisi, serum stok ¢ozeltisi ve idrar stok ¢ozeltisi kullanilmustir.

2.3.3.1. Deneylerde Kullanilan Tampon Cozeltiler

Deneylerde; fosfat tampon c¢ozeltileri, asetat tampon ¢ozeltileri ve borat
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tampon ¢ozeltileri (destek elektrolitleri) kullanilmistir.

Destek elektrolit, elektroorganik reaksiyon i¢in ¢ok Onemlidir. Destekleyici

elektrolitlerin se¢imi i¢in asagidaki noktalar onemlidir:
v’ Elektroliz i¢in yaygin olarak kullanilan ¢6ziiciide ¢oziiniirliik;
v' Elektrokimyasal stabilite;
v Reaksiyon ara maddesi ile etkilesim;
v" Hazirlama kolayligi (Shono, 1991).

pH noktalar1 1,80; 2,19; 3,09; 3,56; 4,56; 5,58; 5,85; 6,99; 8,04; 8,80; 9,81;
11,24; 12,28 olarak segilmistir ve hazirlanmistir. Tablo 2.4 te her bir tampon
cozeltinin bilesiminde kullanilan kimyasal malzemeler hakkinda gerekli bilgiler

verilmistir.

Tampon ¢ozeltiler saf su ile 100 mL’lik balonjojelerde hazirlanmistir.
Ultrasonik banyoda homojen hale getirilmistir. Olciim &ncesinde pH metre kalibe
edilmis ve dogrulanmistir. Hazirlanan her bir tampon ¢ozeltinin pH degerleri

oOl¢iilerek kayit altina alinmugtir.
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Cizelge 2.4. Tampon Cozeltilerin Bilesimleri

. . Elde
Kimyasal Kimyasal Madde Madde -
p.H . Tamp‘.’” Malzeme Malzeme Miktar: Miktari Edilen Slcoa kiik
Degeri Cinsi 1) () ) ) pH O
Degeri
sodyum
15 Fosfat fosforik asit dihidrojen fosfat | 1,816 ml 15649 1,80 21,5
dihidrat
sodyum
2,0 Fosfat fosforik asit dihidrojen fosfat | 0,576 ml 15649 2,19 21,1
dihidrat
sodyum
3,0 Fosfat fosforik asit dihidrojen fosfat | 0,058 ml 1,569 3,09 21,0
dihidrat
. sodyum asetat
3,7 Asetat asetik asit frihidrat 1,425 ml 0,349 3,56 21,2
B o sodyum asetat
47 Asetat asetik asit frihidrat 0,570 ml 1,369 4,56 20,9
. sodyum asetat
57 Asetat asetik asit frihidrat 0,142 mi 34049 5,58 21,1
prdyum disodyum
6,0 Fosfat dihidrojen hidroien fosfat 4,689 0,719 5,85 21,4
fosfat dihidrat )
sodyum disodyum
7,0 Fosfat dihidrojen hidroien fosfat 09%g 1,429 6,99 22
fosfat dihidrat )
sodyum disodyum
8,0 Fosfat dihidrojen hidroien fosfat 0,16 g 2,279 8,04 21,7
fosfat dihidrat )
- sodyum
9,0 Borat borik asit hidroksit 0,939 0,209 8,80 21,0
- sodyum
10,0 Borat borik asit hidroksit 0,939 0,50 g 9,81 21,0
disodyum sodyum fosfat
11.0 Fosfat hidrojen fosfat dodekahidrat 2849 2,399 1124 21.4
12,0 Fosfat disodyum sodyum fosfat | 4 7 o 6049 12,28 21,3

hidrojen fosfat

dodekahidrat
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2.3.3.2. Dihidroksipropilteofilin Stok Cozeltisi

Dihidroksipropilteofilin standardinin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in hassas
terazi kullanilmistir. Tartim islemi 6ncesinde hassas terazi temizlenir, dengede olup
olmadigimi tespit etmek iizere diizesi kontrol edilir ve otokalibrasyonu yapilir. 25,4
mg dihidroksipropilteofilin standardi tartilir. 100 ml hacimli cam balon jojeye
koyularak az bir hacimde saf su ilave edilir. Coziinmesi i¢in calkalanir, ardindan
tamamen ¢oziindiiglinden emin olmak i¢in 15 dk ultrasonik banyoda bekletilir. Saf su
ile hacim c¢izgisine tamamlanarak, homojen hale gelmesi i¢in birka¢ dk el ile

calkalanir.

Elde edilen stok dihidroksipropilteofilin ¢ozeltisi derigimi 1x10™° M’ dur.

2.3.3.3. Model ila¢ (Kafein) Stok Cozeltisi

Model ila¢ kullaniminin amaci, ¢alisilan maddeye ait mekanizma aydinlatirken,
kendisine benzer referans bir maddenin 1s18inda degerlendirmeler yapabilmektir.
Dihidroksipropilteofilin yiikseltgenme mekanizmasi incelenirken, model ilag¢ olarak

kafein kullanilmuastir.

Dihidroksipropilteofilin etken maddesinin mekanizmasinin aydinlatilmasi
esnasinda model ilag olarak kafein kullanilmasmin sebebi, molekiiler yapilarinin
benzerligi ve karakter 6zellikleri birbirine yakin oldugu bilinen “’ksantinler’” olarak

adlandirilan grupta yer almalardir.

Kafein’ in voltametrik tepkileri ile dihidroksipropilteofilin’® in voltametrik
tepkileri  karsilagtirilarak, analitik  yaklasimlar ile dihidroksipropilteofilin

mekanizmasi hakkinda bilimsel ip uglari elde edilmistir.

19,4 mg kafein model ilag standardi tartilir. 100 ml hacimdeki balon jojeye
koyulur. Bir kisim saf su ilave edilir. Coziinmesi i¢in ¢alkalanir, ardindan tamamen
¢oziindiigiinden emin olmak igin 15 dk ultrasonik banyoda bekletilir. Saf su ile hacim

cizgisine tamamlanarak, homojen hale gelmesi i¢in birkag¢ dk el ile ¢alkalanir.

Elde edilen stok kafein ¢ozeltisi derigimi 1x10° M’ dir.
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2.3.3.4. Serum Stok Cozeltisi

Dihidroksipropilteofilin® in miktar tayini i¢in gelistirilen voltametrik yontem,
biyolojik numune olarak serum matriksinde uygulanmistir. Bunun i¢in serum
matriksinde, gerekli yontem gecerlilik ¢alismalar1 (dogrusallik, aralik, TS, TAS, giin

ici tekrarlanabilirlik, giinler aras1 tekrarlanabilirlik, geri kazanim) yapilmastir.

102 M’ ik dihidroksipropilteofilin stok ¢dzeltisi hazirlanir. 25,4 mg standart
tartilarak saf su ile 10 ml’ ye seyreltilir ve ultrasonik banyoda ¢oziilmesi

saglandiktan sonra birkag¢ dk el ile ¢alkalanir.

Serum matriksindeki c¢alismalar igin stok c¢ozelti hazirlanirken, 10 ml’lik
plastik santrifiij tiipii igerisine 3,6 ml serum alinarak, 102 M standart madde stok
¢ozeltisi icerisinden, toplam hacim icerisinde 10° M olacak sekilde (1 ml

dihidroksipropilteofilin) eklenir. Daha sonra 5,4 ml asetonitril eklenir.

Kor serum ¢ozeltisi igin ise, 10 ml hacimdeki plastik santrifiij tiipiine 3,6 ml

serum alinarak 1 ml saf su eklenir. Uzerine 5,4 ml asetonitril eklenir.

Her iki ¢ozelti ultrasonik banyoda 15 dk karistirilir. Ardindan 3000 rpm’ de 20
dakika boyunca santrifijjlenir. Bu sekilde serumdaki proteinlerin ¢oktiiriilmesi

saglanmais olur.

Dihidroksipropilteofilin igeren serum c¢ozeltisinin iizerindeki berrak kisim
kullanilarak, kalibrasyon standartlar1 ve diger yontem gecerlilik calismalari ig¢in

gerekli olan 6lgiim ¢ozeltileri hazirlanir.

Olgiim ¢ozeltileri hazirlanirken analitik ¢alismalar icin secilen pH 8,04 fosfat

tamponu ile seyreltmeler yapilmigtir.

2.3.3.5. idrar Stok Cozeltisi

Dihidroksipropilteofilin’ in miktar tayini i¢in gelistirilen voltametrik yontem,
biyolojik numune olarak, herhangi bir ila¢ kullanmayan, saglikli bir insandan alinan

idrar matriksinde uygulanmistir. Bunun i¢in idrar matriksinde, gerekli yontem
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gecerlilik ¢alismalart (dogrusallik, aralik, TS, TAS, giin i¢i tekrarlanabilirlik, giinler

aras1 tekrarlanabilirlik, geri kazanim) yapilmistir.

102 M’ lik dihidroksipropilteofilin stok ¢ozeltisi hazirlanir. 25,4 mg standart
tartilarak saf su ile 10 ml’> ye seyreltilir ve ultrasonik banyoda c¢oziilmesi

saglandiktan sonra birkag dk el ile ¢alkalanir.

Idrar matriksindeki calismalar icin stok ¢dzelti hazirlanirken, 10 ml hacimdeki
plastik santrifiij tiipii icerisine 3,6 ml idrar alimr. 10° M standart madde stok
¢ozeltisinden toplam hacmin igerisinde 10° M olacak sekilde (1 ml

dihidroksipropilteofilin) eklenir. Uzerine 5,4 ml asetonitril eklenir.

Kor idrar ¢ozeltisi i¢in ise, 10 ml hacimdeki plastik santrifiij tiipiine 3,6 ml

serum alinir. 1 ml saf su eklenir. Uzerine 5,4 ml asetonitril eklenir.

Her iki ¢ozelti ultrasonik banyoda 15 dk karistirilir. Ardindan 3000 rpm’ de 20

dakika boyunca santrifiijlenir. Boylece idrarin ¢oktiiriilmesi saglanmis olur.

Dihidroksipropilteofilin igeren idrar c¢ozeltisinin Tlizerindeki berrak kisim
kullanilarak, kalibrasyon standartlar1 ve diger yontem gecerlilik ¢aligmalart igin

gerekli olan dl¢lim standartlar1 hazirlanir.

Olgiim ¢ozeltileri hazirlanirken analitik calismalar igin segilen pH 8,04 fosfat

tamponu ile seyreltmeler yapilmistir.

2.3.4. Dihidroksipropilteofilin’ in Saflik Kontrolleri

Deneysel caligmalarda kullanilan dihidroksipropilteofilin safligi, standart

malzeme sertifikasi i¢eriginde belirtilmistir.

2.3.5. Voltametrik Yontemin Ampullere Uygulanmasi

3 adet ampul kirilarak, icerisinden 1x10° M dihidroksipropilteofilin elde

edilebilecek miktarda hacim alinmis ve 100 ml’ lik balonjojede saf su ile
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tamamlanmustir.  Ultrasonik banyoda 15 dk kanstirildiktan sonra 4x10° M
dihidroksipropilteofilin 6l¢iim ¢ozeltisi elde edecek sekilde uygun miktarda alinarak,

pH 8,04 fosfat tamponu ile 5 ml’ ye tamamlanmustir.

2.3.6. Dihidroksipropilteofilin’ in Geri Kazanim Calhismalari

Dihidroksipropilteofilin® in ampul formu igerisindeki katki maddelerinin, insan
serum ve idrar matriksinin miktar tayinine girisim yapabilecek herhangi bir etkisinin

olup olmadigimi tespit etmek amaciyla geri kazanim olgiimleri alinmistir. (Madde
3.2).

