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OZET

Yolchuyev, O. (2021). Budesonidin Elektrokimyasal Davranislarinin Incelenmesi ve
Voltammetrik Yontemle Miktar tayini. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,

Analitik Kimya Anabilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bir glukokortikosteroid olan budesonid genis spektrumlu antienflamatuvar ve antialerjik
ajandir. Bronsiyal astim, KOAH, Crohn hastaligi ve d{ilseratif kolit hastaliklarin

tedavisinde kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda kolay, hizli, ucuz ve ¢ok az organik ¢o6ziicii kullanarak budesonidin
preparatinda tayin igin yeni bir diferansiyel puls voltametrisi (DPV) yontemi gelistirildi
ve valide edildi. Budesonidin elektrokimyasal davranislar1 farkli elektrolit ve tampon
¢ozeltilerinde (pH 2 ile 9) dongiisel voltametri (CV) ve DPV ile belirlenmistir. Yapilan
analizler sonucunda maddenin en yiiksek hassasiyetle %13 KCI ve %8 metanol i¢eren
0,AM HCI ¢ozeltisinde tayin edilebildigi goriildii. Budesonidin en uygun calisma
araliginin 0,0 mV ile -1400 mV oldugu belirlendi. Yaklasik -859 mV tersinmez iyi

belirlenmis bir madde indirgenme piki elde edildi.

Maddenin pH-Ep grafikleri incelendiginde, pik potansiyelinin pH artisiyla negatife
dogru  kaydigr  goriilmiistiir. Buda  reaksiyonda  hidrojenin  katilmasiyla
gerceklesebilecegini gostermistir. Maddenin tarama hizi ¢aligmasinda, pik akiminin
tarama hiz1 artis1 ile dogru orantili arttifin1 ve potansiyelinin ise tarama hizi artigi ile
daha negatif alana kaydigini gostermektedir. Elde edilen grafiklerden elektrokimyasal
reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu gostermistir. Maddenin tayini ig¢in
gelistirilen DPV yonteminde pik akimi ile madde konsantrasyonu arasinda kalibrasyon
egrisi olusturuldu ve 1,65 — 35,35 pg/mL araliginda dogrusal olcii egrisi elde edildi.
Maddenin teshis sinir1 (LOD) ve tayin smirt1 (LOQ) degerleri sirasiyla 0,52 ug/mL ve
1,57 pg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen DPV yontemi siispansiyon ampullerinde
tayinlerine uygulandi. Gelistirdigimiz yontem daha once mevcut olanlara alternatif
herhangi bir 0n iglem gerektirmeyen hassas, secici, hizli ve cevre dostu olup
budesonidin tayini ve kalite kontrol laboratuvarlarinda rutin analizlerinde basar1 ile

kullanilabilir.
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ABSTRACT

Yolchuyev, O. (2021). Investigation of Electrochemical Behaviors of Budesonide and
Quantification by Voltammetric Method. Istanbul University, Institute of Health

Sciences, Department of Analytical Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

Budesonide, a glucocorticosteroid, is a broad spectrum of anti-inflammatory and
antiallergic agent. It is used in the treatment of bronchial asthmatic COPD, Crohn's

disease and ulcerative colitis.

In this thesis, a new differential pulse voltammetry (DPV) method was developed and
validated for the determination of budesonide in suspension ampoules, which is easy,
fast, inexpensive, and environmentally friendly compared to previously available ones.
The electrochemical behavior of budesonide was determined by cyclic voltammetry
(CV) and DPV in different electrolyte and buffer solutions (pH 2 - 9). The analysis
results showed that drug could be determined with the highest sensitivity in 0.1 M HCI
solution containing 13% KCI and 8% methanol. The operating range of drug was
determined to be 0.0 mV to -1400 mV. An irreversible well-defined reduction peak of
about -859 mV was obtained.

From the examination of pH-Ep graphs, it was observed that the peak potential shifted
towards negative with the increase of pH. This showed that the reaction could occur
with the addition of hydrogen. In the scanning rate study, the peak current increases
with the increase scanning rate, and the potential shifted to more negative area. These
showed that the reaction was adsorption controlled. In DPV, calibration curve was
linear between 1.65 — 35.35 pg/mL. The limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ) values were found as 0.52 pg/mL and 1.57 pg/mL, respectively.
The developed method is sensitive and accurate, and can be successfully used for

routine analysis in drug determination and quality control laboratories.
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1. GIRIS VE AMAC

Kortikosteroidler (Glukokortikoidler) dogal olarak vucutta bobrekiistii bezleri
tarafindan tiretilen hormonlardir. Kortikosteroidler hiicrelerin seker ve yag kullanimini
kontrol eden ve iltihapla savasan ve ¢ok c¢esitli saglik sorunlarini tedavi etmek igin
bagisiklik sistemimizle birlikte ¢alisan giiclii ilaglardir. Sentetik kortikosteroidler dogal
kortikosteroidlerinki gibi islevlere sahiptir ve 6zellikle allerjik inflamasyon hastaliklar

icin tedavide olduk¢a 6nemi vardir.

Kuvvetli bir glukokortikoid olan budesonid antiinflamatuar bir ajandir.
Budesonid baslica astim, KOAH, Crohn hastaligi, iilseratif kolit, nezle, iist solunum
yollarin ve bagirsaklarin enflamatuar durumlarinda sisme ve iltithaplanmay1 Onleyerek
ve azaltarak tedavi etmektedir. Kortikosteroidler uzun siireli yiiksek dozda kullanimi

hiperkortisizme ve adrenal aksin baskilanmasina neden olabilir.

Budesonid tedavisi goren hastalar, tedavinin etkinligini degerlendirmek ve doz
ayarl i¢cin semptom, bulgular ve solunum fonksiyon testleri ile takip edilmelidir.
Budesonid esas olarak karacigerde metabolize oldugundan, hepatosit fonksiyonunun
bozulmasina ve kanda birikmesine neden olabilir. Bu nedenle, karaciger hastaliklari
olan hastalarin yakindan izlenmesi gerekir (1). Ayrica, loop diiiretikleri, tiyazid ve
tiyazid benzeri diliretikler alan hastalarda birlikte kullaniminda, hipokalemi gelisme
riski artabilir. Hastalar, budesonid advers reaksiyonlarinda tarif edildigi gibi diger
advers olaylar tespit etmek i¢in yakin izleme ve takip gerektirir. Budesonid tedavisi
alanlarda diger bas agrisi, bas donmesi, burun akintisi, hapsirma, Oksiirme, mide

bulantis1 gibi diger yan etkilerinden dolay: da takip edilmelidir.

Budesonidin uygun tedavi dozunda verilmesi ve tayinleri i¢in hassas bir yontem
gereklidir. Budesonidin insan viicudu sivilarinda ve farmasotik formiilasyonlarda tayini
i¢in baglica yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi - kiitle
spektrometrisi (GC-MS), yontemleri rapor edilmistir. HPLC yontemlerinde maddenin
izlenmesi ic¢in dedektor olarak ultraviyole, flouresans, kiitle ve tandem Kkiitle

(kiitle/kiitle) yontemleri gelistirilmistir. Ayrica, spektrofotometri ve spektrofluorimetrik

yontemleri de gelistirilmistir.



Budesonidin tayini i¢in literatiirde kayitli yontemler pahali enstriimantasyon ve
maliyetli yontemlerdir ve Ornek hazirlama siireclerin uzun olabilmesi, genelde
tirevlendirme gerekmesi ve organik ¢oziiclilerin fazla kullanilmasi dezavantaj
olusturmaktadir. Literatiir arastirmasima gore simdiye kadar budesonid tayini icin
kullanim1 oldukga kolay, daha ucuz ve tespitin daha kisa siirede gerceklestirilebilecegi
elektrokimyasal yontemlerin rapor edilmedigi goriilmektedir. ilag analizlerin tayininde
Ozel yeri olan elektrokimyasal tekniklerinde voltametrik yonteminde modifiye
elektrotlarin ~ kullaniminin, bilinen belirli elektrik potansiyellerinde azaltilan
elektrokimyasal tayinlerin hassasiyetini arttirdigi ve daha hassas tayinlerin yapildig:

bulunmustur.

Bu tez c¢alismasinda, budesonidin kimyasal 6zelliklerinin dongiisel ve
diferansiyel puls voltametrisi ile incelenmesi ve inhalasyon preparatlarinda tayini igin
potasyum kloriir igeren hidroklorik asitli ortamda karbon pasta elektrot (KPE)
elektrodun kullanildig1 bir diferansiyel puls voltametrisi teknigi gelistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Budesonid Hakkinda Genel Bilgi

2.1.1. Kortikosteroidler

Kimyasal olarak kortikosteroidler, hormonlar ve adrenal bezlerinden salgilanan
bir grup ilactir. Kortikosteroidler, ©onemli antienflamatuar ve immiinosupresif
etkilerinden dolayi, inflamasyon ve immiin fonksiyon hastaliklarinin tedavisinde ¢ok
sayida uygulamaya sahiptir. Kortikosteroidler, ¢ok sayida hiicrenin ¢ekirdegindeki
cesitli etkiler yoluyla bagisiklik fonksiyonunu modiile eder. Alerjik tepkileri veya
enflamasyonu bastirmak i¢in farmakolojik dozlarda kullanildiklarinda, bu ajanlar asirt
glukokortikoid aktivitesi ile baglantili ¢ok sayida ters etkiye neden olabilir.
Kortikosteroidlerin akut doz asimi nadirdir, ancak uzun siireli (>2 hafta) yiiksek dozda
kullaniminda hipotalamik-hipofiz-adrenal eksenin baskilanmasina neden olabilir. Doz

asimi durumunda kortikosteroid dozunu gegici olarak azaltilmasi gerekir (2).

Kortikosteroidler, ii¢ sikloheksan halkasi ve bir siklopentan halkas1 ve bir dizi
farkli gruplar iceren hidrojene bir siklopentanoperhidrofenantren halka sisteminden
olusur. Fizikokimyasal ve farmakolojik etkilerini degistiren bu gruplar ¢ift baglar, metil
gruplar1 ve halojenler olabilmektedirler (3). Kortikosteroidler igerdikleri gruplara ve
hastalarda olusturduklar1 reaksiyonlara gore ii¢ gruba ayrilabilirler. Bunlar metil ya da
halojen icermeyen ve alerjik reaksiyon verebilenler, halojen icerenler ve halojen ve

metil gruplarini i¢eren kortikosteroitlerdir (4).



2.1.2. Budesonidin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Sekil 2.1 Budesonid molekiiliiniin kimyasal yapisi

Metil ya da halojen igermeyen gruptan olan budesonid, 17a pozisyonlarinda
lipofilik grup ve C»; pozisyonunda bir hidroksil grubuna sahip glukokortikoid steroitdir
(Sekil 2.1). Farmakolojik ve metabolik c¢alismalar, 16a ve 17a pozisyonlarindaki
simetrik olmayan asetal igeren topikal/sistemik aktivite oranini optimize ettigini

gostermistir (5-7).

1960’larda, Isveg ilag sirketi Bofors Nobel-Pharma ve Astra AB arastirmacilari
tarafindan tasarlanan budesonid, 1974 ’te Astra AB tarafindan birincil endikasyon olarak
astim olmak tizere aday ila¢ olarak secilmistir. Pozitif ilk ¢alisma sonuglari, 1981'de

astim i¢in glinliik idame tedavisi i¢in budesonidin onaylanmasina yol agt1 (6).

Kimyasal adi 160, 17- [butilidenbis (oksi)] - 11B, 21- dihidroksi- pregna- 1,4-
dien- 3,20- dion’dur (Sekil 2.1). Budesonidin kapali formiilii C25H3406 olup, molekiil
agirligi 430,53 g/mol’diir ve >98% (HPLC) safliktadir. Kristalimsi bir kat1 madde olan
budesonid kloroformda serbest¢e ¢oziiniir; etanol i¢inde az ¢Oziiniir; heptan iginde
pratik olarak ¢oziinmez. Erime noktast 226 °C, kaynama noktas1 599.7 °C’dir. Kirilma
indisi 116.11 m*/mol’diir. Sudaki ¢oziiniirliigii < 0,1 g/L’dir (0.046 g/L) (8).

Budesonid, UV spektrumu Sekil 2.2’de (9) verilmistir. Maddenin Fourier
Déniisiimlii Infrared (FT-IR) spektrumu Sekil 2.3°de (10), Raman spektrumu Sekil
2.4’de (11) ve Kiitle spektrumu Sekil 2.5’de goriilmektedir (12).
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Sekil 2.5 BudesonidinKiitle Spektrumu (MS)

2.1.3. Farmakolojik Ozellikleri

Budesonid anti-inflamatuar ve antialerjik etkisine sahiptir. Astim, KOAH, Crohn
hastalig1 ve {iilseratif kolit hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilan 22R ve 22S
epimerinin (1:1) karigimi olan giiglii bir glukokortikoiddir. Alinan doz hastadan hastaya
biiyiikk Olglide degistiginden genis bir terapotik indekse sahiptir (13). Daha diisiik
dozlarda Kkortikosteroidler bir anti-inflamatuar etki saglarken, daha yiiksek dozlar

immiinosupresiftir. Uzun siire yiiksek dozda glukokortikoidler, mineralokortikoid



reseptoriine baglanarak sodyum seviyelerini ylikseltir ve potasyum seviyelerini diisiiriir
(14).

