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OZ: Ticari ilaglardan ve insan idrarindan kortizoliin direkt tayini igin basit, hizli ve duyarh bir
elektrokimyasal yontem gelistirildi. Kortizoliin elektrokimyasal indirgenmesi ve nicel analizleri,
doniistimlii voltametri (DV) ve kare dalga voltametrisi (KDV) kullanilarak yalin camsi karbon elektrot
(CKE) ile Britton-Robinson tampon ¢ozeltisinde (BRTC) ve pH 2,0’de gergeklestirildi. Kortizol DV’de,
tersinmez ve adsorpsiyon kontrollii bir indirgeme piki gosterdi. Adsorptif kare dalga siyirma
voltametrisi (Ad-KDSV) kullanildiginda bilesik BRTC pH 2,0 i¢inde ve -1,14 V'de (Ag/AgCl'ye kars) iyi
tanimlanmis bir voltametrik yanit verdi. Deneysel sonuglar pik akimi ile 1-50 pg mL" (2,8x10 mol L -
4x10* mol L) derisim araliginda dogrusal bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Gozlenebilirlik siniri
(GS) ve tayin alt sinir1 (TAS) sirasiyla 0,069 pg mL" (1,9x107 mol L) ve 0,229 ug mL" (6,32x107 mol L)
olarak saptandi. Gelistirilen yontemin kesinligi ve dogrulugu, tablet ve idrar numunelerinden yapilan
geri kazanim calismalari ile kontrol edildi.

Anahtar Kelimeler: Adsorptif kare dalga suyirma voltametrisi, Kortizol, Cams: karbon elektrot, Farmasotik
formiilasyon, Insan Idrar

FAST SQUARE WAVE VOLTAMMETRIC DETERMINATION OF CORTISOL IN
PHARMACEUTICAL FORMULATION AND HUMAN URINE USING THE BARE GLASSY
CARBON ELECTRODE

ABSTRACT: A simple, fast and sensitive electrochemical method for the direct determination of cortisol
in commercial pharmaceutical product and human urine was developed. The electrochemical reduction
and quantitative analysis of cortisol were performed in Britton Robinson Buffer Solution (BRBS, pH 2.0)
with a bare glassy carbon electrode (GCE) using cyclic voltammetry (CV) and square wave voltammetry
(SWV). The compound showed one irreversible and adsorption-controlled reduction peak in CV. When
SWSV mode is used, the compound yielded a well-defined voltammetric response at about -1.14 V (vs.
Ag/AgCl) in BRBS at pH 2.0. Experimental results revealed an excellent linear correlation between the
peak current and the concentration in the range of 1-50 pg mL" (2.8x10-¢-1.4x10* mol L). Detection and
quantification limits were found to be 0.069 pg mL" (1.9x107 mol L) and 0.229 ug mL" (6.32x107 mol L-
1), respectively. Precision and accuracy of the developed method were checked by recovery studies in
spiked tablets and urine.

Key Words: Adsorptive square wave stripping voltammetry, Cortisol, Glassy carbon electrode, Pharmaceutical
formulation, Human urine
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GIRIS (INTRODUCTION)

Kortizol (11, 17, 2l-trihidroksi-4-pregnen-3, 20-dion), bobrekiistii bezlerince salgilanan
glukokortikoid sinifinin en 6nemli steroid hormonudur. Ilag olarak kullanuldiginda hidrokortizon olarak
da bilinen bu hormon pek ¢ok hastaligin teshis ve tanisinda biyolojik bir ayirag islevindedir (Sekil 1). Bu
islevselligini kan basinci, glikoz diizeyi ve karbonhidrat metabolizmas: gibi cesitli fizyolojik siirecleri
diizenlemesinin yaninda kardiyovaskiiler, bagisiklik, bobrek fonksiyonlari, iskelet ve viicut i¢i dengenin
korunmas: gibi alanlarda da gosterir (Beale ve Block, 2011; Kaushik ve dig. 2014; Turpeinen ve
Héamalainen, 2013).

Sekil 1. Kortizoliin kimyasal yapis1
Figure 1. Chemical structure of cortisol

Kortizol diizeyindeki anormal bir artis, kandaki yag ve amino grup asit diizeylerinde artisa,
inflamasyonun engellenmesine ve bagisiklik sisteminin baskilanmasma neden olur. Bunun sonucunda
obezlik, yorgunluk ve kemik erimesi gibi belirtileri olan Cushing hastalig1 olusur. Kortizol diizeyindeki
diistikliik ise deri pigmentlesmesinde artis, yorgunluk ve kilo kaybi belirtileriyle kendini gosteren
Addison rahatsizligina yol acar (Hammer ve Stewart, 2006; Newell-Price ve dig., 2006; Reimondo ve
dig., 2008; Shibli-Rahhal ve dig., 2006; Whitworth ve dig., 1995). Bu yiizden viicuttaki kortizol diizeyinin
izlenmesi insan saglig1 acisindan son derece 6nemlidir.