Bu sebeple, dihidroksipropilteofilin igerigi bilinen ve homojen hale getirilmis
olan ampul ¢ozeltisi igerisine, toplam madde miktar1 dogrusal aralik igerisine girecek
sekilde dihidroksipropilteofilin’ in belli miktarda saf standardi ilave edilmistir. Bu

karisim pH 8,04 fosfat tamponu ile seyreltilerek analiz edilmistir.

Voltamogramlardan yola ¢ikilarak, elde edilen toplam dihidroksipropilteofilin
miktarindan, ampul icerigindeki bilinen miktar ¢ikarilmis ve ilave edilen saf standart

miktarmin geri alinma yiizdesi hesaplanmastir.

Insan serumu ve idrarindan geri kazanim ¢aligmalarinda da benzer prosediir
uygulanmistir. Dihidroksipropilteofilin ile hazirlanmig serum ve idrar stogundan
bilinen miktarda seyreltilmis ¢ozeltilerine belli miktarda saf dihidroksipropilteofilin

standardi ilave edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Dihidroksipropilteofilin’ in Voltametrik Yontemlerle incelenmesi

Farkli pH  degerlerine sahip olan farkli  ortamlarda  yapilan
dihidroksipropilteofilin etken maddesinin voltametrik inceleme g¢alismalari i¢in DV,
DPV ve KDV teknikleri kullanilmistir.

Calismalarin tiimiinde AUTOLAB 30 elektrokimyasal analizorii, bor katkili
elmas elektrot, Pt elektrot ve Ag/AgCI elektrot kullanilmigtir. pH taramalari, hiz
taramalar1 ve model ilag ile yapilan ¢aligmalar bolimiinde camsi karbon elektrot

(CKE) da ¢alisma elektrodu olarak kullanilmistir.

Dihidroksipropilteofilin® in yiikseltgenme mekanizmasi, farkli tampon
cozeltiler ve farkli pH’ larda CKE ve BKEE elektrotlar kullanilarak incelenmis
olmakla birlikte; model ilag olarak kafein standart maddesi ile karsilastirilarak

aydmlatilmastir.

Calismalarda, pH degerleri 1,80; 2,19; 3,09; 5,85; 6,99; 8,04 olan fosfat
tampon c¢ozeltileri, 3,56; 4,56; 5,58 olan asetat tampon ¢ozeltileri ve 8,80; 9,81 olan
borat tampon ¢ozeltileri kullanilmistir. Yapilan deneylerde, miktar tayini ¢alismalar
icin en uygun pH ortaminin 8,04 olan fosfat tamponu ile elde edildigi ve en uygun

elektrotun bor katkili elmas elektrot oldugu belirlenmistir.

Dihidroksipropilteofilin’ in pH 8,04 fosfat tamponunda yiikseltgenme davranisi
degisen tarama hizlarinda incelenmistir. Gerekli olan yontem gecerlilik

parametrelerinin incelenebilmesi adina calismalar yapilmistir. Deva ila¢ firmasi
tarafindan piyasaya sunulan ampul formundaki Difilin = isimli ilagtan miktar tayini

ve % geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir.

Biyolojik numunelerden yapilacak olan miktar tayinleri, insan idrar1 ve insan
kan serumunda da gerekli yontem gecerlilik calismalar ile birlikte; geri kazanim

calismalar1 yapilmstir.
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Standart materyal ve biyolojik materyaller ile yapilan ¢alismalar i¢in kullanilan
stok ve dl¢lim cozeltilerinin hazirlanisi, 2.3.3 nolu boliimde detayli bir sekilde yer

almaktadir.

3.1.1. DPT’ nin Farkh pH’ lardaki Voltametrik incelenmesi

1x10° M’ lik stok dihidroksipropilteofilin ¢ozeltisinden hazirlanan 5x10° M’
lik 6l¢iim ¢ozeltileri ve pH degerleri 1,80; 2,19; 3,09; 5,85; 6,99; 8,04; 11,24; 12,28
olan fosfat tampon ¢ozeltileri, 3,56; 4,56; 5,58 olan asetat tampon ¢ozeltileri ve 8,80;
9,81 olan borat tampon ¢ozeltilerinde, bor katkili elmas elektrot kullanilarak DV,

DPV ve KDV yontemleri uygulanmistir.

3.1.1.1. DPT’ nin Bor Katkili Elmas Elektrot(BKEE) ile Incelenmesi

3.1.1.1.1. DPT’ nin BKEE Kullanilarak Doniisiimlii Voltametri (DV) ile
Incelenmesi

5x10° M’ lik standart DPT cozeltisi, pH degerleri 1,80; 2,19; 3,02; 3,56; 4,56;
5,58; 5,85; 6,99; 8,04; 8,80; 9,81 olan ¢esitli tampon ¢ozeltileri ile, bor katkili elmas
elektrot kullamlarak, tarama hizi 100 mV s™ olacak sekilde incelenmistir. Olusan
voltamogramlar Sekil 3.1.a ve Sekil 3.1.b> de, elde edilen pik akimlar1 ve
potansiyelleri ise Cizelge 3.1’ de yer almaktadir. pH 11,24 ve 12,28 degerindeki
tampon c¢ozeltiler kullanilarak yapilan Ol¢limlerden elde edilen pikler uygun

olmadigindan voltamogramlar1 gosterilmemistir.
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Sekil 3.1.a. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile ve DV ile ¢esitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlar. 1) pH 1,80; 2) pH 2,19; 3) pH 3,09; 4) pH 3,56; 5) pH 4,56; 6) pH 5,58.
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Sekil 3.1.b. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile ve DV ile gesitli tampon ¢ézeltilerden elde edilen

voltamogramlar. 1) pH 5,85; 2) pH 6,99; 3) pH 8,04; 4) pH 8,80; 5) pH 9,81.
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Cizelge 3.1. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile ve DV ile gesitli tampon ¢ézeltilerden elde edilen
voltamogramlara ait pik akimlar1 ve potansiyel degerleri

pH Pik Akimi (pA) Potansiyel (V)
1,80 (fosfat tamponu) 1,037 1,494
2,19 (fosfat tamponu) 0,437 1,493
3,09 (fosfat tamponu) 0,913 1,492
3,56 (asetat tamponu) 1,044 1,465
4,56 (asetat tamponu) 0,466 1,440
5,58 (asetat tamponu) 0,943 1,436
5,85 (fosfat tamponu) 1,034 1,436
6,99 (fosfat tamponu) 1,01 1,418
8,04 (fosfat tamponu) 0,949 1,406
8,80 (borat tamponu) 0,576 1,401
9,81 (borat tamponu) 1,052 1,394

Bor katkili elmas elektrot ile yapilan calismalarda, 5x10° M DPT’ nin
dontigiimlii voltamogramlarina gore, farkli tampon ¢ozeltilerdeki pH degerlerinin pik

potansiyeli iizerine etkisini gosteren grafik Sekil 3.2” de gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile yapilan ¢alismalarda, DV ile farkli tampon
cozeltilerdeki pH degerlerinin pik potansiyeli {izerine etkisini gosteren egriler (¢): Fosfat
Tamponu, (O): Asetat Tamponu, (A): Borat Tamponu.

DV yontemi kullanilarak pH taramasi yapilmistir. Sonug¢ olarak pH degeri
artarken DPT pikinin daha az pozitif potansiyele kaydigi (azaldigi) tespit edilmistir.

Ep — pH dogrusunun denklemi asagida verilmistir.

Ep (V) = -0,013pH + 1,5123, 1:-0,9825, (pH 1,8-9,81), (n=10)

3.1.1.1.2. DPT’ nin BKEE Kullanilarak Diferansiyel Puls VVoltametrisi

(DPV) ile Incelenmesi

5x10° M’ lik standart DPT cozeltisi, pH degerleri 1,80; 2,19; 3,02; 3,56; 4,56;
5,58; 5,85; 6,99; 8,04; 8,80; 9,81 olan ¢esitli tampon ¢ozeltileri ile, bor katkili elmas

elektrot kullanilarak incelenmistir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.3.a ve Sekil

3.3.b’ de, pik akimi ve potansiyel degerleri ise Cizelge 3.2° de yer almaktadir.
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Sekil 3.3.a. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile ve DPV ile gesitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlar. 1) pH 1,80; 2) pH 2,19; 3) pH 3,09; 4) pH 3,56; 5) pH 4,56; 6) pH 5,58.



Ip,

0.100x107

0.800x107
0.700x107
0.600x107
0.500x107
0.400x107
0.300x107
0.200x107
0.100x107

0

-0.100x107
0

VN /\\ ;/

0.150x10°
0.125x10°
0.100x10°®
0.075x10°
0.050x10°

0.025x10°

0

0.025x10°

0.250 0.500 0.750

1.750 0 0.250 0.500

1.750

0.900x10°

0.700x107
0.600x107
0.500x107
0.400x107
0.300x107
0.200x107
0.100x107

0

0.800x10°1 4
0.700x10°
0.600x10°
0.500x10°
0.400x10°
0.300x10°
0.200x10°
0.100x10°

ol——

-0.100x10°

0.900x10°
0.800x10°
0.700x10°
0.600x10°
0.500x10°
0.400x10°
0.300x10°
0.200x10°
0.100x10°

0

0

0250 0500  0.750

1.750 0.250 0500

0

-0.100x10°

0.250 0.500 0.750

1.500

Ep, V

Sekil 3.3.b. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile ve DPV ile ¢esitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen

voltamogramlar. 1) pH 5,85; 2) pH 6,99; 3) pH 8,04; 4) pH 8,80; 5) pH 9,81.
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Cizelge 3.2. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile ve DPV ile gesitli tampon ¢ozeltilerden elde
edilen voltamogramlara ait pik akimlar1 ve potansiyel degerleri

pH Pik Akimi (pA) Potansiyel (V)
1,80 (fosfat tamponu) 1,593 1,436
2,19 (fosfat tamponu) 0,627 1,436
3,09 (fosfat tamponu) 1,333 1,436
3,56 (asetat tamponu) 1,107 1,420
4,56 (asetat tamponu) 1,260 1,404
5,58 (asetat tamponu) 1,375 1,389
5,85 (fosfat tamponu) 1,439 1,389
6,99 (fosfat tamponu) 1,502 1,381
8,04 (fosfat tamponu) 1,474 1,365
8,80 (borat tamponu) 0,747 1,365
9,81 (borat tamponu) 0,734 1,333

Bor katkili elmas elektrot ile yapilan caligsmalarda, 5x10° M DPT’ nin
diferansiyel puls voltamogramlarina gore, farkli tampon ¢ozeltilerdeki pH
degerlerinin pik potansiyeli {izerine etkisini gosteren grafik Sekil 3.4° te

gosterilmektedir.
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Sekil 3.4.5x10° M DPT’ nin BKEE ile yapilan caligmalarda, DPV ile farkli tampon
cozeltilerdeki pH degerlerinin pik potansiyeli iizerine etkisini gosteren egriler (0): Fosfat
Tamponu, (0): Asetat Tamponu, (A): Borat Tamponu).
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DPV yontemi kullanilarak pH taramasi yapilmistir. Sonug¢ olarak pH degeri
artarken DPT pikinin daha az pozitif potansiyele kaydig (azaldigi) tespit edilmistir.

Ep — pH dogrusunun denklemi agagida verilmistir.