Budesonid solundugunda yaklasik %15 ila %30’u bronslara ulasir, geri kalani
bliyiik 6lgiide yutulur. Yutulan kisim yiiksek bir ilk gecis etkisine %80-90 oraninda
metabolize olur. Yutulan kisim karacigerde hizla inaktive edildiginden, sistemik etkiler

beklenmez.

Budesonidin dagilim hacmi 2,2-3,9 L/kg’dir. Plazmada yaklasik %85 serum
alblimine baglanir (13). CYP3A4, budesonidin en giiglii metabolizériidiir, bunu
CYP3A5 ve CYP3AT7 takip eder (15). Budesonid oksidasyon ile tam inaktive olur,
CYP3A tarafindan metabolize edilir ve baslica 6-beta-hidroksibudesonid ve 16-alfa-
hidroksiprednizolon metabolitleri olusur. Bu metabolitlerin glukokortikoid aktivitesi,

ana bilesige gore ihmal edilebilir (<1/100).

Budesonid plazma eliminasyon yar1 6mrii 2 ile 3,6 saattir. 4-6 yas aras1 astimli
cocuklarda terminal eliminasyon yari omrii 2-3 saattir (15). Budesonid metabolitleri
halinde idrar ve fegesle atilir. Agiz yoluyla inhalasyonu takiben emilen dozun %32’si

idrar yoluyla atilir.

Budesonidin plazma klerensi 0,9-1,8 L/dk’dir. 22R formu 1.4 L/dak'lik bir
acikliga sahipken 22S formu 1.0 L/dk’lik bir agikliga sahiptir. 4-6 yas arasi astimli
cocuklarda klirens 0,5 L/dk’dir (16).

Budesonid yemekle birlikte veya yemeksiz alinir. Gida, ilag emilimini geciktirir,

ancak klinik olarak 6nemli 6l¢tide degil.

Klinik caligmalarda budesonidin astim tedavisinde diger ilaglarla kombine
kullanilmasinda bir etkilesim gézlenmemistir. Madde ketokonazol sitokrom P450 3A’y1

baskiladig i¢in birlikte kullanim1 budesonidin plazma seviyelerini artirabilir.

CYP3A inhibitorleri ile birlikte tedavi, orn. itrakonazol, ketokonazol, HIV
proteaz inhibitorleri ve kobisistat iceren iriinlerin sistemik yan etki riskini arttirmasi
beklenmektedir. Yiiksek plazma konsantrasyonlar1 ve kortikosteroidlerin artan etkileri
Ostrojenler ve kontraseptif steroidlerle tedavi edilen kadinlarda gdzlenmistir, ama
budesonid ve es zamanl diisiik doz oral kontraseptif kombinasyonlari ile herhangi bir

etki gbzlenmemistir.



Piyasada inhalyasyon, tablet, burun spreyi ve rektal formlar halinde mevcuttur
(Sekil 2.6). Orijinal marka isimleri: Rhinocort (burun inhalyason), Pulmicort (oral
inhalasyon), Entocort (lavman veya oral kapsiil). Jenerik Isimleri: Budanase AQ,
Budate, Budecort, Budez, Budvent, Buovent, Derinide. Kombinasyon Ilaglar::
Symbicort (Budesonid ve Formoterol). Budesonid bir MDI, DPI ve nebulizator olarak
mevcuttur. Symbicort® olarak beta2-agonisti formoterol ile kombinasyon seklindedir.

Diger bir liriinii Pulmicort® ismiyle mevcuttur.
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Sekil 2.6 Budesonid iceren ilag cesitleri.



2.2. Literatiirde budesonidin miktar tayini yapilms ¢calismalar

Tablo 2.1 Budesonidin miktar tayini icin kayith likit kromatografisi calismalar:

Metot | Durgun | Kromatografi | Dedeksi- | Dogrusal | LOD/ | Farmasotik | Referans
faz sartlar yon aralik LOQ dozaj
(dalga (ng/mL) formu/
boyu- biyolojik
)‘-maks-) v
(Matriks)
LLO
RP-C18 Metanol/su
0,05-5 Q-
75% 4.6 (69:31,viv) | UV-254 Deri
weLe | P4 veyal0 | 0,05 (17
mm, Akig hiz1: 0,8 nm katmanlar1
pg/mL pg/m
3,5 um) mL/dk L
h. B Metanol/su
. LOO-
(62,5:37,5, 0,333- Q
HPLC | (150x 4,6 UV- 254 0,133
( Viv) 3,33 ng Plazma (18)
-RIA mm, nm 4 ng
Akis hiz1: 0,8 mL -
5 yum) mL
mL/dk
LOD-
0.05M
0,187
Sodyum asetat
C18 pg/m
HPLC tampon/ L }
UVv-214 | 0,5-50,0 Olgiilii dozl
-IPC (100 mm asetonitril st doziu (19)
nm /mL - inhaler
X 3 mm, (40:60, Viv) ug/m LOQ
3,5 um) 0,568
Akis hizi: 1,0 )
m
mL/dk He
L
Etanol/asetoni
tril fosfat
Hypersil | tamponu pH
C18, 3,4; 25,6 mM) LOD-
UV-240 | 2,5-250 | 0,30 Pulmicort
HPLC | (25 smx (2:30:68, (20)
nm pg/mL pg/m | Turbuhaler®
4,6 mm, vIVIv)
L
5 pum) Akig hizi: 1,5
mi/dk
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c18 Asetonitril/
0,3% formik i
250 mm ' UV- 254 Inhalyasyon
meic | ¢ _ yasy 21)
x 4,6 mm, asit nm siispansiyon
5 pm)
Kromasil
Metanol/su LLO
C18 Q-
(72:28, viv) UV- 254 0,5-10 Sican
HPLC | (250 mm 0,1 (22)
Akis hizi: 0,8 nm Hg/mL plazmasi
X 4,6 mm, pg/m
mL/dk
5 ym) L
Phenomen
HPLC
ex Gemini Metanol/su LLO i
R G, (70:30, Viv) 15, 375 ve o nsan
LC- 750 pg plazmast (23)
(50 x 4,6 Akis hizi: r 7,5pg
MS/ mL 4
mm, 5 0,8 ml/dk mL
MS
pm)
Su/
ammonyum
format (AF)
(2,5 mM); LLO
C 18, 3,0 .
UHP Metanol/ Q- Insan
(1,7 pm, ng/mL-
LC/M ammonyum 1,0 plazmasi (24)
S/MS 2,1mm> | format (AF) 400 ng/
50 mm) (2,5 mM) ng/mL oL
(40:60)
Akis hizi:
0,2 mL/dk
Asetonitril/
Kromasil fosf
osfat tampon LOD-
C8 P
H 3,2-0,025 | UV-244 1-50 0,1 Farmasotik
HPLC | (150 mm | (25)
46 M) (55:45 viv) nm pg/mL pg/m form
X 1
Akis hizi: 1,1 L
mm)
mL/dk
UHP Acquity® 5mM LLO Kuru kan
BEH C18 1-50 - .
LC- NH;HCO; MS/MS Q lekeleri (26)
(1,7 pm, ng/mL 1pg/
MS/ pH 8/ metanol
2,1x50 mL:
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MS mm) (50:50 (v/v)) LOD-
Akis hizi: 0,25
0,300 mL/dk pg/m
L
Metanol ve
fosfat Floresan - LLO
Kromasil tamponu (10 330 nm o- |
HPLC C18 (250 mM, pH 7,0) (eksitasyo | 0,2-100 021 Insan 27)
mmx4,6 ndan ng/mL plazmasi
80:20 (v/v) ng/
mm, Sum) sonra 500
Akis hizi: mL
nm)
1,2mL/ dk
Asetonitril/ LOD-
Bondapak monobazik 0,05
RP- C18 potasyum pg/ml
UV- 244 1-20 .
HPLC | (250 mm | fosfat (55:45, LOQ- Ilag (28)
nm pg/mL
x 4,6 mm, pH 3,2) 0,5
5 pm) Akis hizi: 1 pg/m
ml/dk L
Fosfat
RP-C18, tamponu pH
(150 x 4,6 | 3,2:asetonitril/ | UV- 240 Mukozda
HPLC o (29)
mm, etanol nm tayini
5 pm) Akis hiz1 1,7
mL/dk
Amonyum
BEH C18 asetat/ .
UHP 2,1%1,7 asetonitril LC/MS; Inhaler
LC- formiilasyon (30)
pm, (70:30 viv) 244 nm
MS u
10sm) | Akis hizi: 0,35
mL/dk
Sulu bir %1 .
HPLC | C18, (50 o MS- 1 LOQ-
( asetik asit / von Q
- mm x 3 . kaynagi 0,5-10 0,5 ,
asetonitril; Insan idrari (31)
LC/M mm, voltaji ng/mL ng/m
Akis hizi: 0,4
s 3 um) FAZEDS ) 5000 v L

mL/dk
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Asetonitril/
fosfat
Kromasil LOD-
tamponu (pH
RP- C8, UV- 244 1-50 0,1 | Yikli mikr
HPLC 3,2-0.025 M) HiCH ko (32)
150 mm nm /mL / rtikill
( (55:45 VIv) HEML | HE ) partiuier
X 4,6 mm) L
Akis hizi:
1,1 mL/dk
Sodyum
Spursil
pursi dihidrojen
C18
fosfat/ UV- 246
HPLC | kolonu (5 o Aerozol (33)
Asetonitril nm
pm, 250 x
Akis hizi:
4,6 mm)
1 mL/dk
MS:
Hypersil Etanol/su Secici LOO-
C18 iyon .
(43:57, viv) 0,25-10,0 | 0,25 Insan
HPLC | (20x2,1 modu: s ; | (34)
. ng/im ng/m azmasi
ol Akis hizi: miz 473.2 g gL p
5 um) 500 pL/dk ve mid
476,2
Asetonitril/fos
f
Supelco at tamponu LCMS
C18, (125 | (pH3,2;286 FT-IR;
R-12,6
HPLC | mmx 4,6 | mM) (30:70, i 4000 ve Tablet (35)
mm, 5 vIiv) ’ 600 sm™'
415 m/z
pm) Akis hizi:
1,5 mL/dk
Metanol/su Cift dalga
C18, boylu Kati lipid
65:35 (v/v)
HPLC | (3,9 x 150 absorbans mikropartikii (36)
mm) Akis Iz otektorii |
1,0 mL/dk - 280 nm
C18, Asetonitril/
LOD- (37)
HPLC |  (5um, sulu tampon . Tablet
ng
25sm) (70:30, v:v)
HPLC | Hypersil 0,02 M NaH/ | UV-Vis. Tavsanlarda (38)
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C18, CH;CN 240 nm in vitro ve in
150 x 4,6 (68:32, v.v) vivo
mm, 5 um Akis hizi:
1,5 mL/dk
C18 Su/ etanol
(5 pm, (57:43,vlv) | UV-245 Sican (39)
HPLC
200 mm x Akis hizi: nm plazmasi
4,6 mm) 1 mL/dak
Asetonitril-5
LOD:
Soheri mM sodyum
erisor 30
P dihidrojen He
b C18 L*l
wpLe | (2s0 ortofosfat, pH | yv-214 | 250-2000 Symbicort (40)
mm . LOQ:
3 (60:40, v/v) nm pg L Q| Turbuhaler
x 4,6 mm, 120
Akis hizi:
> pm) 15 mi/dk e
L*l
C18 LC-
Etanol-su LOD-
(Extract ; APCI- .
(43:57, viv) 0,05-10,0 | 0,025 insan (41)
HPLC | Clean: MS-MS
Akis hizt: ng/mL ng/m plazmasi
500 mg, 6 m/z
500 pl/dk L
ml) 473,1
LOD-
100 (42)
HPLC MS/MS Serum
pg/m
L
2 ml fosfat
tamponlu salin | UV- 250
(pH 7,4; 5-15 nm, (43)
HPLC
mM) Ry 5,2
Akis hizi: dak.
20 ml/dk
c1s Su i¢inde LOD-
9%0.1 formik 6,72- 0,05
UHP (2,2mmx ) o Giivercin (44)
asit/ asetonitril | MS/MS | 430,53 n | ng/m
LC 100 mm, .. diskist
icinde %0.1 a/g L-
2,5 pum)

formik asit

0,3ng




14

Akis hizi: 0,4 /mL
mL/dk
Asetonitril/5
mM
ammonium LLO
BEH C18 )
asetat/asetik MRM- Q-
UHP | (50 mm x : 5,0-500 (45)
Lc asit m/z 489 L 5,0
m
2lmm | 09710142, | 357 | P pg/m
1,7 pm VIVIV) L
Akis hizi: 0,7
mL/dk
Etanol/
. asetonitril/
Hypersil
c1s8 formik asit
(pH 3,8;0,14 | UV-248 | LC/IMSm/ , (46)
HPLC | (150 mm Ilag
mM) (2:30:68, nm z-431
X 4,6 mm,
vIVIV)
5 um
) Akis hizi: 1,5
mL/dk
Asetonitril/
C18
%0.1 formik )
F otik
HPLC (150 x 2 asit (v/v) armasott
mm, 5 form
) Akis hizi: 0,2
m
. mL/dk
Geri
C18 HP kazan (48)
kolonu (3 imlar1
HPLC Saf madde
pum, 2,1 x (%
50 mm) 84,7-
89,4)
%0,1 Formik
Cc18 iti
asitile (49)
UHP 100 asitlestirilmi 80-1000 Dopingli
(100 mm $ $ FT-ICR ping
LC x 2,1 mm, su/ %0,1 m/z sporcular
1,7 um) formik asit