Kortizol, beseri ve hayvansal tipta gesitli iltihabi ve anti-alerjik sonuglarin tedavisi ile birlikte
depresif bozukluklarin ve kronik yorgunlugun tanisal islevinde yaygin kullanilan bir ilactir (Edwards ve
dig., 1974; Konieczna ve dig., 2010). Kortizol iceren topikal kremler ise dokiintiilerin neden oldugu
kasint1 ve agrimin dindirilmesinde kullanilir. Diinya Anti-Doping Ajans1 (WADA) 2008 yilinda kortizoli
yasakli maddeler listesine eklemis ve tedavi amacl kullanim1 disinda sporcularda kullaniminin doping
olarak degerlendirilecegini bildirmistir (Kédmaérdinen ve dig., 2018).

idrardan (Gatti ve dig., 2005; Sanchez-Guijo ve dig., 2014), serumdan (Canalis ve dig., 1979; Kushnir
ve dig., 2004), tikiiriikten (Bigert ve dig., 2005; Perogamvros ve dig., 2009; Sun ve dig., 2008; Vieira ve
dig., 2014) ve ilaglardan (Balaji ve dig., 2008; Goyal ve dig., 2010) kortizol diizeylerinin belirlenebilmesi,
gerek klinik uygulamalarda gerekse rutin analizlerde oldukc¢a Onemlidir. Giiniimiiz klinik
uygulamalarinda, kortizol diizeyi serbest veya protein bagl fraksiyonlarin toplami olan toplam kortizol
diizeyi ile 6l¢lilmektedir. Serbest kortizol, biyolojik olarak aktif olan tek fraksiyondur ve viicuttaki tiim
kortizolle ilgili faaliyetlerden sorumludur (Canalis ve dig., 1979). Bu ylizden kortizol ile ilgili
durumlarin teshisi ve uygun sekilde tedavisi, serbest kortizoliin diizenli olarak tahmin edilmesini
gerektirir. Biyolojik Orneklerden serbest kortizoliin belirlenmesinde, yiiksek performansh sivi
kromatografisi (YPSK) (Hu ve dig., 2005; Rouits ve dig., 2003; Al Sharef ve dig., 2007; Tang ve dig., 2000),
florimetri (Appel ve dig., 2005), radyoimmiino test (RIA) (Lee ve Goeger, 1998), sivi kromotografi-
ardisik kiitle spektrometresi (Frerichs ve Tornatore, 2004; Kushnir ve dig., 2004; Perogamvros ve dig.,
2009) ve immiinoelektrokimyasal sensorii de barindiran pek ¢ok analitik yontem kullanilmistir (Sun ve
dig., 2008; Vabbina ve dig., 2015). Bu yontemlerin pahali olmalarimin yani sira karmasik numune 6n
islemleri (6n deristirme ve/veya saflastirma asamasi), nitelikli kullanic1 gereksinimi, kapsamli kimyasal
madde tiiketimi ve uzun analiz siiresi gibi dezavantajlar1 da vardir. Elektrokimyasal yontemler ise
diisiik cihaz maliyeti, islem basitligi ve diger analitik yontemlere nazaran matris etkisine kars:t daha
diisiik duyarliliga sahip olmas1 gibi avantajlarinin yaninda analizi yapilan maddenin yiikseltgenme-
indirgenme siireclerini aydinlatmasi ile ©ne ¢ikar. Ancak kortizol analizinde elektrokimyasal
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yontemlerin kullanildig1 ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur. Goyal ve arkadaglar1 (Goyal ve dig., 2009)
fosfat tamponu pH 7,2’de kortizoliin elektrokimyasal davramislarini doniisiimlii voltametri (DV) ve kare
dalga voltametri (KDV) yontemlerini kullanarak incelemisler ve 8,8x10® mol L gozlenebilirlik sinir1
(GS) diizeyine ulasmuslardir. Gelistirdikleri bu yontemi kortizoliin ticari ilag formiilasyonunda ve gercek
numune analizinde basarili bir sekilde kullanmislardir. Balaji ve arkadaslari, karbon pasta elektrodu
(KPE) yalin veya B-siklodekstrin ile modifiye ederek gelistirdikleri yontemde DV ve diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) yardimiyla prednisolon, deksametazon ve hidrokortizonun es zamanli analizinde
kullanmislardir. GS olarak 3,7x107 mol L' diizeyine ulasan yontem, farmasotik ve biyolojik sivi
orneklerinden iyi geri kazanim degerleriyle kortizoliin analizinde uygulanmigtir (Balaji ve dig., 2008).
Altin nanopargacik, ¢cok katmanli karbon nanotiip ve mikro 6lgekteki iyonik sividan olusan kompozit
pasta elektrot (AuNPs / MWCNTs / OPPF) yardimiyla kortizol ve androsteron hormonlarinin
voltametrik tayini Morene ve ark. tarafindan tanumlanmistir (Moreno-Guzman ve dig., 2013). KDV
yontemi ile kortizol igin oksidasyon pik akiminin 2,76x10-1° mol L+ - 2,76x10” mol L-! derisim arali§inda
dogrusal oldugu ve 4,14x10"" mol L' GS degerine ulasildig1 bulunmustur. Yontemin uygulanabilirligi
sertifikal1 kortizol iceren idrar ve serum Orneklerinde gosterilmistir.

Elektrokimyasal analizlerde yiikseltgenme-indirgenme siirecleri biiylik oranda analizlerde
kullanilan elektrot materyaline baghdir. Karbon temelli olan elektrotlar diigiik zemin akimi, yiiksek
akim yogunlugu, hizli elektron aktarimi ve genis potansiyel penceresi gibi ayirt edici 6zellikleri olan
yalin veya modifiye edilerek de kullanilabilen elektrot materyalleridir (Van der Linden ve Dieker, 1980;
Taylor ve dig., 2012; Yardim ve dig., 2013).

