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Bu tez ¢alismasinda, modifiye edilmis polipirol iletken polimerinin biyolojik
tiirlerin tayininde biyosensor olarak kullanimi arastirilmistir. Bu amagla ilk olarak
elektrokimyasal polimerizasyon ile hazirlanan molekiil baskilanmis polipirol
(MIP) film elektrotlarin parasetamol ve askorbik asit i¢in tanima Ozellikleri
incelenmistir. MIP film elektrotlarin performansini kontrol eden bazi 6nemli
parametreler optimize edilmistir. MIP film elektrotlarin parasetamol ve askorbik
asite kars1 yiiksek segicilik ve hassasiyet gosterdigi saptanmistir. Daha sonra bu
elektrotlar ilag Orneklerindeki parasetamol ve askorbik asit tayinlerinde
kullanilmustir. Tez ¢alisgmasmin ikinci asamasinda, elektrokimyasal yontem ile
asirt yiikseltgenmis polipirol nanofiber film hazirlanarak Co(ll) ftalosiyanin
tetrasiilfonat (Co-FTS) ile modifiye edilmistir. Co-FTS ile modifiye edilmis
elektrotlarin  elektrokimyasal performanslari  diferansiyel puls voltametri
yontemiyle incelenmistir. Modifiye elektrotlarin, girisim yapan elektroaktif
tirlerin varliginda glikoza karsi yiiksek secicilik ve hassasiyet gosterdigi
saptanmigtir. Ayrica bu elektrotlarin serum o6rneklerindeki glikoz tayininde
kullanilabilirligi arastirllmigtir. Caligma sonucunda elde edilen veriler molekiil
baskilanmis ve Co-FTS ile modifiye edilmis polipirol film elektrotlarin
parasetamol, askorbik asit ve glikoz tayinlerinde biyosensor olarak analitik amagli
kullanilabilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Polipirol, Biyosensor, Elektrokataliz,  Parasetamol,
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In this study, the usage of the modified conducting polypyrrole polymer as a
biosensor was investigated for the determination of biological species. For this
purpose, firstly, molecularly imprinted polypyrrole (MIP) film electrodes were
prepared by electrochemical polymerization and their recognition properties for
paracetamol and ascorbic acid investigated. Several important parameters
controlling the performance of the MIP film electrodes were optimized. The MIP
film electrodes exhibited a high selectivity and sensitivity toward paracetamol and
ascorbic acid. Then, these electrodes were used for determination of paracetamol
and ascorbic acid in pharmaceutical samples. In the second part of the thesis,
overoxidized polypyrrole nanofiber film was electrochemically prepared and
modified with cobalt(ll) phthalocyanine tetrasulfonate (Co-FTS). The
electrochemical performances of the Co-FTS modified electrodes were
investigated with differential pulse voltammetry method. The modified electrodes
exhibited a high selectivity and sensitivity toward glucose in the presence of
electroactive interfering substances. Usefulness of these electrodes was also tested
for the determination of glucose in serum samples. The results show that
molecularly imprinted and Co-FTS modified polypyrrole electrodes can be used
as a biosensor in analytical purposes in the determination of paracetamol, ascorbic
acid and glucose.

Keywords : Polypyrrole, Biosensor, Electrocatalysis, Paracetamol, Ascorbic
Acid, Glucose
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1. GIRIS

Son yirmi yildir, sensor alanindaki aragtirma ve gelismeler aktif aragtirmaci
sayisi, yayinlanmis makale ve mali destek ag¢isindan biiyiik bir ivmeyle
artmaktadir. Bir sensoriin gorevi fiziksel, kimyasal ve biyolojik ¢evremiz ile ilgili
bilgi vermektir. Polimerler, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belli gereksinimler igin
uygun hale getirilebildiginden sensoér tasarimlarinda yaygin  olarak
kullanilmaktadirlar (Adhikari ve Majumdar 2004). Elektroaktif konjuge veya
iletken polimerler elektronik, manyetik ve optik ozelliklerinden dolay1 biiyiik
bilimsel ve teknolojik oneme sahiptirler (Retama ve ark. 2005). Ozellikle
elektrokimyasal depolama sistemleri, telekominikasyon, molekiiler elektronik ve
sensOr tasarimi gibi uygulamalarda 6nemleri giderek artmaktadir (Ahuja ve ark.
2007).

Iletken polimerlerin genis iletkenlik aralifi birgok kullanim alanlarmin
dogmasina neden olmustur. Elektronik band yapisindaki degisim UV-goriiniir ve
NIR bolgedeki optik 6zelliklerinin  degismesine eslik etmistir. Bu degisim
elektrokromik gostergelerde ve optik sensorlerde kullanilmaktadir. Ayrica bazi
iletken polimerler elektroliiminesans Ozelliklerinden dolay1 organik 151k yayan
diyotlarda (OLED) kullanilirken, fotoliiminesans o0zellige sahip olanlar ise
floresans sensorlerinde uygulama alani bulmaktadir. Katkilama esnasinda polimer
yapisina baglanan iyonlar polimerlerin iyon degisim membranlarinda veya kati-
faz ekstraksiyon kolonlarinda kullanilabilirlik 6zelligi kazandirir. Biiylik anyonik
gruplarla katkilanan iletken polimerler katyon degisim mekanizmasi gosterirken,
kiiciik anyonlar kullanildiginda anyon degisim prosesi ger¢eklesmektedir. Katki
maddesinin yapisi iletken polimerin 6zelliklerinde (iletkenlik, ¢oziiniirliik, termal,
mekanik, asit-baz ve yiikseltgenlere kars1 kararlilik, molekiil kiitlesi, segicilik, vb.)
onemli rol oynar. Iletken polimerin yiikseltgenmesinden dolay1 sismesi yapay kas
tiretiminde kullanilabilecegini gostermistir (Lange ve ark. 2008).

Iletken polimerlerin katkilanmasi kimyasal veya elektrokimyasal olarak
yapilabilir. Kimyasal katkilamada polimer iyot gibi ylikseltgeyici 6zellige sahip
bir maddenin buharina tutularak yiikseltgenme tepkimesi gergeklestirilir. Bir diger
benzersiz kimyasal katkilama yontemi ise polianilinin (PANI) protonlanmasidir.

Bu islem PANI yapisinda bir i¢ indirgenme-yiikseltgenme tepkimesine neden



olarak PANTI’nin farkli formlara doniismesine neden olur (Wallace ve ark. 2003).
Kimyasal katkilama islemi etkin olmakla birlikte nicel olarak tersinirligi zayiftir.
Alternatif olarak kullanilan elektrokimyasal katkilama yonteminde katkilama
seviyesi uygulanacak olan gerilimin ayarlanmasiyla etkin bir sekilde kontrol
edilebilir. Iletken polimerler genel olarak kimyasal veya elektrokimyasal olarak
sentezlenebilir. Kimyasal sentezde monomer uygun sicaklik ve basing araliginda
yiikseltgeyici reaktifler ((NH4)2S20s, FeCls vb.) ile ¢ozelti icerisinde
polimerlestirilir. Elektrokimyasal yontemin basit olmasi, elektrot yiizeyinde hizli
polimerizasyon gerceklesmesi, uygulanan gerilim veya akim degistirilerek film
kalinliginin kontrol edilebilmesi gibi bazi1 avantajlar1 bulunmaktadir.

Iletken polimerler arasinda en yaygin kullamma sahip polimerlerden biri
polipiroldiir. Kimyasal ve mekanik olarak dayanikli olmasi, farkli malzemeler
tizerinde noétral ortamlarda bile elektrokimyasal olarak kolayca sentezlenebilmesi
(Wang ve ark. 2001) ve biyolojik uyumlulugu gibi 6zellikler pek ¢ok ¢alismada
polipiroliin tercih edilmesine neden olmaktadir. Bu o6zelliklerinden dolay1
biyosensor liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada elektrokimyasal sentezin kolayligi ve dstiinlikkleri ile
polipiroliin avantajlar1 g6z Oniinde bulundurularak modifiye polipiroliin
parasetamol, askorbik asit ve glikoz tayinlerinde biyosensor olarak
kullanilabilmesi arastirilmistir.  Calismanin  birinci  asamasinda molekiiler
baskilama yoOntemiyle hazirlanan modifiye polipirol elektrotlar kullanilarak
parasetamol ve askorbik asit icin segici biyosensdrler gelistirilmistir. Ikinci
asamasinda nanofiber yapida sentezlenen asir1 ylikseltgenmis polipirol
Co(Il)-ftalosiyanin tetrasiilfonat ile modifiye edilmis ve glikoza kars1 segici olarak

cevap veren bir biyosensor iiretilmistir.

1.1. Sensorler ve Biyosensorler

En iyi bilinen sensor uygulamalarindan biri asitler ve bazlar igin kullanilan
turnusol kagidi testidir. Bu test, asit varligin1 veya yoklugunu renk degisimine
neden olan bir reaksiyon aracilifi ile kalitatif olarak gosterir. Asitlik derecesini

gostermenin daha kesin bir yontemi 6zel indikatdr g¢ozeltilerinde renklenme



reaksiyonlarinin daha kapsamli bir sekilde kulanilmasi veya pH kagitlarinin
kullanilmasidir. Bununla birlikte asitligi 6lgmenin en iyi yontemi bir pH-metrenin
kullanilmasidir. pH-metre, elektriksel cevabin (gerilim degisimi) bir mikroislemci
yardimiyla (donistiiriicii, transduser) okundugu elektrokimyasal bir cihazdir. Bu
yontemlerde, asitlik derecesine cevap veren yani H® iyonuna karsi segici olan
sensor pH-metredeki cam membran elektrottur. Dolayisiyla cam elektrot iyon
secici elektrot veya H' sensérii seklinde de tamimlanabilir.

Bir biyosensorde, tayin edilecek tlire cevap veren algilayict (sensing) birim
dogada bulunan biyolojik bir tiirdiir. Gozlenebilir bir cevap elde edebilmek i¢in bu
biyolojik tayin birimi dontstiiriicii ile uygun bir sekilde baglantili olmalidir.

Biyosensorler, sadece biyolojik bilesenler i¢in degil ayni zamanda ozel
kimyasallarm algilanmas1 ve o&lgiilmesi ile de ilgilidirler. Olgiilen bu &zel
kimyasallar genellikle analit bazen de substrat olarak isimlendirilirler. Sekil 1.1

bir biyosensoriin genel yapisini sematik olarak gostermektedir.

fnalit Eltiogiiiik Dianiigtiniici Sﬂ;ifal Sitral igletmeisi
(Bubstrat) bitimi
ititmi

Sekil 1.1. Bir biyosensoriin sematik gosterimi

Ornegin burnumuzla tayin ettigimiz “koku” aslinda ¢ok diisiik miktarlardaki
kimyasallardir. Kimyasallar koku zarlarindan gecerek analite duyarli biyolojik bir
bilesen olan koku keselerine ulagirlar ve tayin edilirler. Sekil 1.2 genellestirilmis
bir biyosensor sistemiyle koku alma sistemimizi karsilastirmali olarak
gostermektedir. Burun delikleri yardimiyla toplanan koku 6rnekleri, koku zarlar
(biyolojik bilesen) tarafindan algilanir. Koku zarinin cevabi koku sinir hiicreleri
(doniistiiriicti) tarafindan elektriksel sinyale doniistiiriilir ve degerlendirilmek
tizere sinirler yardimiyla beyne iletilir. Beyin bu sinyali koku dedigimiz hisse

dontistiirdiigiinden bir mikroislemci olarak davranir.
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Sekil 1.2. Bir biyosensor olarak burun

Boylece, bir doniistiiriiciiyle baglantili biyolojik bir algilama biriminin
beraberce olusturdugu cihaz biyosensor olarak tanimlanmaktadir. Donistiiriict,
genellikle 6zel bir kimyasalin veya kimyasal tiliriinlin derisimiyle orantili
biyiikliige sahip olgiilebilir elektronik bir sinyali gozlenebilen fiziksel veya
kimyasal bir birime doniistiiriir. Sonugta biyolojik sistemlerin hassasiyeti ve
spesifikligi ile mikroislemcilerin sahip oldugu bilgisayarli hesaplama iistiinliigii

bir araya gelmektedir (Eggins 1996).

1.2. Sensor Bilesenleri

1.2.1. Tanmma birimleri

Tanima birimi herhangi bir sensoriin anahtar bilesenlerinden biridir ve belli
bir analite veya analit tiiriine karsi sensoriin secici olarak davranmasini
sagladiklarindan secicilikteki en Onemli paya sahiptirler. Bu nedenle diger
maddelerin girisim yapici etkilerini gidermek i¢in onemlidirler. Bazi iyonlarin
analizinde, tayin edilecek analiti segici olarak gegiren bir zara sahip iyon segici

elektrotlar uzun zamandir kullanilmaktadir. Biyosensorlerde kullanilan yaygin



tanima birimi genellikle bir enzimdir. Diger tanima birimleri arasinda antibadiler,

reseptorler ve niikleik asitler yeralmaktadir (Eggins 2002).
1.2.2. Doniistiiriiciiler

Analitik yontemler, spektroskopi ve kolorimetride oldugu gibi fotometrik
dontistiiriicti temelinde yiiriitilmektedir. Bununla beraber yapiminin basitligi ve
diisiitk maliyetli olmas1 nedeniyle elektrokimyasal doniistiiriicii ile ¢alisan pek ¢ok
sensor vardir. Doniistiiriiciiler baslica dort alt gruba ayrilirlar (Eggins 2002).

)} Elektrokimyasal dontistiiriiciiler

i) Optik donistiiriictiler

i) Piezo-elektrik cihazlar

iv) Termal sensorler
1.2.2.1. Elektrokimyasal déniistiiriiciiler

Elektrokimyasal doniistiiriictiler dort alt baglikta incelenir.

Potansiyometrik: Bunlar akim gecirmeksizin bir hiicredeki gerilimin
olgiilmesi temelinde caligirlar. Tayin edilecek analit derisiminin logaritmasi ile
gerilim arasinda dogru orantil bir iliski vardir.

Voltametrik: Tayin edilecek madde yiikseltgeninceye (veya indirgeninceye)
kadar hiicreye uygulanan gerilim kontrol edilerek akimda ani bir degisim ile bir
pik olusur. Pik akiminin yiiksekligi dogrudan elektroaktif tiiriin derigimiyle
orantilidir. Uygun yiikseltgenme (veya indirgenme) gerilimi biliniyorsa o gerilim
degeri uygulanarak akim degerinin degisimi de izlenebilir. Bu sekilde yapilan
analizler amperometrik analiz olarak bilinir.

Kondiiktometrik: Pek ¢ok reaksiyon sonucu ¢ozeltinin kondiiktansinda bir
degisiklik meydana gelmekte ve ¢ozeltinin iletkenliginde bir degisim olmaktadir.
Bu degisim tespit edilerek analiz yapilir.

Alan-etkili-transistor(AET) temelli sensérler: Bazen yukarida bahsedilen
elektrokimyasal dondistiiriicti tiirlerinden biri silikon-¢ip temelli alan etkili bir

transistor lizerinde daha kiiciik boyutlarda tasarlanabilir. Bu yontem genellikle



potansiyometrik sensorlerde kullanildigi gibi kondiiktometrik veya voltametrik

olanlarda da kullanilabilmektedir.

1.2.2.2. Optik doniistiiriiciiler

Bu tiir doniistiirticiiler, fiber optikteki gelismelerle birlikte yeni bir alan
olarak karsimiza ¢ikmaya baslamistir. Daha esnek ve daha kiiclik boyutlarda
tiretime olanak saglamaktadirlar. Bu alanda kullanilan ydntemler arasinda
absorpsiyon, floresans, luminesans ve yiizey plazmon spektroskopisi ve 1sik

sagilmas1 yontemleri vardir.

1.2.2.3. Piezoelektrik cihazlar

Bu cihazlar, titresen bir kristalden elektrik akimu tiretirler. Titresim frekansi,
bir reaksiyondaki degisimlerle ilgili olarak yiizeye adsorplanan maddenin

kiitlesinden etkilenir. Yiizey akustik dalga cihazlar1 da ilgili sistemler arasindadir.

1.2.2.4. Termal sensorler

Biitiin kimyasal ve biyokimyasal islemler sonucu 1s1 agiga ¢ikar veya
absorplanir. Bu 1s1 hassas bir sensor tarafindan 6lgiilerek tayin edilecek madde

miktari ile iliskilendirilir.

1.3. Ideal Bir Biyosensoriin Ozellikleri

Elektrokimyasal, optik veya diger biyosensor tiirlerini en uygun bir sekilde
tasarlayabilmek icin 6l¢iim sisteminin sahip olmasi gereken bazi temel fiziksel
ozelliklerin olmasi gerekmektedir. ideal bir biyosensoriin sahip olmasi gereken

baz1 6nemli karakteristik ve 6zellikler soyle siralanabilir (Buerk 1993).



1.3.1. Hassasiyet

Hassasiyet, genellikle 6zel bir kimyasalin derisimindeki degisime (AD) bagh
olarak biyosensor cevabinda meydana gelen degisimin (AC) Olglisii olarak
(AC/AD) tanimlanir (Sekil 1.3). Analit ¢ogunlukla bir biyosensor tarafindan
dogrudan tayin edilmez. Pek ¢ok durumda biyosensoér Ol¢iim yaparken, bir
kimyasal reaksiyondaki ilgili reaktifin veya lirliiniin derisimindeki degisimi tespit
eder. Bu yiizden biyosensoriin analit ile ilgili hassasiyeti (kimyasal reaksiyon
stokiyometrisine uygun olarak) dogrudan tayin edilen tiir ile ilgili olmaktadir.

Bazi biyosensor tiirlerinde, dlgiimler biyosensoriin dinamik cevabi tizerinden
elde edilmektedir. Bu durumda hassasiyet derisim degistikge zamanla sinyalde

meydana gelen degisim olarak (AC/AD.At) tanimlanabilir.
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Sekil 1.3. Bir biyosensdr igin kalibrasyon egrisi. Egride dogrusal bir cevap araligi (o), tayin
sinirinin altindaki derisimlerde ve daha yiiksek derisimlerde dogrusal olmayan davranis

(@) gortilmektedir. Hassasiyet dogrusal cevap araliginin egimi olarak tanimlanir

Belli bir analite yonelik olarak hazirlanan bir biyosensoriin  etkin
hassasiyetini belirlemek icin pek ¢ok etken vardir. Bunlar arasinda sensoriin
fiziksel boyutu, zarlarin kalinligi, drnekten algilayict bolgeye kimyasal tiirlerin
kiitle transferi ve biyosensoriin aktivitesini diigiiren farkli islemler yeralmaktadir.

Ideal olarak, bir biyosensoriin hassasiyeti kullanim émrii boyunca degismemeli ve



elektronik bir cihazla transduserin ¢ikis sinyalinin belirlenebilmesine yetecek

kadar ytiksek olmalidir

1.3.2. Kalibrasyon gereksinimi

Ideal bir biyosensor, bilinen derisimlerdeki analiti igeren standart ¢dzeltiler
yardimiyla kolayca kalibre edilebilmelidir. Kalibrasyon egrileri hassasiyeti
belirlemek icin ¢ok sayida veriye ihtiyag duymamalidir. Istenilen araligin disinda
kalan giivenilir olmayan ekstrapolasyonlardan kaginmak i¢in kalibrasyonda elde
edilecek veri araligi, dl¢iim yapilacak degerleri icermelidir. Ideal olarak, ard arda
yapilacak Olciimler icin biyosensor hassasiyetinin belirlenmesinde bir kez
kalibrasyon yapilmasi yeterli olmalidir. Bununla bereber, uygulamada zamanla
hassasiyette meydana gelebilecek degisimleri belirlemek amaciyla diizenli

araliklarla kalibrasyon yapmak gerekebilmektedir.

1.3.3. Dogrusallik

Tamamen dogrusal olarak davranan bir biyosensor, 6lglim ortaminda sifir
derisim degerinden analitin fiziksel olarak c¢oziinebildigi en yiiksek derisim
degerini agan bir aralikta degismeyen bir hassasiyete sahip olmalidir. Uygulamada
Sekil 1.3.’te (o) ile gosterilen dogrusal bolge daha dar bir analit derisimi araligiyla
sinirlanmaktadir.  Dogrusal bolgenin herhangi bir yerindeki iki noktadan
kalibrasyon yapilabilmelidir.

Kalibrasyon grafigi biyosensor cevabinmi degerlendirebilecek kadar yeterli
dogrulukta elde edilebiliyorsa, pratik kullanim agisindan bir biyosensoriin
dogrusal olmasma gerek yoktur. Bir diizeltme yapilarak dogrusal olmayan
cevaplar dogrusal bir sekle doniistiiriilebilir. Baz1 biyosensorler yar1 logaritmik
hassasiyete (AC/AInD) sahiptirler. Bunlar dogrusal olmayan sensorler olarak
siiflandirilmalarina ragmen yar1 logaritmik bir Olgek iizerinde yeniden

diizenlenerek cevaplari dogrusal olarak ifade edilebilir.



1.3.4. Tayin simir1

Ideal olarak, bir biyosensor tarafindan tayin edilebilen en diisiik analit
derigimi (Sekil 1.3) sadece Ol¢lim icin kullanilan elektronik cihazin ¢oziiniirligi
tarafindan smirlandirilmahidir. Uygulamada ise, diger etkenler tayin sinirini
etkiler. Ornegin, potansiyometrik &lciimlerde kullamilan elektrokimyasal
doniistiiriiciilere diger iyonlar ve dl¢limii sinirlayan ylizey reaksiyonlarr girisim

yapabilir.

