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In this study, 3,5-diamino-1,2,4-triazole (35DT) was deposited on the gold electrode (Au) to
fabricate a new sensor and used for the determination of ephinephrine (EP). Comparing with the
bare Au and modified electrode (35DT-Au), the 35DT-Au modified electrode has higher catalytic
activities towards the oxidation of EP. Figure A shows that electrode modification process.
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Figure A. CVs of 1mM 35DT on the bare Au electrode (10 cycle)

Purpose: The aim of this study to develop a new and applicable modified electrode in real
samples such as drugs used for the determination of EP.

Theory and Methods: Epinephrine (EP) is found in biological body fluids. If strong emotions
such as fear or anger are felt, EP is released into the bloodstream and causes an increase in heart
rate, blood pressure and sugar. Many physiological events are associated with EP levels in body
fluid. Therefore, determination of EP concentration in pharmaceutical samples and various
biological fluids is important for pharmacological research. The electrochemical behavior of EP
on the 35DT-Au surface was investigated using the DPV and CV techniques and optimum
conditions was determined.

Results: The accuracy and precision studies for EP determination in the drug sample were
expressed in values of RSD% and bias%, respectively. The bias% values for the determination of
drug samples containing 5 pM and 15 uM EP were 0.4% and -4.07%, respectively; BSS% values
were calculated as 0.4% and 2.72%, respectively.

Conclusion: In this study, a gold electrode modified with 3,5-diamino-1,2,4-triazole was used
for EP determination. It is important to develop methods for the determination of EP, since the
concentration of EP in the body fluid is lower or higher than the normal level, leading to various
diseases. The modified electrode showed a wide linear working range compared to the modified
electrodes prepared by alternative methods in the literature. Furthermore, the preparation of this
sensor is simple and fast. The proposed sensor (35DT-Au) provided accuracy, selectivity, short
measuring time, ease of preparation, good accuracy and good analytical performance. This
modified electrode preparation process is a simple and fast process, does not require any pre-
treatment, and shows satisfactory stability and reproducibility, provides a good alternative to
current studies in the literature. In addition, the EP electrode was successfully applied with the
modified electrode.
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Oz

Bu calismada, altin elektrot (Au) yiizeyi 3,5-diamino-1,2,4-triazol (35DT) molekiilii ile
elektrokimyasal yontemle modifiye edilmistir. Epinefrinin (EP) modifiye elektrot (35DT-Au)
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voltametri (CV) teknikleriyle incelenmistir. EP'nin yiikseltgenme isleminde 35DT-Au modifiye
elektrot yiizeyi iyi bir elektrokatalitik aktivite gostermistir. EP tayini, 35DT-Au modifiye elektrot
yiizeyinde DPV teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir. Optimum sartlar altinda, 35DT-Au
modifiye elektrot ile EP’ye ait dogrusal ¢alisma araligi 0,9-32,31 uM ve 32,31-1050 uM olmak
tizere iki farkli derisim araligi olarak belirlenmistir. Bu iki derisim araligi igin gozlenebilme
smirlar1 (LOD) sirastyla 0,39 ve 12,33 uM olarak bulunmustur. EP tayini i¢in, 35DT-Au elektrot
iyi bir tekrarlanabilirlik, kararlilik ve hassasiyet gostermistir. Ayrica, ger¢ek numune olarak ilag
numunei se¢ilmis ve ilagta EP tayini 35DT-Au elektrot ile bagariyla gergeklestirilmistir.

The Voltammetric Determination of Epinephrine on an Au
Electrode Modified with Electropolymerized 3,5-Diamino-1,2,4-
Triazole Film

Abstract

A gold electrode (Au) was modified with 3,5-diamino-1,2,4-triazole (35DT). The electrochemical
behavior of epinephrine (EP) was evaluated on the modified electrode (35DT-Au) by the
differential pulse voltammetry (DPV) and cyclic voltammetry (CV) techniques. For the oxidation
of EP, the 35DT-Au modified electrode surface showed an good electrocatalytic activity. The
modified electrode was used to determine EP by using DPV technique. Under the optimum
conditions, the calibration curve for EP was obtained in the ranges of 0.9 to 32.31 uM and 32.31
to 1050 uM and the detection limits (LOD) was found as 0.39 and 12.33 pM, respectively. For
the oxidation process of EP, the 35DT-Au modified electrode exhibited a good repeatability,
reproducibility, stability and sensitivity. Finally, the determination of EP in commercial injectable
adrenaline samples were successfully applied.

1. GIRIS (INTRODUCTION)

Adrenalin ([(R)-4-(1-hidroksi-2-[metilamino] etil) benzen-1,2-diol], CsH13NO3) olarak bilinen epinefrin
(EP) biyolojik viicut sivilarinda bulunur. EP 6nemli bir hormondur ve merkezi sinir sistemindeki dnemli
dogal katekolamin norotransmiterlerden biridir. EP, sinir pulslarinin ¢esitli organlara iletilmesinde
moderatdr gorevi goriir. Korku veya 6fke gibi giiclii duygular hissedilirse, EP kan dolagimina salinir ve
kalp atim hizi, tansiyon ve seker degerlerinde bir artisa neden olur [1].