Yapilan kaynak arastirmasinda kortizoliin yalin cams: karbon elektrot (CKE) {izerinde
elektrokimyasal davramislarinin incelendigi bir calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada karbon temelli
elektrotlardan biri olan CKE kullanilarak kortizoliin elektrokimyasal indirgenme davramslari DV
yontemiyle incelenmis ve adsorptif kare dalga siyirma voltametrisi (Ad-KDSV) yontemi kullanilarak
hizl1 ve duyarl elektrokimyasal bir teknik gelistirilmistir. Gelistirilen yontem ilag formiilasyonlarindan
ve idrardan kortizoliin saptanmasinda basariyla uygulanmis ve YPSK yontemiyle elde edilen degerlerle
karsilagtirilmisgtir.

MATERYAL VE YONTEM (MATERIAL AND METHOD)
Kimyasallar ve Cihazlar (Chemicals and Apparatus)

Kortizol standardi ve calismada kullanilan diger kimyasallar Sigma Aldrich firmasindan temin
edildi. Etken maddesi kortizol olan tablet dozaj formlar, yerel ticari eczaneden tedarik edildi. Standart
kortizol stok ¢Ozeltisi metanol icerisinde 1000 pug mL" olarak hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti amber
sise icerisinde 4°C’de muhafaza edildi. Daha seyreltik ¢ozeltiler Britton-Robinson (BR) destek elektroliti
(pH 2,0-9,0) ile istenilen derisim diizeyine getirildi. YPSK analizlerinde hareketli faz olarak metanol-su
(60:40 v/v) karisimi kullanilarak, pH degerleri %85’lik (w/w) HsPOus ile 3,0’a ayarlandi. Biitiin ¢ozeltiler
0,45 um membran filtreli Agilent marka vakum filtresinden gegirildi. Mobil faz i¢inde kortizoliin 125 ug
mL* stok ¢Ozeltisi hazirlanarak tiim seyreltme islemleri de mobil faz kullanilarak gerceklestirildi Biitiin
¢Ozeltiler analitik safliktaki kimyasallarla ve Milli-Q ultra saf su kullanilarak hazirlandi. DV ve Ad-
KDSV olglimleri genel amagh elektrokimyasal yazilima (GPES 4,9) sahip pAutolab type III
elektrokimyasal analizér (EcoChemie, The Netherlands) ile gerceklestirildi. KD ham voltamogramlarina
yazilim iginde bulunan Savitzky-Golay filtresi (diizey 2) ve 0,01 pik genisligindeki zemin diizeltmesi
(moving average) islemleri uygulandi. Calismalar 10 mL hacimli ve {i¢ elektrotlu hiicrede
gergeklestirildi. Yardimar elektrot olarak platin tel (MW-1032, BAS, USA), referans elektrodu olarak
Ag/AgCl (3 M NaCl) (BAS Model MF-2052, USA) ve calisma elektrodu olarak da 3 mm ¢apinda CKE
(BAS model MF-2012, USA) kullanildi. pH o6lgiimleri icin WTW inoLab pH 720 model pH metre
kullanild1. Kromotografik analizler 250 nm’ye ayarli diyot dizinli dedektorlii (DAD) ve oto 6rnekleyicili
sisteme sahip Agilent 1100 model sistemde gerceklestirildi. Bu analizlerde Nucleosil C18 (250 mm x 4,6
mm, 5 um) kolonu kullanild: ve dl¢timler dakikada 1,0 mL akis hizinda gergeklestirildi.
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Voltametrik Yontem (Voltammetric Procedure)

Voltametrik dlgtimler KDV yontemi ile CKE {izerinde kortizoliin biriktirilmesiyle gerceklestirildi.
Kullanim Oncesi tersinir elektrot yiizeyi olusturabilmek i¢in her voltamogram kaydindan 6nce CKE
ylizeyine mekanik 6n islem uygulandi. Mekanik 6n islem adiminda CKE saf suyla yikanip sonrasinda
suyla bulamag haline getirilen aliiminyum oksit (altimina, Al2Os, cap1: 0,3 pum) slispansiyonu iizerinde
dairesel hareketler yapilarak birka¢ dakika parlatildi. Bu islem sonrasinda suyla yikanip, temiz ve
yumusak bir kurutma kagidi ile kurulandi. Mekanik 6n islem adimi sonrasinda elektrot dakikada 500
devirle donen karstiricinin oldugu hiicreye yerlestirilerek elektrota belirli bir siire gerilim uygulandi. Bu
onderistirme adimi sonrasinda karistirma durduruldu ve tamamen hareketsizligin saglanmas: igin 10 s
beklendi. Bu agsamanin sonunda ise segilen voltametrik teknikle negatif dogrultuda gerilim taramasi
gergeklestirildi.

YPSK Yontemi (HPLC procedure)

Kalibrasyon egrisi 125 pg mL- kortizol stogundan kolona 1-70 uL arahginda eklenmesi ve
sonrasinda elde edilen kromotogramin pik alaninin 6l¢iilmesi yoluyla elde edildi (Aburuz ve dig., 2003).
Standart kortizol derisimleri ¢alisilan derisim araliginda dogrusal bir yanit verdi (R? = 0,9998). Tablet
numunelerinin kromotografik analizleri, 0,45 um filtre kagidindan filtre edildikten sonra gerceklestirildi.
Kalibrasyon egrisi kullanilarak tabletteki kortizol igerigi hesaplandi.