Akis hizi: 0,5
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ml/dk
[LC- , (50)
Insan
HPLC (-)ESI-
plazmast
MS-MS]
%0.5
Asetonitril
C18 igeren 100
icer (51)
(4,6 x 250 | MM amonyum Fare akciger
HPLC
mm, 5 asetat (pH timori
pm) 4,25)
Akis hizi: 1,2
mL/dk
(52)
FPD Olgiilii Doz
HPLC .
4, 7um Inhaler
n-Oktanol
Sigir okiiler
soliisyon LC- 0,7-3 (53)
HPLC dokusu
(0,5ve 2,5 MS/MS pug/mL
mM)
LOD-
0,1 ) (54)
UV-254 | 0,1-200 Olgiilii doz
HPLC ng/m _
nm pg/mL L inhaler
RP- C18
(4,6 mm x insan hava (55)
HPLC 100 yolu epitel
mm, 3 hiicreleri
pm)
C18
(56)
5 Akis hizi: Olciilii Doz
HpLc | O Hm ; ¢
250 x 4,6 1,5 mL/dk Inhaler
mm)
HPLC C18 Metanol/su UV-250 | 7,81-500 | LOQ- | Bronkoalve- (57)
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(250 x 4,6 tampon nm ng/mL 5 olar lavaj
mm, 5 (69:31, viv) ng/m
um) Akis hizi: L
1,0 ml/dk
Su/asetonitril/t
C18 )
HPLC etrahidrofuran (58)
4,0 x 125 UV- 254 .
.| @0 (73:15.4:11,6) inhalyasyon
mm, nm
SEDS Akis hizi:
5 pm)
0,8 ml/dk
NRTL- Farmasétik (59)
HPLC | RP-C18
SAC preparat
C(18) (3
mikrom
partikiil
UV- 237 Farmasotik
HPLC | boyutu, 0,3-3ng ) (60)
nm repara
100 A Prep
gbzenek
genisligi)
NovaPak
Metanol/su
C18
(60:40, vIv) | UV-240 Kuru toz (61)
Akis hizi: nm inhalator
150 mm X
1 mL/dk
3,9 mm)
Su/etanol (62)
HPLC Av kopegi
(60:40, viv)
LOQ-
LC Q .
5-5000 5 insan (63)
HPLC (LLO)- L / |
m m azmasi
MS/MS Pg Pg p
L
Kromasil
C18 Asetonitril/su LOD-
(10 smx5 (40:60) UV- 242 0,4 | Farmasotik (64)
HPLC
um; 0,46 Akis iz nm pg/m preparat
sm) 1 mL/dk L
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Hypersil | enolsu | APCI
C18 (20 LOQ- .
( (50:50, v/v) MS 0,2-4,0 Insan (65)
HPLC | mm x 2,1 0,2
Akis hizi: 0,45 | 4732 ve ng/ml plazmasi
mm; ' ng/ml
ml/dk 501,2 m/x
5 pm)
2.3. Elektroanalitik Yontemlerin Kuramsal Temelleri
Elektroanalitik yontemler, analiti iceren bir elektrokimyasal hiicredeki

potansiyeli (Volt) ve/ veya akimi1 (Amper) O6lgerek bir analiti inceleyen analitik kimya

bilim dalidir.

Farmasotik ilaclarin analizi icin genellikle spektroskopik ve ozellikle sivi
kromatografi gibi yontemler kullanilir. Fakat kullanilan cihazlar ekonomik olarak

maliyetli ve fazla miktarda kimyasal sarfiyat1 gerektiren zaman alic1 analizlerdir.

Farmasotik ilaglarin gelistirilmesinde, yiiksek hassasiyet, secicilik ve numune

verimine sahip biyoanalitik yontemlere talep vardir.

Ozellikle ilag ve biyolojik organik maddelerin analizinde yaygmn teknik
smiflarindan uygulanan elektroanalitik tekniklerin baginda voltametri, potansiyometri,
kulometri ve kondiiktometri gelmektedir. Elektroanalitik teknikler yliksek duyarlilik,
hizlilik, numune hazirlama kolayligi, kisa analiz stiresi, secicilik ve ucuz olmasi gibi
uistiinliikleri nedeniyle ¢ok kullanilmaktadir. Bu nedenle diger modern enstriimental ve

HPLC yontemlerle yarigir hale gelmistir.

Elektroanalitik  tekniklerin  ¢esitli maddelerin  tayinlerinde kullanilma
ustiinliikleri vardir. Bunlar basitlik, ekonomik olmasi, iyon konsantrasyonu yaninda
aktiviteyle ilgilidir. Bunun yaninda, 6n ayirma islemesi, 6n kimyasal islemler

gerektirmez ve az miktarta oldukca hassas, dogru, kesin ve secicidirler.

2.3.1. Elektrokimyasal Olaylarda Kiitle Aktarim Mekanizmalari

Bir elektrot, ¢ozeltinin sadece elektrot yiizeyindeki ¢ok ince tabakasinda etkili
olabildiginden faradayik bir akimin devami i¢in ana ¢oOzeltiden elektrot ylizeyine
reaksiyona giren tiirlerin siirekli aktarimi gereklidir. Kiitle aktarimi iic mekanizmayla
olur: konveksiyon, go¢ ve diflizyon. Konveksiyon, ya karigtirma ya da elektrot

yiizeyinden gegirilen ¢ozelti akisinin yol agtigi mekanik hareketin sonucudur. Difiizyon,
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tiirlerin yiiksek derigimli bolgeden diisiik derisimli bolgeye yaptiklari harekettir. G,

iyonlarin elektrostatik ¢ekim nedeniyle haraketlerinden kaynaklanir (Sekil 2.7).

; leuzy.on .__T:_—.:::_..o.:.:
2 .o ” —0-:._.::.:0 .
/b e .——o _.-o-. ..0
%% —© o ©
o— O .
-©
® o-
%Konveksuyon ¢ 4 _°®
> Py .. .

Sekil 2.7 Elektrokimyasal hiicrede yiik aktarim sekilleri.

2.3.2. Elektrokimyasal hiicreler

Elektrokimyasal reaksiyon, hiicrede gergeklesen yiikseltgenme-indirgenme tiirii

tepkimelerdir (Kelter ve ark., 2009).

Bu reaksiyon iki tiir hiicre- Galvanik ve Elektrolitik hiicrelerde gergeklestirilir.

Bu hiicreler iletkenligi saglayan elektrostatik ¢ozeltiler igerir.

- Kimyasal reaksiyonlar sonucunda elektrik akimi meydana gelen galvanik

hiicreler;

- Disaridan elektrik akimi uygulanmasi sonucunda kimyasal reaksiyonlarin

meydana geldigi elektrolitik hiicrelerdir.

Bir galvanik ve elektrolitik hiicre arasindaki baslica fark, bir galvanik hiicrede

reaksiyon i¢in digaridan enerji vermesine gerek kalmazken, bir elektrolitik hiicreye

disaridan enerji (gerilim) vermeye ihtiya¢ vardir.
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O halde bir analitin bir elektrolit ¢ozeltisinde en az bir referans elektrodu, bir
calisma elektrodu ve yardimci elektrot bagli oldugu bulundugu ortamda indirgenme ve

ya yiikseltgenme reaksiyonu olur (Sekil 2.8).

|
EI f «—  Bilgisayar

Potensiostat "}

Calisma elektrodu

Karsit elektrot

‘ ‘ ~ " Teflonkapak
ﬂ) —— > Cam kap

Analit =

Referans elektrot

Sekil 2.8 Elektrokimyasal hiicre semasi

2.3.3. Elektrokimyasal Hiicre Potansiyeli

Esscre=Esacre - — InQ
(2.1)
Bir elektrokimyasal hiicre, potansiyel ile madde derisim arasindaki iligkiyi en
aciklayict denklem Kimya Nobel 6diilii sahibi Walther Nernst’in adiyla anilan Nernst
esitliginin bir formudur (Denklem 2.1). Burada E%uicre- redoks cifti icin standart
indirgeme potansiyeli, R- molar gaz sabiti (8,3144 J mol” *K™ %), T- mutlak sicaklik (K),
n- aktarilan elektronlarin orani sayi, F- Faraday sabiti (96,485 C/ekvivalens.) ve Q-
iyonlarin aktivite oranidir. Elektroda uygulanan potansiyel degistirilirse, Q- sabit

olmayip dengeye ulasincaya kadar siirekli olarak degisir.

2.3.4. Elektroanalitik Yontemler
Cok c¢esitli elektroanalitik yontemler gelistirilmistir. Bunlarin baglicalar

voltametri, kulometri, elektrogravimetri ve baskalaridir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 Elektroanalitik yontemlerin sematik olarak genel bir siniflandirilmasi

2.4. Voltametri
Voltametri yonteminde bir mikro ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve bir de

yardimci elektrot kullanilir ve zamanla degisen potansiyele kars1 akim izlenmesidir.

1920 yilinda Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovski tarafindan damlayan civa

elektrodunun kullanildig1 polarografi teknigine dayanarak voltametri ydntemini

gelistirilmigtir. Polarografi (PG) c¢alismalarinin giderek azalmasi, biiylik 0Ol¢iide,

yalnizca laboratuvarlarda degil, ayn1 zamanda cevrede de biiyiikk miktarlarda Hg

kullanimina iligkin endiselerin bir sonucudur. 1960’larin basindan itibaren, PG’nin

onemi azalirken, Hg disindaki ¢alisma elektrotlar1 sasirtict bir hizla biiytidii.
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2.4.1. Voltametride uyarma sinyalleri

Voltametride, bir mikro ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve bir yardimci
elektrot sisteminden olusur. Burada zamanla degisen potansiyele karsi akim olgiiliir.
Voltametrik teknikler: Doniisiimlii voltametri (CV), Dogrusal taramali voltametri
(LSV), Kare dalga voltametri (SWV), Diferansiyel puls voltametri (DPV), Normal puls
voltametri (NPV), Siyirma voltametrisi (SV)’dir (Sekil 2.10).

Voltametrik Teknikler
Polarografi Puls Voltametrisi Dénigimli Sryuma
Voltametri Voltametrisi
Normal Puls Anodik Styirma
’ Voltametrisi R Voltametrisi
Diferansiyel Katodik
Puls Sryirma
Voltametrisi Voltametrisi
Kare Dalga Adsorptif
Voltametrisi » Styirma
Voltametrisi

—»  Potansiyometrik

Siyiwrma
Voltametrisi

Sekil 2.10 Voltametrik tekniklerin sematik olarak genel bir siniflandirilmasi

Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma sinyallerine gore sinyal sekilleri ve buna

bagli adlandirilan yontemler Sekil 2.11°de verilmistir.
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isim Dalga sekli Voltametrinin tipi

Polarografi
Dogrusal taramali

Hidrodinamik voltametri

Zaman ee—e

: 3 Diferansiyel puls
Diferansiyel puls

) polarografisi
Zamane—s
[
Kare dalga Kare dalga voltametrisi
ZAman s——e
I
Uggen Déniigiimlii voltametri

Sekil 2.11 Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri

2.4.2. Doniisiimlii voltametri (CV)

Bir ¢ozeltideki durgun bir elektrodun akim cevabi Sekil 2.12°de gosterilen iiggen
dalga formuna benzer bir potansiyel degisimi uygulanarak elde edilir. Doniistimlii
voltametri (CV), ilk elektrokimyasal caligmalar icin ¢ok popiiler bir teknik haline
gelmis, olduk¢a karmagsik elektrot reaksiyonlari hakkinda bilgi edinmede ¢ok yararli
oldugu kanitlanmastir.