EP, kalp atigin1 uyarmak igin ve hipertansiyon, amfizem, miyokard enfarktiisii, alerjik problemler, bronsiyal
astim, bronsit, gdz hastaliklar1 ve glokomu tedavi etmek icin ilag olarak yaygin olarak kullanilir [2,3].
Ayrica, EP, karacigerdeki glikozun katalitik {iretimini artirarak kandaki seker seviyesinin artisina neden
olur ve bu arada yag hiicrelerinde lipitlerin pargalanmasini da tesvik eder [4]. Bir¢ok fizyolojik olay viicut
stvisindaki EP diizeyi ile iliskilidir [5]. Viicuttaki diisiik EP seviyeleri ortostatik hipotansiyon ve parkinson
hastaligina yol agarken, yiiksek EP seviyeleri ise feokromositoma, hipoglisemi, miyokard infarktiisiine yol
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acabilir [6,7]. Bu nedenle, EP derisiminin farmasotik numuneler ile plazma ve idrar gibi ¢esitli biyolojik
stvilarda belirlenmesi farmakolojik arastirmalar, sinir fizyolojisi ve yasam bilimleri c¢aligmalar1 igin
onemlidir [8]. Literatiirde bildirilen EP tayini ¢alismalarinda kullanilan analiz ydntemlerine yiiksek
performanshi sivi kromatografisi (HPLC) [9,10], spektrofotometri [11-13], florimetri [14], kilcal
elektroforez [15,16], kemiliiminesans [17,18] ve elektrojenlenmis kemiliiminesans [19,20] 6rnek olarak
verilebilir. Bununla birlikte, EP molekiilleri kolay yiikseltgenebildigi icin, son yillarda EP tayininin
elektrokimyasal yontemler kullanilarak gerceklestirilmesi ile ilgili calismalara siklikla yer verilmektedir
[21-23]. Ayrica, elektrokimyasal yontemler ile tayin iglemlerinin basit ve hizli olmasi, herhangi bir 6n
hazirlik islemi gerektirmemesi, pahali ekipmanlara ihtiya¢c duymadig i¢in ve dolayisiyla ucuz yollarla
tayine olanak saglamasindan dolay1 ¢ok tercih edilmekte ve kullanilan en ¢ekici ve uygun yontemler
arasinda yer almaktadir. Yiiksek hassasiyet gerekli olmadiginda, elektroanalitik calismalarda yalin
elektrotlarin kullanilmasi, diisiik maliyet, zaman tasarrufu, islem kolaylig1 ve uzun siireli kararlilik gibi bazi
avantajlar saglar. Buna karsin, EP'nin elektron transfer hizinin yavas olmasi ve elektrot yiizeyine adsorbe
olmasindan dolayi, EP'nin yalin elektrotlar ylizeyindeki elektrokimyasal tepkisi zayiftir [24,25]. Bu
smirlamalarin iistesinden gelmek ve EP'yi belirlemek i¢in, yalin elektrot yiizeyinin ¢esitli maddeler ile
modifiye edilmesi etkili bir yontemdir [21-23]. Literatiirde EP tayini i¢in elektrot yiizeyini modifiye etmek
amacityla kullanilan maddeler arasinda en yaygin kullanllan maddeler elektrot yiizeyinde
polimerlestirilebilir molekiillerdir. Elektrot yiizeyinde polimerize olarak yiizeyi modifiye etmek i¢in
kullanilan maddelere indoleasetik asit [21], L-metiyonin [22], eriokrom siyahi [23] ve parlak kresil mavisi/
nil mavisi [26] 6rnek olarak verilebilir. Ayrica bu amagla 1,2,4-triazol temel yapisina sahip olan bilesiklerin
kullanimi ¢ok genis ¢esitlilikte uygulamalara sahiptir. Altin elektrot kullanilan son ¢alismalarin bazilarinda,
triazollerin polimerizasyonu ve elektrosorpsiyonu incelenmistir [27].

EP'nin tespiti igin literatiirde cesitli elektroanalitik ¢alismalar bildirilmistir. Askorbik asit varliginda EP
tayini i¢in Yang ve arkadaglari sisteamin ve nano-Au esash elektrokimyasal sensor geligtirmislerdir.
Hazirladiklar1 sensor EP'in yiikseltgenmesi islemi i¢in iyi bir elektrokatalitik tepki gostermistir [8]. Li ve
Sun, cams1 karbon elektrot yiizeyini paladyum katkili poli (L-arginin) ile modifiye etmislerdir. Bu modifiye
elektrot ile EP tayininde CV teknigini kullanmislardir. Gergek numune olarak ilag numunesi kullanmis ve
EP tayinini basartyla gergeklestirmiglerdir [28].