Gercek Numunelerin Hazirlanisi (Preparation of Real Samples)

Calismalarda her bir tablette 10 mg hidrokortizon (kortizol) icerdigi etiketinde belirtilen Genkort®
(Gen Ilag ve Saglik Uriinleri, Tiirkiye) tabletleri kullanildi. On tablet tartildi ve her bir tabletin ortalama
agirhigi belirlendi. Sonrasinda bir havan icerisinde ezilerek ince bir toz haline getirildi. Olusan bu tozun
belli bir miktari tartild1 ve 10 mL hacmindeki balon jojeye aktarilarak metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiden
belirli hacimlerde alinarak i¢inde BR destek elektrolitinin oldugu hiicreye aktarildi ve daha 6nceden
gelistirilen yonteme gore analizler gerceklestirildi. Tablet igerigindeki kortizoliin miktar analizinde
standart ekleme yontemi kullanildi. YPSK analizleri i¢in, tabletin havandaki tozundan belli bir miktar
tartilip mobil faz iginde hazirlandi. Olusan ¢ozelti filtre edildi ve daha sonra YPSK cihazina enjekte
edildi.

Idrar numuneleri 36 yaginda saglikl bir erkekden alindi. 3,0 mL idrar 6rnegine 1,0 mL stok kortizol
¢Ozeltisinden (1000 pg mL) eklendi. Karisim bir dakika karistirild: ve olusan nihai karisimdan 40 pL ile
400 pL arasinda degisen hacimlerde voltametrik hiicreye aktarilarak 1 pg mL- ile 10 ug mL- arasinda
kortizol standard: iceren idrar numuneleri elde edilmis oldu. Bagil geri kazamim degerleri eklenen

kortizol derisimleriyle karsilastirilarak hesaplandi. Voltamogramlar kortizol i¢in dnerilen yonteme gore
kaydedildi.

SONUCLAR VE TARTISMA (RESULTS AND DISCUSSION)

Cams1 Karbon Elektrotta Kortizoliin Elektrokimyasal Davranisi (Electrochemical Behaviors of Cortisol on
GCE)

Mekanik 6n islem adimi sonrasinda kortizoliin elektrokimyasal davranisi DV teknigi kullamlarak
incelendi. Sekil 2’de 50 pg mL (1,38x10* mol L) derisimdeki kortizoliin CKE f{izerinde, BR pH 2,0
destek elektrolitinde ve 100 mV s! tarama hizinda (-0,8 V ile -1,5 V arasinda) elektrokimyasal
indirgenme piki goriilmektedir. Sekilden negatif dogrultudaki taramada kortizoliin indirgenme pikinin -
1166 mV potansiyelinde gergeklestigi ancak galisilan gerilim araliginda ve ters yondeki taramada ise
herhangi bir yiikseltgenme olayini gosteren bir pikin olusmadig1 goriilmektedir. Kortizoliin CKE
tizerindeki bu davranisi, daha onceden farkli elektrot ¢alismalarindaki literatiir bulgulariyla uyum
icinde oldugunu gostermektedir (Balaji ve dig., 2008; Goyal ve dig., 2010).
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Sekil 2. CKE iizerinde 50 g mL (1,38x10-4 mol L) kortizoliin 100 mV s tarama hizinda ve BRTC pH

2,0 destek elektrolitindeki DV’si. Kesikli ¢izgi: destek elektroliti
Figure 2. CV curves of 50 ug mL-1 for cortisol at GCE electrode. Electrode, GCE; supporting electrolyte, BRBS (pH 2.0); scan rate: 100 mV s-
1; Dashed lines represent background current

Gerilim tarama hizinin (v), CKE {izerinde kortizoliin indirgenme piki yiiksekligine (Ip) etkisi yine
DV yontemi ile incelendi (Sekil 3). 50-1000 mV s aralifinda degisen gerilim tarama hizlarinda
kortizoliin voltamogramlar1 kaydedildi. Pik akimi yiikseklikleri ile gerilim tarama hizlarinin degisiminin
(Esitlik 1) ve pik akimi yiiksekliklerinin logaritmas: (log Ip) ile tarama hizlarimn logaritmasiin (log v)
degisiminin dogrusal oldugu bulundu (Esitlik 2). Ancak pik akimi yiikseklikleri ile gerilim tarama
hizlarinin karekokii degisiminde bu dogrusalliktan uzaklasildig: gozlendi (Esitlik 3).
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Sekil 3. CKE’de ve BRTC icinde 50 pg mL-! kortizoliin ; (a) 50, (b) 100, (c) 200, (d) 300, (e) 400, (f) 500, (g)
600, (h)700, (1)800, (j) 900 ve (k) 1000 mV s tarama hizlarindaki DV’leri. (A) Pik akimina kars1 tarama
hiz1 degisimi. (B) Pik akiminin logaritmasina karsi tarama hizinin logaritmasinin degisimi.(C) Pik

akimina kars1 tarama hizinin karekokiiniin degisimi.
Figure 3. CVs of 50 ug mL- cortisol in BR buffer solution (pH 2.0) at GCE for series of scan rates (v):(a) 50, (b) 100, (c) 200, (d) 300, (e) 400,
(f) 500, (g) 600, (h)700, (1)800, (j) 900 ve (k) 1000 mV s. (A) Variation of peak current vs.scan rate. (B) Variation of the logarithm of peak
current vs. the logarithm of scan rate. (C) Variation of peak current vs.the square root of scan rate.