Ep (V) = -0.0124pH + 1.464, r:-0,9829, (pH 1,8-9,81), (n=11)

3.1.1.1.3. DPT’ nin BKKE Kullanilarak Kare Dalga Voltametrisi (KDV) ile
Incelenmesi

5x10° M’ lik standart DPT ¢ozeltsi, pH degerleri 1,80; 2,19; 3,02; 3,56; 4,56;
5,58; 5,85; 6,99; 8,04; 8,80; 9,81 olan ¢esitli tampon ¢ozeltileri ile, bor katkili elmas
elektrot kullanilarak incelenmistir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.5.a ve Sekil

3.5.b’ te, pik akim1 ve potansiyel degerleri ise Cizelge 3.3’ te yer almaktadir.
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Sekil 3.5.a. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile ve KDV ile ¢esitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen

voltamogramlar. 1) pH 1,80; 2) pH 2,19; 3) pH 3,09; 4) pH 3,56; 5) pH 4,56; 6) pH 5,58.
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Sekil 3.5.b. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile ve KDV ile gesitli tampon ¢dzeltilerden elde
edilen voltamogramlar. 1) pH 5,85; 2) pH 6,99; 3) pH 8,04; 4) pH 8,80; 5) pH 9,81.
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Cizelge 3.3. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile ve KDV ile ¢esitli tampon ¢ézeltilerden elde
edilen voltamogramlara ait pik akimlar1 ve potansiyel degerleri

pH Pik Akimi (nA) Potansiyel (V)
1,80 (fosfat tamponu) 4,479 1,481
2,19 (fosfat tamponu) 1,609 1,481
3,09 (fosfat tamponu) 3,081 1,481
3,56 (asetat tamponu) 3,047 1,465
4,56 (asetat tamponu) 2,877 1,441
5,58 (asetat tamponu) 2,883 1,433
5,85 (fosfat tamponu) 2,997 1,433
6,99 (fosfat tamponu) 3,661 1,425
8,04 (fosfat tamponu) 4,057 1,409
8,80 (borat tamponu) 3,433 1,417
9,81 (borat tamponu) 1,466 1,385

Bor katkili elmas elektrot ile yapilan calismalarda, 5x10° M DPT’ nin Kkare

dalga voltamogramlarina gore, farkli tampon c¢ozeltilerdeki pH degerlerinin pik

potansiyelleri ve akimlari {izerine etkisini gosteren egriler Sekil 3.6’

gosterilmektedir.
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Sekil 3.6. 5x10° M DPT’ nin BKEE ile yapilan calismalarda, KDV ile farkli tampon
cozeltilerdeki pH degerlerinin pik potansiyelleri (A) ve akimlar1 (B) iizerine etkisini gosteren
egriler (0): Fosfat Tamponu, (0): Asetat Tamponu, (A): Borat Tamponu).

KDV yontemi kullanilarak pH taramasi yapilmistir. Sonug olarak pH degeri
artarken DPT pikinin daha az pozitif potansiyele kaydigi (azaldigi) tespit edilmistir.

Ep — pH dogrusunun denklemi asagida verilmistir.

Ep =-0,0116pH + 1,5047, r:-0,9715 (pH 1,8-9,81)

pH taramas1 sonucunda elde edilen tekraredilebilir yiiksek pik akimi nedeniyle
DPT’nin miktar tayini ¢alismalari i¢in pH 8,04 fosfat tamponu calisma ortami ve

KDV uygun yontem olarak secilmistir.

3.1.2. DPT’ nin Déniisiimlii Voltametri (DV) Teknigi ile Hiz Taramasi

Yapilan g¢alismalarin sonucunda en uygun pH noktasinin, fosfat tamponuyla elde
edilen 8,04 oldugu tespit edilmistir. Madde tasinmasinin difiizyon, adsorbsiyon veya

migrasyon olaylarindan hangisiyle gerceklestigini belirlemek iizere, pH 8,04
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noktasinda, 1x10* M DPT ¢ézelti derisiminde, tarama hizi 5- 750 mV s™ araliginda

olacak sekilde, DV teknigi ile bor katkili elmas elektrot kullanilarak hiz taramalar

yapilmigtir. Yapilan hiz taramalarina ait ¢alismalar Sekil 3.7.a ve Sekil 3.7.b’ de,

Cizelge 3.4’ te verilmistir.

Sekil 3.7.a. 1x10* M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponunda BKEE ve DV Teknigi ile Hiz
Taramasindan Elde Edilen Voltamogramlar. Tarama hiz1 v (mVs-1) 1) 750; 2) 500; 3) 250;

4) 100.
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Sekil 3.7.b. 1x10* M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponunda BKEE ve DV teknigi ile hiz

taramasindan elde edilen voltamogramlar. Tarama hizi v (mVs™) 1) 75; 2) 50; 3) 25; 4) 10;

5) 5.

Cizelge 3.4. 1x10* M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponunda BKEE ve DV teknigi ile hiz

taramasindan elde edilen veriler.

v (Vs vi2 log v ip(nA) log i Ep (V)
0,750 0,866 -0,125 3,523 0,547 1,433
0,500 0,707 -0,301 3,230 0,509 1,428
0,250 0,500 -0,602 2,585 0,412 1,421
0,100 0,316 -1,000 2,160 0,334 1,414
0,075 0,274 -1,125 1,944 0,289 1,411
0,050 0,224 -1,301 1,439 0,158 1,404
0,025 0,158 -1,602 1,122 0,050 1,394
0,010 0,100 -2,000 0,713 -0,147 1,382
0,005 0,071 -2,301 0,506 -0,296 1,375
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Tabloda verilen akim ve potansiyel degerleri ile asagida yer alan v- ip; Vi . ip; log
v- log ip grafikleri sirasiyla sekil 3.8, sekil 3.9 ve sekil 3.10 olarak olusturulmustur.
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Sekil 3.8. 1x10* M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponunda BKEE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen v - ip grafigi
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Sekil 3.9. 1x10* M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponunda BKEE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen v ¥ ip grafigi.

Hizin karekdkiiniin ve akimin dogrusal degisim gosterdigi, 5- 100 mVs™
arasindaki hiz taramasindan elde edilen dogru denklemi;

ip(LA) = 6,76V (V s) +0,0274  (1:0,9965; n:6) “dur.

63



405

0,60
0,50
0,40
0,20
0,20 &
0,10 E"
0,00
0,10
0,20
0,30
0,40

Sekil 3.10. 1x10* M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponunda BKEE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen log v- log ip grafigi.

Tarama hiz1 ve pik akimi grafiginden elde edilen egim 0,5’e yakin ise madde

tasinmasinin  difiizyon kontrollii oldugu;

I’e yakin ise madde tasinmasinin

adsorpsiyon kontrollii oldugu anlasilmaktadir (Laviron ve ark., 1980). Bu bilgiye
dayanarak; pH 8,04 noktasinda, 1x10” M DPT standart ¢ozeltisi ile 5-100 mV s*

araliginda bor katkili elmas elektrot ile yapilan hiz taramalarindan elde edilen log v —

log ip egrisinin egimi 0,4821 olarak bulunmustur. Bu deger 0,5’ e daha yakin

oldugundan, DPT taginmasinin diflizyon kontrollii olarak gerceklestigi tespit

edilmistir.

Egrinin denklemi;

log ip(nA) = 0,4821 log v (V s™) +0,8143, 1:0,9980

seklindedir.

(n: 6)

64



1 1,440

1 1,430
< 1 1,420

& 11410

1 1,400

1 1,3%0

{ 1,380

T T T T T 1_,3?:'

Sekil 3.11. 1x10* M DPT’ nin pH 8,02 fosfat tamponunda BKEE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen Ep- log v grafigi.

5- 750 mV s araliginda Ep- log v grafiginden elde edilen egim degeri 0,027

olarak bulunmustur. Buradan elde edilen dogru denklemi asagida verilmistir;
Ep (V) =0,0269 log v (V s™) + 1,4379, r:0,995  (n: 9)

Egrilerde geri doniis piki yoktur. Hiz ile beraber pik potansiyeli kaymaktadir.

Bu durumda reaksiyon tersinmezdir.

3.2. DPT’ nin Miktar Tayini I¢in Gelistirilen Metodla Yapilan Analiz
Calismasi

pH 8,04 degerindeki fosfat tamponunda, KDV teknigi ile yapilan caligmalar i¢in
1x10° M dihidroksipropilteofilin standart ¢6zeltisi ile pik akiminin en iyi oldugu
sartlar optimize edilmistir. Optimizasyon isleminin sonucuna gore basamak
potansiyeli 10 mV; puls yiiksekligi 30 mV ve frekans 50 Hz olarak belirlenmistir.
Akim ve potansiyel degerleri; basamak potansiyelinin 10 mV oldugu durum igin
Cizelge 3.5 te; puls yiiksekliginin 30 mV oldugu durum i¢in Cizelge 3.6’ da ve

frekansin 50 Hz oldugu durum i¢in ise Cizelge 3.7’ de verilmistir.
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Cizelge 3.5. Basamak potansiyeli degisiminin potansiyele ve akima etkisi

Basamak Potansiyeli (mV) Potansiyel (V) Akim (I)
0,002 1,371 0,280
0,004 1,380 0,493
0,006 1,387 0,656
0,008 1,396 0,848
0,010 1,400 0,992
0,012 1,410 0,880
0,014 1,410 0,708
0,016 1,420 0,707
0,018 1,420 0,708

Cizelge 3.6. Puls yiiksekligi degisiminin potansiyele ve akima etkisi

Puls Yiiksekligi (V) Potansiyel (V) Akim (T)
0,010 1,420 0,393
0,020 1,420 0,582
0,030 1,420 0,779
0,040 1,420 0,752
0,050 1,420 0,614
0,060 1,420 0,553
0,070 1,420 0,562
0,080 1,420 0,522

Cizelge 3.7. Frekans degisiminin potansiyele ve akima etkisi

Frekans (Hz) Potansiyel (V) Akim (I)
10 1,380 0,084
20 1,390 0,217
30 1,400 0,374
40 1,410 0,548
50 1,420 0,689
60 1,420 0,342
70 1,420 0,216

Sartlar optimize edildikten sonra, Dihidroksipropilteofilin’ in standart
cozeltileriyle, pH 8,04 fosfat tamponu icerisinde kare dalga voltametrisi (KDV)
teknigi kullanilarak 2x107°- 4x10* M derisim araliginda dogrusallik elde edilmistir.
Kare dalga voltametrisi (KDV) teknigi ile tayin edilen dihidroksipropilteofilin
derisimi ile pik akimi arasinda elde edilen dogrunun denklemi ve korelasyon

katsayis1 asagidaki gibidir:

in(uA) = 65034,27C (M) - 0,1547  r=0,9989 (n = 12)
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KDV ile kalibrasyon araligi icerisindeki farkli derisimlerde elde edilen
voltamogramlardan bazilart Sekil 3.12°de, kalibrasyon noktalarina ait akim verileri

Cizelge 3.8’ de, elde edilen kalibrasyonun grafigi Sekil 3.13” te yer almaktadir.
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Ez. ¥
Sekil 3.12. KDV ile kalibrasyon aralig: igerisindeki farkli derisimlerde elde edilen bazi
voltamogramlar, 1) 2x10®° M; 2) 4x10° M; 3) 6x10° M; 4) 1x10™* M; 5) 2x10™* M. (standart
DPT ¢ozeltisi ortaminda).