1.3.5. Taban sinyali

Genellikle, bir biyosensoriin sinyali géz oniinde bulundurulmasi gereken
bazi taban giiriiltiilerine sahiptir. Akim kacaklari, elektronik cihazdaki veya
biyosensorde farkli metallerin temasindan kaynaklanan kiigiik gerilim farkliliklar
veya pek ¢ok elektrokimyasal etken taban giiriiltiisine neden olabilir. Taban
sinyali elektriksel bir giiriiltii degildir. Bu nedenle dogrusal bir sistem i¢in dogru
sinyal (S) basit¢e soyle ifade edilir.

S = Séigiilen — Staban sinyali (1.1)

1.3.6. Segcicilik

Ideal bir biyosensér sadece analit derisimindeki degisime cevap verir ve
diger kimyasal tiirlerin varligindan etkilenmez. Aksi takdirde analit derisiminin
tayininde hata meydana gelir. Gergekte ise girisim yapan tilirlerin varligi analit i¢in
belirlenen cevabi etkilemektedir. Girisim yapan tiirlerin derisimini kontrol etmek
miimkiin olmadiginda biyosensordeki karisik sinyallerden kagmmmak amaciyla
baska bir tlir kimyasal transduser ile dl¢iim yapilmalidir. Kimyasal reaksiyonlari
degistiren pH gibi baska tirlii faktorlerde vardir. Bu ve benzeri etkenler

degerlendirilmesi gereken dolayli girisim tiirleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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1.3.7. Kullanim omri

Bir biyosensorde kullanilan biyolojik elementler cogu zaman sistemin en az
kararli olan bileseni olmaktadir. Bir biyosensoriin onemli bir 6zelligi normal iglem
kosullar1 altinda hassasiyetini koruyabildigi kadar uzun bir kullanim émriine sahip
olmasidir. Bu kullanim 6mrii yapilan toplam 6l¢iim sayisina veya ol¢iilen analitin
derisiminin biiyiikliigiine bagli olabilir. Daha yiiksek derisimler hassasiyetin daha
hizli bir sekilde diismesine neden olabilir. Ayrica analit derisimine baglh
olmaksizin analiz ortaminda aktivasyonu engelleyecek diger kimyasal tiirler
bulunabilir. Bir diger énemli 6zellik ise biyosensoriin saklanmasi ve kullanilmasi
arasinda gecen zamanin uzunlugudur. Biyosensoriin bir buzdolabi ortaminda
muhafaza edilmesi gerektigi gibi biyolojik bilesenin  biyoaktivitesini

koruyabilmesi i¢in 6zel bir kimyasal ortamda saklanmasi da gerekebilmektedir.

1.4. Sensor ve Biyosensorlerin Uygulama Alanlari

1.4.1. Tibbi amach uygulamalar

Biyosensorlerin ve kimyasal sensorlerin temel uygulama alani saglik ile
ilgili  teshislerdir. Kandaki bilesenlerin, gazlarin, iyonlarin ve viicut
metabolitlerinin 6l¢limii bir hastanede hastalarin metabolik durumlar1 hakkinda
onemli bilgiler verir ki 6zellikle yogun bakim hastalarinda bunlarin tayini daha da
onem kazanmaktadir. Bu tiirlerin ¢ogu, tibbi teshis laboratuvarlarinda kan ve
idrardan  ayrigtirtlarak  uzun zaman alan klasik analizler yardimiyla
belirlenmektedir. Bu yilizden alinan ornegin dogrudan ve yerinde analizleri
yapilabilirse dakikalarla veya saniyelerle ifade edilebilecek siirelerde sonuca
ulagilabilecektir. Cizelge 1.1 tibbi teshis amaciyla yaygin olarak kullanilan tiirleri

ve bunlarin teshis yontemlerini gostermektedir.
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Cizelge 1.1. Tibbi teshis i¢in gerekli tiirler ve kullanilan yontemlerden bazilari

Analit Kullanilan yontem

Glikoz Amperometrik biyosensor

Ure Potansiyometrik biyosensor
Laktat Amperometrik biyosensor
Hepatit B Kemiluminesans imiin yontem
Candida albicans Piezoelektrik imiin yontem
Kolesterol Amperometrik biyosensor
Penisilinler Potansiyometrik biyosensor
Sodyum Iyon secici cam elektrot
Potasyum Iyon-degisimi-secici elektrot
Kalsiyum Iyonofor iyon segici elektrot
Oksijen Floresans durulmasi (quenching) sensorii
pH Iyon secici cam elektrot

1.4.2. Endiistriyel islemlerin kontrolii

Sensorler ii¢ farkli sekilde fermantasyon islemlerinin degisik asamalarinda
kullanilir. i) laboratuvarda c¢evrimdisi (off-line), ii) Cevrimdigi fakat islem
bolgesine miimkiin oldugunca yakin ve iii) eszamanli olarak ¢evrim i¢i (on-line).
Glinlimiizde eszamanli olarak izleme, sicaklik ve pH Olclimleri gibi bazi
islemlerin disinda sinirli olarak yapilabilmektedir. Bununla beraber, dogrudan
reaktiflerin ve dirlinlerin takip edilmesini saglayan biyosensorler mevcuttur.
Bunlara 6rnek olarak sekerler, mayalar, maltlar, alkoller, fenolik bilesikler
verilebilir. Bu tiir izleme pek ¢ok verinin izlenmesini ve kontrol edilmesini
saglayacagindan Uriin verimliliginin ve kalitesinin artmasimi1 da saglamaktadir.
Genellikle gida ve mesrubat endiistrisinde ¢ok genis bir uygulama alani

bulmaktadir.

1.4.3. Cevresel analizler

Hava, su, toprak ve gevreye ait diger ortamlarda biyosensorlerin ¢ok genis

bir uygulama potansiyeli vardir. Biyokimyasal oksijen ihtiyaci, asitlik, tuzluluk,
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nitrat, fosfat, kalsiyum ve flor analizlerini igeren su ile ilgili pek ¢ok dlgiim bunlar
arasinda yeralir. Ayrica pestisit ve suni giibrelerin hem endiistriyel hem de igme
sularinda ¢ok siki bir sekilde kontrolii gerekmektedir. Baz1 maddelerin eszamanli
olarak siirekli analizi gerektigi gibi bazilarin1 da rastgele bir anda izlemek
gerekmektedir. Ayrica tarimda, bahgecilikte, veterinerlikte ve madencilikte belli
Kirleticiler i¢in yapilan uygulamalar ¢evreye yonelik sensoér uygulamalarinin

icinde yeralmaktadir.

15. iletken Polimerler

Iletken polimerlerle ilgili ilk énemli ¢alisma, Shirakawa’nin poliasetileni
(PA) sentezleyerek katkilama yoluyla iletkenliginin biiyiik Ol¢lide arttigini
belirlemesidir (Ito ve ark. 1974; Chiang ve ark. 1977). lletken polimerler bir 7-
elektron iskeletine sahiptirler ve bu yap1 elektrik iletkenligi, diisiik enerjili optik
gecisler, diisiik iyonlasma gerilimi ve yiiksek elektron ilgisi gibi elektronik
ozelliklerden sorumludur. iletken polimerlerin konjuge m sisteminde, polimer zinciri
boyunca tekli ve ¢iftli baglar birbirini takip ederek siralanmiglardir. Sentetik metal
olarak da adlandirilan iletken polimerlerin, inorganik yari-iletken metallere gore
daha hafif ve elektrokimyasal davramiglariin farkli (elektrokimyasal olarak
tersinir) olmasi; bunun yani sira bilim ve teknoloji alanindaki hizli gelismelere
paralel olarak yeni malzemelere ihtiya¢c duyulmasi bu polimerlerle 1ilgili
caligmalarin artmasinda itici bir gii¢ olmustur (Gerard ve ark. 2002).

Analitik kimya ve biyosensor alanlarinda iletken polimerler ile ¢alisan pek ¢ok
aragtirmaci vardir. Yeni ve ilging ozellikler sunan bu maddelerle yaygin olarak
kullanilan elektrotlarin yiizey modifikasyonlart igin farkli imkanlar olugmakta ve
elektrokataliz, membran ayirmalar1 ve kromatografi alanlarinda uygulanmaktadir. Ayni
zamanda kimyasal ve biyokimyasal sensor iiretiminde de yeni teknolojik imkanlar
olusmaktadir (Trojanowicz ve Krawczyk 1995; Bartlett ve Cooper 1993). Cizelge 1.2
bu ve benzeri alanlarda yaygin olarak kullanilan iletken polimerleri

gostermektedir.
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Doymus hidrokarbonlar sp® hibridi igeren tetragonal yapidadirlar ve
karbonun biitiin elektronlar1 dort hibrit orbitaline yerlesmis durumdadir. Bu
orbitallerin Ortligmesi ile olusan karbon-karbon (C-C) tek baginda elektronlari
uyarmak icin olduke¢a yiiksek enerji gerekir (7-10 eV). Bu nedenle genis band
araligina sahip olan bu bilesikler yalitkandirlar. sp? ve sp hibrit orbitallerinin
bulundugu ikili ve ti¢lii baglarda, hibritlesmeye katilmayan elektronlar1 iceren p
orbitalleri de vardir. Bu orbitallerin Ortiismesiyle olusan  bagindaki elektronlar
metalik iletkenlige neden olur.

Konjuge polimerler yasak enerji araliklar1 (1,5 eV) bakimindan yari iletken
ozellik gosterirler ve bu polimerlerin iletkenlikleri kimyasal veya elektrokimyasal
yollarla  degistirilebilmektedir.  Yiikseltgenme veya indirgenme yoluyla
gerceklestirilen bu isleme, anorganik yari iletkenlerdeki katkilama (doping)
islemine benzemesi nedeniyle ayni isim verilmektedir. Noétral poliasetilenin
iletkenlik degeri yar1 iletken mertebesinde iken, AsFs ile katkilandiginda 107108
kat artmakta ve metalik iletkenlerin diizeyine ulagmaktadir (Chiang ve ark. 1977).
Bazi konjuge polimerlerin iletkenliklerinin AsFs, 1, gibi maddelerle kimyasal veya

elektrokimyasal yollarla katkilandiklarinda arttig1 goriilmiistiir (Sun ve ark. 1997).
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Sekil 1.4’te iletken polimerlerin iletkenlikleri metaller, yar1 iletkenler, yalitkanlar

ve bazi yalitkan polimerler ile karsilastirilarak verilmistir (Sagak, 2002).

1010
iletkenler 108
(metaller) 6
10
Cu, Fe, Ag, Hg
10
.............. 102
1 sulu tuz ¢ozeltileri
iletken .
polimerler yari iletkenler 102
-4
10 silikon
______________ 10-6
108 cam
10-10
10-12
elmas
yalitkanlar 10°14
v -16 .
10 polietilen, kuartz
10°18 ..
polistiren, Teflon
10—20

Sekil 1.4. Iletken polimerlerin iletkenliklerinin metal, yar1 iletken ve yalitkanlarla karsilastiriimasi

1.5.1. Tletken polimerlerde iletkenlik teorisi

Poliasetilen, polianilin ve polipirol gibi konjuge polimerlerin optik
absorpsiyon calismalari sonucunda, bu polimerlerin degerlik bandini iletkenlik
bandindan ayiran yasak enerji araliginin yar iletkenlerde oldugu gibi 1,4-3 eV
arasinda oldugu anlasilmistir. Bir yar iletkende elektronun, degerlik bandindan
iletkenlik bandina ¢ikmasi ile sistemin yapist degismez. Konjuge c¢ift bag yapisina
sahip polimerlerde ise elektronik uyarma, Orgiliniin relaksasyonuna neden
olmaktadir. Polimerlerde iki tiir yapisal relaksasyon oldugu kabul edilmektedir.
Birincisi polimer zinciri boyunca olusan tek diize relaksasyon, ikincisi ise lokal
olarak yapisal deformasyona neden olan relaksasyondur. Bunlarin sonucunda

polimer zinciri tizerinde serbest radikal (soliton) olarak isimlendirilen farkli spin-
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yuk konfigrasyonuna sahip hata merkezleri olusturulabilmektedir. Sekil 1.5°te
olusabilecek hata tiirleri, poliasetilenin yapisi lizerinde iletkenlik teorilerinde
kullanilan kat1 hal fizigi terimleri (solda) ile kimyasal isimlendirmeler (sagda)

birlikte verilerek gosterilmistir (Roth ve Bleier 1987).

S 2 2 Vo o NN

NI, W N N N

camtion NN
NN

Pozitif polaron ¢ Katyon radikali

Negatif polaron . Anyon radikali
sl LB

Porzitif bisoliton ® Karbodikatyon
>

Negatif bisoliton © Karbodianyon

Sekil 1.5. Konjugasyon hatalariin poliasetilen iizerinde gosterimi

Katkilama sonucu olusan solitonun enerji diizeyi, poliasetilenin yasak enerji
araliginin ortasinda yer alir. Poliasetilen ve diger konjuge polimerlerde katkilama
ile polaronik hatalar da olusur ve polaronun elektronik enerji diizeyleri yasak
enerji araliginda simetrik olarak, iletkenlik ve degerlik bandina yakin konumlarda
bulunur. Katki maddesinin fazla eklenmesi durumunda veya elektrokimyasal
olarak katkilama miktarinin dolayisiyla polaronlarin derisimi daha da artirilirsa,
polaronlar kendi aralarinda etkileserek bipolaronlar1 olustururlar. Soliton tiirti

hatalarin sadece zincir boyunca aktariminin miimkiin olmasma karsilik,
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bipoloranik hatalarin bir zincir iizerinden digerine atlayabilecekleri belirtilmistir.
Sonug olarak katkilama ile yasak enerji araligindaki enerji diizeylerine yerlesen

soliton, polaron ve bipolaron gibi yapilar polimerlere iletkenlik kazandirmaktadir

(Aydin, 2002).

15.2. Tletken polimerlerin elektrokimyasal sentezi ve biyosensor

uygulamalar

Elektrokimyasal polimerlesme, ii¢ elektrotlu bir hiicrede monomer ve destek
elektrolitini igeren uygun bir ¢oziiclide gergeklestirilir. Elektropolimerlesme, ince
filmler elde etmek igin potansiyostatik (gerilim kontrollii), kalin filmler elde
etmek i¢in galvanostatik (akim kontrollii) yiiriitiilebilecegi gibi (Deshpande ve
Amalnerkar 1993) doniisiimlii  voltametrik (gerilim taramali) olarak da
gerceklestirilebilir.  Elektrokimyasal sentezler c¢alisma, referans ve karsit
elektrottan olusan bir hiicrede gerceklestirilir. Calisma elektrodu olarak altin,
platin, titanyum, nikel, indiyum katkili-kalay oksit kapli cam (ITO), camsi karbon,
karbon vb. malzemeler kullanilmakta ve bu elektrotlarin  yiizeyinde
elektropolimerlesme gergeklestirilmektedir.

Elektrokimyasal polimerlesme ile iletken polimer olusturabilecek
monomerler nispeten diisiik yiikseltgenme gerilimine sahiptirler ve elektrofilik
stibstitiisyon reaksiyonu gosterme egilimindedirler. Elektropolimerlesme ile
iletken polimer olusumunu polipirol 6rnegi {izerinden Sekil 1.6’da incelemek
miimkiindiir.

Ik olarak elektrot yiizeyinde pirol katyon radikali olusur. Bunu proton
cikisiyla dimerizasyon takip eder. Dimer monomerden biraz daha kolay
yiikseltgenir ve bu ylizden sonraki eslesme reaksiyolarina izin vermek icin
yeniden yiikseltgenir. Polimerin yiikseltgenme gerilimi daima monomerinkinden
daha diisiiktiir. Polimer elektrokimyasal olarak iletken bir hale iyonlasir ve
neticede destek elektrolitin karsi iyonuyla esleserek elektriksel nétrallik saglanir.
Elektrokimyasal polimerlesme islemi sirasinda elektrolitik ¢ézeltide anyonlar gibi
negatif yiiklii molekiiller de bulunabilir. Pozitif yiiklii polimer iskeletine pek ¢ok
biyolojik tiir katkilanabilir veya polimer i¢inde tutuklanabilir. Elektrokimyasal



17

polimerlesme sirasinda katkilanma isleminin eszanmanli olarak gergeklesmesi de

miimkiindir.
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Sekil 1.6. Polipiroliin elektrokimyasal sentez yoluyla olugumu

Iletken polimerler biyolojik tiirler i¢in uygun bir immobilizasyon ortami
olarak kullanilir. Bu malzemelerin redoks ozelliklerinden dolayr son yillarda
kullammi oldukca yayginlasmistir. Ozellikle polipirol nispeten daha kararl
olmasi, kolay hazirlanmasi ve iyi iletkenliginden dolay1 sensor ¢aligmalarinda en
umut verici iletken polimerdir (Ahuja ve ark. 2007).

lletken polimerler elektron transferini kolaylastiran ferrosen gibi
medyatorlerle birlikte de kullanilabilir. Medyatorler iletken polimerlerin yapisinda
yeraldiginda amperometrik sensorlerin cevabi ve hassasiyeti iizerinde Onemli
islevler tstlenir (Xue ve ark. 2005). Medyatorlerin etkisiyle hizli elektron transferi
sayesinde biyosensor iiretiminde kullanilan ince polimerik filmlerin duyarliliginda

onemli iyilesmeler olmaktadir (Mao ve ark. 2003).
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1.5.3. Iletken polimerlerin modifikasyonu

Elektrokimyasal sentezde potansiyostatik veya galvanostatik kosullar ayarlanarak
pek ¢ok parametre kontrol edilebilir. Béylece geleneksel olarak biyosensdr iiretiminde
kullanilan diger yontemlere gére pek ¢ok istiinliik saglanmaktadir. Elektrokimyasal
immobilizasyon yontemlerinin 6nemli tistiinliiklerini soyle siralayabiliriz.

1) Biitin immobilizasyon yontemlerinden daha hizli olan tek basamakli bir
islemdir (Palmisano ve ark. 1994).

ii) Elektrodun geometrisi, boyutu ve sekli ne olursa olsun immobilize enzimin
dagilimi kontrol edilebilir (De Benedetto ve ark. 1996).

ii1) Film kalmhig biriktirme basamaginda uygulanan yiik miktar1 araciligiyla tam
olarak kontrol edilebilir ve bu ¢ok tabakali/cok enzimli bir yapmmn olusturulmasini
saglar. Boylece yiizeyin boyut ve geometrisi ne olursa olsun yiizeye kaplanan polimerin
olusumunda bir standart saglanarak yeniden Tiretilebilirlik orani yiikseltilmis olur
(Cosnier 2003; Trojanowichz ve ark. 1995).

Biyosensor iiretiminde elektrokimyasal olarak polimerlesebilen filmlerin igine
biyomolekiillerin tutuklanmasi en yaygin yaklasimdir. Burada monomer ve enzimin
yeraldig1 ¢ozeltide elektrokimyasal yiikseltgenme gerceklesirken enzim polimerik yap1
icinde tutuklanir (Sekil 1.7).

GO : Glikoz oksidaz enzimi

Sekil 1.7. Polipirol ve glikoz oksidazin etkilesmesi

Polimerlesme gergeklesirken enzim molekiilleri homojen bir sekilde polimer
yapida dagilmis olur. Bu yontem, tek basamakli hazirlama isleminin yeniden

tiretilebilirligi ve basitligi gibi tstiinliiklere sahip olan dogrudan immobilizasyon
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yontemidir. Ayrica polimerizasyon ¢oOzeltisine eszamanli olarak medyatorler,
koenzimler veya diger enzimlerin eklenmesiyle bu tiirlerin de immobilizasyonu
gerceklestirilebilir (Vidal ve ark. 2003). Elektrokimyasal olarak sentezlenmis
polimer filmlerinin i¢ine enzimin girme mekanizmasiyla ilgili farkli goriisler
vardir. Elektrostatik etkilesimin enzimin yapiya girmesinde biiyiik rol oynadigi
ileri stiriilmektedir ve dolayli deneysel deliller bu varsayimi desteklemektedir
(Kajiya ve ark. 1991).

Enzimlerin polimerik yapiya immobilize edilmesi i¢in fakli bir yaklagim
kovalent baglanmayla gerceklestirilmektedir. Bu yaklasimda oncelikle belli
fonksiyonel gruplara sahip monomer veya monomer karigimlar1 uygun bir elektrot
ylizeyinde polimerlestirilmekte ve suda ¢6ziinen bir karbodiimit vasitasiyla enzim
kovalent olarak baglanmaktadir. Sekil 1.8’de poli-(N-3-aminopropil pirol-kopirol)
kopolimerine iireaz enziminin kovalent olarak nasil baglandigi goriilmektedir
(Rajesh ve ark. 2005). Bu sckilde elde edilen elektrotlarda immobilize enzimin

kararliliginda ¢ok biiyiik oranda iyilesme saglanmaktadir (Wolowacz ve ark.
1992).
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Sekil 1.8. Poli-(N-3-aminopropil pirol-ko-pirol) kopolimerine kovalent olarak enzim baglanmasi

1.6. Polipirol

1.6.1. Pirol

Azot iizerindeki ¢iftlesmemis elektronlar, halkada bulunan 4n elektronlari

(iki ¢ift bagdan gelen) ile birlestiginde benzen gibi diizlemsel (planar) aromatik 67
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elektronlu bir sistemi olusturur. Pirol ve tiirevleri halkada yiiksek elektron
yogunluguna sahip olan bilesiklerdir. Dolayisiyla bu bilesikler elektrofilik katilma
ve yer degistirme reaksiyonlarma karst son derece aktif iken niikleofilik
reaksiyonlara karsi daha az aktiftirler. Azot iizerindeki elektronlar halkaya verilir
ve halkanin elektrofile karsi aktifligi artar. Pirol genellikle elektrofilik
siibstitiisyon reaksiyonunu, 2 veya 5 pozisyonundan gergeklestirir. Pirol

monomerinin yapisi ve rezonans formlar1 Sekil 1.9°da verilmistir.