Yine ikinci esitligin egiminin 0,7 civarinda olmasi (0,659) elektrot {izerindeki akimin adsorbsiyon
kontrollii oldugunu gostermektedir (Abdel Gaber ve dig., 2017; Laviron ve dig., 1980). Hgili esitlikler
asagida gosterilmistir (Esitlik (1)-(2)-(3)).
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I, (1A)=-0,015v(mVs)-2,428 (R* =0,9917) (1)
log 1, (uA) =-0,659logv +0,753 (R? =0.9966) )
I, (uA)=-0,602\v + 2,577 (R? =0,9839) 3)

Tarama hizi artis1 ile pik potansiyellerinin daha negatif degerlere dogru kaymasinin yari tersinir ve
tersinmez sistemlerin tipik davramslar oldugu bilinmektedir (Sochr ve dig., 2014). Kortizoliin pik
potansiyellerinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi iliskisi Esitlik (4)’te gosterilmistir.

E, (V) =-0,0566log v (mV s™)-1,0076 (R? = 0,958) (4)
Laviron Esitligi’nin en genel ifadesi olan Esitlik (5), Esitlik (4) ile karsilastirildiginda;

E, = E°+(2,303RT /anF)log(RTk®/anF) +(2,303RT /anF)logv  (5)

Esitlikteki a, yiik aktarim katsayisi ve n, alinip verilen elektron sayisidir. R (8,314 ] K mol), T (298
K) ve F (96480 C mol") ise bilinen sabitlerdir. Ep - logv iliskisindeki egim degeri -0,0566 'dir. Yukaridaki
esitlik kullarularak an degeri -1,044 olarak hesaplandi. Tam-tersinmez elektrot olayinda pekgok sistem
i¢in, a = 0,5 olarak kabul edilebilir. Boylece, n = 2,089 (= 2) degeri elde edilir. Bu deger, CKE yiizeyinde
tersinmez olarak ytiriiyen kortizol bilesiginin indirgenmesinde, her molekiil i¢in 2 elektron aktarildigini
gostermektedir. Bu bilgiler 1s181nda kortizol i¢in olas1 indirgenme mekanizmasi Sekil 4’te gosterilmistir.

Sekil 4. Kortizol igin Onerilen elektrokimyasal indirgenme mekanizmasi
Figure 4. The electrochemical reduction mechanism for cortisol

Destek Elektroliti ve pH'nin Elektrokimyasal Yanita Etkisi (Effect of Support Electrolyte and pH To
Electrochemical Response)

Kortizoliin elektrokimyasal yanit1 iizerinde BR, asetat ve fosfat gibi farkli destek elektrolitlerinin
etkileri pH 2,0'dan pH 7,0’a Ad-KDSV yontemi ile incelendi. En diisiik zemin akiminin yarsira,
tekrarlanabilirlik 6zelligi, pik morfolojisi ve yiiksekligi agisindan da en iyi sonuglar BR desteginde elde
edildiginden dolay1 kortizol analizi i¢in ¢alismanin devaminda BR destegi kullanilmistir. Ortam
pH’sinin elektrokimyasal yamit {izerindeki etkisi ise BR pH 2,0 ile pH 9,0 arasinda incelenmistir (Sekil
5A). Kortizol pikinin pH’ye bagli degisimi, pH'nin bazik bolgeye kaydikca piklerin de daha negatif
gerilim bolgelerine kaydig1 hem ilgili voltamogram seklinden hem de kaymadaki degisimin incelendigi
Sekil.5B’den agikca anlagilmaktadir. pH degisimi ile gerilimdeki kayma iliskisinin ( pH 2,0 ve 9,0 arast )
Ep (mV) = -65,1 pH - 1010,6 (r = 0,999) esitligiyle gosterilen dogrusal bir esitlige sahip oldugu
bulunmustur. Bu dogrunun egiminin 59 mV degeri civarinda olmas: (¢alismamizda 65,1 bulunmustur)
elektrot reaksiyonuna katilan proton ve elektron sayilarinin esit oldugunu gostermektedir (Materon ve
dig., 2018). En yiiksek ve en iyi pik morfolojisine BRTC pH 2,0 ortaminda ulasildigindan calismalarin
devaminin BRTC ortaminda ve pH 2,0 de yapilmasina karar verildi.
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Sekil 5. (A) Acik devre geriliminde ve 60 s biriktirme uygulayarak 5 pg mL kortizoliin BRTC ortaminda
ve farkli pH’lerindeki (2-9) KDV’leri. (B) Farkli pH’ler {izerinde pik yiiksekligi ve pik geriliminin
degisimi. KDV kosullar:: frekans: 50 Hz; puls genligi 40 mV, gerilim adimi 10 mV
Figure 5. SWVs of 5 ug mL1 cortisol at various pH (2-9) of BRBS on GCE with accumalation time 60 s, at open circuit condition. The effect of

pH on the peak current (Ip) and peak potential (Ep) of cortisol appears in graphs A and B, respectively. SWV conditions: frequency, 50 Hz; scan
increment, 10 mV; pulse amplitude, 40 mV

Biriktirme Degiskenlerinin Etkisi (Effect of Deposition Variables)