Bu c¢alismada, 3,5-diamino-1,2,4-triazol (35DT) molekiiliniin altin elektrot (Au) yiizeyinde
elektropolarizasyonu ile modifiye bir yizey (35DT-Au) hazirlanmistir. Yalin Au elektrotla
kargilastirildiginda modifiye edilmis elektrot, EP’nin yiikseltgenme siireci i¢in daha yiiksek katalitik
aktivite gostermistir. 35DT-Au yiizeyinde EP’nin elektrokimyasal davranisi DPV ve CV teknikleri
kullanilarak incelenmis ve EP tayini i¢in optimum sartlar belirlenmistir. Daha sonra, 35DT-Au modifiye
elektrot kullanilarak ilag numunesinde EP tayini yapilmis ve bdylece hazirlanan sensoriin analitik
performansi incelenmistir.

2. DENEYSEL METOT (EXPERIMENTAL METHOD)
2.1. Kullamilan Kimyasallar ve Cihazlar (Used Chemicals and Devices)

Kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. Calismada kullanilan perklorik asit, fosforik asit, 35DT, EP,
potasyum kloriir (KCl) ve etanol Sigma-Aldrich marka kullanilmistir. Sodyum fosfat dibazik, borik asit,
sodyum fosfat monobazik, hidrojen peroksit, siilfiirik asit, sodyum asetat, asetik asit (buzlu) ve sodyum
hidroksit Merck marka kullanilmistir. EP'nin stok ¢ozeltisi giinliik olarak, ultra saf su i¢inde ¢oziinmesiyle
1 x 10 M derisiminde hazirlanmistir. Yiizey kaplamasi i¢in kullanilan 1 x 103 M 35DT ¢ozeltisi 0,1 M
KCl ¢ozeltisinde hazirlanmigtir.

Elektrot ylizeylerinin temizlenmesi isleminde Bandelin marka Sonatax super model ultrasonik banyo
kullanilmigtir. Hazirlanan ¢ozeltilerin pH ayarlamalan i¢in oda sicakliginda Thermo marka Orion 5 Star
model dijital pH metre kullanilmistir. Musluk suyundan ultra saf su (18,2 MQ direng) iiretimi Millipore
marka saflastirma sistemi ile yapilmustir.
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2.2. Elektrokimyasal élciimler (Electrochemical measurements)

Elektrokimyasal deneyler, ii¢ elektrotlu ve bilgisayar kontrollii bir potansiyostat (CHI marka ve 660B
model) kullanilarak yapilmistir. Calisma elektrotu olarak modifiye edilmis Au elektrodu (BAS, MF-2014,
geometrik alan 0,020 cm?), referans elektrot (BAS, MF-2052) olarak Ag/AgCl/KCl(doy.) elektrot ve karsit
elektrot olarak platin tel (BAS, MW-1032) kullanilmistir. Deneyler 30 ¢cm® hacimli ii¢ elektrotlu bir
elektrokimyasal hiicrede gerceklestirilmistir. DPV 6lglimleri, 0,05V genlik, 0,05 s puls genisligi ve 0,1 s
puls periyodu degerlerinde gerceklestirilmistir.

2.3. 35DT-Au modifiye elektrodunun hazirlanmasi (Preparation of 35DT-Au modified electrode)

Yiizeyin kaplanmasi isleminden 6nce, Au elektrotlar1 5 dakika boyunca Piranha ¢ozeltisinde (%30 H20, ve
der-HzS04; 3:1 (V/V)) bekletilmistir. Bu elektrotlar ultra saf suyla durulanmis ve parlatma pedi (Buehler®)
iizerinde 0,3 ve 0,05 pm boyutlarina sahip siispansiyon seklindeki aliimina tozlar ile esit sayida dairesel
hareketlerle temizlenmis, parlatilmis ve durulanmistir. Her biri 15’er dakika olmak iizere, Au elektrot
sirastyla etanol ve su igerisinde sonike edilmistir [29]. Temizlenmis Au elektrotlar 35DT ¢ozeltisine
daldirilmigtir. 35DT-Au modifiye elektrotlarinin modifikasyonu, 0,1 Vs tarama hizi ve 10 ¢evrim sayisi
ile -0,8 ve +1,6V potansiyelleri arasinda CV teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. Elektrotlar
kullanimdan 6nce ultra saf suyla durulanmustir.