CV calisma ve kars1 elektrotun bir fonksiyonu olarak potansiyel arasindaki
akimin Olciilmesiyle elde edilir. Dongiisel voltametride analit ¢ozeltisinde bir
mikroelektroda belirli tarama hizinda baslangic potansiyelinden itibaren (baslangi¢
potansiyel, E;) dogrusal olarak artan bir potansiyel uygulanir (E;) ve aym hizla yine
dogrusal olarak azalacak sekilde baslangic noktasina kadar ters yonde taranir (E;)
(Sekil 2.12).
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potansivel

g

aman
Sekil 2.12 Doniisiimli voltametride uygulanan potansiyelin zamanla degismesi:

(Ea: Baslangig potansiyeli; Ep: Tarama yoniiniin degistigi potansiyel)

Redoks reaksiyonunda potansiyelle degisen akimdan elde edilen akim-

potansiyel egrisine dongiisel voltamogram denir (Sekil 2.13).

i
Ey

|
ECQ)— | /‘i
E

As—e 5 A

Zaman

(a) (b)

Sekil 2.13 Redoks reaksiyonunun dongiisel voltamogrami

2.4.2.1. Tersinir reaksiyonlar

Tersinir reaksiyonlarda, analit indirgenme ve yiikseltgenmeye ugrar. Elektrot
reaksiyonunun; Ox + ne” < Red seklinde tersinir bir indirgenme reaksiyonudur.
Baslangicta c¢ozeltide yalmiz O maddesinin bulundugu ve elektrot yiizeyinde
adsorbsiyon olayinin meydana gelmedigi distiniiliir. Potansiyel tarama hizi ¢ok yavas

oldugunda i — E egrisi belli bir potansiyelden sonra smir akima ulasir. Akim
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potansiyelden bagimsizdir. Potansiyel tarama hizi arttikga i - E egrisi pik seklinde

gOriiniir ve bu tarama hizi ile artar.

Geriye dogru potansiyel taramasi hizli yapildiginda ise elektrot yiizeyinde
yeterince R bulunacagindan E,’in daha yiiksek potansiyellerinde R yiikseltgenir. Bu
geriye dogru taramada anodik pik elde edilir. Ters yonde yapilan taramada E, degerine
kadar O indirgenir, R olusur. Yiizeyde olusan R ¢ozeltiye dogru difiizlendiginden ters
tarama akimi katodik tarama akimina gore daha diisiik olur. [O] / [R] oran1 tersinir bir

reaksiyonda Nernst denklemiyle uyumludur (Denklem 2.2).

[Red]

E="-n
nF [ox]

(2.2)

Ox + ne” < Red tersinir tepkimesinin voltamogrami Sekil 2.14’deki gibidir.

-

Sekil 2.14 Tersinir bir reaksiyonun doniisiimlii voltamogrami

CV’de pik akimmin degeri (Ip) i¢in sinir durumlart ve tarama hizi g6z Oniine
almarak ve DO=DR=D kabul edilerek Fick’in ikinci kanunundan matematiksel olarak

asagidaki esitlik tiiretilir (Denklem 2.3).
nF 1/2 0 /2
1,=0.4463 nF(2) " "Co"DY2 v (2.3)
Bu esitlik Randles-Sevcik esitligi olarak bilinir. 25 °C’da Randles-Sevcik esitligi

asagidaki sekle doniisiir (Denklem 2.4).
1,=-(2,69x10°) n**Co DV/2 v (2.4)

Bu esitliklerdeki terimlerin anlamlart asagidaki sekildedir:
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l,- Akim yogunlugu, A/sm?;

D- Difiizyon katsayisi, sm?/s;

V- Tarama hizi, V/s;

Co- Ox tiirliniin ana ¢ozelti konsantrasyonu, mol/sms;
n- Aktarilan elektron sayisi

Goriildiigi gibi pik akimi elektroaktif maddenin konsantrasyonuyla ve tarama
hizinin karekokiiyle dogru orantilidir. Kullanilan elektrodun ultramikro elektrot olmasi
durumunda bu esitlik agsagidaki gibidir (Denklem 2.5).

Iss = 4rnFC,D, (2.5)
Burada r,ultramikroelektrodun yaricapidir.

CV verilerinden reaksiyonun tersinir olup olmadig: testi edilebilir. Eger I,,- v
egrisi orijinden gecen dogrusal ise tersinirdir. Ayrica bir sistemin tersinir olup
olmadiginin diger kosullar1 sunlardir:

1. AEp=Epa— Ep =59/n mV
2. |Ep-Ep2| =59/n mV
3. 1< =1
4. lyov”
5. Ep, v’den bagimsizdir.
6

Ep’den daha negatif (veya daha pozitif) potansiyellerde I? o t°dir.

I, ve Ep’ nin Vv ile iliskisi genis bir tarama hizi araliginda incelenmelidir ve
yukaridaki kosullarin herhangi birinin saglanmadigi durumlarda tersinir reaksiyon

olmast s6z konusu degildir.

2.4.2.2. Tersinmez reaksiyonlar

Oncelikle organik ornekler ile calisildiginda tersinmez reaksiyonlarla sik
karsilagilir. Ters taramada anodik veya katodik pikin goriilmedigi tersinmez
reaksiyonlarin yari-dalga potansiyelleri konsantrasyonla degismesine ragmen, diflizyon
akimlariyla dogru orantilidir. Tersinmez reaksiyonlar i¢in asagidaki Fick kanunu

gecerlidir (Denklem 2.6).

1,=(2,99%10°)n(0tc ) 2 CoD, v 2 (2.6)
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Burada n aktarilan toplam elektron sayist ve n, hiz tayin basamaginda aktarilan
elektron sayisidir. Bu denklemde pik akimi konsantrasyon ve tarama hizinin karekoki

ile dogru orantilidir.
Tersinmez durumda Epy, V ile asagidaki esitlige gore degisir (Denklem 2.7).
Eok=K— (2.3RT) / (2 ac n, F) logv (2.7)

Bu denklige gore, tersinmez bir elektron transferinde katodik pik potansiyeli,
tarama hiziyla artar ve negatif bolgeye kayar. Bu kayma miktar1 v artisiyla 30 / o ngmV
olarak bulunur.

Tersinmez bir reaksiyonda asagidaki kurallarin gegerli olmasi gerekir:
Anodik pik gozlenmez (Ters tarama piki gézlenmez)
lok yi2

Epk kaymasi 25°C’de tarama hizindaki artista 30/ ac N,mV’dur.

A W Dh e

Tarama hiz1 10 kat artarsa | Ep- Ep /2 | = 48/ (ac ng) mVdur.

2.4.2.3. Yan tersinir reaksiyonlar
Yart tersinir reaksiyonlarda akim, difiizyon hizi ve elektron aktarim hizi rol alir.
Sekil 2.15°de tersinir, yari tersinir ve tersinmez reaksiyonlarda akimin tarama hizinin

karekokiine kars1 ¢izilen voltamogramlar gosterilmistir.

]

tersinmez

¥

]

Sekil 2.15 Yari tersinir bir elektrot reaksiyonunda pik akiminin tarama hizinin
karekokiine orani
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Yar1 tersinir bir reaksiyonda asagidaki kosullarin gecerli olmasi gerekir:
1. I, v*ile dogrusal olmayan bir artig gosterir.
2. 1,2 /1= 1"dir. (Bger o = az = 0,5 ise).
3. AEp> 59/n mV ve AE,, v ile artar.

4. Epk, v'nin artmasi ile negatife dogru kayar.

2.4.3. Diferansiyel Puls VVoltametri (DPV)

Diferansiyel puls voltametrisi cihazlarindan elde edilen uyarma sinyalleri Sekil
2.16’da verilmistir. Analog sistemlerde birinci sinyal dogrusal tarama voltajlar1 lizerine
periyodik pulsler eklenerek olusturulur. ikinci dalga formu dijital sistemlerde gozlenir
ve basamakli sinyal {izerine puls verilir. Her iki sistemde de, uyarma sinyali
periyodunun son 50 ms’de 50 mV’luk bir puls uygulanir. Tersinir bir reaksiyonda pik

potansiyeli, yari-reaksiyonun standart potansiyeline yaklasik esittir.

5 i r

.ni\ E 1,

. 14 |
| I_' i ! i

Puls perivodu

!
S0 ms

t t

Sekil 2.16 Diferansiyel puls voltametri icin uyarma sinyalleri

Diferansiyel puls voltamogramin iistiinliigii, yari-dalga potansiyelleri arasindaki
farkin kiiciik olmasi nedeniyle ayr1 pik maksimumlari elde edilebilmesidir. Ai akimlari
nanoamper seviyelerindedir. Diferansiyel puls voltametrinin goézlenebilme sinirt
10 - 10® M arahgindadur.

Elektrot potansiyeli bos ¢ozeltide ilk uygulandiginda yiik arttig1 icin, faradayik
olmayan akimda ani bir artis olur ancak bu akim, zamanla iistel olarak azalir ve sifira
yaklasir. Boylece akimin bu evrede dlgiilmesiyle faradayik olmayan artik akim azalir,

sinyal miktar artar ve duyarli 6l¢limler yapilabilir.
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Diferensiyal puls voltametri son zamanlarda en yaygin kullanilan analitik
voltametrik yontemlerden biri haline gelmis agir metal iyonlarinin eser derigimlerinin

tayininde 6zellikle yararlidir.

2.5. Voltametri Tekniginde Kullanilan Calisma Elektrotlari

Voltametrik hiicrede ii¢ elektrotdan biri, potansiyeli zamanla dogrusal olarak
degisen ve analit iyonun aktivitesindeki degisimlere hizli ve tekrarlanabilir cevaplar
veren c¢alisma elektrotudur. Potansiyeli deney boyunca degismeyen elektrot referans
elektrottur. Bir diger elektrot ise, elektrigin, sinyal kaynagindan ¢ozeltinin i¢inden

gecerek caligma elektroduna aktarilmasini saglayan karsit elektrottur.

Voltametrik analizler cam, kuartz veya teflon gibi temizlenmesi kolay olan
kaplarda yiiriitiiliir. Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlar: ¢esitli tip ve sekillerde
olur. Bunlar inert bir malzemeden yapilmistir ve iletken bir elektrot olan ¢cubugun oyuk
kismina diizgiin bir sekilde yerlestirilmesiyle elde edilir. Bu iletkenler platin, altin;
pirolitik grafit, camsi1 karbon, elmas, karbon nanotiipii, karbon pastasi, karbon elyaf; ya
da, kalay veya indiyum oksit gibi bir yari-iletken maddelerden olusur. VVoltametride

kullanilan elektrot tiirlerinin siniflandirilmasi Sekil 2.17’de verilmektedir.

Yergekim etkili
Damlayan cva i
Civa kokenli Asth cva
elektrotlar
Civa film Grafit
Cammst karbon
Platin
Karbon pasta
ot elekirotlarc— Altn =
Voltammetnk arbon Bugeeyes kabon
Pirolitik grafit
Caligma elektrotlan o rolttik gr:
Lif karbon
; -Ko ozt
IModifiye = Polmer
eiekrotar [<_[Rimyasa kaplama
Modi
Yizey
|adsorpsiyonu
Eleo:r:ﬁar i

Sekil 2.17 Voltametride kullanilan elektrotlarinin siniflandirilmasi
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2.5.1. Civa elektrotlar

Civa elektrotlar, damlayan civa, asili civa ve civa film elektrotlar gibi cesitleri
vardir. Damlayan civa elektrodun (Sekil 2.18) avantajlar1 sunlardir: Ortamda hidrojen
olugmasi kolaylastig1 i¢in asidik ¢ozeltilerden pek cok maddenin indirger. Siirekli olarak
yeni bir metal yiizeyi olustugundan, elektrodun eskimesi veya ge¢misi deneyi

etkilemez; bu sayede tekrarlanabilir akim-voltaj egrileri alinir.

Damlayan civa elektrodunda civanin yiikseltgenmesi dezavantajdir; bundan

dolay1 anodik akima uygun degildir.

DR »
7.5 mm @
]
teflon 7.5¢cm
;! .
7 g

iletici 3
. dik ¥

- l_ 1

6 mm
(a) disk elektrot (b) asih civa damia elektrodu

Sekil 2.18 Civa elektrotlar

2.5.2. Platin, altin ve diger soy metal elektrotlar

Bu tiir soy metal elektrotlardan en ¢ok kullanilan1 Pt ve Au’dir. Bunlar
oksitlenmeye karst dayanikli olmalari, ¢ok yiiksek saflikta ve kolay hazirlanmalar
yaygin olarak kullanmaktadir. Pt elektrodun hidrojeni absorbe etmesinden dolay: sulu

ortamda calismada dezavantaj olusturmaktadir.