DV yontemiyle elektrot {izerindeki akimin adsorptif karakterli oldugunun belirlenmesi sonrasinda
voltametrik analizlerin belirli bir gerilimi belirli bir siire boyunca uygulayarak elektrokimyasal yanitin
artirilabilecegi soylenebilir. Ancak en iyi yanitin hangi biriktirme siiresinde ve hangi potansiyelde
oldugunun belirlenmesi i¢in optimize edilmesi gerekir. Bu degiskenler optimize edilirken bir tanesi sabit
tutulurken diger degerler degistirilir ve en iyi yamtin alindig1 deger saptarnur. Kortizoliin pik akimi
lizerine biriktirme siiresi optimizasyonu, BR pH 2,0 desteginde, 1 pug mL"! (2,8 x 10 mol L) kortizol
derisiminde, hiicre dakikada 500 devirle donerken ve sisteme acik devre gerilimi uygulanirken, 0-300 s
arasinda KDV yontemiyle incelendi. Pik siiresi arttik¢a pik akimi da yiikseldi. En yiiksek pik akimina 60
s de ulasildi. Bu siireden sonra elektrot iizerinde biriken kortizol miktar1 ve pik siddeti de azalmaya
basladi. Hem analiz siiresinin kisa olmas1 hem de en iyi doygunluk degerine 60 s de erismesi nedeniyle
optimum biriktirme siiresi 60 s olarak belirlendi.

Biriktirme gerilimi etkisi KDV yontemiyle ya agik devrede veya -0,2 V ile -1,0 V arahiginda, 60 s
biriktirme siiresinin bu siire ve gerilimler boyunca karigtirildig: hiicrede incelendi. En yiiksek ve diizgiin
pik sekli acik devre geriliminde elde edildiginden c¢alismanin devami agik devre gerilimi ve 60 s
biriktirme siiresi uygulanarak gerceklestirildi.

Aletsel Degiskenlerin Etkisi (Effect of Instrumental Parameters)

Voltametrik yontemlerde aletin verdigi yanutlar, gerek kullanilan yazilimla gerekse aletin sinyal
degiskenleri ile 6nemli oranda degisebilir. Bu nedenle aletin yazilim parametreleri optimize edilerek
indirgenme pik akimi ve pikin seklinde iyilestirmeler saglanabilir. Bu etkiyi incelemek adina 1 ug mL-!
(2,8 x 10 mol L) kortizol derisimi iceren BR pH 2,0 ortaminda ¢ozeltinin karistirilarak ve optimum
biriktirme degiskenleri uygulanarak frekans (f = 25-100 Hz araliginda), puls genligi (Esw = 30-100 mV
araliginda) ve gerilim adimi (AEs= 8-14 mV araliginda) gibi énemli KDV degiskenlerinin yanita olan
etkileri incelendi. Bu islemler, incelenen degisken degistirilirken diger degiskenler sabit tutularak ve en
iyi yanitin elde edildigi degerin secgilmesi yoluyla gerceklestirildi. Ayni islemler sirasiyla diger
degiskenler i¢in de uyguland: ve en iyi yanitin elde edildigi degerler belirlendi. En iyi pik yiiksekligi ve
morfolojisi, frekansin 75 Hz, puls genliginin 60 mV ve gerilim adiminin 10 mV oldugu degerler ile elde
edildi. Bu yiizden ¢alismanin devami optimize edilen bu aletsel degerler kullanilarak yapildi. Derisim
etkisine kadar optimize edilen degerler Cizelge 1'de 6zetlenmistir.
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Cizelge 1. Ad-KDSV yontemiyle kortizol i¢in optimize edilen degiskenler.
Table 1. Optimized parameters for cortisol with Ad-SWSV method

Degiskenler Bulgular
Destek Elektroliti BR
pH 2,0
Biriktirme Stiresi 60 s
Biriktirme Gerilimi Acik devre
Aletsel Degiskenler
a) Frekans 75 Hz
b) Puls Genligi, Esw 60 mV
¢) Gerilim Adimi, AEs 10 mV

Kortizol Derisiminin Etkisi (Influence of Cortisol Concentration)

Gelistirilen yontemin optimize edilen degerlerinde kortizol i¢in dinamik ¢alisma araligi, GS ve TAS
farkli derisimlerin pik akimiyla iligkisi temelinde incelendi. Kortizol, 1 ug mL- ile 50 pg mL- derisim
araliginda ve -1,12 V gerilim degerinde;

| (uA) =—0,5689C (g mL*)-11,378 (r=0,998) (6)

esitligiyle ifade edilen dogrusal bir artis gosterdi (Esitlik 6).