3. SONUCLAR VE TARTISMA (RESULTS AND DISCUSSION)
3.1. 35D T-Au modifiye elektrodun hazirlanmasi (Preparation of 35DT-Au modified electrode)

Yiizey kaplama isleminde ilk once, uygun olan ¢evrim sayisina karar verilmistir. Hazirlanan modifiye
elektrot EP tayininde kullanildig i¢in, ¢cevrim sayist degisiminin EP’nin anodik pik akimina olan etkisi
incelenmistir. Uygun olan ¢evrim sayisini belirlemek i¢in 5, 10, 15, 20 ¢evrim sayilarinda kaplama
yapilmustir. Sekil 1’de, farkli sayida ¢evrimle hazirlanan modifiye elektrot ile 3x10° M EP’ye ait
diferansiyel puls voltamogramlari verilmistir. EP'nin anodik pik akim1 10 CV'ye kadar yiikselmis ve sonra
azalmistir. Bu nedenle, uygun ¢evrim sayisi 10 CV olarak se¢ilmistir. Sekil 2°’de 10 ¢evrim ile, 35DT
molekiillerinin Au ylizeyine polimerizasyonunu gosteren ¢oklu CV’ler verilmistir. 35DT i¢in ilk taramada,
+0,45 V'da tersinmez indirgenme piki goriilmiis ve cevrim sayis1 arttik¢a, bu pikin akimi artmustir. ilk
taramada, 35DT i¢in +1,1 V'da ¢ok kiiciik bir yilikseltgenme piki goriilmiis ve ikinci ¢evrimden itibaren bu
pikin akimi artis gostermistir. Sekil 2'de goriildigii gibi, 35DT’ye ait anodik pik akimi her bir ¢cevrimde
artmig ve bir siire sonra sabit bir degere ulagmistir. Bu durum, her bir tarama ile 35DT molekiillerinin Au
elektrot yiizeyinde elektropolimerize olarak biriktigini gostermektedir.
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Sekil 1. Farkli cevrim sayilart (5, 10, 15, 20) ile kaplanmis 35DT-Au modifiye elektrot ile 3x10° M
EP’ye ait diferansiyel puls voltamogramlari ve ¢evrim sayisina karsi EP 'nin anodik pik akimi grafigi
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Sekil 2. Yalin Au elektrot yiizeyine 35DT molekiillerinin 10 g¢evrim ile kaplanmasina ait ¢oklu-doniisiimlii
voltamogram.

3.2. 35DT-Au modifiye elektrodun déniisiimlii voltametri ile karakterizasyonu
(Characterization of 35DT-Au modified electrode by cyclic voltammetry)

Modifiye elektrot yiizeylerinin karakterizasyon igleminde, KsFe(CN)s/KsFe(CN)s molekiilleri siklikla
elektrokimyasal prob olarak kullanilmaktadir [30,31]. Fe(CN)g** molekiillerinin ~ doniigtimli
voltamogramlar1 alinarak yalin ve modifiye ylizey birbiri ile karsilagtirllmistir. Sekil 3, derisimleri 1’er mM
olan Fe(CN)¢* ™ molekiillerinin, yalin Au ve 35DT-Au elektrotlar1 yiizeyinde elde edilen CV'lerini
gostermistir. Yalin Au ve 35DT-Au elektrot yiizeylerinin her ikisinde de redoks probunun tersinir
indirgenme ve yiikseltgenme pikleri goriilmiistir. Fe(CN)e* ™ molekiillerinin pik akimlarinda
modifikasyon isleminden sonra bir miktar azalma oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, katodik ve anodik
tepe noktalarinin potansiyelleri arasindaki fark, yalin Au ve 35DT-Au elektrotlarinda sirasiyla 0,060 ve
0,085 V olmustur. Elektrot yiizeylerinde Fe(CN)s*# piklerinin akimlarmin ve potansiyellerinin farkl:
olmasi, Au elektrot yiizeyinin 35DT filmi ile modifiye oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3. Yalin Au ve 35DT-Au elektrot yiizeylerinde 1,0x102 M Fe(CN)&*#~ (0,1 M KCl igerisinde)
elektrokimyasal problarinin déniigiimlii voltamogramlari, tarama hizi 0,1 Vs™.

3.3. 35DT-Au modifiye elektrot yiizeyinde EP'nin elektrokimyasal davranisi

(Electrochemical behavior of EP on the 35DT-Au modified electrode surface)
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3.3.1. Destek elektrolit tiiriiniin ve pH’min EP'nin yiikseltgenme pikine etkisi
(Effect of support electrolyte and its pH on the oxidation peak of EP)

EP'ye ait anodik pik akimi, destek elektrolit ¢ozeltisinin tiiriinden (DE) ve onun pH degerinden etkilenir
[32-34]. DE'nin EP'nin anodik pik akimina etkisi DPV teknigi kullanilarak incelenmistir (Sekil 4). Bu
amagla, fosfat tamponu (PBS) (pH 7,0), britton-robinson tamponu (BR) (pH 2,0), asetat tamponu (NaAc—
HAC) (pH 3,0), perklorik asit (pH 2,0) (HCIO4) ve fosforik asit (pH 2,0) (HsPO4) ortamlari kullanilmustir.
Bu ortamlarda, 2,5 x 10* mol L EP'nin anodik pik akim degerleri sirasiyla 1,02, 1,05, 1,28, 1,44 ve 1,30
LA olarak bulunmustur. Sekil 4’de goriildiigii gibi, EP'nin anodik pik akiminin en biiyiik degeri HCIO,
¢Ozeltisinde elde edilmistir. Bu nedenle, HCIO4 ¢ozeltisi DE olarak se¢ilmistir.