Sekil 1.9. Pirol ve rezonans formlarinin yapisi

1.6.2. Polipiroliin kimyasal ve elektrokimyasal sentezi

Polipirol (PPy) cevresel kararliligi, kolay sentezlenmesi ve yiiksek
iletkenliginden dolay1 ticari uygulamalarda diger iletken polimerler icerisinde en
fazla tercih edilendir. PPy ilk kez 1916 yilinda kimyasal polimerizasyonla
sentezlenmis ve pirol siyahi olarak adlandirilmistir. PPy, pirol ya da siibstitiie
pirol monomerlerinin yiikseltgenmesi ile elde edilmektedir. Yiikseltgenme
genellikle ya kimyasal bir yiikseltgen varliginda c¢ozelti igerisinde kimyasal
polimerizasyon ile ya da disaridan gerilim uygulanarak iletken elektrot yiizeyinde
elektropolimerizasyon yontemi ile gerceklestirilmektedir. Bunun yani sira
fotokimyasal baslatict ve enzim-kataliz polimerizasyon yontemleri de
yukseltgenme islemi i¢in kullanilmasina ragmen, kimyasal ve elektrokimyasal
polimerizasyon yontemlerine gore daha az tercih edilmektedir. Kullanilan ¢esitli

sentez yoOntemlerine bagli olarak farkli formlarda polipirol materyalleri elde
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edilmektedir. PPy elektrokimyasal sentez ile calisma elektrodu iizerinde film
olarak, kimyasal polimerizasyon yontemi ile genellikle toz halinde ve enzimatik
polimerizasyon sonucunda ise sulu dispersiyonlar formunda olusmaktadir. Ayrica
farkli sentez yontemleri ile elde edilen polimerler farkli kimyasal ve elektriksel
ozelliklere sahip olmaktadir (Wallace ve ark. 2003).

Kimyasal polimerizasyonda yiikseltgen olarak genellikle (NH4),S;0g, H20o,
Fe3+, Cu2+, Cr6+, Ce4+, Ru* ve Mn’™* gibi gecis metallerini igeren tuzlar
kullanilmaktadir (Wang ve ark. 2001). Yikseltgen olarak (NH4)2S,0s
kullanildiginda anyonik katki maddelerinin ilavesi ile olusan polimer miktarinda
cok az bir artis gozlenirken buna karsilik iletkenligi biiyiik 6l¢lide azalmaktadir.
Fe2(SO4)3, sodyum dodesilbenzensiilfonat ve sodyum alkilsiilfonat gibi anyonik
katkt maddelerini igceren sulu ¢ozeltinin kullanildigr kimyasal polimerizasyon
yontemi ile elde edilen polipiroliin, hem miktarinin hem de iletkenliginin arttig
gozlenmistir (Kudoh 1996). Ayrica polimerizasyon isleminde kullanilan
¢oziiciiniin de polimerin iletkenligine etkisi biiyliktiir. Ayni polimerizasyon
kosullarinda ¢6ziicli olarak dimetilformamit ve aseton kullanildiginda ¢ok diisiik
iletkenlige sahip polipirol elde edilirken; benzen, tetrahidrofuran, kloroform ve
asetonitrilde iletkenligin 20 S/cm den kiigiik, su, metanol, etanol, pentanolde ise
90 S/cm den biiyiik oldugu goriilmiistiir (Chandrasekhar 1999).

Kimyasal polimerizasyon yontemi nano yapida polipirol sentezi i¢in oldukca
uygundur. Kimyasal olarak sentezlenen polipirol nano-kompozitleri, afinite
kromatografisi calismalarinda kullanilmaktadir. Bunun yaninda kimyasal
polimerizasyon, polipiroliin herhangi bir yiizey {izerinde olusturulmasi igin
kullanigh bir yontem degildir. Ayrica polipirol yaygin olarak kullanilan
coziiclilerde neredeyse hi¢ ¢coziinmez. Bu nedenle polipirol ¢oziiniirliigiinii artiran
uygun reaktifler ile katkilanir. Coziinmiis polipiroliin ¢dzeltiden alinmasi
polimerin kolloidal partikiil formunda olmasi durumunda miimkiindiir. Fakat
elektrokimyasal polimerizasyonla elektrot ylizeyinde olusan filmlerin aksine
kimyasal polimerizasyon ile elde edilen polipiroliin yiizeydeki tutunmasinin zayif
olmasi, polipirol esasli sensdrlerin tasarimi i¢in bu yontemin kullanimini
kisitlamaktadir. Kimyasal polimerizasyonun bu dezavantajlart elektrokimyasal

polimerizasyon yontemi kullanilarak giderilebilir (Ramanavicius ve ark. 2006).
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Sonug olarak polipirol hazirlanmasinda kullanilan sentez yontemi uygulama
alanlarina bagli olarak se¢ilmelidir.

Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu, ilk kez Diaz ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilmistir. Bu alandaki aragtirmalarda genellikle asetonitril,
propilen karbonat vb. gibi aprotik organik ¢oziiciiler kullanilmistir. Bunun
yaninda piroliin protik ortamlardaki elektrokimyasal polimerizasyonu da
bilinmektedir (Takakubo 1987).

Genies ve arkadaslarinin (Genies ve ark. 1983; Imanishi ve ark. 1988)
Onerdigi polimerizasyon mekanizmasina gore, pirol monomeri (1) bir elektron
vererek katyon radikaline (II) yiikseltgenmektedir. Daha sonra, elektrofilik
aromatik substitiisyon reaksiyonu (A) veya radikal birlesme (coupling) reaksiyonu
ile (B) meydana gelen yapidan iki protonun eliminasyonu sonucu bir dimer (III)
olusmaktadir. Aromatik dimer ve daha biiyiik molekiill agirlhigina sahip
oligomerler, ayn1 reaksiyon mekanizmasi geregince polimeri olusturmaktadir. Her
iki polimerizasyon mekanizmas: da radikal katyon ara {iriinii iizerinden
ger¢ceklesmektedir. Genies ve arkadaslari tarafindan piroliin elektrokimyasal

polimerizasyonu ile PPy olusumu i¢in Onerilen bu mekanizma Sekil 1.10’da
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Sekil.1.10. Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu i¢in Onerilen reaksiyon mekanizmasi. A)

elektrofilik aromatik siibstitisyon ve B) radikal birlegsmesi
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Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu sonucu meydana gelen noétral

polimerin yapis1 Sekil 1.11°de gosterilmistir (Mizoguchi ve ark. 1997).

Sekil 1.11.  Notral (katkilanmamis) polipirol yapisi

PPy filmi ndtral halde yalitkandir. Ancak filmin yiikseltgendikten sonra
ortaya c¢ikan yapis1 yiiksek iletkenlik gosterir (Czerwinski ve ark. 1987).
Polipiroliin elektronik olarak iletken hali Sekil 1.12°de verilmistir (Samuelson ve

Druy 1986).

S5

Sekil 1.12. Polipiroliin yiikseltgenmis yapis1 (bipolaron)

Pirol monomerinin elektrokimyasal polimerizasyonu sonucu elektrot
ylizeyini kaplayan polipirol, uygulanan gerilime bagli olarak bir elektron
kaybederek katyon radikali yapisina (polaron) doniisiir. Polaron yapisindaki
polimer filminin bir elektron daha kaybetmesi sonucunda di-katyonik yap1
(bipolaron) meydana gelir (Johnson ve Kriz 1997). Polipirolin redoks
mekanizmasi Sekil 1.13’te gdsterilmistir.

Polipirolin  redoks reaksiyonu esnasinda filmde renk degisimi
(elektrokromik o6zellik) gozlenmektedir. Polimer indirgenmis durumda agik
kahverengi/sar1 renkte iken ylikseltgenmis konumda siyah kadifemsi bir goriintise

sahip olmaktadir (Aydin, 2002).
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Bipolaron Polaron

Sekil 1.13.  Polipiroliin ylikseltgenme- indirgenme mekanizmasi

1.6.3. Asin yiikseltgenmis polipirol (AYPPYy)

Ozellikle son on yildir polipiroliin 6zelliklerinin ve kullanim alanlarinin
incelendigi cok sayida calisma mevcuttur. Bu c¢alismalarda polipiroliin redoks
aktivitesi, iletkenligi, polimerizasyon kosullar1 ile 6zellikleri arasindaki iliskiler,
termal kararlilig1 ve mekaniksel 6zelligi, iyon-degisim ve iyon ayirma kapasitesi,
gazlara, DNA molekiiliine ve proteinlere karsi giiglii absorpsiyon ozellikleri,
katalitik aktivitesi ve korozyondan koruma gibi birgok 6zelligi incelenmistir. Bu
ozelliklerin bircogu hem sentez kosullarina hem de katki maddesinin yapisina
bagl olarak degisiklik gostermektedir (Ramanavicius ve ark. 2006).

Polipiroliin yapist ve iletkenligi yiikseltgenme basamagma baghdir.
Indirgenmis polipirol yalitkan 6zellife sahiptir. PPy zincirinin yiikseltgenmesi
molekiiler yapiy1r degistirir ve polimere iletkenlik kazandirir. Niikleofiller
varliginda PPy siibstitiie iiriinler olugur. Hidroksil iyonu gibi kuvvetli niikleofil
gruplar, konjuge c¢ift bagin yapisini bozan kinon bosluklarinin olusmasina neden
olur. Polimerin bu sekilde tersinmez modifikasyonlar1 asir1 yiikseltgenme olarak
tanimlanir (Mostany ve Scharifker 1997).

Polipirol pozitif gerilimlerde ve ¢ok bazik ortamlarda asir1 yiikseltgenir.
Asin yiikseltgenme, katkilanmanin tersine polipiroliin iletkenliginin azalmasina
ve niikleofilik saldirilara elverigli hale gelmesine neden oldugundan istenmeyen

bir islem olarak goriiliir (Majidi ve ark. 2006).
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Asir1 yiikseltgenme mekanizmasit heniiz tam olarak aydinlatilamamis
olmasma ragmen pirol halkasinin B karbonlar1 {izerinde polimer zincirinin
konjugasyonunu engelleyen karbonil gruplarinin olusumu, X-1sinlar1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS) ¢alismalart ile agiklanmistir. Yiikseltgenme mekanizmasinin
ve polipiroldeki yapisal degisikliklerin aydinlatilmasi i¢in spektroelektrokimyasal
calismalar yapilmistir. Farkli pozitif gerilimlerde kaydedilen absorpsiyon
spektrumlari, asir1 yiikseltgenmenin gergeklestigi yiiksek gerilimlerde absorbansin
azaldigim gostermistir (Fernandez ve ark. 2005). Polipiroliin asir1 yiikseltgenme

reaksiyonu Sekil 1.14’°te verilmistir.

Sekil 1.14.  Polipiroliin asir1 yiikseltgenme reaksiyonu

Polimer zincirine karbonil, karboksilat gibi oksijen igeren gruplarin
katilmast sonucu katyonik yiiklerin azalmasindan dolay1 asir1 yiikseltgenmis
polipirol filmleri, metal iyonlar1 ve ilaglar gibi katyonik tiirlere karsi segicilik
gosterir. Biiylik c¢apta anyonlarin bulundugu c¢ozeltilerde hazirlanan asir
yiikseltgenmis polipirol (AYPPy), anyonlarin varliginda katyonik tiirlerin
voltametrik tayini i¢in kullanilabilir (Ers6z ve ark. 2002).

Yiiksek iletkenlige ve kararliliga sahip iletken polipiroliin enzim
biyosensorlerinde kullanimina iligkin ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Son
yillarda ise AYPPy, biyosensor tasarlanmasi i¢in yeni bir materyal olarak ortaya
cikmistir (Yuqing ve ark. 2004). AYPPy ile modifiye edilen platin elektrot
tizerine glikoz oksidaz tutturulmus glikoz biyosensorii tasarlanmis ve asiri
yukseltgenmis polipiroliin anyonik redoks tilirlerinin girisimini  azaltti1
goriilmistiir (Guerrieri ve ark. 1998). Akis sistemi igerisinde kolesterol
biyosensoriiniin gelistirilmesi i¢in AYPPy kullanilmistir. Pirol ve NaOH igeren
sulu ¢ozeltide elektropolimerizasyon yontemi ile elektrot yiizeyinde olusturulan

elektroaktif olmayan AYPPy igerisinde, {iircaz enzimi tutuklanarak tire
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biyosensorii hazirlanmistir. Enzim tutuklanmis AYPPy elektrot, {irenin
potansiyometrik tayininde kullanilmis ve kararli cevaplar elde edilmistir (Osaka
ve ark. 1996; Komaba ve ark. 1997).

Asirt yiikseltgenmis polipirol filmleri elektrokimyasal kontrolli kati faz
mikro ekstraksiyon (EC-SPE) yonteminde katyonlarin ekstraksiyonu igin
kullanilmaktadir. Asir1 yiikseltgenmis polimer kapli filme pozitif gerilim
uygulandiginda katyonlarin elektrot yiizeyinde biriktigi, negatif gerilim
uygulandiginda ise iyonlarin geri birakildigi gézlenmistir (Tamer ve ark. 2005).
Elektrokimyasal olarak sentezlenen polipirol ve asir1 yiikseltgenmis polipirol
elektrotlar, baz1 anyon ve katyonlarin kati-faz ekstraksiyonunda ekstraksiyon
kolonu olarak kullanilmistir. Her iki elektrodun kullanilmasi ile gergeklestirilen
eszamanli elektrokimyasal anyon—katyon ekstraksiyonunda polipiroliin anot ve
asirt ylikseltgenmis polipiroliin de uygun bir katot oldugu sonucuna varilmistir

(Ercan 2006; Sahin ve ark. 2008).

1.7. Molekiiler Baskilama Yontemi

Son yirmi yildan fazla bir siiredir, molekiiler olarak baskilanmis polimerler
(MIPs, molecularly imprinted polymers) sensor gelistirilmesinde yogun bir
sekilde ilgi c¢ekmektedir. Dogal reseptorler ve enzimler yerine MIPS
kullanildiginda maliyetin diismesi, hazirlamanin kolaylagsmasi ve kararliligin
artmas1 gibi onemli Ustilinliikler bu ilginin nedenini aciklamaktadir. Molekiiler
baskilama, baskilanacak analit varliginda fonksiyonel ve c¢apraz baglayici
monomerlerin kopolimerizasyonu temeline dayanir. Fonksiyonel monomerler ilk
olarak baskilanacak molekiil ile kompleks bir yapi olustururlar ve ardindan
polimerlesme gergeklestirilir. Polimerizasyon islemi ile fonksiyonel gruplarin
konumu, ¢aprazbagli polimerik yap1 tarafindan sabitlenir. Baskilanmis molekiiliin
polimerik yapidan ard arda uzaklastirilmasi sonucu analit i¢in boyut ve sekil
yoniinden tamamlayict olan baglanma bélgeleri ortaya ¢ikar (Sekil 1.15). Boylece
polimerik yapi1 i¢cinde analiti se¢ici olarak yeniden baglayabilecek molekiiler bir

bellek olusturulmus olur (Haupt 2003).
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Sekil 1.15. Molekiiler baskilama islemi i¢in genel bir yontem. 1: Fonksiyonel monomerler,
2: Capraz baglayici, 3: Baskilanacak molekiil, a: Polimerlesme &ncesi karigim,

b: Polimerlesme, c: Hedefin baglanma bdlgesinden ¢ekilmesi

Baskilanacak molekiil ve monomerler arasindaki etkilesim, hidrojen baglari,
iyonik baglanmalar, hidrofobik etkilesimler, van der Walls kuvvetleri gibi
kovalent olmayan etkilesimler olabilecegi gibi kovalent baglanmalar da olabilir.
Kovalent baskilama icin, baskilanacak molekiiliin polimerlesebilen bir tiirevi
sentezlenmeli ve polimerizasyondan sonra baskilanacak molekiil kimyasal
baglarin kirilmasiyla uzaklastirilmalidir. Kovalent olmayan islem ¢ogu zaman
daha dolaysiz bir yoldur ancak baskilama esnasinda monomer-analit kompleksinin
beraber ve ayri halleri arasinda belli bir denge sézkonusu olacagindan baglanma
bolgelerinin yapisinda bir heterojenlik ile kars1 karsiya kalinacaktir.

Bunun yaninda hem kovalent hem de kovalent olmayan baskilama isleminin
tstlinliiklerini birarada bulunduran bir yontem de oOnerilmistir. Klein ve ark.
(1999) Lisin-Triptofan-Aspartik asit tripeptidini (Lis-Tri-Asp) bu yontemle
baskilamiglardir (Sekil 1.16). Burada polimerin baglanma bolgelerinde lisin
kisminin amino gruplariyla etkilesimin saglanmasi igin karboksilik asit
fonksiyonelligi uygun goriilmiistiir. Bu nedenle baskilamada islev gorecek bir
hedef molekiil elde etmek igin Lis-Tri-Asp ile 2-metakriloksibenzoil reaksiyona
sokulmustur. Bu yaklagimin anahtar 06zelligi metakrilik asit kismi ve
hidroksibenzamit kismi arasinda goreceli olarak daha kararsiz bir ester baginin
yeralmasidir. Ayni1 zamanda baglanma bdolgesinde 6zellikle karboksil grubunun
belli  bir konumda  yeralmasi  saglanmaktadir. Lis-Tri-Asp  ile
2-metakriloksibenzoilin olusturdugu yapidaki karboksilik asit gruplar1 ile de

2-vinilpiridin kovalent olmayan bir sekilde etkilesmektedir. Boylece hem kovalent
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hem de kovalent olmayan etkilesimleri miimkiin kilan bir ortam elde edilmis

olmaktadir.

2-metaknlokshbenzoil a ! Vm_]_] piridin
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Sekil 1.16. Lis—Tri—Asp tripeptidinin hem kovalent hem de kovalent olmayan etkilegimlerden
yararlanilarak molekiiler baskilanmasi. (a) Baskilanacak molekiile kovalent baglh
baglanma bolgesi, (b) Kimyasal baglarin kirilip baskilanacak  molekiil
uzaklagtirildiktan sonraki baglanma bélgesi, (c) Sadece kovalent olmayan

etkilesimlerle baskilanmig molekiiliin yeniden baglanmasi



29

Molekiiler baskilama islemi yapabilmek i¢in kullanilan biitiin bu alternatif
yontemler diisiintildiigiinde pek c¢ok analit icin ve farkli sekillerde kullanim
imkan1 oldugu goriilmektedir.

Molekiiler baskilanmis polimerler simdiye kadar ayirma yontemleri
(Tamayo ve ark. 2005), kat1 faz ekstraksiyonu (Zhu ve ark. 2005), kataliz (Wulff
2002), sensor (Holthoff ve Bright 2007) ve biyosensor (Yano ve Karube 1999)
alanlarinda pek ¢ok uygulamada kullanilmistir.

Bununla birlikte son yillarda yapilan calismalarla, molekiiler taninma
sistemlerinin elektrot yiizeylerinde de gergeklestirilebildigi goriilmektedir.
Elektrokimyasal molekiiler baskilama islemi olarak adlandirilan bu yoOntem
ozellikle elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesi i¢in ¢ok cazip bir yaklagim
olmustur (Piletsky ve Turner 2002; Blanco-Lopez ve ark. 2003). Galvanostatik,
potansiyostatik veya doniistimlii voltametrik yontemlerden biri kullanilarak, tayin
edilecek analiti ve monomeri ig¢eren elektrolitik bir ¢ozeltiden eszamanli olarak

polimer filmlerinin baskilanmas1 miimkiindiir (Sekil 1.17).

P (9 ¥ \. v |
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Sekil 1.17.  Elektrokimyasal olarak molekiiler baskilanmis polimer olusturulmasi

Elektrokimyasal olarak baskilanmig polimerler ile analitlerin tayininde
voltametrik yontemlerin, diisiik cihaz maliyeti, tiretim ve uygulama kolaylig
nedeniyle tercih edildigi ve giderek yayginlastigi goriilmektedir (Piletsky ve
Turner 2002). Elektropolimerlesme kosullarinin ayarlanmasi (uygulanan gerilim-

akim, dongii sayist vb.) ile istenilen yogunlukta ve kalinlikta filmlerin elde
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edilebilmesi (Gomez-Cabellero ve ark. 2005) baskilama isleminin kontrolii
acisindan diisiiniildiigiinde 6nemli bir 6zellik olmaktadir. Bu yontemle, herhangi
boyut ve sekildeki polimerik filmler iletken elektrot yiizeyine kolayca tutturulur
(Malitesta ve ark. 1999). Yontem basittir ve yiiksek bir dogruluk ile analite
duyarl tabaka elektrotlarin yiizeyinde homojen olarak biriktirilebilir. Bu 6zelligin
mikrosensor ve multisensor tiretiminde biiyiik bir onemi vardir (Piletsky ve
Turner 2002). Bunlarin yaninda elektrokimyasal polimerizasyon ile dedektor
ylizeyinin belli bir kisminda taninma bdlgeleri olusturulabilmesi Ssensor
tiretiminde bir esneklik saglamaktadir.