Yontemin analitik duyarliligt GS, 3 s/m oranindan, TAS ise 10 s/m oranindan hesaplanmistir
(Harisha ve dig., 2019). Orandaki “s”, destek elektroliti ¢6zeltisinin zemin ¢izgisinde okunabilen en
kiiciik alt1 sinyal giiriiltiistiniin standart sapmasi, “m”ise kalibrasyon egrisinin egimidir. GS ve TAS
degerleri sirastyla 0,069 pg mL" (1,9x107 mol L) ve 0,229 ug mL" (6,32x107 mol L) bulunmustur.
Gelistirilen bu yontemin kortizoliin literatiirdeki elektrokimyasal analiz yontemlerini tamamlayan ve
hatta yalin elektrot kullanimu ile huz agisindan alternatif bir yaklagim gelistirdigi sylenilebilir (Cizelge
2). Yalin elektrotlarla galisirken ortamdaki maddelerin elektrot yiizeyini kirletip duyarliligi ve
dogrulugu azaltict bir etkisi oldugu ancak elektrot yiizeyinde yapilacak modifikasyonun da uzun ve
zahmetli bir takim siirecleri gerektirdigi bilinmektedir (Kozub ve dig., 2010). B-siklodekstrin modifiye
elektrotun kullanildig1 ilk yontem, bu calismada gergeklestirilen duyarhiliktan daha diisiik bir
duyarliliga sahipken diger iki yontemin ise daha iyi bir duyarlihiga sahip oldugu goriilmektedir. Ancak
bu yontemlerin ise elektrot hazirlama siirecleri agisindan CKE’ye gore daha zahmetli oldugu
sOylenebilir. Yalin CKE ile hizli ekonomik ve tatmin edici bir duyarliliga ulasan bir yontem
geligtirilmigtir. Onerilen yontemin kesinligi 5 ug mL- (1,4x10 mol L) derisimdeki kortizoliin giin ici
(n=10, Sekil 7) ve glinler arasi ( n=5) tekraredilebilirligi yapilarak test edildi. Giin i¢i bagil standart sapma
2,45 giinler aras1 4,23 degeri elde edildi.

Cizelge 2. Kortizol tayininde onerilen yontemle literatiirdeki yontemlerin karsilastirilmasi
Table 2. Comparison between the previous literature methods for the determination of cortisol with the proposed method

Elektrot Yontem Dogrusal Aralik GS Kaynak
F-Siklodekstrin DPV 40x10°M-20%x10°M  3,7x107 (Balaji ve dig., 2008)

modifiye

elektrot

EPPGE KDV 1,0x107M-20x10*M 8,8x10% M (Goyal ve dig., 2010)
Civa Film Ad-DPV  2,0x10°M-1,2X10°M  4,8x10°M  (Smajdor ve dig., 2015)

CKE Ad- 2,8x10°M-1,4x10*M  1,9x10" M Bu calisma
KDSV

441



442 E. KESKIN

5.0
0 s
-1 't.‘
5.0 - C (pgmL™)
10.0 - 10 20 30 40 5004
1504 107
E- o
L 20045 20
- _
— 2501 « 3 -
n
3001 4]
35.0
40.0

"0.6 07 08 09 1.0 11 1.2 13 1.4
E IV (vs. Ag/AgCl)

Sekil 6. BR pH 2,0’da CKE’de kortizoliin degisen derisimlerine (1 pg mL?-50 ug mL) karsilik elde
edilen Ad-KDSV’leri. Ad-KDSV kosullart: frekans, 75 Hz; puls genligi, 60 mV; gerilim adimi, 10 mV;
biriktirme siiresi, 60 s; briktirme gerilimi, agik devre.

Figure 6. Ad-SWSVs obtained for cortisol at varying concentrations (1 ug mL" - 50 ug mL1) at the GCE electrode in 0.1 M BR pH 2.0. Ad-

SWSV conditions: frequency, 75 Hz; scan increment 10 mV, pulse amplitude, 60 mV; accumulation time,60 s; accumulation potential, open
circuit.
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Sekil 7. (A). 5 ug mL" kortizoliin giin ici tekraredilebilirligi (N=10) i¢in Ad-KDSV’lar1 (B) Her tekrar i¢in
Olctilen akim degerlerinin degisimi. Ad-KDSV kosullar sekil 6 ile aymidir.

Figure 7. Ad-SWSV voltammograms for intraday repeatability of 5 ug mL" cortisol(N=10) . (B) Change of measured peak current values for
each experiment (N). Ad-SWSV parameters as indicated in Fig. 6.

Gercek Numune Analizleri (Real Sample Analysis)

Elde edilen bulgular 1s1iginda gelistirilen Ad-KDSV yontemi film kapli tablet dozaj formlarina
herhangi bir numune ekstraksiyonu veya filtrasyon uygulanmadan yeterli seyreltme islemi
uygulandiktan sonra ilgili kalibrasyon egrisinde yerine konularak miktar analizleri gerceklestirildi. A1z
yoluyla alinan her bir tablet icin etiket bilgilerinde aktif bilesen olarak 10,0 mg kortizol ve inaktif bilesen
olarak laktoz, mikrokristal seliiloz monohidrat, sodyum nisasta glikolat, povidon, polisorbat 80,
magnezyum stearat ve eritrosin E127 igerdigi bildirilmistir. Gelistirilen yontem ile ticari tablet
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analizlerinde kortizoliin analizi basariyla uygulandi. Yontemle hesaplanan degerlerin etikette iddia
edilen degerlerle ortiistiigii gozlemlendi.

Verilen bir matris icerisinden ilgili analitin geri kazanimi, yontemin dogrulugunun ol¢iilmesinde
kullanilabilir. Bunu test etmek ve ilactaki katki maddelerinin herhangi bir girisim olusturmadigin test
etmek i¢in geri kazanim calismalar1 standart ekleme yontemiyle gerceklestirildi. Geri kazanim degerleri
%97,27 ile %100,44 arasinda bulundu.