DE ortaminin pH etkisini incelemek i¢in 1,0 ve 5,0 pH araliginda HCIO4 ¢6zeltileri hazirlanmustir. 2,5x10°
M EP’nin diferansiyel puls voltamogramlari Sekil 5A’da verilmistir. EP'nin anodik pik akim degeri,
¢ozeltinin pH degisiminden (Sekil 5B) etkilenmistir. En biiyiik pik akim degeri pH 2,0 HCIO4 ¢ozeltisinde
elde edilmistir. Bu nedenle, en uygun DE ortami olarak pH 2,0 HCIO4 olarak se¢ilmistir. Bu ortamda EP'nin
pik potansiyeli yaklagik 0,32 V degerindedir. Bununla birlikte, pH degeri biiyiidiik¢e, EP'nin anodik pik
potansiyeli (Epa) negatife kaymaktadir (Sekil 5C). Bu durum, EP'nin yiikseltgenme tepkimesinin dogrudan
protonlarla iliskili oldugunu gostermektedir. Sekil 5C'de Epa’nin pH ile degisim grafigi verilmistir. Elde
edilen dogru denklemi Es. 1°de verilmistir. Ayrica, Es. 2°de verilen Nernst denklemi [34] kullanilarak m/n
degeri 0,97 (yaklagik 1) olarak hesaplanmigtir. Bu sonug, EP'nin yiikseltgenme siirecinde proton ve elektron
sayilarinin esit oldugunu gostermektedir. Es. 2°de R gaz sabitini (8.314 JK* mol?), T sicakligi (298,15 K),
F faraday sabitini (96485 C mol™), n ve m ise sirasiyla elektron ve proton sayilarini ifade etmektedir.

Epa = -0,0570 pH + 0,4447 (R? = 0,9991) 1
dEp/dpH = 2,303mRT/nF 2

Sekil 6'da, pH 2,0 HCIO, ortaminda yalin Au ve 35DT-Au modifiye elektrotlar ile elde edilmis 2,5x10*M
EP’ye ait DPV’ler verilmistir. EP'nin anodik pik potansiyeli, yalin ve modifiye elektrotlarda sirastyla 0,33
ve 0,32 V’da goriilmektedir. EP'nin anodik pik akim degeri, 35DT-Au ile modifiye edilmis elektrot ile 1,44
x 10® A’dir. Bu deger, yalin Au elektrotla elde edilen degerden (1,10x1077 A) 13,1 kat daha biiyiiktiir. Bu
sonug, EP tayini i¢in 35DT-Au’nin iyi bir alternatif elektrot oldugunu gostermektedir.

2l amavEs CHET0) '
#9#-HAc-NaActamponu (pH 5,0)
2.0 eee-BR tamponu (pH 2,0)
= = =H3POy(pH 2,0)
1.8 — HC10y (pH 2,0)
1.6
1.4
El
g12
% 1.0
0.8
0.6
0.4 g
0-2 T T T T T T
0.5 04 03 02 01 0 -01 -02
Potansiyel / V

Sekil 4. Farkli destek elektrolit ortamlarinda 2,5 %10 M EP 'nin 35DT-Au modifiye elektrot ile alinmug
diferansiyel puls voltamogramlari.
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Sekil 5. A. 35DT-Au modifiye elektrot yiizeyinde farkli pH degerlerideki (1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 4,0 ve 5,0)
HCIO4 ¢ozeltisinde 2,5 x10* M EP nin diferansiyel puls voltamogramlari (4), pH 'yva karst akim (B) ve
potansiyel grafigi (C).
2-0 | | I | I
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Sekil 6. pH 2,0 HCIOy destek elektrolit ortaminda 2,5 %10*M EP nin varliginda ve yoklugunda elde
edilmis diferansiyel puls voltamogramlart

3.3.2. Tarama hizimin etkisi (Effect of the scan rate)

0,01 ve 0,5 Vs arasinda degisen tarama hizlarinin, 35DT-Au modifiye elektrot yiizeyinde 10 pM EP'nin
yikseltgenme ve indirgenmesine olan etkisi incelenmis ve elde edilen CV’ler Sekil 7A'da verilmistir.
Tarama hiz1 arttiginda, katodik ve anodik pik akimlar1 kademeli olarak artmistir. Sekil 7B'de, tarama hizinin
(v) artist ile anodik ve katodik pik akim degerlerinin (Ipa ve Ipc) arttig1 ancak bu artisin dogrusal bir artig
olmadig1 goriilmektedir. Bu durum EP’nin redoks siirecinin difiizyon kontrollii oldugunu gdstermektedir
[35]. Sekil 7C’de Ipa ve Ipc degerlerinin tarama hizimin karekokii (v?) ile dogrusal bir iliski gosterdigi
gortilmektedir. Ip ile v*? arasindaki degisimi ifade eden dogru denklemleri sirasiyla Es. 3 ve 4’de
verilmistir.