Molekiiler baskilama yoluyla elektrokimyasal olarak sentezlenmis iletken
veya iletken olmayan polimerler ile ilgili ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Bunlar
arasinda poli(o-fenilendiamin) (Malitesta ve ark. 1999), polifenol (Panasyuk ve
ark. 1999), polipirol (Deore ve ark. 2000) ve anilin ile o-fenilendiaminin (Peng ve
ark. 2000) kopolimeri gibi farkli pek ¢ok polimer yeralmaktadir. Elektrokimyasal
olarak sentezlenmis iletken polimerlerin bu alanda kullanimmin giderek
yayginlasmaya basladigi goriilmektedir (Ebarvia ve ark. 2005; Syritski ve
ark.2008).

Polipirol kimyasal ve mekanik olarak dayanikliligi iyi oldugundan ve
farkli malzemeler iizerinde notral ortamlarda bile elektrokimyasal olarak kolayca
sentezlenebildiginden (Wang ve ark. 2001) pek cok iletken polimer arasinda,
molekiiler taninma sistemlerinin sentezinde kullanilabilecek en 6nemli adaylardan
biridir. Geleneksel olarak hazirlananlardan farkli olarak, elektrokimyasal
polimerlesme ile hazirlanan MIPs asir1 yiikseltgeme/dedoping islemiyle anyonik
molekiillerin eszamanli olarak yapidan ¢ikmasini ve bdylece tamamlayict bir
boslugun olusmasini miimkiin kilar. Bu islem ile asirtyiikseltgenmis polipirol
matriksi bir taninma birimi olarak davranirken aymi zamanda tayin edilecek
molekiil icin gegirgen olan bir film o6zelligi de kazanmus olur. Ustelik
elektropolimerlesme ile film kalinlig1 nanometre seviyesinde kontrol edilebildigi
gibi polimer filminin yapisi ve uzaydaki konumlanmasi da ¢ok iyi bir sekilde
kontrol edilebilir. Bununla birlikte elektrokimyasal olarak sentezlenmis polimerler

ile molekiiler baskilama g¢aligsmalar1 literatiirde az sayidadir (Syritski ve ark.
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2008). Bu nedenle bu ¢alismada, elektrokimyasal molekiiler baskilanmig sistemler

arastirilmustir.

1.8. Parasetamol ve énemi

Parasetamol (PS) ilk defa 1893’te Von Mering tarafindan
antipiretik/analjezik olarak tipta kullanilmistir ve 30 yildan fazla bir siiredir tibbi
tedavide analjezik (agr1 kesici) olarak kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda yetiskin ve
cocuklarda agr1 ve atesin diisiiriilmesinde ¢ok etkili bir tedavi araci oldugu kabul
edilmektedir. Pek ¢ok iilkede, aspirin ve fenasetine alternatif olarak, asetilsalisilik
asitten sonra en ¢ok kullanilan ilagtir. Parasetamoliin bilinen diger ismi
asetaminofendir (N-asetil-p-aminofenol, 4-asetamidofenol). Grip ve soguk
alginliginda kullanilan ilaglarin ve ¢cogu agr1 kesicinin temel bilesenidir. Standart
dozlarda oldukga giivenlidir fakat ¢ok yaygin olarak bulunmasi nedeniyle kasten
veya kazara asir1 doz alimmasiyla da karsilagiimaktadir. PS, aspirin ve ibuprofen
gibi diger yaygm agri kesicilerden farkli olarak antienflamatuar (enfeksiyon
giderici) ozellige sahip degildir ve bu yiizden non-steroidal antienflamatuar
ilaglar (NSAI, genelde anti romatizmal ilaglar) olarak bilinen ilag smifinda
yeralmaz. Normal dozlarda, PS mide rahatsizligina yol agmaz, kanin pthtilagmasi
ve bobrekler tizerinde bir etkisi yoktur. Afyon benzeri agr kesicilerden farkl
olarak, parasetamoliin 6fori (kendini asir1 derecede mutlu hissetme) ve herhangi
bir ruhsal degisime neden oldugu tespit edilmemistir. PS ve NSAI tiirii ilaglarin
bagimlilik, aliskanlik ve dinglik saglama gibi 6zellikleri yoktur. Fiziksel, kimyasal
ve biyofarmasotik 6zellikleri ile ilgili verileri mevcuttur (Bosch ve ark. 2006).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, parasetamoliin bilinen zararsiz karakterine
karsin karaciger zehirlenmesi ve bobrek yetmezligi ile ilgisini gostermistir.
Karaciger zehirlenmesi, mideye alinmasindan sonraki 4 saat i¢inde parasetamoliin
plazma seviyesinin 120 pg/mL seviyesine ulagsmasiyla baslar ve akut zarar plazma
seviyesi 200 pg/mL’ye ulagtiginda meydana gelir (Bosch ve ark. 2006).

Tedavi i¢in uygulanan normal dozlarda, PS ¢ok hizli metabolize olur ve
tamamen aktif olmayan metabolitlerine doniiserek idrar yoluyla atilir. Ancak daha

yiiksek dozlarda zehirli metabolitlerin birikimi sézkonusudur. Avrupa ve ABD’de
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asir1 doz yliziinden ani zehirlenme olaylarina siklikla rastlanmaktadir. Bu yiizden
parasetamol seviyesinin dogru bir sekilde kontrol edilmesini saglamak igin
volumetrik, polarografik, spektrofotometrik, florimetrik, kromatografik,

voltametrik vb. pek ¢ok analitik yontem kullanilmaktadir (Bosch ve ark. 2006).

1.8.1. Elektroanalitik yontemler ile parasetamol tayini

Klinik laboratuvarlarda genellikle  volumetrik, kromatografik ve
spektroskopik yontemlerle PS tayini yapilmaktadir ve ¢cogu zaman analiz siireleri
fazlastyla uzundur. Amperometri, elektroanalitik bir yontemdir ve tek kullanimlik
sensorler olarak uygulandiginda pek ¢ok {stiinliige sahip olabilmektedir.
Amperometrik sensorlerin en dikkat ¢ekici ozellikleri basitlikleri, diisiik maliyetli
olmalar1 ve minyatiirlestirmeye uygun olmalaridir.

PS karbon pasta veya camsi karbon gibi elektrotlar ile Kkolayca
yiikseltgenebilir, fakat yiikseltgenmenin gergeklestigi 0,6 V ile 0,8 V arasinda
girisim yapabilecek diger elektroaktif tiirlerden dolay1 bu islem secici degildir. Bu
gerilimi daha katodik bolgelere g¢ekebilecek islemler veya modifikasyonlar ile
girisim yapan tirlerin etkisini azaltmak mimkiindir. Farkli kimyasallar ve
biyomalzemeler kullanilarak fiziksel ve kimyasal modifikasyon islemi uygun bir
doniistiiriicii yiizeyinde gergeklestirilebilir (Bosch ve ark. 2006).

Ornegin piezoelektrik kuartz kristal, cok hizli cevap vermesi ve basitligi
nedeniyle uygun bir transduser olarak parasetamol biyosensorii yapiminda
kullanilabilir. Pek ¢ok durumda yontem; ¢ekme, ayirma ve deristirme iglemlerine
gerek duymaz ve yerinde (on-line) analizler yapmaya uygun hale getirilebilir.
Bununla beraber yontem 6zel bir segicilige sahip degildir. Bu yiizden segiciligi
arttirmak i¢in piezoelektrik kuartz kristal yilizeyinde bir 6n islem yapilarak sistem
pek cok alanda kullanilabilir. Ancak bu sistemler beklenildigi kadar yiiksek
secicilik saglayamamakta veya biyomalzemeler i¢in yeterince kararl
olmamaktadir. Bu yiizden sensor bilesenleri igin kararli, yiiksek secicilikte ve
kolay uygulanabilen malzemelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Boyle bir durumda
karsimiza molekiiler baskilanmis polimerler ¢ikmaktadir. Tan ve ark. (2001)
tarafindan yapilan calisma piezoelektrik kuartz kristal yiizeyinde molekiiler

baskilama isleminin uygulamasina bir 6rnek olusturmaktadir. Bu uygulamada,
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fonksiyonel monomer olarak metakrilik asit ve 2-vinilpiridin kullanilarak

parasetamole kars1 seciciligi olan molekiiler baskilanmig bir polimer hazirlanmstir

(Sekil 1.18).
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Sekil. 1.18. Parasetamol i¢in molekiiler baskilama igleminin gdsterimi

Parasetamol tayini i¢in, akis enjeksiyon analizleri elektrokimyasal yontemler
ile birlikte de kullanilabilmektedir. Boylece akis enjeksiyonunun esnekligi ile
elektrokimyasal yontemlerin tibbi teshisteki giicli bir araya gelmektedir. Ticari
olarak satin alinabilen elektrokimyasal akis hiicreleri yaygin olmasina karsin
pahalidir. Bunun yaninda voltametrik tayinin yapildigi elektrokimyasal akis
hiicresinin el yapimi olarak daha diisiik maliyetle {tretilmesi miimkiindiir.
Masawat ve ark. (2002) kalem ucu elektrot kullanarak c¢ok ucuza malettikleri
elektrokimyasal akis hiicresinin performansini ticari olanlarla karsilastirmali
olarak parasetamol tayininde kullanmislardir. El yapimi hiicrenin iiretimi ve
kullanim1 kolaydir ve ticari olanlarla kiyaslandiginda yeniden elde edilebilir ve
dogru sonuglar alinmaktadir.

Bu tiir calismalar gostermistir ki elektrokimyasal sistemler molekiiler
baskilama yontemiyle birlikte kullanilarak kolay ve c¢ok diisiik maliyetler ile

parasetamol tayinlerinde kullanilabilmektedir.

1.9. Askorbik Asit ve Onemi

Askorbik asit (C vitamini) pek ¢ok dogal 6rnek ic¢inde farkli derisimlerde

bulunmaktadir. Temel bilesen olarak bazi ilaglara, stabilizator olarak B Vitamin
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komplekslerine eklenmekte ve antioksidan olarak kullanilmaktadir. Iskorbit,
soguk algmhigi, kansizlik gibi baz1 hastaliklarda ve kanamali hastaliklarin yara
tedavisinde istenilen neticeye daha iyi ulasabilmek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. iskelet, kas, dis ve derinin gelisimi ve yenilenmesinde temel rol
oynadigi distliniilmektedir. C vitamini igeren dogal {riinlerin ve ilaglarin
kullammminin artmasi, kimyacilar1 askorbik asit tayininde hizli, duyarl, dogru,
kolay uygulanabilen ve secici analitik iglemler gelistirmeye zorlamaktadir (Arya
ve ark. 1998). Bu ¢abanin sonucunda askorbik asit miktarini belirlemeye yonelik
¢ok sayida spektroskopik, volumetrik, voltametrik, florimetrik, potansiyometrik,
kromatografik analiz yontemi gelistirilmistir (Arya ve ark. 2000).

Askorbik asitin elektrokimyasal olarak yiikseltgenmesi farkli elektrotlar ve
modifiye elektrotlar ile incelenmistir. Poli(anilin-polivinilsiilfonat) kopolimeri ile
modifiye Pt (Bartlett ve Wallace 2001), nano fiber yapili polipirol ile modifiye
grafit (Wang ve ark. 2006) ve poli(anilin-o-aminofenol) kopolimeri ile kaph

camsi karbon elektrot (Zhang ve Lian 2007) bunlara 6rnek olarak verilebilir.

1.9.1. Askorbik asitin elektrokatalitik yiikseltgenmesi

Askorbik asit ve onun yiikseltgenme iirlinii dehidroaskorbik asit notrale
yakin ¢ozeltilerde standart hidrojen elektroda gore +0,058 V’ta yalanci tersinir bir
formal redoks gerilimine sahiptir. Sulu ¢ozeltide askorbik asit (pKa degerleri 4,17
ve 11,57 olan) iki basamakta protonlarini verir. Bu yiizden nétral bir ¢ozeltide
askorbik asit tek protonlu askorbat anyonu halinde bulunur. Nétrale yakin
degerlerde askorbat platin veya camsi karbon gibi inert elektrotlar ile +0,3 V
civarinda (doymus kalomel elektroda karsi) yiikseltgenebilir. Bununla beraber
cogunlukla ¢ok sayida ylikseltgenebilir tiir iceren gercek orneklerde goreceli
olarak daha yiiksek gerilimlerde yiikseltgenebilir. Bu yiizden bu tiirlerin
elektrokimyasal olarak yiikseltgenmesine iligkin anodik akim onemli hatalara
neden olabilir veya bazi durumlarda bu akim askorbatin kendisine ait anodik akim
degerinden daha yiiksek olabilir. Bu tiir veriler gézoniinde bulunduruldugunda
askorbatin elektrokimyasal yiikseltgenme gerilimini daha da diisiirecek ve girisim

yapan tiirlerin anodik akimindan etkilenmeyecek elektrokatalitik olarak aktif
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elektrot ylizeyi olusturmak olduk¢a onemli goziikmektedir (Malinauskas ve ark.
2004).

1.9.2. Askorbik asitin polipirol ile modifiye edilmis elektrotlar ile

elektrokimyasal yiikseltgenmesi

Polipirol nétral c¢ozeltilerde bile elektriksel iletkenlige ve elektrokimyasal
redoks aktivitesine sahip oldugundan modifiye polipirol elektrotlar iizerinde
askorbik asitin anodik olarak yiikseltgenebilmesi siirpriz olmamaktadir. 1990’larin
baslarinda ¢iplak metal elektotlar ile karsilastirildiginda polipirol ile modifiye
edilmis bir elektrot yilizeyinde hem elektrokimyasal yiikseltgenme kinetiginin hem
de elektrokimyasal cevabin tekrarlanabilirliginin iyilestirilebildigi bulunmustur.
Boylece bu elektrotlarin askorbik asit i¢in amperometrik bir sensor olarak
kullaniminin yolu agilmistir (Lyons ve ark. 1991). Gao ve ark. (1994a)
dodesilsiilfat katkili polipirol elektrot yilizeyinde askorbatin elektrokimyasal
yiikseltgenmesi  i¢in  anodik  pikin, modifiye edilmemis elektrot ile
karsilastirildiginda 0,30 V kadar daha katodik gerilime kaydigini belirlemistir.
Boylece bu iletken polimerin etkili bir elektrokatalitik 6zelligi oldugunu
gostermislerdir. Ayrica doner disk elektrot c¢aligmalar ile, yiikseltgenmenin
polimer tabakasinin kalinligina bagli olmadigini, anodik akimin ¢ozeltideki kiitle
transferiyle kontrol edildigini belirlemisler ve elektron aktarim reaksiyonunun
bliylik bir ihtimalle ¢o6zelti polimer arayiizeyinde meydana geldigini
belirlemiglerdir. Multivitamin tabletlerdeki C vitamini analizleri %3,5-5 gibi
diistik bir bagil standart sapma ile gergeklestirilmistir (Gao ve ark. 1994a).

Polipirol, askorbatin elektrokatalitik olarak dogrudan yiikseltgenmesinin
yaninda askorbat ve elektrot arasinda elektron tasiyicis1 olarak davranan
elektroaktif tiirler i¢in bir destek malzemesi olarak kullanilabilmektedir. Polimer
tabakas1 icine elektroaktif bir tiiriin dahil edilebilmesi i¢in iki temel yol
uygulanabilir: (i) Elektroaktif kisim igeren herhangi bir pirol temelli monomerin
ve pirolin tabaka tabaka (layer-by-layer) polimerlestirilmesi  veya
kopolimerlestirilmesi, (ii) cogunlukla elektrostatik olan (kovalent olmayan) bir

etkilesim sayesinde bir polimer tabakasi i¢ine elektroaktif tiiriin katilabilmesi.
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1.10. Glikoz ve Onemi

Glikoz derisiminin belirlenmesi gida islemleri ve fermantasyonda oldugu
kadar klinik, biyolojik ve kimyasal orneklerde de ¢ok 6nemlidir (Yoshimura ve
Hozumi 1996; Mizutani ve Yabuki 1997; Xu ve Chen 2000). Seker hastaliginin
izlenmesi ve tibbi teshis amaciyla glikoz tayinleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
21. ylizyilin en biiyilik saglik sorunlarindan biri olan seker hastaligina yakalanan
hasta sayisinin 2025 yilina kadar 300 milyonu bulacagi tahmin edilmekte (King
ve ark. 1998) ve kan sekeri seviyelerinin diizenli olarak ol¢iilmesi gerekmektedir
(Garg ve ark. 2004). Bu nedenle, deri alt1 dokularinda glikoz derisimini siirekli bir
degerlendirmeye tabi tutabilmek ve kandaki glikoz seviyesini belirleyebilmek
amaciyla duyarli, segici, giivenilir ve diisitk maliyetli glikoz sensorii liretimi igin
giderek artan bir ¢aba sarfedilmektedir (Yasuzawa ve ark. 2000; Sljukic ve ark.
2006).

Elektrokimyasal analizler agisindan diisiiniildiigiinde, glikozun da i¢inde yer
aldigt cogu karbonhidratin, yaygin olarak kullanilan elektrotlar {izerinde
yiikseltgenmesi bliylik bir asir1 gerilim uygulanmasini gerektirdigi i¢in kolay
degildir. Bu yiizden yiiksek katalitik aktiviteye sahip ve daha basit islemler
gerektiren alternatif elektrot malzemeleri bulmak i¢in ¢alisilmaktadir. Bu amaca
yonelik en iimit verici yaklasim modifiye elektrotlarin kullanimi olarak
goriilmektedir (Barrera ve ark. 2006). Bir elektrot yiizeyini modifiye etmek,
modifiye edilmemis yiizeyde ger¢eklesmeyen bazi kimyasal o6zelliklerin
gerceklesmesini saglar ve boylece elektrot yiizeyinin segiciliginde artma meydana
gelir (Oni ve ark. 2005). Kimyasal olarak modifiye bir elektrot elde etmek i¢in
elektrotlar cogu zaman iletken veya yari iletken bir malzemeyle kaplanir veya
kimyasal bir modifikasyon ajani yiik transfer reaksiyonlar1 ya da ara yiizey

baglantilar1 vasitasiyla yapiya sokulur (Leznoff ve Lever 1989).

1.10.1 Glikoz oksidaz modifiye elektrotlar ile glikoz tayinleri

Hidrojen peroksit liretimine neden olan oksidaz enzimi temelli biyosensdrler

yaygin olarak kullanilmaktadir (Cosnier ve ark. 1999). Son zamanlarda iletken
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polimerlere biyokatalizorlerin immobilizasyonuna ait ¢aligmalar dikkate deger bir
sekilde artmaktadir. Polipirol, polianilin, politiyofen ve tiirevlerini igeren iletken
polimerler ise elektrokimyasal olarak iiretilen enzimatik elektrotlarin baglicalaridir
(Retama ve ark. 2004). Bunlardan polipirol ile disiik yiikseltgenme gerilimine
sahip olmas1 nedeniyle ¢ok ilgilenilmistir. Elektrokimya a¢isindan 6nemli olan bu
Ozellik sayesinde pek cok biyolojik sistemle uyumlu olan sulu ¢ozeltilerden film
olusumu miimkiin olmaktadir. Pek cok iletken polimer biyosensorii ile glikoz
derisiminin belirlenmesi enzimatik reaksiyon sirasinda tiiketilen oksijenin
indirgenme akiminin veya aciga ¢ikan hidrojen peroksitin yiikseltgenme akiminin
izlenmesiyle gerceklestirilmektedir (Adeloju ve ark. 2001).

Li ve Lin’in (2007) yaptiklar1 polipirol ve poli-o-aminofenol modifiye
elektrot ¢alismalarinda bir sensoriin ¢aligma prensibini ve isleyis mekanizmasini

sematik olarak gostermislerdir (Sekil 1.19).

G"kOZ\ | > H,0,

PPy-Pt - | Cams: karbon
1@’ nanokompozit 2e elektrot

Glikonik4 ~— o,
asit
Cozelt PORTE0 PPy-Pt filmi Elektrot

Sekil 1.19. GO immobilize POAF’in PPy-Pt nanokompozit filmi iizerine kaplanmasiyla

olusturulmus glikoz sensorii ve igleyis mekanizmast

Burada oncelikle H,O; yiikseltgenmesini katalizlemek amaciyla polipirol-Pt
(PPy-Pt) nanokompozit bir i¢ tabaka olusturulmus ve bu tabaka {izerine
biriktirilen poli-o-aminofenol filmine glikoz oksidaz enzimi (GO) immobilize
edilmistir. Glikoz oksidazin tutturuldugu poli-o-aminofenol filmi (POAF-GO)
cOzeltideki glikoz ile temas ettiginde oksijen varliginda GO enziminin etkisiyle

glikonik asit ve H,O; olusmaktadir.
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Glikoz + 0, —S2 »  Glikonik asit + H,0,

Ardindan olusan HO, PPy-Pt {izerinde elektrokatalitik olarak
yiikseltgenmekte ve pik akimlart HpO; ile orantili akim degerlerinin elde

edilmesini saglamaktadir.