Elektrokimyasal yontemin YPSK yontemiyle karsilastirilmasi (Comparison of Electrochemical Method with
HPLC Methods)

Yapilan analizlerin giivenilirligini kanitlamak i¢in voltametrik analizlerden elde edilen veriler YPSK
yonteminden elde edilen verilerle mukayese edildi. Bunun i¢in ila¢ numunesindeki derisimi kapsayacak
sekilde kortizol standartlarindan on farkli derisimde ¢Ozeltiler hazirlandi ve gozlenen pik alanlarina
kars1 derisimler grafige gecirildi (Sekil 8). Derisimlerle pik alanlar1 arasinda

y = 2410,8x+ 270,21 (R? = 0,9998) )

Y7

dogrusal esitligine uyan bir iliski bulundu (Esitlik 7). Esitlikteki “y” pik alani, “x” ise derisimi
gostermektedir. Sekil.8C tabletteki kortizoliin karakteristik alikonma zamanindaki (8,537 dk)
kromotogramii gostermektedir.
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Sekil 8. Standart ¢ozelti kromotogramlari (A) ve pik alarm ile farkli derisimlerdeki kortizol arasindaki
dogrusal iliski (B) “a” dan “j”ye sirayla 1,25 pg, 1,87 ug, 2,5 ug, 3,125 ug, 3,75 ug, 4,375 ug, 5,0 ug, 6,25
ug, 7,5 ug ve 8,75 ug.Tabletteki kortizoliin karakteristik kromotogrami (C) kromotografik kosullar:

Mobil faz; metanol-su (60:40, v/v), akig hizi; 1 mL dk?
Figure 8. The standard solution chromatograms (A) and calibration plot of cortisol at different concentrations (B). The letters a- j correspond
to 1.25 ug, 1.87 ug, 2.5 ug, 3.125 ug, 3.75 ug 4.375 ug, 5.0 ug, 6.5 ug, 7.5 ug and 8.75 ug. (C) Typical chromatogram of cortisol in
pharmaceutical drug form. Chromatographic conditions: Mobile Phase; methanol- water (60:40, v/v), flow rate; 1 mL min

Tabletteki kortizol icerigi 250 nm deki YPSK kromotogramindan belirlendi ve tabletin bir graminda
bulunan mikrogram kortizol (ug kortizol/g tablet) olarak ifade edildi. Cizelge 3'te gosterildigi gibi
onerilen KDV yontemi ile elde edilen sonuglarin ortalamas: ile YPSK'den elde edilen degerlerin
ortalamalar1 arasinda %5 giiven seviyesinde anlaml bir fark bulunmamaktadir.

443



444 E. KESKIN

Cizelge 3. Ad-KDSV ve YPSK yontemleriyle elde edilen tablet icerigindeki kortizol miktarlarinin

karsilastirilmasi
Table 3. Comparison of cortisol content of tablet obtained by Ad-SWSV and HPLC methods
Iddia Edilen (her tabletteki, mg) Ad-KDSV =SS (n=3) YPSK +SS (n=3)
10 9,96 + 0,21 10,20 + 0,13

Gelistirilen yontemin kortizoliin idrardan tayin edilmesine doniik bir analizde kullanilabilirligi de
test edildi. Bunun igin standart kortizol ¢ozeltilerinden artan derisimlerde idrara eklemeler yapildi.
Matris etkisini elimine etmek amaciyla islemlerde standart ekleme yontemi kullarildi. Geri kazanim
degerleri (%95,99’den %110,31’e degisen) gelistirilen yontemin yeterli dogruluga sahip oldugunu ve
analiz edilen numunelerde dikkate almayi gerektirecek Onemli bir girisim etkisinin olmadigin
gostermektedir (Cizelge 4). Bu nedenle gelistirilen yontemin idrardan kortizol derisiminin nicel olarak
belirlenmesinde de kullanilabilecegi anlagilmistir.

Cizelge 4. Idrar numunelerindeki kortizoliin 6l¢iim sonuglar
Table 4. Measurement results of cortisol in urine samples

Eklenen ( ug mL1) Bulunan ( ug mL?) Geri kazanim (%)
1,00 0,97 96,75
1,50 1,44 95,99
2,50 2,42 96,84
5,00 5,52 110,31
10,00 9,79 97,87
SONUC

Bu makalede kortizoliin dogrudan analizinde yalin ve mekanik olarak islem gormiis CKE'nin
duyarli bir elektrokimyasal sensor gibi kullanimi gerceklestirilmistir. Kortizoliin elektrokimyasal
davramsi ve miktar analizi sirasiyla DV ve Ad-KDSV y&ntemleriyle yiiriitiilmiistiir. Onerilen analitiksel
yontem varolan kromotografik yontemlere gore daha basit, daha hizh ve daha ekonomiktir. Yontemle
0,069 ug mL?' (1,9x107 mol L1) diizeyine erisen bir GS'ye ulasilmistir. Gelistirilen elektrokimyasal
yontemin uygulanabilirligi ticari tablet analizlerinde ve idrar numunelerinde basariyla gosterilmistir.
Elektrokimyasal yontemle elde edilen veriler diyot dizinli dedektore sahip YPSK ile elde edilen verilere
karsilastirilmis ve iki yontemin de aralarinda iyi bir uyum oldugu gosterilmistir. Yalin CKE’de
kortizolim hizhi ve duyarh analiz edilebilmesi klinik ve tanisal amagla diger yontemlere alternatif
olabilecegini kanitlamigtur.
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