Ipa (uA) = 1,8740 v2(Vs?) + 0,0304 (R? = 0,9953) 3
Ipc (nA) = - 2,0319 v*2(Vs?) + 0,0113 (R% = 0,9990) 4
Es. 3 ve Es. 4°de goriildiigii gibi Ip-v'? arasindaki dogrusal iligki, redoks siirecinin difiizyon kontrollii
oldugunu dogrulamaktadir [36]. Sekil 7D’de logv-loglp grafigi verilmistir. logv ve loglp arasinda dogrusal

bir iliski bulunmaktadir ve aralarindaki dogru denklemleri Es. 5 ve 6’da verilmistir.

loglpa (1A) = 0,4712logv (Vs™) + 0,2693 (R? = 0,9967) 5
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loglpe (LA) = 0,4747logv (Vs?) + 0,2944 (R? = 0,9973) 6

logv-loglp grafiklerinin egim degeri redoks siireglerinin difiizyon yada adsorpsiyon kontrollii oluslari ile
bilgi vermektedir. Difiizyon kontrollii islemlerde egim degeri olarak 0,5 degeri teorik degerdir [37]. Es. 5
ve 6’da, anodik ve katodik siiregler igin egim degerleri sirastyla 0,4712 ve 0,4747 olarak elde edilmistir.
Bu degerler EP’nin modifiye ylizeyde gerceklesen redoks siireclerinin difiizyon kontrollii oldugunu
gostermektedir [37].

B
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Katodik

-6-0 T T T T T T T -2

0.80 0.70 0.60 0.50 0.40 0.30 0.20 0.10 0 0.2 0.4 0.6
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E e
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- R* =0,999 07
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Sekil 7. pH 2,0 HCIOq destek elektrolit ortaminda 1x10° M EP’nin farkli tarama hizlarinda alinmig
doniigiimlii voltamogrami (4), tarama hizina karsi akim grafigi (B), tarama hizimin karekokiine karst akim
grafigi (C), logv’ye karsi logl grafigi (D).

3.4. 35DT-Au modifiye elektrodun analitik performansi, kalibrasyon egrisi ve giézlenebilme siniri
(Analytical performance, calibration curve and limit of detection of the 35D T-Au modified electrode)

35DT-Au elektrodunun analitik performansi incelenmistir. Sekil 8'de verilen voltamogramlardan, artan EP
derisimi ile anodik pik akim degerlerinin arttig1 goriilmektedir. Olusturulan kalibrasyon grafiginde, egimi
farkli, 0,9-32,31 uM ve 32,31-1050 uM olmak ftizere iki dogrusal ¢alisma araligi goriilmektedir. Bu iki
bolge icin elde edilen dogru denklemleri Es. 7 ve 8’de verilmistir. Ayrica birinci ve ikinci dogrusal
bolgelerin kalibrasyon hassasiyetleri sirasiyla yaklagik olarak 0,58 ve 0,01 uA/uM olarak hesaplanmistir.

Ip(LA) = 0,0030 [EP] (uM) + 0,5789 (R? = 0,9940) 7

Ip(LA) = 0,0122 [EP] (uM) + 0,0103 (R2 = 0,9979) 8
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Bu iki caligma araligi ig¢in goézlenebilme smirlar1 (LOD) sirasiyla, 0,39 pM ve 12,35 uM olarak
bulunmustur. Tayin sinirlar1 (LOQ) ise sirasiyla, 1,3 uM ve 41,2 uM olarak hesaplanmigtir. Bunun i¢in Es.
9 ve 10’da verilen formiiller kullanilarak sirasiyla LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Bu esitliklerde k
kalibrasyon grafiginden elde edilen dogrunun egimini ve Sp standart sapmay1 ifade eder. Yapilan ¢aligmanin
analitik performansinin literatiirdeki bazi c¢alismalarla olan karsilagtirmasi Tablo 1’de verilmistir.
Literatiirde, bu c¢alismaninkinden daha diisiik degerde elde edilmis LOD degerleri mevcuttur [38, 40].
Ancak bu ¢aligmada kullanilan 35DT-Au modifiye elektrot EP tayini i¢in genis bir ¢calisma araligina sahip
olmasi agisindan iyi bir analitik performans sergilemistir.