Cizelge 3.8. DPT standart ¢ozeltisinin KDV teknigi ile derisimine kars1 pik akimi degisimi

Derisim, (M) Pik Akimy, ip (pA)
2,00x10° 0,0740
4,00 x10°® 0,1124
6,00x10° 0,1740
8,00 x10°® 0,2460
1,00 x10°° 0,3830
2,00 x10° 1,1340
4,00 x10° 2,5750
6,00 x10°® 2,9420
8,00 x10°® 5,4050
1,00 x10* 6,5600
2,00 x10™ 13,4900
4,00 x10™ 25,5300
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Sekil 3.13. Standart DPT ¢dzeltisi ile elde edilen kalibrasyon grafigi.

pH 8,04 fosfat tamponu igerisinde, kare dalga voltametrisi (KDV) yontemi
kullanilmistir. Olusturulan kalibrasyon dogrusuna ait regresyon analizinin sonuglari
Cizelge 3.9’ da o6zetlenmistir. Teshis smir1 (TS) 3 ss/m ve tayin alt sinir1 (TAS) 10
ss/m formiilleri ile hesaplanmistir (ICH Rehberi, 2005). Formiillerde bulunan ss,
kalibrasyonun en diisiik derisimine ait {i¢ tekrarli 6lglimiin standart sapmasini, m ise

kalibrasyon egrisinin egimini ifade etmektedir.
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Cizelge 3.9. BKEE ile DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponu ortaminda KDV teknigi ile
olusturulan kalibrasyon egrisinin regresyon analizi sonuglart.

KDV
Olgiim potansiyeli (mV) 1420
Dogrusal aralik (M) 2x105- 4x10*M
Egim (LA/M) 65034,274
Egimin Standart Hatas1 963,18
Kesisim(pnA) -0,15471
Kesisimin Standart Hatasi 0,13
Korelasyon katsayisi (r) 0,9989
TS (M) 3,24x10°®
TAS (M) 1,08x107
Potansiyel i¢in giin igindeki tekrarlanabilirlik (% BSS) 0,31
Potansiyel i¢in giinler arasindaki tekrarlanabilirlik (% BSS) 0,38

Ayni giin icindeki ve farkli glinlerdeki tekrarlanabilirliklerden hesaplanan
%BSS degerleri, sirasiyla 8x10° M ve 8x10™ M standart DPT ¢ozeltileri ile 5° er
tekrarli ¢alisilarak elde edilmistir.

Cizelge 3.10. BKEE ile DPT o&lgiimlerinin aym: giin igindeki ve farkli giinlerdeki
tekrarlanabilirlik sonuglari

Giin icinde Elde Edilen Derisim Giinler Arasinda Elde Edilen
Teorik Derisim (M)
(M)* Derisim (M)**
Xort %BSS Xort %BSS
8x10°° 7,74x10° 0,75 7,75x10° 1,67
8x10° 7,95x10°° 0,74 7,93x10°° 1,22

(*) Ayn giinlerde hazirlanmis olan 5 ayri ¢ozelti 6l¢limiiniin ortalama degeri

(**) Farkl1 glinlerde hazirlanmis olan 5 ayri ¢ozelti 6l¢limiiniin ortalama degeri

Validasyon ¢alismalardan yola cikilarak bu teknigin ticari preparatlarda
(DIFILIN ®) dihidroksipropilteofilin’ in miktar tayini i¢in dogru, tekrar edilebilir,

secici, duyarli ve uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir.
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3.2.1. Gelistirilen Yontemin Ticari Preparatlara Uygulanmasi ve Geri
Kazanim Cahsmalar

Dihidroksipropilteofilin’ in pH 8,04 fosfat tamponu ortaminda bor katkili elmas
elektrot (BKEE) ile kare dalga voltametrisi (KDV) teknigi kullanilarak gelistirilen
yontem, etken maddenin ticari ila¢ formlarindan biri olan DIFILIN ®° ¢

uygulanmustir.

DIFILI N® ampul igeriginde etken madde olarak 300 mg

dihidroksipropilteofilin, yardimc1 madde olarak 3 mg metil paraben ve 3 ml’ ye
tamamlayacak miktarda enjeksiyonluk su bulunmaktadir. Numuneler 2.3.5
bolimiinde  anlatildigit  sekilde  hazirlanmig  ve  voltamogramlar  saf
dihidroksipropilteofilin gibi kaydedilmistir. Elde edilen voltamogramlardaki akim
verileri, ilgili dogru denklemleri kullanilarak ampullerin icerigindeki analit miktari

hesaplanmistir. Bu sonuglar Cizelge 3.11 de gosterilmistir.

Geri kazanim g¢alismalari, ampul dozaj formunda yer alan katki maddelerinin
gelistirilen tayin yontemine etkisi olup olmadigini anlamak icin yapilmistir. Bu
amagla, Bolim 2.3.6’ da anlatildig1 sekilde dihidroksipropilteofilin igerigi bilinen
ampul ¢ozeltisi icerisine toplam madde miktar1 dogrusal aralik igerisine girecek
sekilde dihidroksipropilteofilin’ in belli miktarda saf standardi ilave edilerek, pH
8,04 fosfat tamponu ile seyreltilmis olup BKE elektrot kullanilarak, KDV teknigi ile

analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.12. de verilmistir.
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Cizelge 3.11. DPT igeren ticari ilacin (DIFILIN ®), BKEE kullanilarak gelistirilen KDV
teknigiyle elde edilen bulgular

Ampulde Bulunan Madde Miktar1 (300 mg)

Calisma No
1 296,35
2 296,92
3 289,77
4 309,61
> 291,74
Xort 296,88
SS 7,73
%BSS 2,60
%Bias 1,04

Cizelge 3.12. Ticari ilaca (DIFILIN ®) enjekte edilen DPT’ nin BKEE kullamlarak kare
dalga voltametrisi (KDV) teknigiyle elde edilen % geri kazanim degerleri

Eklenen Analit Miktar1 Elde Edilen Analit o

Calhisma No (mg) Miktar1 (mg) GK
1 20 19,89 99,46
2 20 20,02 100,10
3 20 20,39 101,94
4 20 20,07 100,35
5 20 19,95 99,75
Xort 100,12

SS 0,57

% BSS 0,57

% Bias -0,12

3.3. Insan Idrarinda Dihidroksipropilteofilin Tayini

Insan idrarmnda bulunan DPT miktar tayini igin, pH 8,04 degerindeki fosfat
tamponu igerisinde kare dalga voltametrisi (KDV) teknigi kullanilarak 2x10°°- 1x10°
* M derisim araliginda dogrusallik elde edilmistir. Kare dalga voltametrisi (KDV)
teknigi ile tayin edilen dihidroksipropilteofilin derisimi ile pik akimi arasinda elde

edilen dogrunun denklemi ve korelasyon katsayis1 asagidaki gibidir:

in(nA) = 81823,124C (M) - 0,3724,  r=09978  (n=10)
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KDV ile insan idrar1 ortaminda ¢izilen kalibrasyon araligi igerisindeki farkli
derisimlerde elde edilen voltamogramlardan bazilart Sekil 3.14°te, kalibrasyon
noktalarina ait akim degerleri Cizelge 3.13” te, kalibrasyon grafigi ise Sekil 3.15 te

verilmistir.
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Sekil 3.14. KDV ile kalibrasyon araligi icerisindeki farkli derisimlerde elde edilen bazi
voltamogramlar, 1) 2x10° M; 2) 4x10®° M; 3) 6x10° M; 4) 8x10° M; 5) 1x10* M. (insan idrar1

ortaminda).
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Cizelge 3.13. Insan idrarndaki DPT miktar tayininde KDV teknigi ile derisimine kars1 pik
akimi degisimi

Derisim, (M) Pik Akimu, ip (nA)
2,00x10® 0,0340
4,00x 10 0,0720
6,00x 10 0,1650
8,00x10° 0,2630
1,00x10° 0,3400
2,00x10° 1,1300
4,00x10° 2,8760
6,00x10 5 4,1480
8,00x10 5 6,1570
1,00x10* 8,0930
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Sekil 3.15. insan idrarindan DPT miktar tayini icin elde edilen kalibrasyon grafigi.
Insan idrarinda DPT miktar tayini yapilmistir. pH 8,04 fosfat tamponu
igerisinde, kare dalga voltametrisi (KDV) yontemi kullanilmistir. Olusturulan

kalibrasyon dogrusuna ait regresyon analizi verileri Cizelge 3.14° te 6zetlenmistir.

Teshis sinir1 3 ss/m ve tayin alt smir1 10 ss/m formiilleri ile hesaplanmistir (ICH
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Rehberi, 2005).

Cizelge 3.14. BKEE ile insan idrarindaki DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponu ortaminda KDV

teknigi ile olugturulan kalibrasyon egrisinin regresyon analizi sonuglari.

KDV
Olgiim potansiyeli (mV) 1440
Dogrusal aralik (M) 2x105- 1x10* M
Egim (LA/M) 81823,124
Egimin Standart Hatas1 1927,25
Kesigim(pA) -0,37236
Kesisimin Standart Hatas1 0,09
Korelasyon katsayisi (1) 0,9978
TS (M) 3,8512 x107
TAS (M) 1,2837 x10°®
Potansiyel igin giin igindeki tekrarlanabilirlik (% BSS) 0,38
Potansiyel igin giinler arasindaki tekrarlanabilirlik (% BSS) 0,58

Ayni giin icindeki ve farkli glinlerdeki tekrarlanabilirliklerden hesaplanan
%BSS degerleri, 8x10° M ve 8x10° M standart DPT ¢ozeltileri ile 5° er tekrarli

caligilarak elde edilmistir.

Cizelge 3.15. Insan idrar1 ortaminda BKEE ile DPT &l¢iimlerinin aymi giin igindeki ve farkli

giinlerdeki tekrarlanabilirlik sonuglari

Giin i¢inde Elde Edilen Derisim Giinler Arasinda Elde Edilen
Teorik Derisim (M)
(M)* Derisim (M)**
Xort %BSS Xort %BSS
8x10°® 7,03x10° 0,78 7,11x10° 1,71
8x10° 8,02x10° 0,74 7,97x10° 1,27

(*) Aynm giinlerde hazirlanmis olan 5 ayr1 ¢6zelti 6l¢limiiniin ortalama degeri

(**) Farkl glinlerde hazirlanmis olan 5 ayr1 ¢ozeltinin 6l¢limiiniin ortalama degeri
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Validasyon ¢alismalardan yola ¢ikilarak bu teknigin insan idrarinda DPT’ nin
miktar tayini i¢in dogru, tekrar edilebilir, secici, duyarli ve uygulanabilir oldugu

sonucuna varilmistir.

3.3.1. DPT’ nin insan idrarindan Geri Kazanim

DPT’ nin insan idrarinda pH 8,04 fosfat tamponu ortaminda BKE elektrot ile
KDV teknigiyle gelistirilen yontem dogrulugunun belirlenmesi geri kazanim
caligmalar1 yapilmistir. Bu amagla, 2.3.6 bdliimiinde anlatildigi sekilde hazirlanan
geri kazanim ¢ozeltileri kullanilmigtir. Analiz bulgulart Cizelge 3.16° da yer

almaktadir.

Cizelge 3.16. insan idrarindaki 8,0x10° M DPT’ nin BKEE kullanilarak KDV teknigiyle
elde edilen % geri kazanim sonuglari

idrara Eklenen Analit Elde Edilen Analit

Calisma No Miktar1 (M) Miktar1 (M) %GK
1 8x10”° 8,05x10™ 100,68
2 8x10” 8,06x10™ 100,80
3 8x107 7,92x10° 98,95
4 8x10™ 8,07x10° 100,86
5 8x107 8,06x10° 100,77
Xort 100,41

SS 0,82

% BSS 0,82

% Bias -0,41

3.4. insan Serumunda Dihidroksipropilteofilin Tayini

Insan serumunda bulunan DPT miktar tayini i¢in, pH 8,04 fosfat tamponu
icerisinde kare dalga voltametrisi (KDV) teknigi kullamilarak 6x10°- 2x10* M
derisim araliginda dogrusallik elde edilmistir. KDV teknigi ile tayin edilen DPT
derisimi ile pik akimi arasinda elde edilen dogrunun denklemi ve korelasyon

katsayis1 asagidaki gibidir:

ip(nA) = 59359,11xC - 0,1334  r=09987 (n=09)

KDV ile insan serumu ortaminda ¢izilen kalibrasyon aralig1 igerisindeki farkl
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derisimlerde elde edilen voltamogramlardan bazilart Sekil 3.16° da, kalibrasyon

noktalarna ait akim degerleri Cizelge 3.17° de, elde edilen kalibrasyonun grafigi

Sekil 3.17° de yer almaktadir.