2.5.3. Karbon elektrotlar

“Grafit, cams1 karbon, siyah karbon ve karbon nanotiipler” ve elmas gibi karbon
bazli elektrotlar elektriksel iletkenlik, genis yilizeye sahip olmalari, termal iletkenlik ve
dayanililik, sikistirilabilme, esnek olmalar1 ve organik, inorganik maddelerle kolaylikla

modifiye edilebilmeleri dolayisiyla  olduk¢a yaygin kullanilirlar. Toz karbon
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materyallerin kullaniminda baglayic1 olarak parafin ve mineral yaglar kullanilir.
Bunlardan en ¢ok kullanilanlar kolaylikla grafitin parafin likit veya mineral yagla
karistirilarak hazirlanan karbon pasta elektrotlar (KPE) ve camsi elektrotlar (GCE)
gelmektedir (Sekil 2.19).

Sekil 2.19 Karbon pasta elektrot (MF-2010) ve Karbon pasta (CF-1010)

2.5.3.1. Elektrotlarin temizlenmesi

Karbon pasta elektrot kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, test sirasinda elektrodun
ylizeyinde biriken iirlinlerini uzaklagtirmak i¢in temizlemek gerekmektedir. KPE’larin
temizlenmesinde yavasca yiizeyini silmek veya siyirarak degistirilebilir. GCE ve elmas
gibi elektrotlarin temizlenmesinde ise 1 mm elmas veya 0,05 mm aliimina gibi ince bir
malzeme ile hafifce cilalanarak temizlenebilir. Bunun i¢in aliimin ile parlatma bezi
tizerinde ovalanir. Daha sonra elektrot yiizeyi su ve metanol ile iyice durulanir ve

havada kurutulur (Sekil 2.20) (66).

Alumina-water
slury

Polishing pad

- p - "~ -
. igure-ei Circular
polishing motion polishing motion

Sekil 2.20 GCE ve elmas elektrotlarin temizleme malzemeleri ve yontemi
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2.5.4. Voltametri Tekniginde Kullanilan Referans Elektrotlar

Ideal bir referans elektrot, tam olarak bilinen, sabit ve incelenen c¢dzeltinin
bilesiminden hi¢ etkilenmeyen bir potansiyele sahiptir. Ayrica, bir referans elektrodun,
kolay hazirlanabilmesi ve dayanikli olmasi; hiicreden kiigiik akimlar gegerken bile sabit

potansiyelini belli bir diizeyde korumas1 gerekir.

2.5.4.1. Kalomel referans elektrot

Doygun kalomel elektrot (saturated calomel elecrode- SCE), kolay
hazirlanabilmesi nedeniyle, analitik kimyacilar tarafindan yaygin olarak kullanilir.
(“Doygun” terimi KCI derisimini (yaklasik 4.6 M) ifade eder; Hg,Cl, derisimini degil.
Biitiin kalomel elektrotlar Hg,Cl, bakimindan doygundur).

2.5.4.2. Giimiis-giimiis kloriir referans elektrot
Gilimiig/giimis kloriir referans elektrotu, potasyum kloriir ve glimiis kloriir ile
doyurulmus bir ¢ozeltiye daldirilmis, bazen bir kat1 giimiis kloriir tabakasiyla kaplanmis

bir glimiis telden olusur.
Ag|AgCl(doy.),KCI(xM)||
Ag/AgCl referans elektrotlar1 (Sekil 2.21), zamanla veya sicaklikla degismeyen
kararli yar1 hiicre potansiyelleri sunar. Ek olarak, buharlagsmaya elektrolit kaybu,
¢cOzeltinin doygun dogasini veya potansiyelini degistirmez. Yarim hiicrelerin temas

baglantilarinin, dogas1 geregi, dolgu soliisyonunu i¢inde bulunduklar1 harici soliisyona

yavas yavas sizdirdiginin farkinda olunmalidir.

-

7

/
Sekil 2.21 Giimiis / Giimiis kloriir (Ag/AgCl) referans elektrodu
Referans elektrot olarak kullanilan Ag/AgCl referans elektrodu kullanilmadigi

zaman 3,0 M KCl ¢ozeltisinde bekletilerek referans elektrodun dengede kalmasi

saglanir.
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2.5.5. Voltametri Tekniginde Kullanilan Yardimci (Karsit) Elektrotlar

Calisma elektroduna bir potansiyel uygulandiginda analitin indirgenmesi (veya
oksidasyonu) meydana gelebilir ve akim akmaya baslar. Yardimci elektrot amaci
elektrik devresini tamamlamay1 saglamaktir. Akim, c¢alisma elektrot ve yardimci
elektrot arasindaki elektron akisi olarak kaydedilir. Karsi elektrotta meydana gelen
reaksiyonun kinetiginin, c¢alisma elektrotunda meydana gelenleri engellememesini
saglamak icin, kars1 elektrotun yiizey alani, ¢alisma elektrotunun ylizey alanindan daha
biiyliktiir. Kars1 elektrot olarak tipik olarak platin tel (Sekil 2.22) veya disk kullanilir,

ancak karbon bazli karsi elektrotlar da mevcuttur (67).

-

Sekil 2.22 Platin tel yardimci elektrot

2.6. Modifiye Elektrotlar

Elektrokimyasal bilim alanindaki ilerlemeler, alandaki bilim adamlari
aragtirmalaria devam etmek igin ¢iplak yiizeylerin kullanimini yetersiz bulup kimyasal
modifikasyona gitmislerdir. Bunun nedeni, elektrotlar1 iceren arastirmalarin, elektrik
iletkeni olarak kullanilan malzemelerde dogal olarak bulunmayan bazi kimyasal ve
fiziksel o6zellikleri gerektirmesidir. Atomlar, molekiiller ve nano pargaciklar, elektronik
ve yapisal Ozelliklerini degistirmek i¢in malzemelerin yiizeyine eklenir ve bu da
islevselliklerinin degismesine yol agar. Bunlardan en ¢ok karbon, altin ve platin
kullanilarak daha kararli, daha secici ve daha duyarli elektrotlar elde etmek igin
modifiye elektrot hazirlanmistir. Bunlarin yaninda enzim, antikor, antijen gibi biyolojik

materyaller de modifikasyonda kullanilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasi 2019-2021 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dal1 arastirma laboratuvarinda yapilmistir.

3.1. Aletler ve Gerecler

Elektrokimyasal caligmalar i¢in kisimlar1 asagida verilen bilgisayar kontrollii
BASi Epsilon-EC versiyon 2 (Bioanalytical Systems, Inc.,West Lafayette, IN)
potansiyostat sistemi kullanildi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

1. Ug elektrotlu sistem i¢in BASi C-3 Hiicre Stand1
e (Calisma, referans ve yardimci elektrot olarak:

e Calisma elektrot olarak 3 mm ¢apinda karbon pasta elektrodu (KPE)
(BASi MF-2010, CF-1010) (Sekil 2,19),

Referans elektrot olarak 3M KCI igerisinde tutulan Ag/AgCl referans
elektrodu (BASiI MF-2052 RE-5B) (Sekil 2,21)

Karsit elektrot olarak Pt tel  (BASi MW-1032) (Sekil 2,22)

kullanilmastir.

Software BASI Epsilon-EC - Ver. 2.13.77

15 mL pyrex cam hiicreler

. Ultra saf su cihazi1 (Purelab Option)

. Terazi (Denver Instrument)

. Ultrasonik banyo (Elma Ultrasonic LC 30H)

. pH iyonmetre (Mettler Toledo)

. Hassas teraziler ( Denver Instruments)

. Vorteks Mikser (Tetra)

. Otomatik pipetler (Eppendorf 100 pL ve 1000 pL)

. Pipet Uclar1 (Eppendorf 100uL ve 1000 pL)

10. Balonjojeler (5, 10, 25, 50 ve 100 ml) ve diger cam malzemeler

© 0O N O O B~ WDN



Sekil 3.1 BASi Epsilon markah elektrokimyasal ¢alisma cihaz

Sekil 3.2 BASi C3 elektrot hiicre standi iinitesi
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3.2. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Kullanilan kimyasallar, safliklar1 ve temin edildigi firmalar Tablo 3.1°de
verilmistir.

Tablo 3.1 Tez ¢calismasinda kullamlan kimyasal maddeler, onlarin safliklar: ve temin
edildigi firmalar

Madde Saflik derecesi, % Firma
Budesonid Saf DEVA Holding ilag firmas1
Metanol 99,7 Riedel de Haen
Etanol 96 Alkokim
Hidroklorik asit 37 Merck
Asetik asit 100 Merck
Siilfirik asit 95-97 Merck
Fosforik asit 85 Carlo Erba
Borik asit 99,5-100,5 Merck
Sodyum hidroksit 99-100,5 Riedel de Haen
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Potasyum kloriir 99-100,5 Merck

Potasyum dihidrojen fosfat 99,5-100,5 Merck

AgNO;3 Saf Merck

Grafit tozu (< 20 um) Saf Sigma-Aldrich

Grafen (¢ap1 5-10 pm, 750 m2/g) Saf Nanografi Company (Ankara)

Parafin (56-58) Saf Merck
MWERNT (goliivark kadbon Saf Nanografi Company (Ankara)

nanotiip)
Silikon yag1 Saf Zag Kimya

3.3. Hazairlanan Cozeltiler

3.3.1. Budesonid Stok Cozeltisi

Budesonid stok I ¢ozeltisi igin 10,0 mg tartildi ve 10 mL’lik balonjojede metanol
ile hacmine tamamland: (1,0 mg/mL; 2,33x10° M). 0,1 ve 0,01 mg/mL standart

cozeltiler stok I ¢ozeltisinden alinarak uygun seyreltmelerle hazirlandi. Hazirlanan stok

¢Ozelti buzdolabinda +4°C’de saklanmistir.
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3.3.2. Tampon Cozeltiler
Britton Robinson (BR) Tampon Cozeltisi

pH 2-9 arasinda Britton Robinson (BR) tampon ¢ozeltisi i¢in 12,4 g borik asit
(H3BO3) suda ¢oziindiiriildiikten sonra, 11,6 mL %100,0’liik asetik asit (CH;COOH) ve
13,4 mL %385,0’lik H3PO4’in karistirilarak saf su ile 2 L’ye tamamlanmasiyla 0,1 M BR
tampon ¢6zelti hazirlandi. Hazirlanan bu stok tampon ¢ozeltisinden 200 mL alind1 ve

0,1 M NaOH ¢ozeltisi kullanilarak istenilen pH’ya (pH=2-12) pH metre ile ayarlandi.
Fosfat tamponu Cozeltisi

Tampon ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in KH,PO,4 maddesinden 54,436 gr tartilip 2 L’e
saf suyla hacminin tamamlanmasiyla 0,2 M ¢ozelti hazirlanmistir. Daha sonra bu
tampon c¢ozeltt NaOH ve H3POy4 yardimiyla pH 2-8 araliginda 200 ml’lik ¢ozeltiler

halinde ayarlandi.

HCI Cozeltisi
Yiizdesi %37, yogunlugu 1,19 g/mL olan derisik hidroklorik asit ¢ozeltisinden
8,3 mL alinarak bir miktar saf su bulunan 1 L’lik balonjojeye alinmis ve su ile hacmine

tamamlanarak 0,1 M HCL ¢06zeltisi hazirlanmastir.
KClI ¢ozeltisi

KCl1 maddesinden 0,7455 g tartilarak 100 mL’lik balonjoje alinmig ve distile su

ile hacmine tamamlanarak 0,1 M KCI ¢ozeltisi hazirlandi.

HCI, KCI ve Metanol ¢ézeltisi

Yukarida anlatildig1 gibi hazirlanan 0,1 M HCI ¢6zeltisinden 790 mL, 0,1 M
KCI ¢o6zeltisinden 130 mL alinarak karistirildi ve tizerine 80 mL metanol ¢ozeltisi
eklenerek 1 L’ye tamamlandi. Maddenin voltametrik analizlerinde bu ¢ozelti kullanildi.

0,1 M H,S04 ¢ozeltisi

%96’lik ve 1,84 yogunlugundaki derisik ¢ozeltisinden 1 L’lik balon jojeye asit
ilave etmeden Once bir miktar su koyulur. Daha sonra 55,5 mL H,SO, ¢ozeltisi 1 L’lik

balonjojeye alind1 ve su ile hacmine tamamlanir.
NaOH Cozeltisi

Kat1 maddeden 4 g tartilarak iizerine bir miktar saf su ekleyerek coziilmiis,

ardindan 1 L’ye tamamlanarak 0,1 M NaOH ¢06zeltisi hazirlanmistir.
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3 M KCI ¢ozeltisi
11,1825 g KCI maddesi tartilarak 50 mL’lik balon joje igerisine aktarilir ve Su

ile 50 mL’ye tamamlanir. Elde edilen 3 M KCI ¢ozeltisinde referans elektrot saklanilir.