LOD = 3Sp/k 9

LOQ = 10Sp/k 10

Tablo 1. 35DT-Au modifive elektrodunun analitik performanswn literatiirdeki bazi g¢alismalarla
karsilastirilmasi

Elektrot Yontem Caligma araligi (uM) LOD (uM) Kaynak
TTAB?/CPEP DPV 0,15-30 0,12 [38]
SWCNTS-GCEY cVv 10-110 2,54 [39]
MCF¢/GCE DPAS 0,1-12 0,04 [40]
MWCNT"/GCE DPV 22,5-547 3,92 [41]
35DT-Au DPV 0,9-32,31 ve 32,31-1050 0,39 ve 12,35 Bu ¢alisma

aTetradesiltrimetil amonyum bromiir, "karbon pasta elektrot, ‘tek duvarli karbon nanotiip, %camsi karbon
elektrot, égdzenekli karbon siinger, "¢ok duvarli karbon nanotiip

4.0
4
3.5] 35 .
5|  ¥=0,0030x+0,5789
3.0 R2=0,9940
4 <2
<25 F oA
s 31 Zo2
£ 2.0 g
% 0.5 < 0 70 30
1.5] A [EP]/ uM
500 750 1000 1250 1500
1.01 [EP] / uM
0.5
0““\““\""I""I""\““\““\“"I""I"
0.60 050 040 030 020 0.10 0 -0.10 -0.20 -0.30

Potansiyel / V

Sekil 8. pH 2,0 HCIO, destek elektrolit ortaminda farkl derisimlerde EP (0, 0,9, 2,5, 6,0, 10,7, 15,3,
19,2, 23,8, 32,3, 35,8, 41,0, 52,0, 80,5, 110, 138, 164, 188, 228, 250, 280, 310, 340, 400, 486, 538 590,
642, 692, 742, 841, 980, 1050, 1200, 1350 uM) ilavesi ile elde edilen diferansiyel puls voltamogramlar

ve EP derisimine karst akim grafigi (kalibrasyon grafigi).

3.5. 35DT-Au modifiye elektrodunun tekrarlanabilirlik ve kararhlik ¢calismalarn (Reproducibility
and stability studies of the 35DT-Au modified electrode)

35DT-Au sensoriiniin tekrarlanabilirligi ilk olarak, tek bir 35DT-Au modifiye elektrot yiizeyinde, 2,5 x
104 M EP’nin pik akimlar1 elde edilerek degerlendirilmistir. %BSS (ylizde bagil standart sapma) degeri
tekrarlanan alti 6l¢tim sonucunda %0,41 olarak bulunmustur. Bunun ardindan 35DT-Au modifiye
elektrodunun hazirlanmasi ile ilgili olarak tekrarlanabilirlik ¢aligmasi yapilmistir. Ayni sekilde hazirlanmis
farkli altt 35DT-Au elektrot ile EP’ye ait pik akim degerleri icin % BSS degeri % 2,37 olarak
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hesaplanmistir. Elde edilen bu %BSS degerleri, 35DT-Au modifiye elektrodu ile EP tayininde
tekrarlanabilirligin iyi oldugunu gostermistir. Ayrica modifiye elektrodun kararliligi, kuru sartlarda oda
sicakliginda degerlendirilmistir. 35DT-Au elektrodun hazirlandig: giin (1. glin) EP’ye ait pik akim degeri
belirlenmigtir. Bunu takip eden 7. ve 15. giinlerde de ayni islem yapilmis ve elde edilen voltamogramlar
Sekil 9A'da gosterilmistir. Giin sayisina gore degisen akim grafigi Sekil 9B’de verilmigstir. 7. ve 15. giin
sonunda, EP'nin pik akimlari sirasiyla % 3,5 ve % 6,3 diislis gostermistir. Bu sonuglar gostermektedir ki,
35DT-Au modifiye elektrodu, EP'nin voltametrik tespiti igin yiiksek kararlilik ve iyi bir tekrarlanabilirlik
gostermektedir.

20—
1.8
1.6
14
< 12
£ 1.0
Z 08
0.6
0.4
0.2+
0.60 0.50 040 030 020 010 0
Potansiyel /| V

i . 14
Giin sayis1

Sekil 9. 35DT-Au elektrodunun hazirlandig giin ile hazirlanisinin 7. ve 15. giinlerinde kullanimiyla 2,5 %
107* M EP igeren pH 2,5 HCIO4 ortaminda elde edilen diferansiyel puls voltamogramlari (4), elde edilen
pik akimlarimin giine karsi degisimini gosteren grafik (B).

3.6. Girisim etkisi (Effect of interferences)

Hazirlanan 35DT-Au modifiye elektrodunun segiciliginin degerlendirmek ic¢in, EP tayinine girisim
yapabilecek olas1 tiirlerin etkisi incelenmistir. Bu amagla, 50 uM EP igeren DE ortamina bu tiirler
eklenmistir. 500 kat K*, Na*, Mg?*, Ca?*, Cl, CO3*, SO4%, NOgs; 200 kat derisimde fruktoz, glukoz, oksalik
asit, benzoik asit, Zn?*, PO,*, Fe**, Co®"; 100 kat sakaroz, tirozin, triptofan; 50 kat etanol, metanol, histidin;
25 kat alanin, AI**, Sn?*, Cu?*, Bi%*; 10 kat kafein, iire, levodopa, dopamin, askorbik asit, Ni** ilaveleri
EP’nin anodik pik akim degerini %5’den daha az etkilemistir. Bu sonuglar, 35D T-Au modifiye elektrodun
EP tayini i¢in iyi bir secicilige sahip oldugunu gostermistir.