0.400x102

0.350¢10°*
0.300x10
0.250x10
0.200%10*°

0.150x10%

ip, A

a.100x102
00505102
a

LA

| ]

-unsuxu:r’ﬂ e

0.500

0.750

Eﬁ,h;

1.000

1250 1.500

1.750

Sekil 3.16. KDV ile kalibrasyon aralig: icerisindeki farkli derigsimlerde elde edilen bazi
voltamogramlar, 1) 4x10° M; 2) 6x10° M; 3) 8x10®° M; 4) 1x10™ M; 5) 2x10™ M. (insan

serumu ortaminda).

Cizelge 3.17. Insan serumundaki DPT miktar tayininde KDV teknigi ile derisimine kars1 pik

akimi degisimi

Derisim, (M) Pik Akimy, ip (pA)
6,00x10°® 0,168
8,00 x10°® 0,444
1,00 x10°° 0,562
2,00 x10°° 1,0950
4,00 x10°° 2,0440
6,00 x10° 3,1540
8,00 x10° 45760
1,00 x10™ 6,1910
2,00 x10™ 11,67
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Sekil 3.17. insan serumundan DPT miktar tayini icin elde edilen kalibrasyon grafigi.

Insan serumunda DPT miktar tayini yapilmustir. pH 8,04 fosfat tamponu
icerisinde, kare dalga voltametrisi (KDV) yontemi kullanilmistir. Olusturulan
kalibrasyon dogrusuna ait regresyon analizinin sonuglari Cizelge 3.18” de
Ozetlenmistir. Teshis smir1 3 ss/m ve tayin alt st 10 ss/m formiilleri ile

hesaplanmistir (ICH Rehberi, 2005).
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Cizelge 3.18. BKEE ile insan serumundaki DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponu ortaminda

olusturulan kalibrasyon egrisi regresyon analizi sonuglart.

KDV
Olgiim potansiyeli (mV) 1450
Dogrusal aralik (M) 6x10°- 2x10* M
Egim (LA/M) 59359,1142
Egimin Standart Hatas1 1156,46
Kesigim(pA) -0,13335
Kesisimin Standart Hatasi 0,096
Korelasyon katsayist (r) 0,9987
TS (M) 3,9257x107
TAS (M) 1,3086x10°
Potansiyel i¢in giin igindeki tekrarlanabilirlik (%BSS) 0,38
Potansiyel i¢in glinler arasindaki tekrarlanabilirlik (%BSS) 0,49

Aymi giin i¢indeki ve farkli gilinler arasindaki tekrarlanabilirliklerden elde
edilen potansiyel %BSS degerleri, sirasiyla 8x10° M ve 8x10®° M standart DPT

cozeltileri ile 5° er tekrarli galigilarak elde edilmistir.

Cizelge 3.19. insan serumu ortaminda BKEE ile DPT 6lgiimlerinin aym giin i¢indeki ve

farkli giinler arasindaki tekrarlanabilirlik sonuglar

Giin i¢inde Elde Edilen Derisim Giinler Arasinda Elde Edilen
Teorik Derisim (M)
(M)* Derigim (M)**
Xort %BSS Xort %BSS
8x10°° 8,00x10° 0,90 7,91x10° 1,83
8x107° 8,12x10°° 0,82 8,11x10°° 1,31

(*) Ayni giinlerde hazirlanmis olan 5 farkli ¢6zelti 6lglimiiniin ortalama degeri

(**) Farkli glinlerde hazirlanmis olan 5 farkli ¢ozelti 6lglimiiniin ortalama degeri

Validasyon ¢alismalardan yola ¢ikilarak bu teknigin; insan serumunda DPT’

nin miktar tayini i¢in dogru, tekrar edilebilir, se¢ici, duyarlit ve uygulanabilir oldugu
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sonucuna varilmistir.

3.4.1. DPT’ nin Insan Serumundan Geri Kazanimi

DPT’ nin insan serumunda pH 8,04 fosfat tamponu ortaminda BKE elektrot ile
KDV teknigiyle gelistirilen yontem ile dihidroksipropilteofilin’ in insan serumundan
geri kazanim ¢alismalart yapilmistir. Bu amagla, 2.3.6 boliimiinde anlatildig: sekilde
hazirlanan geri kazanim ¢dozeltileri kullanilmistir. Analiz sonuglart Cizelge 20’ de

verilmistir.

Cizelge 3.20. insan serumundaki 8,0x10° M DPT’ nin BKEE kullamilarak KDV teknigiyle
elde edilen geri kazanim sonuglari

Seruma Eklenen Analit Elde Edilen Analit

cala No Miktar1 (M) Miktar1 (M) %GK
1 8x10™ 7,95x10° 99,34
2 8x107 7,99x10° 99,93
3 8x10° 8,15x10™ 101,82
4 8x10° 8,18x10° 102,20
5 8x10™ 8,03x10° 100,35
Kort 100,73

SS 1,23

% BSS 1,22

% Bias -0,73

3.5. DPT’ nin Camsi Karbon Elektrot (CKE) ile Voltametrik incelenmesi

DPT etken maddesinin voltametrik davranigi ayrica camsi karbon elektrot ile

incelenmistir.

3.5.1. DPT’ nin CKE ile Farkli pH’ lardaki Voltametrik Incelenmesi

1x10° M’ ik stok DPT ¢ozeltisinden hazirlanan 5x10° M’ lik Olctim
cozeltileri ve pH degerleri 1,80; 2,19; 3,09; 5,85; 6,99; 8,04; 11,24; 12,28 olan fosfat
tampon ¢ozeltileri, 3,56; 4,56; 5,58 olan asetat tampon ¢ozeltileri ve 8,80; 9,81 olan
borat tampon ¢ozeltilerinde, cams1 karbon elektrot kullanilarak DV, DPV ve KDV

yontemleri uygulanmustir.
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3.5.1.1. DPT’ nin CKE Kullamilarak Déniisiimlii Voltametri (DV) ile

Incelenmesi

5x10° M’ lik standart DPT cozeltisi, pH degerleri 1,80; 2,19; 3,09; 3,56; 4,56;
5,58; 5,85; 6,99; 8,04; 8,80; 9,81 olan tampon ¢ozeltileri ile, camsi karbon elektrot

kullanilarak, 100 mV s hiz ile taranarak incelenmistir. Olusan voltamogramlar

Sekil 3.18” de, pik akim1 ve potansiyel degerleri ise Cizelge 3.21° de yer almaktadir.
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ozsoxi0 1 | 0250x104 2 ‘ﬁ
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P / // // /
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Sekil 3.18. 5x10° M DPT’ nin CKE ile ve DV ile gesitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen

voltamogramlar. 1) pH 1,80; 2) pH 2,19; 3) pH 3,09.
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Cizelge 3.21. 5x10° M DPT’ nin CKE ile ve DV ile ¢esitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlara ait pik akimlar1 ve potansiyel degerleri

pH Pik Akimi (nA) Potansiyel (V)
1,80 (fosfat tamponu) 0,138 1,438
2,19 (fosfat tamponu) 0,167 1,438
3,09 (fosfat tamponu) 0,103 1,438
3,56 (asetat tamponu) 0,043 1,431
4,56 (asetat tamponu) 0,045 1,379
5,58 (asetat tamponu) 0,346 1,367
5,85 (fosfat tamponu) 0,152 1,328
6,99 (fosfat tamponu) 0,312 1,319
8,04 (fosfat tamponu) 0,324 1,316
8,80 (borat tamponu) 0,409 1,302
9,81 (borat tamponu) 0,25 1,301

3.5.1.2. DPT’ nin CKE Kullamlarak Diferansiyel Puls \VVoltametrisi (DPV)
ile Incelenmesi

5x10° M’ lik standart DPT ¢ozeltsi, pH degerleri 1,80; 2,19; 3,02; 3,56; 4,56;
5,58; 5,85; 6,99; 8,04; 8,80 olan tampon c¢ozeltiler ile, camsi karbon elektrot
kullanilarak incelenmistir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.19.a ve Sekil 3.19.b’

da, pik akimi, potansiyel degerleri ise Cizelge 3.22° de yer almaktadir.
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Sekil 3.19.a. 5x10° M DPT’ nin CKE ile ve DPV ile gesitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlari 1) pH: 1,80; 2) pH: 2,19; 3) pH: 3,09; 4) pH: 3,56; 5) pH: 4,56.
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Sekil 3.19.b. 5x10° M DPT’ nin CKE ile ve DPV ile gesitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlar1 1) pH 5,58; 2) pH 5,85; 3) pH 6,99; 4) pH 8,04; 5) pH 8,80



Cizelge 3.22. 5x10° M DPT’ nin CKE ile ve DPV ile gesitli tampon ¢ozeltilerden elde
edilen voltamogramlara ait pik akimlar1 ve potansiyel degerleri

pH Pik Akimi (pA) Potansiyel (V)
1,80 (fosfat tamponu) 0,462 1,389
2,19 (fosfat tamponu) 0,457 1,373
3,09 (fosfat tamponu) 0,359 1,373
3,56 (asetat tamponu) 0,232 1,362
4,56 (asetat tamponu) 0,114 1,357
5,58 (asetat tamponu) 0,071 1,351
5,85 (fosfat tamponu) 0,590 1,350
6,99 (fosfat tamponu) 0,268 1,349
8,04 (fosfat tamponu) 0,390 1,341
8,80 (borat tamponu) 0,883 1,338

Camsi1 karbon elektrot ile yapilan calismalarda, 5%x10° M DPT’ nin DPV
voltamogramlarina gore, farkli tampon ¢ozeltilerdeki pH degerlerinin pik potansiyeli

lizerine etkisini gosteren egriler asagida gosterilmektedir.

14 -
1,39 - &
1,28
137 -
136 -

1,35 - Oo o
1,34 <& A

Potansiyel (V)

1,33 T T T T |

Sekil 3.20. 5x10° M DPT’ nin CKE ile yapilan ¢alismalarda, DPV ile farkli tampon
cozeltilerdeki pH degerlerinin pik potansiyeli {lizerine etkisini gosteren egriler (¢): Fosfat
Tamponu, (0): Asetat Tamponu, (A): Borat Tamponu).

DPV yoéntemi ile yapilan pH taramasi sonucunda pH degeri arttikca DPT
pikinin goriildiigii potansiyelin sola dogru kaydigi (azaldigl) goriilmiistiir. Ep - pH
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dogrusunun denklemi agagida verilmistir.