3.4. Etken Madde ve Ila¢

3.4.1. Karbon pasta elektrotlarin hazirlanmasi

Budesonidin tayininde kullanilmak iizere ¢alisma elektrodu olarak KPE ve farkli
modifiye karbon pasta elektrotlar hazirlanmigtir. Calismada 6n denemelerde KPE igin
ticari olarak hazir alinan pasta ile baslandi1 ve daha sonra laboratuvarda hazirlanan KPE
ile devam edildi. KPE hazirlamak igin genel olarak % 70 grafit %30 silikon yag: ile 25
mL’lik bir beherde yaklasik 10 dakika karigtirarak homojen bir pasta elde edilmistir.
Modifiye elektrotlar igin ise kitosan (%10 ve %20), grafen (GR) (%10, %20 ve %25),
¢ok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT- %10) ve B-Dextrin (%3) nanopartikiilleri ile
%50-60 grafit tozunun bir tamamen karistirilmasindan sonra %30 silikon yagi ile 25
mL’lik bir beherde tamamen homojen bir pasta oluncaya kadar karistirarak elde
edilmistir. Hazirlanan pastalar kapakli cam siselerde saklanmistir. Pastalar elektrot
govdesinin u¢ kisminda bulunan 3,0 mm derinligindeki delige yerlestirilmis ve kagit
tizerinde ylizeyi homojen ve diizgiin hale getirilmistir.

Hazirlanan farkli modifiye elektrotlar, etken maddenin hangi modifiye elektrotta
daha iyi sonug¢ verdigini degerlendirmek tizere hazirlanmistir. Yapilan analizler
sonucunda modifiye KP elektrotlari ile daha hasas analizin elde edilmedigi goriilmiis ve

sade KPE ile devam edilmistir.

3.5. Budesonidin tayini

3.5.1. Elektrokimyasal deneylerin yapilisi

Budesonidin tayini i¢in gelistirilen voltametrik yontemde ii¢ elektrot sisteminde
gerceklestirilmistir. Burada elektrokimyasal sisteme bagli BASi C3 elektrot hiicre standi
ve 10 mL’lik pyrex hiicrelerde gergeklestirildi. Calisma elektrodu i¢in KPE kullanildi.
Deneylerde platin tel yardimci elektrot, Ag/AgCl referans elektrot olarak kullanilmistir.
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3.5.2. Dongiisel Voltametrik (CV) Deneylerin Yapilisi

Oncelikle, destek elektrolit olarak degisik pH’lardaki BR tamponu, fosfat
tamponu, 0,1 M HCI, 0,1 M HCI-KCI-metanol ve 0,1 M H,SOy ¢ozeltilerin 10’ar mL
hiicrelere alind1 ve 3 dakika azot gazi gegirildi. Sonra, ¢alismanin yapilabilecegi ve en
yiiksek pik akiminin hangi ¢6zeltide olabilecegi ve potansiyel penceresi araligr dongiisel
voltametri yontemiyle arastirildi. Calisma potansiyel aralig1 olarak baslangic sifir (0) ve
bitis potansiyeli -1400 araliginin uygun oldugu tespit edildi. Belli miktardaki budesonid
maddesi elektrolit ¢ozeltisine eklendi ve karistirildiktan sonra kullanilan pH’larin ve
tarama hizinin pik akimi tizerindeki etkisi dongiisel voltametri yontemiyle incelenmistir.
Ayrica, caligmada belirli miktarlarda madde ilavesi ile CV ile pik akiminda artiglar
aragtirtlmistir.  CV ile tarama hizi1 deneylerinde 20 mV/s ile 200 mV/s arasindaki

voltamogramlar alinmistir (Sekil 4.6).

3.5.3. DPV’nin Yapihsi ve Olg¢ii Egrisi
CV deneysel bulgularla belirlenen galisma potansiyel araliginda budesonidin
diferansiyel puls teknigi ile tayin kosullari optimize edilmis, tarama hizi olarak 20 mV/s

ve puls genligi olarak 50 mV degerlerinde 6l¢timler alinmistir.

Olgii egrisi igin belirlenen 0,1 M HCI-KC1 ve metanol ¢dziicii karisimdan 10 mL
cam hiicreye alinmis ve azot gazi gecirilmistir. Calisma elektrot olarak KPE’un
kullanildigi DPV analizlerinde potansiyel penceresi baslangi¢ sifir ve sonu -1400 mV
arast secilmistir. Voltamogramda -812 mV ile -936 mV arasinda indirgenme akim pik
degerleri kaydedilmistir. Once bos ¢dzeltinin DPV’leri alinmis ve kaydedilmistir. Daha
sonra 1,65 ile 35,35 pg/mL araliginda farkli bes konsantrasyondaki budesonid
maddesinden ilave edilmis karistirildiktan sonra pik akimlarit dl¢iilmiistiir. Daha sonra
aliman madde konsantrasyonlarina karsi pik akimlar1 kaydedilmis ve kalibrasyon egrisi
cizilerek regresyon denklemi bulunmustur. Herbir konsatrasyon i¢in en az 6 analiz
yapilmustir. Gelistirilen yontem daha sonra maddenin ampulde tayinlerine

uygulanmigtir.

3.5.4. DPV’nin ila¢ formiilasyonunun uygulanmasi
Budesonid ila¢ etken maddesi igeren Astra Zeneca Firmasmin ithal ruhsatina
sahip oldugu 1 mg/ 2 mL’lik Pulmicort Respules (budesonide inhalation suspension)

(nebiilizer siispansiyon, 5 tek dozlu respules ampul) preparati kullanildi. Her bir ampul
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tek kullanimlik olup agildiktan sonra 12 saat i¢cinde kullanilmalidir. Sadece 1 mL

kullanilirsa geri kalan hacmin sterilligi bozulur.

1 mg/ 2 mL’lik her tek dozluk plastik PULMICORT Nebiilizer Siispansiyon
ampulii ile belli miktarlarda madde otomatik pipet yardimi ile alinarak c¢alisilmistir.
Calismalarda, 2 farkli siispansiyon ampulii ile ayri ayri 3’er analiz yapilmis ve
ortalamalar1 alinmistir. Cikan pik akim degerleri standart madde i¢in bulunan regresyon

denkleminden yerine konularak miktar1 hesaplanmistir.

3.6. Elektrokimyasal Yontemlerde Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Bu tez calismasinda, gelistirilen yontemin validasyonu i¢in dogrusallik, dogrusal
aralik, dogruluk, kesinlik, teshis sinir1 (LOD) ve tayin sinirt (LOQ) agisindan valide
edilmigtir. Validasyonda  kilavuz olarak ilag¢ uygulamalar1 igin Uluslararasi
Harmonizasyon Konferans1 (ICH, International Conference Harmonization Q2(R1)
alindi (68).

3.6.1. Dogrusallik ve dogrusal arahk

Budesonid igeren metanol c¢ozeltisinin ve silispansiyon ampul Orneklerinin
dogrusalligin1 belirlemek icin sulu ¢ozeltide bolim 3.5.3. ve 3.5.4. bolimlerinde
analtildigi gibi 1,65 ile 35,35 pg/mL araliginda 5 farkli konsantrasyonda calisildi.
Maddenin pik akimlari konsantrasyona karsi ¢izilerek kalibrasyon egrisi, regresyon

denklemi ve korelasyon katsayilar1 bulundu. Degerler boliim 4.2.1°de verilmistir.

3.6.2. Dogruluk ve Kesinlik

Uc farkli konsantrasyonda (3, 10, 20 pg/mL) budesonid ¢dzeltileri alindi ve
bolim 3.5.3.’deki gibi ¢alisildi. Analizler ayni giin (giin i¢i) ve 2 hafta iginde 5 farklh
giinde (giinler arasi) yapildi. Her konsantrasyon i¢in 5 ayr1 analiz yapildi. Bulunan akim
degerleri regresyon denkleminde yerine konularak konsantrayonlar1 ve ortalama,
standart sapma (SD) ve yiizde relatif standart sapmalar1 (%RSD) hesaplanmistir. %
RSD degerleri (SD x100)/ konsantrasyonlarin ortalamasi ile formalize edilmektedir.

Sonuglar boliim 4.2.3°te verilmistir.

3.6.3. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin smirlar1 (LOQ)
Metoda ait teshis sinir1 (Limit of Detection, LOD) analitin tespit edilebildigi en
diisiik analit konsantrasyonudur. LOD hesaplamasi i¢in farkli yaklasimlar

bulunmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan metotta budesonid konsantrasyonu kalibrasyon
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egrisinin formiilinden hesaplandig1 icin kalibrasyon egrisinin egimi ve regresyon
dogrusundaki b kesisim noktasinin standart sapmasi kullanilarak LOD degeri
hesaplanmistir. LOD igin 3.3 X SD/mgy¢ ve LOQ i¢in 10 x SD/Mgt formiilleri

kullanilarak hesaplanmistir. Degerler boliim 4.2.2°de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Calismalar

4.1.1. Denenen Cahisma elektrotlar:

Budesonidin elektrokimyasal yontemle hassas ve duyarli tayini i¢in baslica
KPE, GCE, %10 grafen modifiye KPE ve %10 MWCN modifiye KPE elektrotlari
denendi. Bunun yaninda platin ve giimiis metal elektrotlar1 da ¢aligma elektrodu olarak
denendi. Denemelerde maddenin 10 pg/mL konsantrasyonundaki metanol ¢ozeltisi
kullanildi. Elektrolit ¢ozeltisi olarak pH 2 ve pH 7 ¢ozeltileri asidik ve bazik ortam
olarak se¢ildi. Fakat Sekil 4.2°de goriildiigii gibi KPE elektrot bunlarin arasinda en
yiiksekti. Bu nedenle bu ¢alismada ¢alisma elektrodu olarak herhangi bir modifikasyona
gidilmedi ve KPE ile devam edildi (Sekil 4.1).

-1.500,00 -1.000,00 -500,00 0,00

0,00
-0,20
-0,40
-0,60
CPE- 10% Grafen

-0,80
CPE

Akim (pA)

-1,00

-1,20

-1,40

-1,60
Potansiyel (mV)

Sekil 4.1 Budesonidin (2 ng/mL) calisma elektrodu olarak KPE ve %10 grafen modifiye
KPE ile 0,1 M HCI ¢ozeltisinde alinmis dongiisel voltamogramlari
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Test Overlay files

0145

2044 |

-4.233 |

Current (Amp x e-8)

-6.422 |

-8.611 |
-1.800 -1.350 -0.900 -0.450 -0.000

Patential
1 2,3 4, i

Sekil 4.2 10 pg/ mL Budesonid ¢ozeltisinin KPE (1), GCE (2), MWCN (3) ve %25 Gr (4)
ile CV voltamogramlari (v: 0,1 V/s)

4.1.2. Elektrolit Cozeltisinin Secimi ve pH etkisi

Budesonidin CV ve DPV yontemleriyle elektrokimyasal o6zelliklerinin
incelenmesi ve miktar tayini i¢in oncelikle farkl1 BR ve fosfat tamponlar1 (pH=2-9), 0,1
M HCI ve 0,1 M H,SO4 ¢ozeltileri denendi. Elektrolitin ve pH’nin potansiyel ve akim
tizerindeki etkisi CV ve DPV yontemleriyle incelenmis ve yapilan denemelerde 10
ug/mL sabit madde ¢ozeltisi ile ¢alisgtlmigtir. 100 mV/s gerilim tarama hizi ile elde
edilen dongiisel voltametri ile denemelerde pozitif potansiyel penceresinde (0-1400 mV
aralig1) herhangi bir pik akimi gdzlenmedi. Negatif potansiyel tarama penceresinde (O-
1400 mV) ise -854 ile -1088 potansiyel araliginda bir tersinmez indirgenme piki elde
edildi (Sekil 4.2). Maddeden ileri gelen bu indirgenme pikinin ise pH=4’den sonra
oldukca azaldigint ve pikin pH=5’de olduk¢a az oldugunu gosterdi. Daha sonra

maddenin ¢oziiniirliik probleminden dolay1 ortama belli oranlarda metanol ilave edildi
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ve CV ve DPV voltamogramlari alindi. 0,1 M HCI ¢ozeltisinde digerlerine oranla daha
iyi pik akimi elde edildi. Sonra, 0,1 M HCI ¢ozeltisine %13 oraninda 0,1 M KCI
elektrolit ¢ozeltisi ve %8 oraninda metanol ilave edilerek yapilan analizlerde ¢ok daha
uygun akim pikleri elde edildigi gozlemlendi ve bundan sonraki ¢alismamizda bu
¢oOzelti ile devam edildi.

Test edilen pH’lardaki (Sekil 4.3) pik potansiyelleri ve pik akim degerleri Tablo
4.1°de verilmistir. CV teknigi ile HCI-KCl-metanol (analizde segilen elektrolit ¢ozelti)
¢ozeltisi ve fosfat tamponlarinda elde edilen Ip-pH ve Ep-pH, grafikleri sirasiyla Sekil
4.4 ve Sekil 4.5°de verilmistir. Pik potansiyeli mV, pik akimi ise pA cinsinden

verilmigtir.