H,0, PPy-Pt

O, + 2H" + 2¢

Elde edilen bu degerler dolayl olarak glikoz miktartyla iliskilidir. Boylece
glikoza duyarli modifiye bir elektrot elde edilmis olmaktadir. Kullanilan enzim
glikoza spesifik cevap verdiginden tasarlanan elektrot girisim yapan tiirlerin

varligindan en az etkilenecek sekilde hazirlanmistir.

1.10.2. Enzim kullanilmayan modifiye elektrotlar ile glikoz tayinleri

Modifiye elektrot ¢aligmalarinda modifikasyon amaciyla belli bir tiire segici
davranan enzimlerin kullanimi yaygin olmasina ragmen, kararlilik, basitlik,
yeniden elde edilebilirlik ve oksijenden etkilenmemesi gibi 6zellikler nedeniyle,
enzim kullanilmadan yapilan glikoz tayinlerinde pek ¢ok istiinliikler vardir.
Enzim kullanilarak yapilan calismalarda en yaygin ve ciddi sorun enzim
dogasindan kaynaklanan kararlilik ile ilgilidir. GO diger enzimler ile
karsilastirildiginda oldukea kararli olmasina ragmen GO temelli sensorler iiretim,
saklama ve kullanim esnasinda termal ve kimyasal bozunmaya ugramaktadir.
Bunun yaninda sicaklik, pH, nem ve sterilizasyonda kullanilan zehirli kimyasallar
glikoz sensorlerinin  performasini etkilemektedir. Sicaklik ve diisiik nem
saklamada oldugu gibi kullanim esnasinda da sensdrlerin davranisini olumsuz
etkiler. Bu yiizden pek ¢ok arastirmact igin enzim kullanmaksizin glikozun dogru
bir sekilde tayin edilmesi olduk¢a 6nem tasimaktadir (Park ve ark. 2006). Bu
cabalar sonucu asidik, bazik veya nétral cozeltilerde metal veya modifiye
elektrotlar ile glikozun elektrokatalitik olarak yiikseltgenmesine iliskin bazi

caligsmalar yapilmstir.
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Beden ve ark. (1996) bazik ortamda Pt elektrot yiizeyinde glikozun
elektrokatalitik yiikseltgenmesini agiklamiglardir. Sekil 1.20°de bu mekanizma
sematik olarak gosterilmektedir. Baslangicta ¢iplak platin iizerine hidrojen
adsorpsiyonu yerine kimyasal olarak glikozun adsorplanmasi gerceklesir. Bu

asama dehidrasyon basamaginin bir ¢esididir.
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Sekil 1.20. Bazik ortamda Pt elektrot iizerinde glikozun elektrokimyasal yiikseltgenmesine

iliskin mekanizma

Standart hidrojen elektrota gore 0,3 V’un altindaki hidrojen bdlgesinde
gerilim uygulandiginda adsorplanmis dehidrate olmus ara iiriin, zayifca
adsorplanmis glikonat yapisina yiikseltgenir. 0,3 V ile 0,6 V arasindaki ¢ift tabaka
bolgesinde adsorplanmis ara iirlinlin ayrica yiikseltgenmesiyle daha da zayif
adsorplanmis glikonat olusur. Gerilim arttifinda adsorpsiyon kuvveti zayiflamaya
baslar. 0,6 V’tan daha yiiksek gerilimlerde ve anodik sinira kadar adsorplanmis

dehidrojene ara iirtin C-O—C bag kirilmaksizin glikono-6-lakton yapisina
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yiikseltgenir. Glikono-o-lakton yavasga geri salinir ve sonunda bazik ortamdaki
hidrolizin bir sonucu olarak glikonat olusur.

Bunun yaninda enzimatik olmayan glikoz sensorleriyle ilgili uygulamalarda
elektrokatalitik etki gosteren malzemeler bulmak i¢in de yogun bir caba
sarfedilmektedir (Park ve ark. 2006). Bu baglamda spesifik tiirlerin analitik
duyarliligmmi aragtirmak i¢in modifikasyon araci olarak kullanilabilecek farkli
malzemeler ile calisilmistir. Karbon nanotiiplerden (Ye ve ark. 2004),
nanopargaciklardan (Tominaga ve ark. 2005; Xu ve ark. 2006; Rong ve ark. 2007)
ve ftalosiyaninlerden (Barrera ve ark. 2006) olusan modifiye elektrotlar ile glikoz
yiikseltgenmesi i¢in yapilan ¢alismalar bunlara 6rnek olarak gosterilebilir.

Metaloftalosiyaninlerin yaygin olarak bilinen birgok kimyasal maddenin
yiikseltgenmesine karsi iyi bir elektrokatalitik aktivite gosterdikleri bilinmektedir.
L-sistein (Maree ve Nyokong 2000; Luz ve ark. 2006; Kuhnline ve ark. 2006),
nitrit (Matemadombo ve Nyokong 2007; Santos ve ark. 2006) ve glikoz (Santos ve
Baldwin 1987; Barrera ve ark. 2006) bunlardan bazilaridir. Ayrica
metaloftalosiyanin temelli elektrotlar voltametrik ve amperometrik glikoz sensorii
olarak da basariyla ¢alisilmistir (Sun ve Tachikawa 1992; Ye ve ark. 2005;
Mashazi ve ark. 2006; Wang ve ark. 2005; Ozoemena ve Nyokong 2006).

Iletken polimer filmler, kimyasal sensér ve biyosensoér uygulamalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Farkli iletken polimerler arasinda, polipirol (PPy)
biyoanalitik sensorlerin ve modifiye elektrotlarin hazirlanmasi igin en yaygin
kullanilanlardan biridir (Ramanavicius ve ark. 2006; Ozcan ve Sahin 2007; Ozcan
ve ark. 2007). Polipiroliin elektrokimyasal 6zelliklerinin biiyiik oranda redoks
haline bagli oldugu bilinmektedir ve tersinir yiikseltgenme/indirgenmenin
meydana geldigi gerilimlerden daha yiiksek gerilimlerde polipirol asiri
yiikseltgenmektedir. Polipiroliin asir1 yiikseltgenmesiyle ¢ogunlukla yapinin bir
kisminda istenilmeyen bozunmalar meydana gelmekte ve bunun sonucunda
iletkenlik ve anyonik molekiillerin yapiya katkilanabilme ozellikleri
kaybolmaktadir (Farrington ve Slater 1997; Gao ve ark. 1994b). Bu
olumsuzluklarina ragmen, asir1 ylikseltgenmis polipirol (AYPPy) seg¢ici
gecirgenliginden faydalanildigi ~ bazi elektroanalitik uygulamalarda
kullanilmaktadir (Shiigi ve ark. 2002; Spurlock ve ark. 1996).
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Gulppi ve ark. (2001) bazik sulu ¢o6zeltide 2-merkaptoetanoliin
elektrokatalitik yiikseltgenmesi amaciyla, ultramikro karbon fiber elektrot
tizerinde elektrokimyasal olarak elde edilmis polipirol hazirlayarak siilfolanmis
kobalt ftalosiyanini  yapiya katkilamiglar ve minyatiirize edilebilen
elektrokimyasal bir sensorii diisiik maliyetli olarak iiretmislerdir. Polipirol temelli
elektrotlarin gerilim taramasinda biiylik bir taban giiriiltiisii olusturan fazla
miktardaki elektrik yiikiinden kagimmmak igin ise polimer bazik ¢ozeltide ¢ok
dongiilii gerilim taramasiyla asir1 yiikseltgenmis hale getirilmistir.

Ayrica son zamanlarda nanofiber yapida elde edilen polipirol elektrodun
baz1 maddelerin ylikseltgenmesine karsi elektrokatalitik etki gosterdigi (Wang ve
ark. 2006) bulunmus ve bu alanda kullanimi yayginlasmaya baslamistir. Bu
acidan bakildiginda modifikasyon icin ¢ok iyi bir malzeme olarak kullanilacagi
distiniilmektedir.

Butiin bu veriler goz Oniinde bulundurularak Co-ftalosiyaninlerin ve
nanofiber yapili polipirol elektrodun elektrokatalitik aktivitesinden yararlanilarak

glikoz i¢in enzimatik olmayan bir elektrot gelistirilmesi amaglanmistir.

1.11. Voltametrik Yontemler

Dengede bulunan elektrot/¢ozelti sistemi akim veya gerilim uygulanarak
bozuldugunda sistemin yeniden dengeye ulasabilmesi i¢in gosterdigi davranislarin
incelendigi yontemlere ‘“voltametrik yoOntemler” denir. Bu yontemlerde
elektrotlardan birine elektriksel etki yapilarak sistemin verdigi cevap olgiiliir. Bu
cevap sistemin oOzellikleri hakkinda bilgi verir. Genel olarak elektrokimyasal
yontemlerde akim, gerilim ve zaman parametreleri bulunur ve bu parametreler
yontemin adm belirler. Ornegin voltametri, kronoamperometri ve kronokulometri
gibi yontemlerde sirasi ile gerilim—akim, zaman-akim ve zaman-yiik parametreleri
arasindaki iliski anlatilmaktadir.

Elektroanalitik yontemler genel olarak statik ve dinamik yontemler olmak
tizere ikiye ayrilir. Statik yontem net akimin sifir oldugu denge durumunu,

dinamik yontem ise denge durumundan uzakta net akimin gozlendigini ifade eder.
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Elektroanalitik yontemlerin ¢ok biiyiik bir kismi1 net akimin sifir olmadig1 dinamik
yontemlerdir.

Gerilim kontrollii dinamik metotlar arasinda yer alan voltametrik yontemde
deneyler destek elektrolit ve ii¢lii elektrot sisteminin bulundugu elektrokimyasal
hiicrelerde gergeklestirilmektedir. Destek elektrolit cozelti iginde elektriksel
iletkenligi saglamak amaciyla kullanilir. Bu yontemde, c¢alisma (indikator)
elektrodu ile referans (karsilastirma) elektrodu arasina uygulanan ve degeri
zamanla degisen gerilime karsi, caligma elektrodu ile karsit (yardimci) elektrot
arasindaki gecen akim Olc¢iilmektedir. Voltametrik yontemde calisma elektrodu
olarak civa, platin, altin, paladyum, karbon (grafit, karbon pasta, camsi karbon)
gibi elektrotlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Referans elektrodun gerilimi
deney siliresince sabittir ve genellikle referans elektrot olarak Ag/AgCl veya
doymus kalomel (SCE) kullanilmaktadir. Elektrot sistemindeki ii¢lincii elektrot
ise karsit elektrotdur ve yaygin olarak platin kullanilir.

Voltametrik yontemde ¢alisma elektrodu iizerinde maddelerin indirgenmesi
veya yiikseltgenmesi sonucunda akim olusur. Indirgenmeden dolay1 olusan akima
katodik akim, yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim denir. Bu
yontemle herhangi bir maddenin elektrokimyasal davraniginin incelemesi
elektroda uygulanabilecek gerilim araligmin smirlarina, kullanilan ¢alisma

elektroduna, kullanilan ¢6ziicii ve destek elektrolitin tiiriine baglhdir.

1.11.1. Dogrusal-taramah ve déniisiimlii voltametri

Dogrusal-taramali voltametride (DTV) elektroaktif bir madde igeren durgun
bir ¢ozeltide bir calisma elektrodu ile karsilastirma elektrodu arasina zamanla
dogrusal olarak degisen bir gerilim programi uygulanir (Sekil 1.21a) ve galisma
elektrodu ile karsit elektrot arasinda olusan akim Olgiiliir. Elde edilen gerilim-
akim cevap egrisine “dogrusal voltamogram” denir (Sekil 1.21b). Dogrusal—
taramal1 voltametri yonteminde 6nemli bir deneysel degisken olan gerilim tarama
hizi, 0,01-1,00 V/s arasinda degistirilebilmektedir. Calisma elektroduna
uygulanan gerilim elektroaktif maddenin indirgenme veya yiikseltgenme

gerilimine ulasinca elektrot yiizeyindeki maddenin ¢ok hizli tiiketilmesi akimda
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artisa neden olur. Bu islem elektrot yiizeyi ile ¢ozelti arasinda bir derigim farki
dogurur. Bunun sonucu olarak c¢ozeltiden elektrot ylizeyine difizyonla kiitle
aktarimi baglar. Diflizyonla kiitle aktarimi, elektron aktarim isleminin hiz1 ile
yarisamadigindan akimda {istel bir diislis gozlenir ve bir pik elde edilir (Sekil

1.21b).

A (a) A {b)

Gerilim, E
Alam

Zaman, t Gerilim, E

Sekil 1.21. Dogrusal-taramali voltametride (a) gerilim taramasinin zamanla degisimi ve (b) elde

edilen voltamogram

Dontisiimlii  voltametri  (DV) yontemi  dogrusal-taramali  voltametri
yonteminin tamamlayicist gibi diisiiniilmektedir. Ileri yonde uygulanan gerilim
taramasi istenen bir degerden sonra ters gevrilerek (Sekil 1.22a) analitin hem
ylkseltgenme hem de indirgenme 6zelliklerinin ayni anda incelenmesi avantajini
saglamaktadir. Bu yoOntemde elde edilen cevap egrisine de “doniisiimlii
voltamogram” denir (Sekil 1.22b). Bu yontemde ileri ve geri yondeki gerilim
tarama hizlar1 ayni tutulabildigi gibi istendiginde farkli tarama hizlar1 da
kullanilabilir. Ayrica ileri ve geri yondeki gerilim taramasi bir kez yapilabildigi
gibi bircok kez de yapilabili. Bu durumda ¢ok dongiilii doniistimli
voltamogramlar elde edilir.

Dontigiimlii voltamogramlarin ayrintilt incelenmesiyle bir sistemin hangi
gerilimlerde ve ka¢ adimda indirgenip yiikseltgenebilecegini (reaksiyon
mekanizmasini), elektrokimyasal agidan tersinir-yari tersinir-tersinmez 6zelligini,

elektrot tepkimesini izleyen bir ¢ozelti tepkimesinin olup olmadigini, olusan
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trlinlerin kararliligini, elektrot tepkimesine giren maddelerin veya firiinlerin

elektrot ylizeyine tutunup tutunmadiklarini anlamak miimkiindjir.

o

(b)

[,

(a)

Gerilim, E

=
i

Gerilim, E

<— anodik(+)  kotodik(?) ——s-

Zaman, t

Epyﬁk

Sekil 1.22. Doniisiimli voltametride (a) gerilim taramasinin zamanla degisimi ve (b) elde edilen

voltamogram

Voltametrik yontemde en ¢ok kullanilan bagitilardan bir tanesi Randles-
Sevcik bagmtisidir (Esitlik 1.2). Bu bagint1 kullanilarak elektroaktif bir maddenin

nicel analizi yapilabildigi gibi elektrokimyasal tepkimenin tersinir olup olmadigi

da belirlenebilir.

3/2 1/2 1/2
J p :Ik.n ./\ [) .(:.V (1.2)

Burada,

Jo 1 pik akimi1 (A, mA, pA)

k: Randles-Sevcik sabiti

n: aktarilan elekton sayis1

A: Elektrot alani (cm?)

D: Diifiizyon katsayis1 (cm?/s)
C: ¢ozelti derisimi (mol/L)

v: gerilim tarama hiz1 (mV/s) dir.



45

1.11.2. Puls voltametri yontemleri

Puls voltametri yoOntemleri, voltametrik Olgiimlerdeki tayin sinirlarim
diisirmek amaciyla ilk kez Barker ve Jankin tarafindan ortaya konulmustur.
Faradayik olan (Ig) ve Faradayik olmayan akimlar (kapasitif veya yiikleme akimi)
(Ix) arasindaki oranin (I¢/l) biyiik dlgiide artirdigi bu yontemler ile 10 M
derisim seviyelerinde kantitatif tayinler yapilabilmektedir. Cesitli puls voltametri
yontemleri gerilim adimlarina karsi olusan akimin 6rneklenmesi temeline dayanir.
Birbirini izleyen bu gerilim adimlari, istenilen araliklarla ¢alisma elektroduna
uygulanir. Uygulanan bir gerilim adimindan sonra olusan yiikleme akimi
eksponansiyel olarak hizlica ihmal edilebilir degerlere diiser ancak faradayik akim
daha yavas azaldigindan kolayca o6l¢iilebilmektedir. Bu durumda yiikleme akimi
ile faradayik akimlar arasindaki ayirim etkin bir sekilde yapilabilmektedir. Cesitli
puls voltametri yontemleri arasindaki fark ise akim oOrnekleme bolgesi ve

uygulanan pulsun dalga formundan kaynaklanmaktadir.

1.11.2.1. Normal puls voltametri (NPV)

Normal puls voltametrisi yonteminde siddeti giderek artan bir seri puls
istenen zaman araliklarinda calisma elektroduna uygulanmaktadir. Uygulanan
pulslarin siddetleri her seferinde lineer olarak artirilirken elektrot, pulslar arasinda
analitin reaksiyonuna neden olmayacak sabit bir gerilimde tutulmaktadir (Sekil
1.23a). Akim puls uygulamasinin sonuna dogru, yani yiikleme akimimin yaklagik
sifir oldugu durumda dlgiilmektedir. Olgiilen akim degerleri gerilime kars1 grafige
gecirildiginde ise sigmoidal seklinde voltamogram elde edilmektedir (Sekil

1.23b).
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Zaman Gerilim

Akim

i

Sekil 1.23.  Normal puls voltametrisinde (a) uyarma sinyali ve (b) elde edilen voltamogram

1.11.2.2. Diferansiyel puls voltametri (DPV)

Diferansiyel puls voltametri eser miktardaki organik, inorganik ve metalik
iyon tiirlerin tayini i¢in son derece kullanisli bir yontemdir. Bu yontemde lineer
olarak artmakta olan gerilim iizerine sabit siddette bindirilen pulslar, istenilen
zaman araliklarinda c¢alisma elektroduna uygulanmaktadir (Sekil 1.24a). Bu
yontemde akim, puls uygulamasindan hemen 6nce ve puls uygulamasinin sonuna
dogru yani yiikleme akiminin yaklasik sifir oldugu durumda olmak iizere iki kez
Ol¢iilmektedir. Akimlar arasindaki fark gerilime kars1 grafige gecirildiginde pik
seklinde bir voltamogram elde edilmektedir (Sekil 1.24b). Pik gerilimi, elde
edilen pikin tepe noktasindaki gerilimdir ve pik yiiksekligi direkt olarak analitin

derisimi ile orantilidir.

(a)

+ (b)
2 5;
g Sa Al
£
S
| Sy |
P Damlama |
. | zamam | [
Zaman SN 7, ——

Sekil 1.24. Diferansiyel puls voltametrisinde (a) uyarma sinyali ve (b) elde edilen voltamogram
(Ai = Es;—Es1)
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Diferansiyel puls 6l¢iimlerinin pik seklinde olmasi, ylikseltgenme gerilimleri
yakin olan tiirlerin birbirinden ayrilmasini miimkiin kilmaktadir (Sekil 1.25).
Cesitli durumlarda 50 mV kadar farkli gerilimlerde pikler elde edilebilmektedir.
Kantitatif tayin sadece pik gerilimine degil ayn1 zamanda pik yar1 yliksekligindeki

pik genisligine de baglidir ve pikin genisligi elektron stokiyometrisiyle iliskilidir.

Sekil 1.25. 1,0 mg/L kadmiyum ve kursun iyonlar1 karisimi ig¢in (A) normal puls ve (B)

diferansiyel puls voltamogramlari

Puls siddeti ve gerilim tarama hizinin se¢imi hassasiyet, hiz ve kararliligi
etkilemektedir. Ornegin, genis puls siddetleri genis piklere neden olmaktadir.
Diferansiyel puls dl¢limlerinde genellikle 25-50 mV arasindaki puls siddetleri ve

5 mV/s tarama hizi kullanilmaktadir.

1.12. Kalem Ucu Elektrot ve Elektrokimyasal Analizlerde Kullanim

Diisiik zemin akimi, kimyasal inertligi, diisiik maliyeti, farkli uygulamalar
icin uygunlugundan dolay1 karbon elektrotlar elektroanalitik uygulamalarda
kullanilmaktadir. Bunlardan biri olan kalem ucu elektrot yiiksek elektrokimyasal
reaktivitesi, mekanik dayanikliligi, diisiik maliyet ve teknoloji gerektirmesi,
modifikasyon, minyatiirlestirme ve yenilenmesinin kolay olmasi nedeniyle pek
cok analitik uygulamada tercih edilmektedir. Diferansiyel puls ve kare dalga

voltametrisi gibi oldukc¢a hassas ve yiiksek dogrulukta 6l¢iimler yapan voltametrik
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bir yontemle birlestiginde ¢ok cekici bir iz analiz yontemi meydana gelmektedir
(Gao ve ark 2005).