Ep (V) = -0,005pH + 1,381 r:-0,9838 (pH 2,19- 8,8)

3.5.1.3. DPT’ nin CKE Kullanilarak Kare Dalga Voltametrisi (KDV) ile
Incelenmesi

5x10° M’ lik standart DPT ¢oOzeltsi, pH degerleri 1,80; 2,19; 3,02; 3,56; 4,56;
5,58; 5,85; 6,99; 8,04 olan cesitli tampon ¢ozeltiler ile, cams1 karbon elektrot
kullanilarak incelenmistir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.21.a ve Sekil 3.21.b’

de, pik akimi ve potansiyel degerleri ise Cizelge 3.23’ te yer almaktadir.
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Sekil 3.21.a. 5x10° M DPT’ nin CKE ile ve KDV ile ¢gesitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlari 1) pH: 1,80; 2) pH: 2,19; 3) pH: 3,09; 4) pH: 3,56; 5) pH: 4,56.
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Sekil 3.21.b. 5x10° M DPT’ nin CKE ile ve KDV ile ¢esitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlari 1) pH 5,58; 2) pH 5,85; 3) pH 6,99; 4) pH 8,04.

Cizelge 3.23. 5x10° DPT’ nin CKE ile ve KDV ile ¢esitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlara ait pik akimlar1 ve potansiyel degerleri.

pH Pik Akimi (nA) Potansiyel (V)
1,80 (fosfat tamponu) 1,694 1,444
2,19 (fosfat tamponu) 1,708 1,436
3,09 (fosfat tamponu) 1,125 1,420
3,56 (asetat tamponu) 0,358 1,412
4,56 (asetat tamponu) 0,158 1,409
5,58 (asetat tamponu) 0,052 1,396
5,85 (fosfat tamponu) 0,706 1,393
6,99 (fosfat tamponu) 1,549 1,389
8,04 (fosfat tamponu) 2,373 1,389
8,80 (borat tamponu) 2,700 1,385
9,81 (borat tamponu) 3,500 1,377

Camsi karbon elektrot ile yapilan calismalarda, 5x10° M DPT’ nin kare dalga
voltamogramlarina goére, farkli tampon ¢ozeltilerdeki pH degerlerinin  pik

potansiyeline ve akimina etkisini gosteren egriler Sekil 3.22” de gosterilmektedir.
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Sekil 3.22. 5x10° M DPT’ nin CKE ile yapilan calismalarda, KDV ile farkli tampon
cozeltilerdeki pH degerlerinin pik potansiyeline (A), akimina (B) etkisini gosteren egriler
(0): Fosfat Tamponu, (0): Asetat Tamponu).

KDV yontemi ile yapilan pH taramasi sonucunda pH degeri arttikca DPT
pikinin goriildiigii potansiyelin sola dogru kaydigi (azaldigl) goriilmiistiir. Ep - pH

dogrusunun denklemi agagida verilmistir.

Ep (V) = -0,009pH + 1,4513, r:-0,9497  (pH 1,8- 8,04)
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3.5.2. DPT’ nin Doniisiimlii Voltametri (DV) Teknigi ile Hiz Taramasi

Yapilan ¢alismalarin sonucunda en uygun pH noktasinin, fosfat tamponuyla
elde edilen 8,04 oldugu tespit edilmistir. Madde tasinmasinin difiizyon veya
adsorbsiyon olaylarindan hangisiyle gergeklestigini belirlemek iizere, pH 8,04
noktasinda, 1x10* M DPT standart ¢ozelti derisiminde, tarama hizi 5-750 mV s
araliginda olacak sekilde, donilisimlii voltametri (DV) teknigi ile, camsi1 karbon
elektot kullanilarak hiz taramalar1 yapilmistir. Yapilan ¢alismalardan elde edilen bazi
voltamogramlar ve akim/potansiyel degerleri sirasiyla Sekil 3.23.a, Sekil 3.23.b,
Cizelge 3.24° te verilmistir.
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Sekil 3.23.a. 1x10" M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponunda CKE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen voltamogramlar. Tarama hiz1 v (mVs™) 1) 750; 2) 500; 3) 250; 4)
100.
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Sekil 3.23.b. 1x10* M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponunda CKE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen voltamogramlar. Tarama hiz1 v (mVs™) 1) 75; 2) 50; 3) 25.

Cizelge 3.24. 1x10* M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponunda CKE ve DV teknigi ile hiz

taramasindan elde edilen veriler

v (Vs vi2 log v ip(nA) log ip Ep (V)
0,750 0,866 -0,125 0,539 -0,268 1,436
0,500 0,707 -0,301 0,232 0635 1,426
0,250 0,500 -0,602 0,219 0660 1,423
0,100 0,316 -1,000 0,210 0,678 1,420
0,075 0,274 11,125 0,203 10206 1,416
0,050 0,224 -1,301 0,172 0326 1,404
0,025 0,158 -1,602 0,155 -1,260 1,402
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Sekil 3.24. 1x10* M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponunda CKE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen Ep- log v grafigi.

1x10* M DPT standart ¢ozeltisi ile 5-1000 mV s™ arahiginda CK elektrot ile
Ep- log v grafiginden elde edilen egim degeri 0,0213 olarak bulunmustur. Buradan

elde edilen dogru denklemi asagida verilmistir;
Ep (V)=0,0213logv (Vs?) +1.4365 r:0,953 (n:7)

Egrilerde geri doniis pikinin olmamasi ve hizla birlikte pik potansiyelinin

kaymasi reaksiyonun geri doniisiimsiiz oldugunu gostermektedir.

DPT’ nin CKE ylizeyine tasinmasi olayr ise difiizyon kontrollii olarak
gerceklesmektedir.

3.6. Model ila¢ incelemeleri

Model ila¢ kullaniminin amaci, ¢alisilan maddeye ait mekanizma aydinlatirken,
kendisine benzer referans bir maddenin 1s18inda degerlendirmeler yapabilmektir.
Dihidroksipropilteofilin yiikseltgenme mekanizmasi incelenirken, model ila¢ olarak

kafein kullanilmastir.
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Sekil 3.25. Kafein’ in agik formiilii.

Molekiil Kiitlesi: 194,19 g/mol’ diir.
Kapah Formiil:CgH;0N4O;

Erime Noktasi: 235 °C

Kaynama Noktasi: 178 °C (stiblimlesir.)

Kafein beyaz renkte, yogun ac1 tada sahip bir maddedir.

Kafein’in voltametrik davranisi ile DPT’ nin voltametrik davranisi

karsilastirilarak, DPT mekanizmasi hakkinda bilimsel ip uglari elde edilmistir.

5x10™ M Kkafein ¢ozeltisi kullanilarak pH taramasi ve 1x10™ M kafein ¢ozeltisi
kullanarak tarama hizi 5-750 mV s* araliginda olacak sekilde hiz taramas
yapilmistir. Elde edilen voltamogramlar, DPT ile yapilan ¢aligmalarin

voltamogramlari ile kiyaslanmustir.

3.6.1. Kafein’ in Farkh pH’ lardaki Voltametrik Incelenmesi

1x10° M’ lLk standart stok c¢ozeltisinden hazirlanan 5x10° M kafein
¢ozeltisinin, pH degerleri 2,19; 5,85; 8,04 olan fosfat tampon ¢ozeltileri ve 3,56 olan
asetat tampon c¢ozeltilerinde bor katkili elmas elektrot ile DV, DPV ve KDV
yontemleri ile voltametrik davranis1 incelenmistir. Camsit karbon elektrodu

kullanarak yalnizca pH 8,04 fosfat tampon ¢ozeltisinde inceleme yapilmistir.
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3.6.1.1. Kafein’ in Cams1 Karbon Elektrot (CKE) ile Incelenmesi

3.6.1.1.1. Kafein’ in CKE Kullamlarak Doéniisiimlii Voltametri (DV) ile
Incelenmesi

5%x10° M’ ik standart kafein ¢ozeltisi, pH degeri 8,04 olan fosfat tampon

¢ozeltileri ile, CKE kullanilarak incelenmistir.

5%x10° M Kafein’ in CKE kullamlarak DV yontemi ile pH 8,04 fosfat
tamponlarinda elde edilen voltamogramina ait pik akimi 0,155 pA; pik potansiyeli
ise 1,440 V olarak elde edilmistir.

3.6.1.1.2. Kafein’ in CKE Kullanilarak Diferansiyel Puls VVoltametrisi
(DPV) ile Incelenmesi

5%x10° M’ lik standart kafein ¢ozeltsi, pH degeri 8,04 olan fosfat tampon

cozeltileri ile, CKE kullanilarak incelenmistir.

5x10° M Kafein’ in CKE kullanilarak DPV yontemi ile pH 8,04 fosfat
tamponlarinda elde edilen voltamogramina ait pik akimi 0,652 pA; pik potansiyeli
ise 1,333 V olarak elde edilmistir.

3.6.1.1.3. Kafein’ in CKE Kullanilarak Kare Dalga VVoltametrisi (KDV) ile
Incelenmesi

5%x10° M’ ik standart kafein ¢ozeltsi, pH degeri 8,04 olan fosfat tampon

¢oOzeltileri ile, CKE kullanilarak incelenmistir.

5x10° M Kafein’ in CKE kullanilarak KDV y6ntemi ile pH 8,04 fosfat
tamponlarinda elde edilen voltamogramina ait pik akimi 2,622 pA; pik potansiyeli
ise 1,362 V olarak elde edilmistir.
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3.6.1.2. Kafein’ in Bor Katkil Elmas Elektrot (BKEE) ile incelenmesi

3.6.1.2.1. Kafein’ in BKEE Kullanilarak Doniisiimlii Voltametri (DV) ile

Incelenmesi

5x10° M’ lik standart kafein ¢ozeltisi, pH degerleri 2,19; 3,56; 5,85; 8,04 olan

cesitli tampon ¢ozeltileri ile, camst karbon elektrot kullanilarak, tarama hiz1100 mV

s olacak sekilde incelenmistir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.26, pik akimu ile

potansiyel verileri ise Cizelge 3.25” te yer almaktadir.
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Sekil 3.26. 5x10° M kafeinin BKEE ile ve DV ile gesitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlar 1) pH 2,19; 2) pH 3,56; 3) pH 5,85; 4) pH 8,04.

Cizelge 3.25. 5x10° M kafeinin BKEE ile ve DV ile gesitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamograma ait pik akimlar1 ve potansiyel degerleri

pH Pik Akin (pA) Potansiyel (V)
2,19 1,555 1,453
3,56 1,118 1,426
5,85 1,166 1,379
8,04 0,140 1,377
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Bor katkili elmas elektrot ile yapilan cahismalarda, 5x10° M kafeinin
donilisimlii  voltamogramlarina gore, farkli tampon ¢ozeltilerdeki pH degerlerinin

pik potansiyeli lizerine etkisini gosteren egriler asagida gosterilmektedir.
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Sekil 3.27. 5x10° M kafeinin BKEE ile yapilan ¢alismalarda, DV ile farkli tampon
cozeltilerdeki pH degerlerinin pik potansiyeli {lizerine etkisini gosteren egriler (¢): Fosfat
Tamponu, (0): Asetat Tamponu).

DV yontemi ile yapilan pH taramasi sonucunda pH degeri arttikga kafein

pikinin goriildiigii potansiyelin sola dogru kaydig: (azaldig1) goriilmiistiir.

3.6.1.2.2. Kafein’ in BKEE Kullanilarak Diferansiyel Puls Voltametrisi
(DPV) ile Incelenmesi

5x10° M’ lik standart kafein cozeltsi, pH degerleri 2,19; 3,56; 5,85; 8,04 olan
cesitli tampon ¢ozeltiler ile, BKEE kullanilarak incelenmistir. Elde edilen
voltamogramlar Sekil 3.28’ de, pik akimi ve potansiyel degerleri ise Cizelge 3.26° da

yer almaktadir.
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Sekil 3.28. 5x10° M kafeinin BKEE ile ve DPV ile ¢esitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlar 1) pH 2,19; 2) pH 3,56; 3) pH 5,85; 4) pH 8,04.