3.7. Gergek ornek analizi (Analysis of real sample)

35DT-Au elektrodunun analitik performansini degerlendirmek i¢in, standart ekleme yontemi kullanilarak
epinefrin hidrokloriir ilag numunesinde EP tayini yapilmustir. Ilag numunesi tek kullanimlik bir ampul
olarak 1 mL’lik hacimdedir ve 0,5 g/mL derisiminde EP igcermektedir. ila¢ numunesinin pH 2,0 HCIOy ile
10 mL hacimde olacak sekilde seyreltilmesiyle stok ilag numunesi hazirlanmigtir. Daha sonra, i¢cinde DE
bulunan elektrokimyasal hiicreye 6nce bilinen hacimde stok ilag numunesi (5 uM ve 15 uM EP olacak
sekilde) ve bunun flizerine bilinen derisimlerde EP c¢ozeltileri eklenmis ve her birinin DPV’leri
kaydedilmistir. Standart ekleme yontemi ile EP analizi yapilmis, %geri kazanim, %BSS ve %bias degerleri
hesaplanmustir. Sekil 10°da 5 uM EP iceren ilag numunesinin analizine ait voltamogramlar verilmistir. Ug
kez tekrarlanan deney sonuglarinin degerlendirilmesi Tablo 2'de verilmistir. Tablo 2'ye gore, %geri
kazanim degerleri 96.0 ile 100.4 arasindadir. Ayrica ilag numunesinde, EP tayini i¢in kesinlik ve dogruluk
caligmalart sirastyla %BSS ve %bias ile ifade edilmistir. 5 uM ve 15 pM EP iceren ila¢ numunelerinin
tayini i¢in %bias degerleri sirasiyla %0,4 ve -%4,07; %BSS degerleri ise sirasiyla %0,4 ve %2,72 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar, 35DT-Au modifiye elektrodunun EP tayini i¢in iyi bir analitik performans
sergiledigini gostermistir.
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Table 2. 35DT-Au modifiye elektrotla yapilan ilag numunesinde EP tayinine ait veriler

Eklenen Bulunan Kesinlik Dogruluk %Geri
[EP] (uM) [EP] %BSS Bias% kazanim
(M)
0 - - - -
5 5,02+0,02 0,4 0,4 100,4
15 14,39+0,39 2,72 -4,07 96,0

%BSS= (S/X)*x100
%Bias=[(Bulunan[EP]—Eklenen[EP])/Eklenen[ EP]x100
%Geri kazanim= (Bulunan[EP]/Eklenen[EP])*100

v=0,1181x+0,5935
R?=0,9993

3 6 9
[EP] / pM

0 ‘ : ‘ . ‘ ‘ . :
0.70 0.60 0.50 0.40 030 020 010 0 -0.10
Potansiyel / V

Sekil 10. [la¢c numunesinde EP tayini icin yapilan ilavelere karsi elde edilen diferansiyel puls
voltamogramlart ve EP derisimine karsi ¢izilen akim grafigi (1) pH 2,0 HCIOs ¢ézeltisi, (2) stok ilag
numunesi, (3) 2,25 uM EP, (4) 3,5 uM EP, (5) 7 uM EP and (6) 11 uM EP.

4. SONUC (CONCLUSION)

Bu ¢alismada, EP tayini i¢in 3,5-diamino-1,2 4-triazol ile modifiye edilmis bir altin elektrot kullanilmistir.
EP’nin viicut sivisindaki derisim degerinin normal seviyesinden daha diigiik yada yiiksek olmasinin gesitli
hastaliklara yol agmasi sebebiyle, EP tayini i¢in metot gelistirilmesi onemlidir. Modifiye elektrot,
literatiirdeki alternatif metotlarla hazirlanan modifiye elektrotlara kiyasla genis bir dogrusal ¢alisma araligi
gdstermistir. Ayrica, bu sensdriin hazirlanmasi basit ve hizli bir islemdir. Onerilen sensér (35DT-Au)
hassasiyet, segicilik, kisa 6l¢lim siiresi, hazirlama kolaylig1, iyi bir dogruluk ve iyi bir analitik performans
saglamistir. 35DT-Au modifiye elektrot, daha 6nce bildirilen modifiye elektrotlara kiyasla en diisiik EP
saptama sinirina sahip olmamasina ragmen, 35DT-Au elektrotunun hazirlanisinin basit ve hizli bir islem
olmasi, herhangi bir 6n islem gerektirmemesi, tatmin edici 6lgiide kararlilik ve tekrarlanabilirlik
gostermesinden dolay1 EP tayini agisindan literatiirdeki mevcut ¢aligmalara iyi bir alternatif sunmaktadir.
Ayrica modifiye elektrot ile gergek numunede EP tayini basariyla uygulanmaistir.
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