Kalem ucu elektrotun aktif yilizey alan1 daha fazladir ve bu nedenle daha
diisiik derisimlerde ve/veya hacimdeki analitlerin tayinlerinde kullanilabilir.
Analit miktar1 ¢ok diisiik oldugunda bu biiylik bir 6nem kazanmaktadir
(Vestergaard ve ark. 2005). Ustelik, cams1 karbon gibi ticari olarak temin edilen
karbon elektrotlarin yeniden kullanilmasi igin tekrar tekrar temizlenmesi ve
modifikasyon i¢in pek ¢ok islemin yenilenmesinin gerekecegi bir durumda kalem
ucu elektrotlar tek kullanimlik olarak kullanilirsa analiz zamanini oldukc¢a
kisaltmaktadirlar (Wang ve ark. 2000).

Kolay temin edilebilen elektrotlardan biri de karbon fiberdir ve modifiye
elektrot hazirlamak igin kullanigh bir malzemedir. Bununla beraber hidrofobik ve
reaktif Ozelliginin az olmast yilizey modifikasyonunda sinirlamalara yol
acmaktadir. Karbon fiber elektrodun modifikasyonu i¢in bazi on islemlere
gereksinim duyulmaktadir (Ishifune ve ark. 2005). Boyle bir durumda kolayca
modifiye edilebilmesi ve minyatiirize edilebilmesi nedeniyle kalem ucu elektrot

uygun bir alternatif olmaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal maddeler, reaktifler ve elektrotlar

Parasetamol, dopamin, fenasetin, L-askorbik asit, D-glikoz, fenol, potasyum
kloriir, perklorik asit Fluka (Steinheim, Almanya), potasyum dihidrojen fosfat
Merck (Darmstat, Almanya), potasyum hidrojen fosfat Sigma-Aldrich (Steinheim,
Almanya), lityum perklorat ve sodyum karbonat Lancaster (Morecambe, Ingiltere)
firmalarindan saglanmustir. Pirol Aldrich firmasindan temin edilmis olup renksiz
stv1 elde edilinceye kadar damitilmig ve kullanilmadiginda azot atmosferinde -18
°C’de saklanmustir. Kobalt(ll) ftalosiyanin tetrasiilfonat sodyum tuzu Weber
yontemine gore (Weber ve Busch 1965) Kimya Boliimii Ogretim iiyesi Prof. Dr.
Hayrettin TURK tarafindan sentezlenip karakterize edilmistir. Kullanilan diger
reaktifler analitik saflikta olup herhangi bir saflagtirma islemi yapilmadan direkt
kullanilmiglardir.

Elektrokimyasal ¢alismalarda, tampon ve stok ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
kullamlan deiyonize su, Sartorius marka (Arium®611UV model) ultra saf su
cihazindan elde edildikten sonra Labconco marka deiyonize su sisteminden
gecirilerek (direng: 18,2 MQ) kullanima hazir hale getirilmistir.

Parasetamol igeren Minoset ve MinosetPlus (Roche), Vermidon (ilsan
[ltas), TylolHot (Nobel) tabletleri ve Calpol surup (GlaxoSmithKline) ile askorbik
asit igeren Bevitin C (Abfar ilag San.), Aspirin + Vitamin C (Upsa Conseil),
Supravit (Roche) tabletleri ve C-Plan (Polifarma) surup yerel eczanelerden temin
edilmistir.

Calisma elektrodu olarak kullanilan kursun kalem uclar1 (0,7 mm c¢apli, 2B,
Faber Castell ve 0,5 mm ¢apli, HB, Tombo) kirtasiyelerden satin alinmistir.
Kalem wuclarmi tutturmak i¢in, u¢ kismi metal olan mekanik kalemler
kullanilmistir. Kullanilan Ag/AgCl (doy.KCl) referans elektrotlar Radiometer
Analytical firmasindan temin edilmistir. Karsit elektrot olarak 1 mm ¢apinda Pt tel
(Aldrich % 99,9) kullanilmustir.
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2.1.2. Cihazlar ve analizler

Elektrokimyasal caligmalar PGSTAT 100 model potansiyostat-galvanostat
(Autolab) sistemi ile GPES 4.9 yazilim1 kullanilarak yapilmistir. Ayrica Voltalab
80 model potansiyostat-galvanostat (Radiometer) gerektiginde elektrot hazirlama
islemlerinde kullanilmistir. Biitiin elektroanalitik Slgiimler oda sicakliginda
yapilmigtir.

pH olciimleri IONcheck45 model pH-iyon-metre (Radiometer) ile
gerceklestirilmistir.  Bazi1  ¢Ozelti hazirlama islemlerinde ve elektrotlarin
temizlenmesinde ultrasonik banyo (LC30, Elma) kullanmilmistir. Diizenli bir
karigtirma saglanmast gerektiginde 1siticith manyetik karistirict  (MR3001,
Heidolph) kullanilmustir.

Kromatografik ol¢iimler gradiyent pompali, UV-Vis dedektorlii yiiksek
basingli sivi kromatografi (HPLC) sistemiyle (1100 serisi, Agilent) Cig ayirict
kolon (ACE®, 5um, 150x4.6 mm) kullanilarak yapilmistir. Eluent olarak
metanol:su (80:20) karigimi 0,8 mL/dakika akis hizinda kullanilmistir.
Parasetamoliin tayini igin biitiin ayirmalar oda sicakliginda ve 254 nm dalga
boyunda gergeklestirilmistir.

Taramal1 elektron mikroskopisi (SEM) goriintiileri i¢in Oxford Instruments-

7430 Field Emission Electron Microscope cihazi kullanilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Molekiiler olarak parasetamol baskilanmis ve baskilanmamis

polipirol elektrotlarin hazirlanmasi

Molekiiler baskilanmis ve baskilanmamis kalem ucu elektrotlar (KUE, HB
Tombo) doniisiimlii voltametri yontemiyle hazirlanmistir. Bu ¢alismada hedef
molekiil olarak parasetamol se¢ilmistir. Pirol (0,050 M), parasetamol (0,020 M)
ve LiClO4 (0,1 M) igeren sulu ¢ozeltiden -0,60 V ile +0,80 V arasinda alinan dort
dongii ile elektrokimyasal olarak KUE yiizeyinde polimerlestirilmistir. Piroliin

elektrokimyasal polimerizasyonu esnasinda yapiya es zamanli olarak giren
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parasetamole 0,05 M fosfat tamponu (FT, pH 7) ile 2-3 defa yikanarak kimyasal
olarak yapilan uzaklastirilma islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra baskilanmis
polimer elektrot 0,1 M KCI + 0,05 M FT (pH=7) igerisine daldirilmis ve -0,60 ile
+1,0 V arasinda 20 dongiilii gerilim taramasi sonucu polimer yapisina immobilize
olmus parasetamoliin uzaklagmasi saglanmis ve yapida parasetamole 6zgii bosluk
olusturulmustur. Ayrica bu islem sirasinda polimerin kendi cevabi da minimuma
indirilmistir. Parasetamoliin polimer yapisindan uzaklasip uzaklagmadigi ayni
¢ozeltide alnan diferansiyel puls voltametrisi ile tespit edilmistir. Olgciimlerin
giivenirliligini test etmek amaciyla baskilanmamis polimer (NIP) elektrotlar ayni

deneysel kosullarda fakat parasetamol eklenmeden hazirlanmistir.

2.2.1.1. Elektroanalitik dl¢iimler

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV) 6l¢timleri ti¢ elektrotlu hiicrede 0,10 M
KCI + 0,05 M FT (pH= 7) ¢ozeltisinde 0,00 ile +0,80 V gerilim araliginda
gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal olgtimlerden Once analiz ¢ozeltisinden 5
dakika azot gazi gegirilmistir. DPV parametreleri: yiikselme (step) gerilimi 8 mV,

modiilasyon genligi (amplitiidii) 50 mV, tarama hizi 15 mV/s.

2.2.1.2. Parasetamol iceren ila¢ 6rneklerinin hazirlanmasi

Baskilanmis ve baskilanmamis polipirol elektrotlar ile bazi tablet ve
suruplardaki parasetamol igerikleri tespit edilmistir. Bu ilaglardan tablet halinde
olanlar havanda toz haline getirildikten sonra isiticili manyetik karistirici
kullanilarak parasetamol suda ¢ozilmistir. Daha sonra c¢ozelti 10 dakika
ultrasonik su banyosunda tutulmus ve ¢6ziinmeden kalan katki maddeleri mavi
bant siizge¢ kagidindan siiziilerek ayrilmistir. Cozelti 250 mL’lik balon jojeye
aktarilarak FT (pH= 7) ¢ozeltisiyle gerekli hacme seyreltilmistir. Surup 6rnekleri
homojen bir sekilde karistirildiktan sonra bir miktar alinarak 100 mL’lik balon
jojeye aktarilmis ve FT (pH= 7) ile gerekli hacme seyreltilmistir. Bu sekilde stok
cozeltileri hazirlanan ilag drneklerinden uygun miktar alinarak parasetamol tayini

yapilan ¢ozeltiye ilave edilmistir.
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2.2.2. Molekiiler olarak askorbik asit baskilanmis ve baskilanmamis

polipirol elektrotlarin hazirlanmasi

Askorbik asit baskilanmis polipirol filmi kalem ucu elektrot (KUE, HB
Tombo) yiizeyinde 0,10 M LiClOy4, 0,025 M pirol ve 0,010 M askorbik asit igeren
sulu ¢ozeltiden -0,60 +0,80 V araliginda yedi dongii alinarak elde edilmistir.
Polimerik yapidan askorbik asitin uzaklastirilmasi amactyla polimer film
elektrotlar 0,05 M fosfat tamponu (pH= 7) ¢ozeltisinde 15-20 dakika karistirilarak
bekletilmistir. Boylece polimer i¢inde hapsolmus askorbik asit yapidan
uzaklasarak kendine 6zgli bosluklarin olusmasina neden olmustur. Baskilanmis
polimer elektrotlarin etkinligini test etmek amaciyla baskilanmamis polimer (NIP)

elektrotlar ayni deneysel kosullarda askorbik asit eklenmeden hazirlanmstir.

2.2.2.1. Elektroanalitik él¢iimler

DPV olgiimleri ii¢ elektrotlu hiicrede 0,1 M KCI + 0,05 M fosfat tampon
(pH 8,5) ¢ozeltisinde -0,30 V ve +0,40 V arasinda gergeklestirilmistir.
Olgiimlerden dnce elektrolitik ¢ozeltiden 5 dakika siireyle azot gaz1 gegirilmistir.
Diferansiyel puls voltamogramlarini almak i¢in kullanilan parametreler sunlardir:
yiikselme (step) gerilimi 8 mV, modiilasyon genligi (amplitiidii) 50 mV, tarama
hiz1 15 mV/s.

2.2.2.2. Askorbik asit iceren ila¢ 6rneklerinin hazirlanmasi

Askorbik asit iceren tablet halindeki farkli ticari ilaglar1 elektrokimyasal
analizlere hazir hale getirmek i¢in Once tabletler havanda toz haline getirilmis
isiticili manyetik karigtiricr yardimiyla suda ¢oziilmiistiir. Sonra ¢dziinmeden
kalan ilagtaki katki maddeleri mavi bant siizge¢ kagidindan siiziilerek ortamdan
uzaklastirllmigtir. Daha sonra ¢oziinen kisim 250 mL’lik balon jojeye aktarilarak
FT (pH= 8,5) cozeltisiyle gerekli hacme seyreltilmistir. Bu sekilde stok ¢ozelti
haline getirilmis 6rneklerden uygun miktar aliarak askorbik asit tayini yapilan

cozeltiye ilave edilmistir.
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2.2.3. Co(ll) ftalosiyanin tetrasiilfonat (Co-FTS) ile modifiye edilmis nano

fiber yapih polipirol elektrotlarin hazirlanmasi

Modifiye elektrotlarin hazirlanmasi {i¢ basamakta gerceklestirilmistir. Bu
islemler Sekil 2.1’de sematik olarak gosterilmektedir.
1) KUE (2B, Faber Castell) yiizeyinde nanofiber yapili polipiroliin
(KUE/PPyYNF) elektrokimyasal sentezi.
2) Nanofiber yapili polipiroliin asir1 yiikseltgenmesi (KUE/AYPPyNF).
3) KUE/AYPPyYNF clektrot yiizeyine Co-FTS’nin adsorpsiyonu.

KUE/AYPPyNF'e %

Pirolin PPyNF'in
elektropolimerizasyonu J= asin yikseltgenmesi Co-FTS'in adsorplanmasi %
> > > I,
o
(0,15 M NaOH'te) 258

RARAARAARAHHFHTIF

1) (2)
KUE KUE/PPyNF KUE/AYPPYNF

)
KUE/AYPPYNF/Co-FTS

SOz Na*
Sekil 2.1. KUE/AYPPyNF/Co-TFES elektrotlarin hazirlanma semasi
KUE/PPyNF elektrotlar 0,10 M LiClO4 + 0,10 M Na,COj3 ve 0,10 M pirol

iceren sulu ¢ozeltide 0,00 ile 0,80 V arasinda, 100 mV/s tarama hizinda 10
dongiilii elektropolimerlesme ile hazirlanmistir. Elde edilen KUE/PPYNF
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elektrotlar deiyonize su ile yikanmis ve karbonat iyonlarmin karbondioksit
seklinde uzaklasabilmesi igin % 10’luk HCIO,4 ¢6zeltisinde 24 saat bekletilmistir
(Tian ve ark. 2004).

Hazirlanan KUE/PPYNF elektrotlari asir1 yikseltgemek i¢in 0,15 M NaOH
¢ozeltisinde 0,00 V ile 0,90 V (100 mV/s) aras1 kayda deger bir akim elde
edilmeyinceye kadar 12 dongiilii gerilim taramasi yapilmistir. Bu islemden sonra
elektrotlarm ayni ortamda 0,00 V ile +1,00 V arasi DPV yontemi ile 2 kez
Olgtimleri alinarak asirt yiikseltgenme islemi tamamlanmistir. Bu asiri
yiikseltgeme isleminin ardindan elde edilen elektrotlar en az 10 dakika deiyonize
suda bekletilmistir.

Son asamada elektrotlar Co-FTS’in 5x10™* M’lik sulu ¢zeltisine 150 dakika
stireyle  daldirllmis  ve  bdylece  Co-FTS ile  modifiye  edilmis
(KUE/AYPPyYNF/Co-FTS) elektrotlar hazirlanmistir.

Ayrica karsilastirmali ¢alismalarda kullanilmak amaciyla ayni islemler takip
edilerek 0,10 M LiCIO4 ve 0,10 M pirol (Na;COs3 igcermeyen) igeren ¢ozeltiden
nano fiber yapida olmayan polipirol (KUE/AYPPy) ve modifiye polipirol
(KUE/AYPPy/Co-FTS) elektrotlar sentezlenmistir.

2.2.3.1. Elektroanalitik olciimler

DPV ol¢iimleri ii¢ elektrotlu hiicrede 0,15 M sulu NaOH ¢ozeltisinde 0,00
ve +0,70 V arasinda gergeklestirilmistir. Kullanilan ¢alisma elektrodunun yiizey
alani 0,225 cm®dir. Olciimlerden once elektrolitik ¢ozeltiden 5 dakika stireyle
azot gazi gecirilmistir. Diferansiyel puls voltamogramlarini almak i¢in kullanilan
parametreler sunlardir: yiikselme (step) gerilimi 8 mV, modiilasyon genligi

(amplitiidii) 50 mV, tarama hiz1 15 mV/s.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Molekiiler Baskilanmis Polipirol (MIP) ile Parasetamol Tayinleri

3.1.1. Molekiiler olarak  parasetamol  baskilanmis  polipiroliin

elektrokimyasal polimerlesmesi

Piroliin elektrokimyasal davranigi 0,10 M LiClO4 sulu ¢ozeltisinde -0,60 ile
+1,40 V arasinda gerilim taramasi uygulanarak incelenmistir. Pirol monomerinin
elektrokimyasal yiikseltgenmesi anot ilizerinde gerceklesmis ve elde edilen
polimer KUE iizerinde film seklinde birikmistir. Doniistimlii voltamogramda
pirole ait yiikseltgenme piki +1,10 V civarinda gozlenmistir (Sekil 3.1a).
Yiikseltgenme piki pirol radikal katyonunun olusumuyla ilgilidir. Olusan radikal
katyon bir baska pirol radikal katyonuyla birleserek dimerik yapiyr olusturur.
Dimerik yap1 olusan diger dimerler ve oligomerler ile birleserek polimerlesirler ve
elektrot yiizeyinde bir film seklinde polipirol olusur.

Ayni sekilde parasetamoliin elektrokimyasal davranisi da 0,10 M LiCIO,4
sulu ¢ozeltisinde -0,60 ile +0,80 V arasinda gerilim taramasi uygulanarak
incelenmistir. Parasetamole ait yiikseltgenme piki +0,63 V’ta gozlenirken geri

dongtide +0,53 V’ta bir indirgenme piki gozlenmektedir.
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Sekil 3.1. 0,10 M LiCIO, ¢ozeltisinde KUE ile (a) pirol ve (b) parasetamol i¢in elde edilmis

doniistimlii voltamogramlar
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Sekil 3.2(a)’da piroliin elektropolimerizasyonuna iliskin  doniisiimli
voltamogramlar verilmistir. Sekilden polimer filminin olusumu ve biiyiimesi
kolaylikla gortilebilmektedir. Polimer filmi biiytidiik¢e, filmin yiikseltgenme ve
indirgenmesi nedeniyle pik siddetlerinde artis meydana gelmektedir. Polipirole ait
+0,10 V’ta genis bir yiikseltgenme piki ve -0,20 V’ta bir indirgenme piki

gozlenmektedir.

NE; -0.40 015 0.10 035 060 EE:

065 -04d0 015 0ln 035 0 060 085

Sekil 3.2. KUE ile 0,05 M pirol i¢in parasetamol yokken (a) ve parasetamol (20 mM) varliginda
(b) elde edilmis doniigiimlii voltamogramlar (tarama hizi: 100 mV/s, destek elektrolit
0,10 M LiCIlO,4 dongii sayist 4)
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Elektrokimyasal baskilama i¢in, pirol ve destek elektroliti bulunan ¢ozeltiye
20 mM parasetamol eklenmistir. Sekil 3.2(b)’de parasetamol varliginda elde
edilen voltamogramlar goriilmektedir.

Sekil 3.2(b)’de piroliin elektropolimerlesmesine parasetamoliin etkisi
kolaylikla fark edilmektedir. Piroliin yiikseltgenme pik gerilimi +0,10 V’tan daha
anodik bolgeye +0,30 V’a kaymistir. Bu degisim parasetamoliin polimer
zincirinin bir pargasi olmaya bagladigin1 gostermektedir (Haupt 2001).
Elektropolimerizasyon islemi duragan bir ¢ozeltide gergeklestigi igin, kiitle
aktarimi diflizyon kontrollii olarak ger¢eklesmektedir. Parasetamol molekiilleri
elektropolimerlesme esnasinda KUE ylizeyine dogru difiizlenerek polimer yapisi
iginde tutuklanirlar. Molekiiler baskilamanin olusumunda elektroaktif hedefin
diflizyonu elektroaktif olmayan bir hedef ile elde edilenden daha fazla sayida
taninma bolgeleri olusmasindan dolay:r tercih edilen bir olaydir. Eger hedef
elektroaktif degilse, iletken olmayan polimerik bir tabakanin olusumuyla ilk
dongliden sonra elektroda dogru olan difiizyon engellenir. Bbyle bir tabaka
olugmasi hedef molekiile uygun yapilanmay1 engeller ve bu ylizden taninma
bolgelerinin sayisi azalir.

Hedef parasetamol molekiillerinin polimer matriksi iginde bulunmasi
(baskilama islemi) ve baskili polipirolden parasetamoliin uzaklastirilmasi Sekil
3.3’te sematik olarak gosterilmektedir.

Parasetamol hedef molekiilii piroliin elektropolimerizasyonu esnasinda
eszamanli olarak polimerik yapiya girerek pirol halkasiyla hidrojen bagi
gerceklestirir. Hidrojen bag sayis1 arttikca hedef molekiil ile polimer arasindaki
etkilesim giicii de artar. Parasetamol ile polipirol arasinda ii¢ hidrojen bagi
gerceklesebilir (Sekil 3.3a). Parasetamol molekiiliiniin C=0 grubundaki oksijen
atomu ile pirol biriminin N-H grubundaki hidrojen atomu arasinda; pirol
birimindeki N-H grubunun azot atomu ile parasetamoldeki hidroksil grubunun
hidrojeni arasinda ve piroldeki N-H grubunun hidrojeni ve parasetamol N-H’inin
azot atomu arasinda hidrojen bagi meydana gelebilir. Polipiroldeki ¢apraz
baglanma ve zincir dallanmasi (Wallace ve ark. 2003) parasetamole uygun
bosluklar iceren ii¢ boyutlu bir matriks olusturur. Polimerik yapt icinde

tutuklanmig hedef molekiilii uzaklastirmak i¢in mikrodalga islemi, hedef
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molekiiliin yiikseltgenip-indirgenmesi veya polimerle kuvvetli etkilesen bir
¢Oziicii kullanimi (yapinin sismesini saglayarak hedef molekiiliin salinimi igin)
gibi farkli yontemler kullanmak miimkiindiir. Bu c¢alismada, baskilanmis
polipirolden parasetamol 0,10 M KCI + 0,05 M FT (pH= 7) ¢dzeltisinde -0,60 V

ile +1,00 V arasinda 20 dongiilii gerilim taramasi uygulanarak uzaklastirilmstir.