Cizelge 3.16. 5x10° M kafeinin BKEE ile ve DPV ile ¢esitli tampon ¢ozeltilerden elde
edilen voltamograma ait pik akimlar1 ve potansiyel degerleri

pH Pik Akimi (nA) Potansiyel (V)
2,19 1,890 1,404
3,56 1,418 1,381
5,85 1,506 1,349
8,04 1,532 1,309

Bor katkili elmas elektrot ile yapilan calismalarda, 5x10° M kafeinin
diferansiyel puls voltamogramlarina gore, farkli tampon c¢ozeltilerdeki pH

degerlerinin pik potansiyeli tizerine etkisini gosteren egriler asagida gosterilmektedir.
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Sekil 3.29. 5x10° M kafeinin BKEE ile yapilan calismalarda, DPV ile farkli tampon

cozeltilerdeki pH degerlerinin pik potansiyeli {izerine etkisini gosteren egriler (¢): Fosfat
Tamponu, (O0): Asetat Tamponu).

DPV yontemi ile yapilan pH taramasi yapilmistir. Sonug olarak pH degeri
artarken kafein pikinin daha az pozitif potansiyele kaydig1 (azaldig1) tespit edilmistir.

3.6.1.2.3. Kafein’ in BKEE Kullamlarak Kare Dalga Voltametrisi (KDV)
ile Incelenmesi
5x10° M’ lik standart kafein cozeltsi, pH degerleri 2,19; 3,56; 5,85; 8,04 olan

cesitli tampon ¢ozeltileri ile, camsi karbon elektrot kullanilarak incelenmistir. Elde

edilen voltamogramlar Sekil 3.30” da, pik akim1 ve potansiyel degerleri ise Cizelge
3.27° de yer almaktadir.
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Sekil 3.30. 5x10° M kafeinin BKEE ile ve KDV ile cesitli tampon ¢ozeltilerden elde edilen
voltamogramlar 1) pH 2,19; 2) pH 3,56; 3) pH 5,85; 4) pH 8,04.

Cizelge 3.27. 5x10° M Kafein’ in BKEE ile ve KDV ile gesitli tampon ¢ozeltilerden elde
edilen voltamograma ait pik akimlar1 ve potansiyel degerleri

pH Pik Akimi (nA) Potansiyel (V)
2,19 5,884 1,449
3,56 3,978 1,425
5,85 3,335 1,393
8,04 4,951 1,362

Bor katkili elmas elektrot ile yapilan g¢alismalarda, 5x10° M kafeinin kare

dalga voltamogramlarina gore, farkli tampon c¢ozeltilerdeki pH degerlerinin pik

potansiyeline ve akimina iizerine etkisini gosteren egriler asagida gosterilmektedir.
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Sekil 3.31. 5x10° M Kkafeinin BKEE ile yapilan ¢alismalarda, KDV ile farkli tampon
cozeltilerdeki pH degerlerinin (A) pik potansiyeli iizerine, (B) pik akimi iizerine etkisini
gosteren egriler (0): Fosfat Tamponu, (0): Asetat Tamponu).

KDV yontemi ile yapilan pH taramasi yapilmistir. Sonu¢ olarak pH degeri
artarken kafein pikinin daha az pozitif potansiyele kaydig: (azaldig1) tespit edilmistir.

Ep(V) = 1479,6 — 14,75pH r=0.996  (pH:2,19 - 8,02) n:4
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3.6.2. Kafein’ in BKEE ve Doniisiimlii Voltametri (DV) Teknigi ile Hiz
Taramasi

pH 8,04 noktasinda, 1x10™* M kafein standart ¢ozelti konsantrasyounda, tarama
hiz1 5-750 mV s arahiginda olacak sekilde, DV teknigi ile, BKEE kullanilarak hiz
taramalar1 yapilmistir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.32a ve Sekil 3.32b’ de,
akim potansiyel degerleri Cizelge 3.28” de, v- ip; VY2 ip; log v-log ip; Ep- log ip
grafikleri ise sirasiyla Sekil 3.33, Sekil 3.34, Sekil 3.35 ve Sekil 3.36” da verilmistir.
Kafein i¢in ¢izilen log v- log ip grafiginin egiminin 0,5’¢ yakinligi (m: 0.3841),

kafeindeki madde taginmasinin difiizyon kaynakli oldugu gergegini dogrulamistir.
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Sekil 3.32.a. 1x10™ M Kafein’ in pH 8,04 Fosfat Tamponunda BKEE ve DV Teknigi ile Hiz
Taramasindan Elde Edilen Voltamogramlar. Tarama hizi v (mVs™) 1) 750; 2) 500; 3) 250; 4)
100.
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Sekil 3.32.b. 1x10™ M Kafein’ in pH 8,04 Fosfat Tamponunda BKEE ve DV Teknigi ile Hiz
Taramasindan Elde Edilen Voltamogramlar. Tarama hiz1 v (mVs™) 1) 75; 2) 50; 3) 25; 4) 10;

5) 5.

Cizelge 3.28. 1x10™ M Kafein’ in pH 8,04 Fosfat Tamponunda BKEE ve DV Teknigi ile
Hiz Taramasindan Elde Edilen Veriler

v (VsY V2 log v ip(nA) log i Ep (V)
0,750 0,866 -0,125 3,919 0,593 1,399
0,500 0,707 -0,301 3,432 0,536 1,391
0,250 0,500 -0,602 2,891 0,461 1,384
0,100 0,316 -1,000 2,295 0,361 1,375
0,075 0,274 -1,125 1,906 0,280 1,372
0,050 0,224 -1,301 1,798 0,255 1,372
0,025 0,158 -1,602 1,109 0,045 1,355
0,010 0,100 -2,000 0,820 -0,086 1,350
0,005 0,071 -2,301 0,567 -0,246 1,340
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Sekil 3.33. 1x10™* M kafeinin pH 8,04 fosfat tamponunda BKEE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen v- ip grafigi.
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Sekil 3.34. 1x10™* M kafeinin pH 8,04 fosfat tamponunda BKEE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen v 1/2- ip grafigi.

Hizin karekdkiiniin ve akimm ile dogrusal degistigi, 5- 750 mVs™ arasindaki

hizlarda taramalar yapildiginda asagidaki gibi dogru denklemi ile anlasilmistir;

ip(LA) = 4,19v"%(Vs!) +0,3764 110,998 (n:5)
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Sekil 3.35. 1x10™* M kafeinin pH 8,04 fosfat tamponunda BKEE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen log v- log ip grafigi.

Tarama hiz1 ve pik akimi logaritmalarnin grafiginden elde edilen egim 0,5’e
yakin ise madde tasinmasinin difiizyon kontrollii oldugu; 1’e yakin ise madde
taginmasinin adsorpsiyon kontrollii oldugu anlasilmaktadir (Laviron ve ark., 1980).
Bu bilgiye dayanarak; pH 8,04 noktasinda, 1x10™* M kafein standart ¢ozeltisi ile 5-
750 mV s arahiginda bor katkili elmas elektrot ile yapilan hiz taramalarindan elde
edilen log v —log ip egrisinin egimi (m; 0,3841) olarak bulunmustur. Bu deger 0,5 ¢
daha yakin oldugundan, kafein tasinmasinin difiizyon kontrollii olarak gergeklestigi

tespit edilmistir.
Egrinin denklemi;

log in(nA) =0,384log v (V' s?) +0,6679 10,9963  (n:7)

seklindedir.
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Sekil 3.36. 1x10™ M Kafein’ in pH 8,04 fosfat tamponunda BKEE ve DV teknigi ile hiz
taramasindan elde edilen Ep- log v grafigi.

Ep- log v grafiginden elde edilen egim degeri 0,026 olarak bulunmustur.

Buradan elde edilen dogru denklemi asagida verilmistir;
Ep (V) =0,0263 log v (V s™) + 1,4005, r:0,9961 (n: 8)

Egrilerde geri doniis pikinin olmamasi ve hizla birlikte pik potansiyelinin

kaymasi reaksiyonun geri doniistimsiiz oldugunu géstermektedir.
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4. TARTISMA

Tez ¢alismas1 kapsaminda, astim, bronsit ve kronik obstriiktif akciger hastalig
(KOAH) tedavisinde kullanilan DPT etken maddesinin miktar tayini i¢in, uygun bir
elektrokimyasal yontem gelistirilmesi amaglanmistir. DPT’ nin elektrokimyasal
davranigi; destek elektrolitinin pH degeri, destek elektrolitinin cinsi, tarama hizinin

etkisi agisindan incelenmistir.

Literatiir taramasi1 sonuglarina gore, DPT madde miktarinin bulunmasi i¢in
YPSK ve spektrofotometri yontemleri kullanilmistir. DPT miktar tayini igin,
elektrokimyasal yontemlerin kullanildigi bir c¢alisma bulunmadigt igin, tez

calismasinin orjinalligi tespit edilmistir.

Elde edilen bilgiler sonucunda, teze konu olan arastirmada, ilag analizleri igin
kullanilan kromatografik ve spektrofotometrik tekniklere alternatif yontem olarak

voltametrik teknik gelistirilmistir.

DPT’ nin yiikseltgenme mekanizmasi camst karbon elektrot (CKE) ve bor
katkili elmas elektrot (BKEE) kullanilarak, DV, DPV ve KDV yontemleri ile

incelenmistir.

Gelistirilecek olan yontemin calismalarina baslamadan once, stok ¢dzeltinin
hazirlanacagi ve tiim caligmalarda kullanilacak olan DPT standardinin safligi, saf
etken maddenin temin edildigi Deva ilag firmasi tarafindan gonderilen sertifika ile
anlasilmistir.  Sertifika degerlerine gore; temin edilen standart materyalin

calismalarda kullanilabilecek safliga sahip oldugu tespit edilmistir.

Calismalar esnasinda kullanilan camsi karbon elektrot (CKE) ve bor katkili
elmas elektrot (BKEE) temizliginin saglanamamasi durumunda deney sonuglarina
girisim etkisi ortaya ¢ikacagindan, elektrotlar her deney dncesinde madde 2.1.4° te

anlatildig1 gibi mekanik bir 6n islem ile temizlenmistir.

DPT miktar tayini i¢in camsi karbon elektrot (CKE) ve bor katkili elmas
elektrot (BKEE) kullanilarak degisik pH’ larda, farkli destek -elektrolitleriyle
caligmalar yapilmistir. Caligmalarda pH 1,80; 2,19; 3,09; 5,85; 6,99; 8,04; 11,24;
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12,28 fosfat tamponu, pH 3,56; 4,56; 5,58 asetat tamponu ve 8,80; 9,81 borat
tamponu ortamlart kullanilmistir. Bu ortamlarin igerisine hazirlanan DPT standart
cozeltilerine, DV, DPV ve KDV yontemleri uygulanarak voltamogramlar elde
edilmistir. Her farmasdtik maddeye 0Ozgii indirgenip yiikseltgenme o6zelligini
aydinlatmak iizere voltametrik metodlar kullanilmaktadir. Doniistimlii voltametri bu
teknikler arasinda en sik kullanilandir. Doniistimlii voltametri, DPT elektroaktif
grubu iizerinden yola ¢ikarak indirgenme/ylikseltgenme mekanizmasi hakkinda bilgi
vermektedir. Bunun yani sira bilesik metabolitleriyle ilgili fikirler saglamaktadir.
DPT’ e ait pozitif potansiyele sahip olan pik, doniisiimlii voltametri (DV) teknigiyle
cams1 karbon elektrot (CKE) ve bor katkili elmas elektrot (BKEE) kullanilarak
kaydedilmistir. Dihidroksipropilteofilin, yiiksek potansiyellerde, tiim destek
elektrolitlerinde, tiim pH’ larda geri doniisiimsiiz olarak yiikseltgenmistir. DPT’ nin
cams1 karbon elektrot (CKE) kullanilarak pH 1,80- 9,81 ve bor katkili elmas elektrot
(BKEE) kullanilarak pH 1,80- 12,28 araliginda yiikseltgendigi goriilmiistiir.