Pik potansiyelin (pH 1,0 (HCI igeren elektrolit ¢ozeltisi) ve fosfat tamponu pH
2-4 araliginda) pH’nin artisiyla daha negatif alana kaymasi budesonidin
indirgenmesinin pH’ya bagli oldugunu ve elektron transferi reaksiyonunda hidrojenin
etkili oldugunu gostermektedir. Pik potansiyelinin ¢ozeltinin pH’sma kars1 c¢izilen
egrinin regresyon denkleminde [Ep(mV) = -76,6pH - 772,5] egimin negatif olmas1 da
reaksiyonda proton girdigini gostermektedir. Bununla beraber, denklemdeki egimin
76,6 olmasi teorik deger olan 59 mV’a yakin oldugu igin de maddenin elektrot
yiizeyindeki reaksiyonda yer alan elektron ve proton sayisinin esit oldugunu

gostermektedir.
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-1.500,00 -1.000,00 -500,00 0,00
2,00
0,00
-2,00
Bos cozelti
< 4,00 Cozelti +10 pg/mL
£ ———pH 2+ 10 pg/mL
< 6,00  ——pH3+10pg/mL
= H 4+ 10 pg/mL
-3,00
-10,00
-12,00

Potansiyel, mV

Sekil 4.3 Budesonidin 0.0 mV ile -1400 mV araliginda 10 pg/mL konsantrasyonda farkh
pH’lardaki dongiisel voltamogramlar:



46

Tablo 4.1 Budesonid standart ¢ézeltinin (10 pg/mL) KPE iizerinde degisik elektrolit
cozeltisindeki potansiyel ve akim degerleri (N=3)

Elektrolit Cozeltisi Potansiyel (Ep, mV) | Akim (Ip, nA)
9mL HCI- KCI- ImL MeOH (Segilen ¢ozelti) -854 34,7265
BRpH 2 -974 9,8543
BR pH 3 -998 8,0895
BR pH 4 -1024 4,123
BR pH 5 -1014 3,8544
BR pH 6 Pik gozlenemedi | Pik gbzlenemedi
BR pH 7 Pik gozlenemedi |Pik gézlenemedi
BR pH 8 Pik gozlenemedi |Pik gézlenemedi
BR pH 9 Pik gozlenemedi | Pik gozlenemedi
Fosfat pH 2 -925 20,6027
Fosfat pH 3 -989 9,2073
Fosfat pH 4 -1088 0,9522
Fosfat pH 5 Pik gozlenemedi | Pik gozlenemedi
Fosfat pH 6 Pik gozlenemedi | Pik gozlenemedi
Fosfat pH 7 Pik gozlenemedi |Pik gézlenemedi
Fosfat pH 8 Pik gozlenemedi | Pik gozlenemedi
0.1 M HCI -922 14,5998
0.1 M H,SO4 -914 17,7584
40
Secilen
35 & cozelti  y=-11,272x+ 44,552
30 R? = 0,9866
_25
2 20 H2
§ 15
10 H3
5
0 pH 4
50 1 4 5
pH

Sekil 4.4 10 pg/ mL budesonid ¢ozeltisinin pH’1na karsi Ip grafigi
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0
$ 1 2 3 4 5
-200
y=-76,6x-772,5
E -400 R?=0,9904
2 -600
2 Secilen
S _800 cozelti
s
2
-1000 H3
pH 4
-1200
pH

Sekil 4.5 10 pg/ mL budesonid ¢ozeltisinin pH’1na karsi Ep grafigi

4.1.3. Tarama hizi etkisi

Maddenin 10 pg/mL konsantrasyonundaki cozeltisinin tarama hizi ¢aligsmasi
secilen elektrolit ¢ozeltisinde 20 mV/s ile 200 mV/s arasindaki CV (Sekil 4.6) ve DPV
voltamogramlar1 alinmistir. Bu c¢alisma igin 3 ayr1 test yapilmis ve ortalamalari

alinmustir. Tablo 4.2°de calisilan tarama hizlarina kars1 Ep ve |, degerleri yer almaktadir.

[lag maddesinin indirgenme pik akimimin tarama hiziyla dogru orantili olarak
arttig1 belirlendi (Sekil 4.7). Pik potansiyelinin artan tarama hiziyla negatif bolgeye
kaydigr goriildii (Sekil 4.8). Bu da reaksiyonun tersinmez oldugunu goéstermektedir.
Madde ¢o6zeltisinin elektrokimyasal reaksiyonun adsorpsiyon ve diffiizyon kontrollii
olup olmadigin1 anlamak icin tarama hizi degerlerinden logv — logl, grafigi ve I, - V2
grafikleri hazirlanmig ve regresyon denklikleri hesaplanmistir. Sekil 4.9°da goriildiigi
gibi logv — logl, grafiginde egimin 1,0412 oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda,
Sekil 4.10’da 1, - V"% grafigin egimide 1,198 olarak bulunmustur. Bu grafiklerde

egiminin 1 olmast elektrokimyasal reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 4.2 0,1 M HCI- %13 KCI-%8 metanol ¢ozeltisinde budesonidin elektrot
degistirilmeden test edilen artan tarama hizindaki Ep ve Ip degerleri (N=3).

Tarama Hiz1 (mV/s) Ep (mV) Ip (LA)
20 -965 1,1078
30 -964 1,8891
40 -971 2,768
50 -978 3,6896
70 -984 4,7974
100 -990 7,2999
150 -999 9,9977
200 -1003 12,4819

-1.400,00-1.200,00-1.000,00 -800,00 -600,00 -400,00 -200,00 0,00

e HCI+KCl+MeOH

-0,50
—20mV/s

-1,00 —30mV/s

—_ —_—a0mV/s
% 1,50 =50 mv/s
= ——T70mV/s
— M vl -2,00 100 mV/s
150mV/s
-2,50 200 mV/s

-3,00

Potansiyel (mV)

Sekil 4.6 10 pg/ mL budesonid ¢ozeltisinin 0,0 mV ile -1400 mV aralhiginda secilen ¢ozeltide
20-200 mV/s arahginda tarama hizlari.
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12

10

Akim (uA)

Ip (1A) = 0,0636v + 0,2563
RZ = 0,9907

50 100 150 200 250
Tarama hizi (mV/s)

Sekil 4.7 10 pg/ mL budesonid ¢ozeltisinin akima karsi tarama hiz1 grafigi

-960
-965
-970
-975
-980
-985
-990
-995
-1000
-1005
-1010
-1015

Potansiyel (mV)

50 100 150 200 250

Ep (mV) =-0,2235v- 963,31
RZ = 0,9148

Tarama hizi (mV/s)

Sekil 4.8 10 pg/ mL budesonid ¢ozeltisinin pik potansiyeline kasi tarama hiz1 grafigi
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=
L]

log Ip(nA) = 1,0412logv - 1,2531
R%=0,9887

[EEY

o
o

Logakim (pA)
‘-CJ ‘-CJ
E= [#)]
. &

o
L]

*
0 0,5 1 1,5 2 2,5
logv (mV/s)

o

Sekil 4.9 10 pg/ mL budesonid ¢ozeltisinin akimin logaritmasimin karsi tarama hizinin
logaritmasina olan grafigi

14
12 Ip(uA) = 1,198Vv - 4,6946
R?=0,9952
10
8
R
E
=z 4
2
™
0
0,00E+00 2,00E+00 4,00E+00 6,00E+00 8,00E+00 1,00E+01 1,20E+01 1,40E+01 1,60E+01

Vv (mV/s)

Sekil 4.10 10 pg/ mL budesonid cozeltisinin akima karsi tarama hizimin karekokiine olan
grafigi
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4.1.4. Budesonidin muhtemel reaksiyon mekanizmasi

Yapilan literatiir aragtirmasinda budesonidin elektrokimyasal 6zelliklerinin
incelendigi bir ¢alismaya rastlanmadi. Ancak, bu madde molekiiliine ¢ok benzerlik
gosteren kortikosteroid olan deksametazon ilag molekiilleri ile yapilmig bazi
voltammetrik yontemler mevcuttur. Bu c¢alismalarda modifiye GCE (69-70) ve
amalgam (71) gibi c¢alisma elektrotlarin kullanildig1 goriilmektedir. Bu ¢alismalar
incelendiginde, redoks sisteminde elektrot iizerinde genelde adsorpsiyon veya
adsorpsiyon-diffiizyon kontrollii oldugu bildirilmistir. Buda bizim verilerimizi
dogrulamaktadir. Cifte baga komsu karbonil grubunu igeren ketosteroidlerin izole
kabonil grubu igerenlere kiyasla indirgenmeye ugradiklar1 bildirilmistir (70). Bu
caligmalarda konjuge olmayan karbonil gruplarinda hidroksil gruplari tarafindan
aktivite edildikleri tespit edilmistir (70). Bu arastirmalarda deksametazon’un Cyo de
bulunan C=0O grubunun indirgendigi bir hidroksil ve bir hidrojenin girdigi (+2H) ve
ayni zamanda 2 elektronun (2e") katildig1 bildirilmistir (69-71). Baska bir ¢alismada ise,
indirgenme sonucu olusan 2H" ve 2enun C3 Ve Cyy’deki karbonil gruplarmin herhangi
birinde gerceklesebilecegini gostermislerdir (72). Biitiin bu veriler 1518inda, segilen
analiz kosullarinda DPV yontemiyle yapilan miktar tayini ¢alismasinda, budesonidin de

Cs3 ve Cyo’deki herhangi bir karbonil grubundan indirgendigi ongoriilmektedir.

4.1.5. Olcii egrisinin hazirlanmasi

Secilen KCl ve metanol iceren 0,1 M HCI’li elektrolit ¢ozeltisinden 10’ar mL
cam hiicrelere transfer edildi. Budesonid miktar1 1,65, 4,13, 6,61, 16,38 ve 35,35 pg/mL
arasinda 5 ayr konsantrasyonda calisildi. Calismada belirtilen konsantrasyonlara
karsilik gelen maddenin stok ¢ozeltisinden ilaveler yapilarak DPV voltamogaramlari
alindi. DPV analizinde pik potansiyeli yaklagik — 859 mV potansiyelindeki indirgenme
pik akimlar1 alinmistir. Calismada herbir konsatrasyon i¢in en az 6 seri calisma
yapilmigtir. Olgii egrisi, konsantrasyona karsi pik akimlarin ortalamalar1 grafige
gecirilerek elde edildi ve regresyon denklemi ¢ikarildi. Konsantrasyona karsilik gelen
pik akimlar1 Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de verilmistir ve bu degerlerle olusturulan DPV

voltamogaramlart {ist iiste Sekil 4.11°de verilmistir.
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-1,40E+03 -1,20E+03 -1,00E+03 -8,00E+02 -6,00E+02 -4,00E+02 -2,00E+02 0,00E+00
0,00E+00
-5,00E-01
= Hos
-1,00E+00
— —_ 1,65 pg/mL
E —413 ng/mL
£ -1,50E+00
= —_— 6l pg/'mL
< ——1638ug/mL
-2, 00E+00
—13535ng/mL
-2, 50E+00
-3,00E+00
Potansiyel (mV)

Sekil 411 Budesonidin degisik konsatrasyondaki diferansiyel puls
voltamogramlari.Cahsma elektrodu: KPE, Referans elektrot Ag/AgCl ve karsit
elektrot: Platin elektrot. Tarama hizi: 20 mV/s, 100 pA



53

Tablo 4.3 Budesonid standart ¢ézetisinin 1,65-35,35 pg/mL konsantrasyon araliginda elde

edilen 6l¢ii egrisine ait akim (Ip) degerleri ve istatistiksel verileri

Budesonidin DPV yontemi ile elde edilen akim

pikleri
C
Ip-1 Ip-2 Ip-3 Ip-4 Ip-5 Ip-6 [IpORT| SD |%RSD
pg/mL
1,65 | 8,1236 | 8,2336 | 8,2603 | 8,3336 | 8,2336 | 8,3639 | 8,23694 | 0,085 | 1,03
4,13 | 9,2835| 9,2707 | 9,4207 | 9,3707 | 9,2835 | 9,5307 | 9,32582| 0,10 | 1,10
6,61 |10,5364|10,6332|10,6332|10,6332|10,6364|10,7267|10,61448| 0,06 | 0,57
16,38 | 15,5395| 15,5164 | 15,5029 15,5329 15,5095 15,5329|15,52024| 0,015 | 0,095
35,35 (24,8704 | 24,8336 | 24,8336| 24,8336 | 24,9704 | 24,9756|24,86832| 0,069 | 0,28
Tablo 4.4 Tablo 4.3’teki ol¢ii egrisinin regresyon analizine ait parametreler
1 2 3 4 5 6 |ortalama| SD
m 0,4986 | 0,4952 | 0,4931 | 0,4926 | 0,499 | 0,4938 | 0,4954 0,003
b 71,2773 | 7,3473 | 7,4121 | 7,4232 | 7,3271 | 7,4934| 7,3801 0,078

Olcii egrisi regresyon denklemi:
Y(1A) = 0,4957C(ug/mL) + 7,3563

R? (ORT) = 0,9999
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w
o

y =0,4957x + 7,3563
2=10,9999

]
w

[
o

Pik Akimi (nA)
= =
o 9]

9]

o

0 10 20 30 40
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.12 Budesonidin 1,65-35,35 pug/mL konsantrasyon araligindaki 6l¢ii egrisi

4.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

4.2.1. Dogrusallik ve dogrusal arahk

Budesonidin standart maddesi ile segilen kosullarda DPV yontemiyle 6lgii egrisi
hazirlanmis ve 1,65 ile 35,35 ug/mL arasinda pik akiminin (pA) konsantrasyonla

dogrusal oldugu bulunmustur.