(a)
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Sekil 3.3. KUE yiizeyinde piroliin elektropolimerizasyonu esnasinda (a) parasetamoliin polipirol

yapisina baskilanmasi ve (b) parasetamoliin baskilanmig yapidan uzaklastirilmasi

3.1.2. Polipirol filminin kararhhgi iizerine pH Etkisi

Polimerik filmin kararlilig1 tizerine ¢ozelti pH’sinin 6nemli etkisi vardir.

Polimer sinyalinin parasetamol sinyali ile girisim yapmamasi i¢in miimkiin olan
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en diisiik akim degerinde olmasi1 gerekmektedir. Bu yiizden 0,10 M KCI ve 0,05
M FT igeren farkli pH’lardaki c¢ozeltilerde polipirol filminin kendine ait
yiikseltgenme akimi degerleri belirlenmistir (Sekil 3.4). Polimer filminin cevabi
notrale yakin degerlerde daha az degiskenlik gostermektedir. Daha asidik ve daha
bazik bolgelerde polipiroliin cevabi ortamm pH’s1 degistikge daha fazla
degiskenlik gostermektedir. Ayrica polipirol filminin en diisiik cevabi nétrale
yakin degerlerde elde edildiginden polipirol ile modifiye edilmis KUE ile

Ol¢iimlerin pH 7’de yapilmasina karar verilmistir.

300 -

290

280

270

i/ pA

260

250

240

230 1 1 1 1 1 1 1 1

Sekil 3.4. Polipirol cevabmin pH ile degisimi

3.1.3. Parasetamol cevabi iizerine pH etkisi

Elektrokimyasal yiikseltgenme mekanizmasi ortam pH’sina bagli olarak
degismektedir. MIP elektrodun parasetamol varliginda pH 3-11 arasinda
elektrokimysal davranist DPV yontemiyle incelenerek sonuglar Sekil 3.5°te
verilmistir. MIP elektrodun parasetamole karsi olan cevabi pH yiikseldik¢e daha
katodik bolgelere kaymaktadir ve akim degeri diismektedir. Diigiik akim degerleri
elektrodun duyarliliginda bir azalmaya neden olacagindan yiiksek pH degerleri

parasetamol tayini i¢in uygun olmayacaktir.
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Sekil 3.5. 0,10 M KCl ve farkli pH’lardaki 0,05 M FT ¢ozeltisinde 0,25 mM parasetamol icin
MIP elektrodun cevabinin pH ile degisimi

pH degeri diistiikkge parasetamol i¢in elde edilen pik akimi degerlerinde bir
artma gozlenmekle beraber parasetamoliin yiikseltgenmesi icin gerekli gerilim
degerleri de yiikselmektedir. Olgiim yapilan gerilim degeri artmasi elektroaktif
pek cok tiirlin yiikseltgenmesini kolaylastiracagindan girisim yapma ihtimalleri
artacaktir. Bu yiizden elektrokimyasal sensorler ile calisilirken ¢ok yiiksek
gerilimler tercih edilmemektedir. Bu veriler géz onilinde bulunduruldugunda
diisiik pH’larda c¢alismanin da uygun olmayacagi goriilmektedir. Boylece cok
yiiksek olmayan bir gerilim degerinde ve yeterince duyarli bir sekilde
parasetamoliin tayin edilebilecegi pH 7 degerinde calismanin uygun olduguna

karar verilmistir.

3.1.4. MIP ve NIP elektrotlarin parasetamole kars1 etkinliklerinin

incelenmesi

Parasetamoliin elektrokimyasal davranisi MIP ve NIP elektrotlar ile pH 7°de
incelenmistir. Farkli parasetamol derisimlerinde alinan DP voltamogramlar1 Sekil

3.6’da verilmistir. NIP elektrot kullanildiginda 370 mV’ta (Ag/AgCl)
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parasetamole ait bir ylikseltgenme piki gozlenirken MIP elektrot kullanildiginda
450 mV’ta bir pik yiikseltgenme piki gozlenmistir. Notral ortamdaki bu pik
parasetamoliin N-asetil-p-kinonimine ylikseltgenmesine aittir (Gomez-Cabellero
ve ark. 2005). Parasetamole ait yiikseltgenme piki MIP elektrot ile NIP elektroda
gore 80 mV daha anodik bélgeye kaymistir. Bu kayma elektrot yilizeyinin
degistigini, modifikasyon isleminin gerceklestigini gostermektedir.
Elektrokimyasal analizlerde pik akiminin analit derisimiyle dogru orantili oldugu
diisiiniilecek olursa pik akimindaki degisme sensor uygulamalar1 agisindan daha
da oOnem arzetmektedir. MIP elektrotlar ile elde edilen parasetamol
yiikseltgenmesine ait pik akim degerlerinin NIP elektrot ile elde edilen sonuglara
gore yaklasik ii¢ kat arttig1 gozlenmistir. Akim degerlerindeki bu 6nemli artis
baskilama isleminin basariyla gergeklestiginin, parasetamole karsi segiciliginin
arttiginin ve MIP elektrodun elektrokatalitik etkisinin bir gostergesidir. Boylece
daha diisiik derisimdeki parasetamoliin tayini MIP elektrot ile daha hassas bir
sekilde yapilabilecektir. Parasetamoliin derisimi dort kat arttirildiginda her iki
elektrot ile elde edilen cevaplar da yaklasik dort kat artmistir. Bu sonug

elektrotlarin etkin olarak calistigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.6. NIP (a: 0,25 mM ve b: 1,0 mM parasetamol) ve MIP (c: 0,25 mM ve d: 1,0mM
parasetamol) ile 0,10 M KCI + 0,056 M FT (pH= 7) ¢ozeltisinde elde edilmis DP

voltamogramlar
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MIP ve NIP elektrotlar ile pH 7°de elde edilmis kalibrasyon egrileri Sekil
3.7’de gosterilmektedir. Kalibrasyon egrisinde tayin edilen parasetamol
derisimine karst MIP (ve NIP) elektrot ile dlgiilen parasetamoliin yiikseltgenme
pik akim degerleri grafige gecirilmistir. Bu grafiklerden MIP elektrodun dogrusal
olarak c¢alistig1 iki bolge tespit edilmistir. Ik bdlge 5 uM’dan 0,50 mM’a kadar
0,996 korelasyon katsayisi ile dogrusallik gostermektedir. ikinci bolge 1,25-4,5
mM araliginda 0,990 korelasyon katsayisi ile fakat ilk bolgenin egiminden daha
diisiik bir egimle dogrusallik gostermektedir. MIP elektrot ile parasetamol igin
tayin sinir1 (30) 7,9x107 M olarak belirlenmistir. Hesaplanan tayin sinirindaki
hata % 1°dir. Polipirol yiizeyinin baskilama yoluyla modifikasyonu MIP
elektrodun parasetamole karsi cevabinda Onemli bir gelisme saglamis ve bu
yiizden de 5x107 M uM parasetamol derisimini bile tayin etmek miimkiin
olmaktadir. NIP elektrot ile parasetamole karsi elde edilen egride 50 uM dan 0,50
mM’a kadar dogrusallik gozlenmektedir. Bununla beraber akim degerleri MIP
elektrot ile elde edilenden daha distiktiir ve 2,0 mM ile 5,0 mM arasinda sabit
kalmaktadir.
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Sekil 3.7. (o) Molekiiler baskilanmig (MIP) ve (A) baskilanmamis (NIP) polipirol elektrotlar ile

parasetamol icin elde edilmig kalibrasyon grafikleri
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Sekil 3.8’de MIP elektrot ile farkli parasetamol derigimlerinde elde edilen
DP voltamogramlar1 goriilmektedir. Sekil 3.8’in i¢ kisminda DP voltamogramlari,

5 uM’dan 0,50 mM’a kadar olan ilk dogrusal bolgeye aittir.
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Sekil 3.8.  MIP elektrotlar kullanilarak parasetamol i¢in elde edilmis DP voltampgramlari

3.1.5. Monomer derisiminin etkisi

Elektropolimerizasyon ortamindaki monomer (pirol) derisiminin hazirlanan
sensoOriin analitik davranigina etkisi de calisilan parameteler arasindadir. Hem MIP
hem de NIP elektrodun cevabi iizerine monomer derisiminin etkisini belirlemek
icin parasetamol derisimi sabit iken pirol derisimi 25-500 mM araliginda
degistirilmis ve bu sartlarda -0,60 ile +0,80 V arasinda ayni dongii sayisiyla
polimer elektrotlar hazirlanmistir. Sekil 3.9’da monomer derisimine kars1 olgiilen
akim degerleri karsilastirmali olarak grafige gecirilmistir. Baskilanmis bolgelerin
sayistyla kaplanmis filmin hedef molekiillerine baglama kapasitesi birbirleriyle
iliskilidir. Monomer derigimi, film kalinligi ve polimer matriksi i¢indeki
baskilanmis molekiillerin sayisiyla orantili olarak sensoriin  davranisini

etkilemektedir. MIP elektrodun parasetamole karsi cevabi 50 mM pirol derisimine
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kadar artmaktadir. Bu pirol derisiminin altinda ve istiindeki degerlerde MIP
elektrodun cevabinda diisme olmaktadir. Optimum monomer derisiminin
bulunabilmesi i¢in MIP ve NIP elektrot ile parasetamol icin elde edilen akim
degerleri arasindaki farkin miimkiin oldugunca yiiksek olmasi gerekmektedir (imip
>> jyip). Ayrica NIP elektrodun cevabi da miimkiin olan en diisiik deger olmalidir
(inie = 0). Yapilan galismalar sonucunda optimum monomer derisiminin yaklasik
50 mM oldugu belirlenmistir. Diisiik monomer derisimlerinde gerceklestirilen

elektropolimerlesme sonucunda analitik davranigi daha iyi olan sensor elde

edilmistir.
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Sekil 3.9. Farkli monomer derisimlerinde hazirlanan MIP ve NIP elektrotlarin 0,25 mM

parasetamol i¢in elde edilen akim degerleri

3.1.6. Elektropolimerizasyon dongii sayisinin etkisi

Baskilanmis elektrotlarin en duyarli oldugu polimer film tabakasim
olusturabilmek i¢in optimum dongii sayisi tespit edilmistir. Bu amagla 0,10 M
LiClO,4 ve 0,05 M pirol ve 20 mM parasetamol igeren ¢ozeltide -0,60 ile +0,80 V
arasinda donilisimlii voltametrik olarak farkli dongii sayilari ile elektrotlar
tiretilmistir. Elektropolimerlesme sirasinda uygulanan dongii sayisinin sensoriin

duyarliligin1 ve dogrusalligin1 etkiledigi saptanmistir. Diisiik dongii sayilartyla
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elde edilen elektrotlarin analitik performanslarinin daha iyi oldugu bulunmustur.
Yiiksek dongii sayilariyla daha yogun elektropolimerlesme ve bu yiizden de daha
kalin bir film olusumuyla baskilanmis bolgelerin sayisinda azalma olmaktadir.
MIP elektrotlarin parasetamole verdigi cevap 4 dongii sayisina kadar artarken NIP
elektrotlarin cevabi 6 dongii sayisina kadar artis gostermistir (Sekil 3.10). MIP
elektrodun en yiiksek akim cevabini verdigi 4 dongiiden sonra akim cevabinda
hizla bir azalma gbzlenmektedir. Ayrica parasetamol i¢cin MIP ve NIP elektrot ile
elde edilen akim degerleri arasindaki en biiyiikk akim farki yine 4 dongili
elektropolimerizasyon ile elde edilen elektrotlar arasindadir. Bu yiizden optimum

dongii sayis1 4 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.10. Farkli dongii sayilartyla hazirlanan MIP ve NIP elektrotlarin 0,25 mM parasetamol

icin elde edilen akim degerleri

Polipirol filminin kalinhigr (FK) Kraljic ve ark. (2003) tarafindan yapilan
calismadaki gibi gecen yiik miktarindan yararlanarak (Formiil 3.1) yaklasik 500

nm olarak hesaplanmustir.

QM

FK= ——
ZFAd (3.1)
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Burada;

Q: Gerilim taramasi esnasinda gecen ylik miktarini,
M: Piroliin molekiil agirligini,

Z: Pirol birimindeki elektron sayisini,

F: Faraday sabitini,

A: Elektrot alanini ve

d: Piroliin yogunlugunu ifade etmektedir.

3.1.7. Baskilanacak hedef molekiil derisiminin etkisi

Burada MIP elektrodun cevabi iizerine hedef molekiil (parasetamol) etkisini
arastirmak i¢in kontrol maddesi olarak dopamin kullanilmistir. Dopamin merkezi
sinir, kardiyovaskiiler ve hormonal sistemde birincil rol oynayan en Onemli
norotransmiter (ndron tasiyicl) maddedir ve yapis1 parasetamole oldukc¢a
benzemektedir. Dopamin pek cok biyolojik sivida yeralir ve parasetamole
benzerliginden ve elektroaktif olmasindan dolay1 parasetamole karsi girigim
yapar. MIP elektrot ile dopamine ait yiikseltgenme piki +0,18 V’ta parasetamoliin
yiikseltgenmesi ise +0,45 V’ta gozlenmistir. Dopamin ve parasetamoliin
yiikseltgenme pik gerilimleri arasindaki fark biyolojik 6rneklerde dopamin ile
herhangi bir etkilesim olmadan parasetamoliin analizine izin vermektedir.

Hazirlanan sensoriin davranisi elektropolimerlesme sirasinda hedef molekiil
derisiminden etkilenmektdir. Hedef molekilin derisimi arttinnldikca MIP
elektrodun parasetamole verdigi cevap da artmaktadir. Bununla beraber bu artma
sensOr segiciliginde diismeye neden olmaktadir. Bu sinirlamanin  nedeni
bosluklarin artmasiyla MIP elektrodun aktif yiizeyine parasetamoliin diflizyonu
daha fazla olmaktadir. Parasetamol derisimi 5 mM’dan 20 mM’a dogru arttik¢a
MIP elektrodun parasetamole cevabinda da bir artma meydana gelmektedir (Sekil
3.11).

20 mM parasetamol derisiminden sonra MIP elektrodun cevabinda kiigiik bir
azalma meydana gelmektedir. Hedef molekiil derisimini belirlemek i¢in hedef
molekiile kars1 cevabin en yiiksek oldugu ancak dopamine karsi cevabin hemen

hemen hi¢ olmadigi deger segilmelidir. 20 mM parasetamol derigimiyle elde
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edilen elektrotla parasetamol ve dopamin igin akim degerleri arasindaki fark en
yiiksektir. Bunun yaninda parasetamol igin elde edilen en yiiksek akim degeri ve
dopamin i¢in miimkiin olabilecek en diisiik akim degerine yakinligi nedeniyle 20

mM en uygun hedef molekiil derisimi olarak belirlenmistir.

207 D/D/n/‘l\n—n\n
100 + —0— Parasetamol
80
<
=60 -
40 ~
—o— Dopamin
20 A
0 <> Y Y Y Y T 1
0 10 20 30 40 50 60
Parasetamol derigimi / mM

Sekil 3.11. MIP elektrot ile parasetamol (o) ve dopamin (A) i¢in [0,10 M KCl i¢eren FT (pH=7)

¢ozeltisinde] parasetamoliin yiikseltgenme pik geriliminde elde edilen akim degerleri

3.1.8. Girisim yapan tiirlerin etKisi

Bu calismada, MIP ve NIP elektrodun seciciligi girisim yapan farkl: tiirlerin
varliginda tespit edilmistir. Parasetamol baskilanmis ve baskilanmamig
elektrotlarin dopamin, fenasetin, askorbik asit, fenol ve D-glikoz gibi bazi girisim
yapan tiirler (Sekil 3.12) varliginda voltametrik cevaplari incelenmistir.

Sekil 3.12°de yapilar1 verilen molekiiller biyolojik sivilarda bulunan ve
geleneksel yontemlerle parasetamol tayinlerinde girisimlere neden olan
maddelerdir. 0,25 mM parasetamol derisimindeki ¢ozeltiye bu tiirlerden 0,25 ile
2,5 mM arasinda ilaveler yapilmis ve her bir ilaveden sonra MIP elektrodun
parasetamole kars1 cevab1 DPV yontemiyle belirlenmistir. Girisim yapan herhangi

bir tiir olmadiginda MIP elektrot ile 0,25 mM parasetamol icin elde edilen
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yukseltgenme akimi 115 pA, NIP elektrot ile 42 pA’dir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 3.1°de verilmektedir.

o Q
1
- NH .C-CH
HN’C CH3 2 HN 3
HO
OH OH OC2H5
Parasetamol Dopamin Fenasetin
OH OH
HO = OH O
HOHO OH
o @) OH OH OH
Askorbik asit Fenol D-Glikoz

Sekil 3.12.  Parasetamol tayinlerinde girisim yapan tiirlerin yapisi

Elde edilen biitiin degerlerde, girisim yapan tiirlerin derisiminin parasetamol
derisiminin iki kat1 veya iki katindan az oldugu durumlarda akim degerlerinde
onemli bir degisiklik olmamustir. Bununla beraber dopamin ve fenasetinin
biyolojik sivilardaki derisimi 1,0 mM’in {izerine ¢ikmamaktadir. Bu nedenle,
girisim yapan tiirlerin derisimi parasetamol derisiminin dort katindan az
oldugunda MIP elektrodun parasetamole verdigi cevap bu tiirlerin varligindan
etkilenmemektedir. D-glikoz ve fenol derisimi parasetamol derisiminin on kati
oldugunda bile MIP elektrodun cevabinda 6nemli bir degisme olmamaktadir. Bu
sonuglar bize KUE iizerine parasetamol baskilanmig polipirol film elektrodun
fonksiyonel gruplar ve sekil agisindan parasetamole uygun taninma bdlgeleri
icerdigini yani baskilama olayinin basariyla gerceklestigini gdstermektedir.
Bununla beraber NIP elektrodun girisim yapan tiirlerin varligindan énemli dlgiide
etkilendigi  goriilmektedir. Bu sonu¢ baskilanmis polimer elektrodun
baskilanmamis polimer elektroda gore seciciliginin ¢ok daha yiiksek oldugunu

gostermektedir.
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Cizelge 3.1. MIP ve NIP elektrotlar kullanilarak elde edilen parasetamol (0,25 mM) pik akimi

degerlerine girisim yapan tiirlerin etkisi

NIP ile 0,25 mM
parasetamol i¢in elde
edilen akim® degeri

MIP ile 0,25 mM

Girisim yapan parasetamol i¢in elde edilen

Girisim yapan tiiriin derisimi

tiirler (mM) akim de(gezl)deglslml degisimi

i (LA)

0,25 -0,678 -3,360

Fenol 1,00 -1,150 -7,351
2,50 -2,100 -10,990

. 0,25 0,852 0,823
Glikoz 1,00 1,495 3,884
2,50 2,645 5,209

. 0,25 -2,163 -8,863
Fenasetin 0,50 -3,245 -12,518
1,00 -7,170 -19,021

. 0,25 -1,370 -6,813
Dopamin 0,50 -2,980 -12,930
1,00 -5,250 -15,280

o 0,25 0,620 4,691
Askorbik asit 0,50 1,780 7,195
1,00 2,350 10,033

®Girigsim yapan herhangi bir tiir yokken MIP ile elde edilen akim 115 pA.
® Girigim yapan herhangi bir tiir yokken NIP ile elde edilen akim 42 pA.

3.1.9. Baskilanmis polimer elektrodun gerc¢ek drneklere uygulanmasi

Elektropolimerlesme yontemiyle hazirlanan ve parasetamole karsi segiciligi
kanitlanan polipirol elektrotlarin ger¢ek oOrnekler i¢in de kullanilabilirligi
arastirilmistir. Bu amagc i¢in ticari agidan 6nemi olan bazi ila¢ Ornekleri tercih
edilmistir. Hazirlanan sensorlerin  ger¢ek Orneklere verdigi cevaplarin
dogrulugunu test etmek amaciyla HPLC yontemi kullanilmigtir. Parasetamol
tabletlerinden ve surubundan hazirlanan c¢ozeltiler parasetamol derisiminin
kalibrasyon grafiginde dogrusal oldugu araliktaki degerlere seyreltilerek ayni
kosullarda DPV oOlglimleri yapilmistir. Seyrelme faktdrii g6z Oniinde

bulundurularak belirlenen parasetamol miktarlarinin dretici firmalarin bildirdigi
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degerler ile uyumlu oldugu saptanmistir. Deneysel olarak elde edilen ve iiretici
firmalarin  bildirdigi degerler Cizelge 3.2°de goriilmektedir. Elektrokimyasal
tayinin gegerliligi i¢in, optimum kromatografik kosullarda ve elektrokimyasal
Olgiimlerle elde edilen sonuglar karsilagtirilmistir. Cizelge 3.2’de MIP elektrot
kullanilarak DPV yontemiyle ve HPLC analizleri sonucu elde edilen veriler
goriilmektedir. Buna gore parasetamol baskili polipirol sensorlerinin analitik

amaglar i¢in uygun oldugu sonucuna varilmaigtir.