Pik akimi — pH egrileri incelendiginde, en uygun pik sekli ve en yiiksek pik
akimi pH 8,04 degerinde elde edilmistir. DPT standart ¢ozeltileri ile yapilan pH
taramalariin sonucunda, camsi karbon elektrodun (CKE) kullanildigi durumda elde
edilen egriler ile, bor katkili elmas elektrodun (BKEE) kullanildigi durumda elde
edilen egriler karsilastirlldiginda, pik akiminin daha yiliksek elde edilmesinden
dolay1, dihidroksipropilteofilin miktar tayini i¢in kullanilacak olan elektrodun, bor

katkil1 elmas elektrot olmas1 uygun goriilmiistiir.

DPT standart ¢ozeltileri ile yapilan pH taramalarinin sonucunda, pH’ 1n 8,04
oldugu ortamda, yiiksek pik akimi ve iyi pik sekli elde edildigi i¢in, DPT miktar
tayini i¢in en uygun teknigin kare dalga voltametrisi (KDV) oldugu tespit edilmistir.

KDV yontemi kullanilarak yapilan pH taramasinda pH degeri artarken DPT
pikinin daha az pozitif potansiyele kaydigi tespit edilmistir. Ep— pH dogrusunun

denklemi asagida verilmistir.

Ep (V) = 1,5047 - 0,012pH,  r:-0,9715 (pH: 1,8- 9,81)
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KDV yontemi kullanilarak yapilan pH taramasinda pH degeri artarken model
ilag Kafein pikinin daha az pozitif potansiyele kaydig: tespit edilmistir. Ep — pH

dogrusunun denklemi agagida verilmistir.
Ep(V) =1,4796 - 0,015pH, r:-0,9990 (pH:2,19-8,02) n:4

DPT ve Kafein i¢in elde edilen Ep-pH egrilerinin egim degerleri sirasiyla 12
mV ve 15 mV’dur.

Dontisiimlii voltametri teknigi kullanilarak bor katkili elmas elektrot (BKEE)
ile pH 8,04 olan fosfat tamponu ortaminda hiz taramalar1 yapilmis ve 1x10“M DPT’
nin madde tasinmasi mekanizmasi incelenmistir. Tarama hizlari 5-750 mVs*
arasinda secilmistir. Pik potansiyeli hizin artmasiyla birlikte daha pozitif degerlere
kaymistir. Bir katodik pikin ya da dalganin olusmamasi geri doniisiimsiiz bir tepkime
olduguna isaret eder. log i, - log v arasinda dogrusal bir iliski saptanmistir ve elde
edilen dogru egiminin 0,4821 oldugu belirlenmistir. Elde edilen degerin 0,5 e
yakinligindan dolay1 madde tasinmasimin diflizyon kontrolli gerceklestigi

saptanmustir. (Laviron E., 1980).

Dogrunun denklemi;
log ip (LA) =0,4821log v (mVs™) +0,8143, r:0,9980 (n: 6)

BKEE kullanilarak 1x10* M DPT’ nin pH 8,04 fosfat tamponu icerisinde DV

teknigi ile yapilan tarama hiz1 ¢aligmalarindan elde edilen Ep — log v egri denklemi

asagida verilmistir:
Ep (V) =0,0269 logv (V s%) +1,4379, r:0,995 (n:9)

Ayrica ¢alisma elektrodu olarak CKE kullanilarak 1x10*M DPT’ nin pH 8,04
fosfat tamponu igerisinde doniisiimlii voltametri (DV) teknigi ile yapilan tarama hiz1

calismalarindan elde edilen Ep —log v egri denklemi asagida verilmistir:

Ep (V) =0,0213logv (Vs*) +1,4365 r:0,953  (n:7)

BKEE kullanilarak 1x10™* M kafein’ in (model ilag) pH 8,04 fosfat tamponu
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icerisinde doniisiimlii voltametri (DV) teknigi ile yapilan tarama hizi calismalarindan

elde edilen Ep - log v egri denklemi asagida verilmistir:

Ep (V) =0,0263 log v (V s™) + 1,4005, r:0,9961 (n: 8)

pH taramasi ve hiz taramasi sonuglarindan elde edilen bilgiler 1s18inda
DPT’nin yiikseltgenme davranis1 model ilag olarak secilen Kafein’in yiikseltgenme

davranigina benzemektedir (Spataru ve ark., 2002).

DPT miktar tayini i¢in duyarl analitik yontem gelistirmek icin daha yiiksek pik
akimi ve keskin piklerin elde edildigi KDV yontemi se¢ilmistir. KDV yontemi, pH
8,04 olan fosfat tampon c¢ozeltisinde, BKEE kullanilarak optimize edilmistir.
Optimizasyon isleminin sonucuna gore basamak potansiyeli 10 mV; puls yiiksekligi
30 mV ve frekans 50 Hz olarak belirlenmistir. Saf DPT ile yapilan ¢alismalarda
dogrusal araligin 2x10°- 4x10™* M; tayin alt sinirinin 1,08x107 M; insan idrarinda
yapilan calismalarda dogrusal araligin 2x10°- 1x10%* M ; tayin alt sinirinin 1,28x10°
M ve insan serumunda yapilan ¢aligmalarda ise dogrusal araligin 6x10°- 2x10™ M;

tayin alt simrinin 1,31x10° M oldugu belirlenmistir.

Saf DPT ile galisilarak gelistirilen yontem, DPT etken maddesini igeren ampul
formdaki Difilin® e uygulanmistir. Ampul igerisindeki yardimci maddelerin
gelistirilen yontemleri etkileyip etkilemedigini gostermek icin % geri kazanim
caligmalar1 yapilmistir. Yontem, insan serumu ve insan idrarinda da uygulanmis ve
bilinen miktarda dihidroksipropilteofilin ilave edilen biyolojik ortamlardan geri
kazanim galigmalar1 yapilmistir. Geri kazanim degerlerinin; ampul formdaki ticari
ilagtan % 99,5 - % 101,9; insan idrarindan % 99,0- % 100,9 ve insan serumundan ise
% 99,3- %102,2 arasinda oldugu tespit edilmistir. Ticari ilag, insan idrar1 ve insan
serumundan elde edilen geri kazanim miktarlari, gelistirilen yontemin ampuldeki
yardimc1  maddelerden, serum ve idrar ortamindaki diger bilesenlerden

etkilenmedigini gostermistir.

Yontem gecerlilik calismalarinin sonuglarindan yola c¢ikilarak bu teknigin

dogru, tekrar edilebilir, secici, duyarl ve uygulanabilir oldugu sonucuna varilmstir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismas1 kapsaminda, astim, bronsit ve kronik obstriiktif akciger hastalig
(KOAH) tedavisinde kullanilan DPT etken maddesinin miktar tayini i¢in, uygun bir
elektrokimyasal yontem gelistirilmesi amaclanmigtir. DPT’ nin elektrokimyasal
davranigi; destek elektrolitinin pH degeri, destek elektrolitinin cinsi, tarama hizinin

etkisi agisindan incelenmistir.

Caligsmalarda pH 1,80- 12,28 fosfat tamponu, pH 3,56- 5,58 asetat tamponu
ve 8,80; 9,81 borat tamponu ortamlari kullanilmistir. Bu ortamlarin igerisine
hazirlanan DPT standart ¢ozeltilerine, DV, DPV ve KDV yontemleri uygulanarak
voltamogramlar elde edilmistir. Uygun pH degerinin 8,04; uygun ortamin fosfat

tamponu oldugu ve yiikseltgenme reaksiyonunun tersinmez oldugu belirlenmistir.

Doniistimlii voltametri teknigi kullanilarak bor katkili elmas elektrot (BKEE)
ile pH 8,04 olan fosfat tamponu ortaminda hiz taramalar1 yapilmis ve DPT’ nin
madde tasinmasi1 mekanizmasi incelenmistir. Hiz taramalarindan elde edilen akim ve
gerilim degerleri ile log v — log ip egrisi olusturulmustur. Egim degerinden yola
cikilarak, elektrodun ylizeyine maddenin tasinmasi isleminin difiizyon kaynakli

oldugu tespit edilmistir.

DPT miktar tayini ic¢in, standart DPT c¢ozeltileri ile ve biyolojik ortamlarda
(serumda ve idrarda) gerekli validasyon g¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bor katkili
elmas elektrot (BKEE) ile pH 8,04 fosfat tamponu ortaminda standart DPT ¢ozeltisi,
insan idrar1 ve insan serumu ortamlarindaki teshis sinir1 degerleri sirasiyla; 3,24x10°®
M: 3,85x107 M 3,93x107 M olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem; ampul
formdaki Difilin " e, insan idrarina ve insan serumuna uygulanarak geri kazanim
caligmalar1 yapilmistir. Elde edilen % geri kazanim sonuglari, gelistirilen yontemin

DPT’ nin miktar tayini i¢in se¢ici oldugunu kanitlamistir.
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OZET

Dihidroksipropilteofilin’ in Elektrokimyasal Yontemlerle Miktar Tayini

Bu tezde, DPT’ nin yiikseltgenme mekanizmasi, camsi karbon elektrot (CKE)
ve bor katkili elmas elektrot (BKEE) kullanilarak, pH 1,80 ve pH 12,28 araliginda
degisen asetat, fosfat ve borat tamponlariyla elde edilen destek elektrolitlerinin
varliginda, DV, DPV ve KDV yontemleri ile incelenmistir.

pH 8,02 fosfat tamponunda doniisiimli voltametri teknigi kullanilarak
dihidroksipropilteofilin’ in hiz taramasi yapilmistir.

DPT’ nin yiikseltgenme mekanizmasi model ilag Kafein ile karsilagtirilmistir.

DPT’ nin miktar tayini, pH 8,02 fosfat tamponunda, BKEE elektrot
kullanilarak, kare dalga voltametrisi teknigi ile yapilmistir. Gerekli olan tiim yontem
gecerlilik parametreleri incelenmistir.

Gelistirilen yontem, DPT’ nin farmasoétik dozaj formuna uygulanmistir. Ayrica,
gelistirilen yontem idrar ve serum gibi biyolojik numunelere uygulanmistir ve geri
kazanim ¢aligmalar1 yapilmistir.

Anahtar Sozciikler: Biyolojik numune, Dihidroksipropilteofilin, Farmasotik dozaj
form, Voltametri, Yontem gecerliligi
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SUMMARY

Determination of Dihydroxypropyl Theophylline by Electrochemical
Techniques

In this thesis, the oxidation mechanism of DPT was investigated using glassy
carbon and boron-doped diamond electrodes by cyclic, differential pulse and square
wave voltammetric techniques in the supporting electrolytes which acetate,
phosphate and borate buffers in the pH range 1.80 - 12.28.

In pH 8.02 phosphate buffer, the scan rate studies of DPT was carried out using
the cyclic voltammetry.

The oxidation mechanism of DPT was compared with the model drug Caffein.

The determination of DPT was performed by square wave voltammetry using
BDD electrode in pH 8,02 phosphate buffer. Full validation parameters were studied.

The developed method was applied to the pharmaceutical dosage form of
dihydroxypropyldeophiline. In addition, the developed method was applied for
biological samples (urine & serum) and recovery studies were performed.

Keywords: Biological sample, Dihydroxypropyl theophylline, Pharmaceutical

dosage forms, Validation, VVoltammetry
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