Standart madde ¢ozeltisinden DPV yontemiyle elde edilen ortalama Olci
egrisinin regresyon analizi korelasyon katsayisi (Rz) degeri 0,9999 olarak bulundu. Bu

da 6l¢ii egrisinin mitkemmel dogrusal oldugunu gosterdi (Sekil 4.12).

4.2.2. Duyarhlik (Teshis Simir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ))

Teshis ve tayin sinirlar1 Boliim 3.6.3’de verilen formiiller yardimiyla hesaplandi.
Uygulanan kosullarda LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,52 pg/mL ve 1,57 pg/mL

olarak bulunmustur.
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4.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Ug ayr1 konsantrasyonda (3, 10 ve 20 pg/mL) budesonid ¢ozeltisiyle DPV
yonteminde anlatildigr gibi analizler yapildi. Pik akim degerleri standart budesonid
madde ¢ozeltisi i¢in ¢ikarilan regresyon denkleminde yerine konularak bulundu. Giinigi
(aym1 giin) yapilan deneylere ait ortalama bagil standart sapma (%RSD) degerleri
% 1,31-3,18 arasinda bulundu (Tablo 4.5).

Giinlerarasi (farkli giinlerde) yapilan deneylere ait ortalama %RSD degerleri ise
% 0,33-3,38 arasinda bulundu (Tablo 4.6).

Tablo 4.5 Giinig¢i yapilan budesonid analizlerin tekrarlanabilirligi

Allman Konsantrasyon 3.0 100 200
(ng/mL)
3,01 10 20,03
Bulunan Konsantrasyon
2,99 10,21 20,67
/mL
(ng/mL) 2,89 9,93 19,93
3,16 9,91 19,9
3,06 9,89 20,11
Ortalama 3,021 9,98 20,13
SD 0,096 0,130843 0,314197
0,
RSD (%) 3,18 1,311056 1,560841
Geri Kazanim (%) 100,7 99,8 100,65
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Tablo 4.6 Giinlerarasi yapilan budesonid analizlerin tekrarlanabilirligi

Alinan Konsantrasyon 3,0 100 200
(ng/mL)
3 10,12 20,24
Bulunan Konsantrasyon
2,89 9,89 20
/mL
(ng/mL) 3,01 10,13 20,05
3,103 10,06 20,16
2,9 9,95 20,06
T 2,9806 10,03 20,102
SD
0,100758 0,107819 0,06702
0]
RSD (%) 3,38 1,08 0,33
1 o
Geri Kazamm (%) 99,33 100,30 100,51

4.2.4. Segicilik

Hazirlanan bos elektrolit ¢ozeltisi, standart c¢ozelti ve Ornek ¢ozeltisi ile
belirlenen kosullarda CV ve DPV ile analiz edildi. Bos ¢ozeltinin etken maddenin
indirgenme potansiyelinde sadece LOD degerinin ¢ok altinda bir pik verdigi ve bu da

yontemin segici oldugunu gostermektedir.

4.2.5. Elektrot stabilitesi ve tekrar iiretilebilirlilik
Hazirlanan KPE oda sicakliginda agzi1 sikica kapli cam kaplarda saklanda.
Hazirlanan KPE ile en az 5 ardasik Ol¢iimiin yapilabildigini gosterdi. Daha fazla

Olctimlerde ise elektrot yiizeyinin yenilenmesi gerektigi test edildi.
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4.3. Budesonidin inhalasyon siispansiyon ampullerinde miktar tayini

Budesonid ila¢ etken maddesi i¢eren Astra Zeneca Firmasmin ithal ruhsatina
sahip oldugu 1 mg/ 2 mL’lik Pulmicort Respules (budesonide inhalation suspension)
(nebiilizer siispansiyon, 5 tek dozlu Respules ampul) preparati kullanildi. Her bir ampul
tek kullanimlik olup agildiktan sonra 12 saat icinde kullanilmalidir. Sadece 1 mL

kullanilirsa geri kalan hacmin sterilligi bozulur.

Gelistirilen DPV yonteminin uygulanabilirliligi 1 mg/ 2 mL’lik Pulmicort
Respules (budesonide inhalation suspension) ilag1 iceren Nebiilizer Stispansiyon plastik
ampullerine uygulandi (Sekil 4.13). Uygulamada bolim 3.5.3 ve bdlim 3.5.4°de
anlatildigir gibi ¢alisildi. 10 ug /mL’ye tekabiil edecek oOrnekler alinarak c¢alisildi ve
okunan madde akim degerleri standart madde i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisinden yerine
konularak miktari ve % geri kazanimlar1 hesaplandi. Tablo 4.7’de goriildiigi gibi % geri
kazanim %91,1 ile %100,7 arasinda ve %RSD leri ise ortalama % 3,73 bulundu. Buda

gelistirilen yontemin yeterince hassas ve se¢i¢i oldugunu gostermektedir.

-1.400,00 -1.200,00 -1.000,00  -8300,00 -600,00 -400,00 -200,00 0,00

0,00
0,20
0,40
-0,60
-0,80
-1,00 —b
-1,20

Akim, pA

-1,40
-1,60

-1,80
Potansiyel, mV

Sekil 4.13 Budesonidin KPE ile ahman DPV voltamogramlari. Bos elektrolit ¢ozeltisi (a) ve
farmasotik preparatlarinda (10 png/ mL) (b)



Tablo 4.7 10 pg /mL budesonid iceren siispansiyon ampullerde yapilan tayin sonuclari

Bulunan miktar | Geri Kazanim (%0)
Alman miktar (ng/mL)
(ng/mL)
10 9,11 91,1
10 10,07 100,7
10 9,97 99,7
10 9,89 98,9
10 10,07 100,7
10 9,97 99,7
Ortalama 9,85 Iegg
SD 0,37
% RSD 3,73
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5. TARTISMA VE SONUC

Budesonid kortikosteroid sinifindan olup, klinik olarak anlamli aktiviteye sahip
genis bir spektruma sahip giiclii bir anti-inflamatuar ajandir ve FDA onayh
endikasyonlar1 soyle siralanabilir. Alerjik rinit ve diger list solunum yolu alerjileri igin
kullanilmaktadir. Budesonid hafif ve orta dereceli Crohn hastaliginin aktif fazinda
remisyon saglamak ve tedavisinde kullanildig1 gibi ilseratif kolit i¢in ikinci basamak
terapotik ajan olarak da kullanilir. Bu giiclii aktiviteleri yaninda bir ¢cok istenmeyen yan

etkilerinin oldugu ve uzun siireli kullanimda toksik etkisi de bilinmektedir.

Budesonidin tayini i¢in literatiirde Ozellikle UV, kiitle ve kiitle/kiitle
dedeksiyonlu likit kromatografisi teknikleri rapor edilmistir. Bu yontemlerin giiglii
ayirma ve teshis kapasiteleri olsa da her arastirma ve kalite kontrol laboratuvarinda
bulunamayan yiiksek maliyet ve ¢alisilmast zor ve zaman alici tekniklerdir. Yapilan
literatiir arastirmasina gére maddenin tayini i¢in bugiine kadar hehangi bir voltammetrik

yontem rapor edilmemistir.

Bu c¢alismada, budesonidin ampullerde miktar tayini i¢in ilk defa bir
voltametrik yontem gelistirildi. Bunun i¢in 6nce budesonidin farkli pH’a sahip elektrolit
¢ozeltilerinde elektrokimyasal ozellikleri dongiisel voltametri ve diferansiyel puls
yontemleri ile incelenmistir. Madde ¢0Ozeltisi iizerinde tarama hizinin, pH’nin ve
konsantrasyonun etkisi incelenmistir. Madde suda c¢oOziiniirligliniin ¢ok az olmasi

dolayisiyla metanolde ¢oziindiirilmiistiir.

Daha sonra ilacin farmasétik preparatinda tayini i¢in yeni bir diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) yontemi gelistirildi ve valide edildi. Gelistirilen yontemde calisma
elektrodu olarak herhangi bir kimyasal modifikasyona ihtiya¢ duyulmadan hazirlanan
karbon pasta elektrodu (KPE) kullanildi. Calismada elde basit¢e %70 grafit ve %30
silikon yagi ile karistirilmasi ile hazirlanan KPE elektrot kullanildi. Referans elektrot
olarak Ag/AgCI (doy. KCI) ve karsit elektrot olarak Pt elektrot kullanildu.

Elektrolit ¢ozelti i¢in birgok asidik ve bazik tampon ¢ozeltiler (pH=2-9) denendi
ve en hassas madde pik akim %13 KCI ve %8 metanol i¢eren 0,1 M HCI ¢6zeltisinde

elde edildigi gortildii.
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Denenen biitiin  ¢ozeltilerde maddenin herhangi bir indirgenme veya

yiikseltgenme piki pozitif potansiyel araliginda gozlenmedi.

Maddeye ait ortalama 859 mV’da indirgenme (katodik pik) pikinin yukarida
belirtilen HCI’li karisim c¢ozeltisinde elde edildigi en uygun potansiyel pencere
araliginin 0,0 mV ile -1400 mV oldugu tespit edilmistir.

Segilen hidroklorik asitli ¢ozelti ve fosfat pH 2 ile pH 4 araliginda dongiisel
voltamogramlar1 kayit edilmis ve pH’a kars1 potansiyel grafigi ¢ikarilmistir. Bu analize
gore, pH arttik¢a potansiyelin daha da negatif alana kaydiginin belirlenmesi madde
reaksiyonunda protonun girdigini gostermektedir. Bunun yaninda, potansiyel - pH
grafiginin regresyon denkleminde [Ep(mV) = -76,6pH - 772,5] egimin negatif olmas1 da

indirgenme reaksiyonunda proton girdigini gostermektedir.

Tarama hizinin budesonid ¢ozeltisi lizerindeki etkisini incelemek i¢in dongiisel
voltametri yontemiyle tarama hizi ¢alismasi yapilmistir. 20 mV/s ile 200 mV/s arasinda
yapilan tarama hizinda pik akimin tarama hiziyla dogru orantili olarak artig1 belirlendi.
Bunun yaninda akimin logaritmasina karsi ¢izilen potansiyelin logaritmasi grafigin
regresyon denklemi log I,(nA) = 1,0412logv-1,2531 (R?= 0,9887) olarak bulunmustur.
Denklemin egiminin 1,0412 olmasi1 reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu

gostermistir.

Maddenin miktar tayini i¢in gelistirilen DPV yontemiyle oncelikle kalibrasyon
egrisi ¢alisilmistir. Bes farkli konsantrasyonla yapilan ¢alismada bunlara tekabiil eden
pik akimi arasinda olusturulan 6l¢ii egrisinde regresyon denkligi y=0,4957x+7,3563
(R? = 0,9999) olarak bulunmustur. Yapilan 6l¢li egrisinde, maddenin dogrusal oldugu
aralik 1,65 pg/mL ile 35,35 pg/mL oldugu goriildii. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
0,52 ug/mL ile 1,57 ug/mL olarak bulunmustur.

Geligtirilen DPV yontemi ile budesonidin siispansiyon ampullerinde miktar
tayinlerine basari ile uygulanmistir. Ampul siispansiyonlarinda miktar tayini

calismasinda geri kazanim % 98,47 olarak bulundu.

Gelistirilen diferansiyel puls voltametrisi yontemi dogrusallik, dogrusal aralik,

kesinlik, LOD ve LOQ acisindan valide edilmistir. Gelistirdigimiz yontem var olan
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pahali ve komplike yontemlere iyi bir alternatif olabilecektir. Bir 6n islem
gerektirmeden hassas, hizli ve dogru sekilde budesonidin tayinlerinde ve kalite kontrol

laboratuvarlarinda rutin analizlerinde basari ile kullanilabilir.
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