Cizelge 3.2. HPLC ydntemi ve MIP elektrotlar kullanilarak yapilan gercek 6rnek analizleri

Tablet/surup  Bildirilen MIP ile B.S.S.(%) HPLC ile B.S.S.(%)

adi igerik belirlenen (n=3) belirlenen (n=3)

Minoset 0,500° 0,487 1,26 0,496° 0,42

Minoset Plus 0,250° 0,236° 0,67 0,245 0,49

Vermidon 0,500° 0,496 0,81 0,495 0,55

TylolHot 0,500" 0,492° 1,62 0,494° 0,48

Calpol surup 120° 117° 1,55 118° 0,31

& g/tablet

" 9/20 g,

“mg/5 mL

3.1.10. MIP elektrodun yeniden iiretilebilirligi ve kullanim émrii

Ayni kosullarda tretilen farkli MIP elektrotlarin 0,25 mM parasetamol i¢in
verdigi pik akimi cevaplan Olgiilerek yeniden iiretilebilirligi arastirilmistir. Pik
siddetlerinin bagil standart sapmast % 1,3’tlir. MIP elektrot gerekli kosullandirma
ve yikama islemleri yapildiktan sonra 10-15 kez ard arda kullanilabilmektedir. Bu
amagla kullanilan MIP elektrodun 0,10 M KCI igeren 0,050 M FT (pH= 7)
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¢ozeltisinde -0,60 ile +1,00 V arasinda 3 dongiilii gerilim taramasi yapilmis ve
ardindan 0,050 M FT (pH= 7) ¢ozeltisinde 10 dakika bekletilmistir. Bu islem
sonunda MIP elektrotlar yeni bir 6l¢iim i¢in hazir hale gelmektedir. Elektrotlarin
kolay hazirlanabilmesi, maliyetinin diisiik olmasi gibi avantajlar g6z Oniine
alindiginda oOlgiimlerden Once her defasinda yeniden hazirlamas1 yani tek
kullamimlik olmas1 da bir diger alternatiftir. Ozellikle girisim yapan tiirlerin
bulundugu veya temiz olmayan 6rneklerde sensoriin tek kullanimlik olmasi her

zaman tercih edilmektedir.

3.2. Molekiiler Baskilanmis Polipirol ile Askorbik Asit Tayinleri

3.2.1. Molekiiler olarak askorbik asit baskilanmis polipiroliin

elektrokimyasal polimerlesmesi

Askorbik asit baskilanmig polipirol filmi (MIP), KUE yiizeyinde pirol
(0,025 M), LiCIO4 (0,10 M) ve askorbik asit (10 mM) igeren 10 mL’lik sulu
¢ozeltide “-0,60 V” — “+0,80 V” araliginda doniisiimlii voltametri yontemiyle
hazirlanmistir. Askorbik asit i¢cermeyen fakat diger tiim parametrelerin ayni
oldugu ¢ozeltiden piroliin elektropolimerizasyonu ile baskilanmamis polipirol
(NIP) elektrot elde edilmistir. Her iki elektrot askorbik asit tayinlerinde
karsilastirmali olarak kullanilmistir.

Sekil 3.13(a)’da baskilanmamis polipiroliin KUE yiizeyinde olusumuna ait 7
dongiilii voltamogramlar goriilmektedir. Sekilden polimer filminin olusumu ve
bliylimesi kolaylikla goriilebilmektedir. Polimer filmi biiyiidiikce filme ait
yiikseltgenme ve indirgenme piklerinin giddeti artmaktadir. +0,15 V’ta genis bir
yiikseltgenme piki ve 0,00 V’ta bir indirgenme piki gézlenmektedir.

Sekil 3.13(b)’de ise 10 mM’lik askorbik asit varliginda piroliin
elektropolimerlesmesi i¢in elde edilen doniisiimlii voltamogramlar goriillmektedir.
Sekilden piroliin yiikseltgenme pik geriliminin 0,15 V’tan 0,10 V’a kayarak daha
katodik bolgede geldigi ve polipiroliin yiikseltgenme akim degerlerinde bir miktar
artma oldugu gozlenmektedir. Ayrica +0,35 V’taki yiikseltgenme piki askorbik

asitten kaynaklanmaktadir.
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065 040 015 0io 035 060 085

Sekil 3.13. 0,025 M piroliin elektropolimerlesmesi sirasinda (a) askorbik asit yokken, (b)
askorbik asit (10 mM) varliginda elde edilen doniisiimli voltamogramlar (Tarama
hiz1:100 mV/s, Destek elektrolit: 0.10 M LiCIO,, Dongii sayist: 7)

Iletken polimerin elektrobirikmesi esnasinda, pirol monomerleri ile
etkilesebilen hedef askorbik asit molekiilleri polimer matriksi i¢inde hapsolunur.
KUE yiizeyine eszamanli polipiroliin kaplanmasi ve askorbik asit baskilama
islemi ile polipirolden askorbik asitin uzaklastirilmasi Sekil 3.14’te sematik olarak

gosterilmektedir.
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Askorbik asit ile polipiroliin etkilesmesi iki sekilde gergeklesebilir: (1)
Askorbik asit molekiiliiniin C=0O grubundaki oksijen atomu pirol biriminin N-H
grubundaki hidrojen atomuyla (Sekil 3.14a) veya (2) pirol birimindeki N-H
grubunun azot atomu ile askorbik asitin hidroksil gruplarindaki hidrojen atomlar1
arasinda (Sekil 3.14a) hidrojen baglar1 meydana gelebilir. Sekil 3.14b’de askorbik

asite 0zel secici bir bosluk olusturulmustur.

(a) =
= _H
= M Tl HO oH =
o - HN
D."
.. — jad
Polipirol HO
P oH
H, ~ O H
Iy __ |
.I'I ‘-,\ I _ M
K _ ¢/ n -
H H "
Kalem ncu elektrot
(b2 o
—
N“H
= ==
HM
—
.. fad
Polipirol
H
I _ |
.I'I \"-. I _ I
H S -
H H 0
Kalem ucu elektrot

Sekil 3.14. KUE yiizeyinde elektrokimyasal olarak sentezlenen polipirole (a) askorbik asitin

baskilanmasi ve (b) baskilanmis yapidan uzaklastirilmasi
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3.2.2. Monomer derisiminin etkisi

MIP ve NIP elektrotlarin cevabina monomer derisiminin etkisini belirlemek
i¢in, farkli monomer derisimlerindeki ¢ozeltilerden elde edilen polimer elektrotlar
0,25 mM askorbik asitin tayininde kullanilmigtir. Monomer derisimi 25 ile 500
mM arasinda degistirilerek elektropolimerlesme islemi -0,60 V ile 0,80 V arasinda
gerilim taramasiyla (4 dongii) gerceklestirilmistir. MIP elektrot hazirlanirken
polimerlesme ¢ozeltisindeki askorbik asit derisimi (10 mM) sabit tutulmustur.

Elde edilen sonuglar Sekil 3.15 ’te verilmistir.

[E
B
o

1

> o

>o

o MIP

80 1 ANIP

20 T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
Pirol derisimi / M

Sekil 3.15. MIP (o) ve NIP (A) elektrotlar tizerine monomer derigiminin etkisi. Akim degerleri
0,10 M KCl igeren FT’de (pH 8) 0,25 mM askorbik asit icin DPV ile elde edilmistir

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, monomer derisimi 0,025 M iken
hazirlanan MIP ve NIP elektrotlarin askorbik asit karst gostermis olduklar
akimlar arasinda 6nemli bir farkin oldugu fakat 0,05 M ve yukarisindaki pirol
derisimiyle elde edilen MIP ve NIP elektrotlarin cevaplari arasinda ¢ok biiylik
farkin olmadig1 goriilmektedir. Iyi bir sensor icin NIP elektrodun cevabiin
olabildigince diisiik olmas1 gerektigi ve MIP elektrotla arasindaki akim farkinin da

miimkiin oldugunca fazla olmasi gerektigi géz Oniine alinarak 0,025 M pirol
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derisiminde elde edilen baskilanmis polipiroliin askorbik asit i¢cin uygun monomer

derisimi oldugu tespit edilmistir.

3.2.3. Elektropolimerizasyon dongii sayisinin etKisi

Elektropolimerlesme gergeklestirilirken uygulanan dongii sayist modifiye
polipiroliin  duyarliligi acisindan o6nemli bir parametredir. Baskilanmis
elektrotlarin kag dongii ile elde edildiginde daha duyarli oldugunu bulmak igin
0,10 M LiClO4 + 0,025 M pirol ve 10 mM askorbik asit igeren ¢ozeltide —0,60 ile
+0,80 V arasinda farkli dongii sayilari ile elektropolimerlesme gergeklestirilmistir.
Elde edilen baskilanmis polipirol ile 0,25 mM askorbik asitin yiikseltgenme pik

akimlar1 arasindaki iligki incelenerek Sekil 3.16’da verilmistir.

100 -
90
80
70 - —— NIP
60
50
40 ~
30
20
10 -

—o— MIP

i/ pA

Dongii sayis1

Sekil 3.16. Farkli dongii sayilariyla hazirlanan MIP ve NIP elektrotlar ile 0,25 mM askorbik asit

icin elde edilen akim degerleri

Sekil 3.16 incelendiginde dongii sayisi arttikga hem MIP hem de NIP
elektrotlarin cevaplarmin arttigt ve akim cevaplar1 arasindaki farkin bariz bir
sekilde arttigi gorilmemektedir. Bu durumda olaya iki farkli sekilde
yaklagilabilecegi ve iki farkli dongii sayist kullanilarak MIP elektrotlar
hazirlanabilecegi diisiiniilmiistiir. ilki NIP elektrot cevabinin diisiik oldugu 3

dongii sayist ikincisi ise NIP elektrot cevabi yiiksek olmasina ragmen MIP
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elektrot ile arasindaki akim cevabi farkinin en yiiksek oldugu 7 dongii sayisi.
Oncelikle 3 dongii ile elde edilen polimerler ile deneme yapilmis ve bu déngii
sayistyla elde edilen elektrotlarin liretiminde ortamda baskilanacak molekiil olarak

bulunan askorbik asit miktarinin elektrodun performansina etkisi arastirilmistir.

3.2.4. Baskilanacak hedef molekiil derisimin etkisi

Sekil 3.17°de elektropolimerlesme c¢ozeltisindeki askorbik asit derisimi
degistikce, buradan 3 dongiide elde edilen MIP elektrodun 0,25 mM askorbik
asitin ylikseltgenme akimini nasil etkiledigi goriilmektedir. Sekilde MIP
elektrodun askorbik asite karsi cevabmin 2,5 mM’dan 10 mM’a kadar hizla
artt1ig1, 10 mM’dan sonra ise MIP elektrodun cevabinda kayda deger bir artmanin
olmadig1 goriilmektedir. Bu sonug elektropolimerizasyon ¢ozeltisindeki optimum

hedef molekiil (askorbik asit) derisiminin 10 mM oldugunu gdstermektedir.

50 q

45 A

40 -

35 A

i/ pA

30 A

25 A

20 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Askorbik asit derigimi / mM

Sekil 3.17.  Elektropolimerizasyon ¢6zeltisinde yer alan askorbik asit derisimi degistikge, MIP

elektrot ile askorbik asit igin elde edilen akim degerleri
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3.2.5. Askorbik asit cevabi iizerine pH etkKisi

Elektrokimyasal yiikseltgenme mekanizmasi ortam pH’sina bagli olarak
degismekte ve elde edilen akim cevaplar1 da bundan etkilenmektedir. Bu etkiyi
belirlemek amaciyla MIP elektrodun askorbik asit varligindaki elektrokimyasal
davranis1 pH 3-11 arasinda DPV yontemiyle incelenmis ve sonuglar Sekil 3.18’te
verilmistir. MIP elektrodun askorbik asite kars1 olan en yiiksek cevabi pH 8,5 elde
edilmistir ve pH 8,5’ten diisiik ve yliksek degerlere gidildikge askorbik asitin
yukseltgenmesine ait akim cevabi hizli azalmaktadir. Bu sonuglar bize dlgiimler

i¢in en uygun pH degerinin pH 8,5 oldugunu goéstermektedir.

12 - r 300
11 - MIP
- 200
10 ~
9 -
< 100 E
3 8 T ~
— L
- - 0
6 -
- -100
5 -
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 '200
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Sekil 3.18. MIP elektrot ile 0,25 mM askorbik asit igin farkli pH’lardaki ¢6zeltilerde elde edilen
akim ve gerilim degerleri. Elektrolit: 0,20 M KCI + 0,05 M FT

3.2.6. MIP ve NIP elektrotlarin askorbik asite kars1 etkinliklerinin

incelenmesi

MIP ve NIP elektrotlar ile askorbik asitin elektrokimyasal davranis1 pH
8,5’te incelenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda MIP elektrot ile -0,043
V’ta askorbik asite ait bir ylikseltgenme piki gozlenirken NIP elektrot ile -0,034
V’ta bir yiikseltgenme piki gozlenmistir (Sekil 3.19). MIP elektrotlar ile elde
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edilen askorbik yiikseltgenmesine ait pik akim degerlerinin NIP elektrot ile elde
edilen sonuglara gore 2,5-3 kat arttig1 gozlenmistir. Akim degerlerindeki bu artig

baskilama isleminin basariyla gergeklestiginin bir gostergesidir.

0.10x10°2

0.09x10°31
0.08x10°31
0.07x10°31
0.06x10°31

i/A

0.05x10°31
0.04x10°31
0.03x10°31
0.02x10°31
0.01x10°31

0+

-0.01x10°3 : w ‘ \ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘ ‘
-0.30 -0.20 -0.10 0 0.10 0.20 0.30 0.40
E/V

Sekil.3.19. 1,0 mM askorbik asit i¢in (a) MIP ve (b) NIP ile 0,10 M KCI igeren 0,05 M FT
(pH= 8,5) ¢ozeltisinde elde edilmis DP voltamogramlari

Farkli derisimlerdeki askorbik asite ait yiikseltgenme pik akimlar
kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.20). Kalibrasyon grafigi
incelendiginde, MIP elektrot ile askorbik asit derisimine karst elde edilen
yiikseltgenme pik akimlarinin 0,25 mM’dan 6 mM’a kadar 0,994 korelasyon
katsay1 ile dogrusal oldugu goriilmektedir. Ancak NIP elektrot i¢in elde edilen
akim degerlerinin 1,5 mM askorbik asit derisimine kadar MIP ile elde edilenlere

oldukca yakin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.20. 3 dongii ile elde edilen MIP ve NIP elektrotlar ile 0,10 M KCl igeren FT (pH= 8,5)

cozeltisinde elde edilmis kalibrasyon grafikleri

Baskilanmis polimer elektrotlarin verimliligi i¢in bu degerler arasinda
belirgin bir farkin olmasi gerekmektedir. Bu nedenle Sekil 3.16’da MIP ile NIP
cevaplar1 arasindaki akim farkinin en biiylik oldugu 7 dongii sayis1 kullanilarak
MIP elektrot hazirlanilmasina karar verilmistir. Bu amagla 0,10 M LiClO,4 + 0,025
M pirol + 10 mM askorbik asit i¢eren sulu ¢ozeltiden -0,60 V ile 0,80 V arasinda
7 dongiilii gerilim taramasiyla KUE yiizeyinde polimerler iiretilmis ve bu
elektrotlar ile elde edilen pik akimlarinin askorbik asit derisimiyle iliskisi
belirlenmistir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21 incelendiginde, 7 dongii ile elde edilen MIP elektrot ile askorbik
asit derisimine karsi elde edilen yiikseltgenme pik akimlarinin 0,25 mM’dan 7,0
mM’a kadar 0,995 korelasyon katsayisi ile dogrusal oldugu saptanmistir. Ayrica
MIP ve NIP elektrot ile elde edilen akim degerleri arasindaki fark sensor
uygulamalar ic¢in kabul edilebilir seviyededir. Bunlara ek olarak 7 dongilii
elektropolimerizasyon ile elde edilen MIP elektrodun dogrusal cevap araligi ve
askorbik asite karsi duyarliigi daha yiksektir. Bu sonuglar g6z Oniinde
bulunduruldugunda 7 dongii ile elde edilen MIP elektrodun verimliliginin daha

fazla olacagi agiktir. Bu nedenle askorbik asit tayinlerinde kullanilmasi uygun



goriilmiistiir. Bu kosullarda elde edilen MIP elektrot ile

stnirt 7.4x10™° M olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.21. 7 dongii ile elde edilen MIP ve NIP elektrotlar ile 0,10 M KCl i¢eren FT (pH= 8,5)

¢ozeltisinde elde edilmis kalibrasyon grafikleri

Sekil 3.8’de MIP elektrot ile farkli askorbik asit derisimlerinde elde edilen

DP voltamogramlar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.22. MIP elektrotlar (7 dongii) ile 0,10 M KCI igeren FT (pH= 8,5) ¢ozeltisinde elde

edilmis DP voltamogramlari
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3.2.7. Girisim yapan tiirlerin etkisi

MIP elektrodun segiciligi girisim yapmast muhtemel tiirlerden bazilar1 olan
D-glikoz, dopamin ve iirik asit varliginda incelenmistir. Bu maddeler biyolojik
stvilarda askorbik asit tayinlerinde girisimlere neden olmaktadir. Askorbik asit
derisimi 0,50 mM’da sabit tutulurken girisim yapan tiirlerin derisimi 0,50 mM ile
5,00 mM arasinda degistirilmis ve askorbik asitin DPV ile elde edilmis akim
cevabint ne Olglide degistirdigi tespit edilmistir. Sonuglar Cizelge 3.3’te
verilmistir. Bu ¢izelgede akim cevabindaki azalmalar (-), artmalar ise (+) ile ifade
edilmistir. Glikoz ve lirik asit derisimi askorbik asit derisimi ile ayn1 oldugunda
akim degerinde 6nemli bir degisiklik olmamistir. Bu tiirlerin derisimi askorbik
asit derisiminin 2,5 kati oldugunda akim degerleri bir miktar etkilenmeye
baslamaktadir. Askorbik asit icin en fazla girisim dopamin tarafindan

yapilmaktadir.

Cizelge 3.3. DPV ile 0,50 mM askorbik asit i¢in MIP elektrot ile elde edilen akim cevabina

girisim yapan tiirlerin etkisi

Girisim o tiirler Girigim yapan tiiriin derisimi 0,50 mM askorbik asit i¢in akim
St yapan turle (mM) cevabindaki degigsme (HA) *

] 0,50 0,80
Glikoz 2,50 3,34
5,00 5,56

. 0,50 -4,31
Dopamin 1,00 -8,68

2,50 -10,64

. 0,25 -0,65
Urik asit 1,00 -2,55
2,50 -5,30

*Girisim yapan tiir olmadiginda akim cevabi 50 pA’dir
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3.2.8. Baskilanmus polimer elektrodun gerc¢ek érneklere uygulanmasi

MIP elektrot ile bazi ilag tabletlerinde askorbik asit tayini yapilmistir.
Askorbik asit tabletlerinden ve surubundan hazirlanan ¢o6zeltiler askorbik asit
derisiminin kalibrasyon grafiginde dogrusal oldugu araliktaki degerlere
seyreltilerek ayni1 kosullarda DPV 6l¢timleri yapilmistir. Seyrelme faktorii hesaba
katilarak tabletlerin igerisindeki askorbik asit miktar1 hesaplanmig ve iiretici

firmalarin bildirdigi miktarlar ile karsilastirilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. MIP elektrot kullanilarak bazi ilag bilesimlerinde bulunan askorbik asit miktarlar

Tablet ismi / (Sirket ismi) Bildirilen miktar Tayin edilen miktar ~ B.S.S (%)

Bevitin C /(Abfar flag San.) 0,500 g/tablet 0,481 g/tablet 1,26

Aspirin + Vitamin C /

(Upsa Conseil) 0,500 g/tablet 0,477g/tablet 0,67
Supravit / (Roche) 45 mg/100 mL 43,8 mg/100 mL 0,81
C-PLAN / (Polifarma) 0,500g/tablet 0,465g/tablet 1,62

3.2.9. MIP elektrodun yeniden iiretilebilirligi

Ayni1 kosullarda iiretilen 5 farklt MIP elektrodun 2,0 mM askorbik asit i¢in
verdigi pik akimi cevaplari karsilagtirilarak yeniden iretilebilirligi incelenmistir.
Pik akimi siddetlerinin bagil standart sapmasi % 4,5°tir. MIP elektrot gerekli
yikama islemlerinden sonra 2-3 defa ard arda kullanilabilmektedir. Bunun igin,
MIP elektrotlar manyetik karistirici ile karigtirilan 0,05 M fosfat tamponu (pH= 7)
cozeltisinde 20 dakika bekletilerek yeniden kullanima hazir hale
getirilebilmektedir. Fakat kullanilan elektrot malzemelerinin ucuzlugu ve
yontemin basit ve hizli olmasi nedeniyle tek kullanimlik elektrotlar ile cok daha

iyi sonuclar elde edilmektedir.
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3.3. Co(ll) Ftalosiyanin Tetrasiilfonat Modifiye Polipirol Elektrotlar ile
Glikoz Tayinleri

3.3.1. Polipirol elektrotlarin yiizey morfolojisi

Polipirol filmlerinin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu ile
incelenmistir. Elektrokimyasal yontemler ile elde edilen polipirol filmlerinin
morfolojisi kullanilan karsit iyona, ¢ozlicliye, polimerizasyon ortami Vb.
hazirlanma parametrelerine baglidir. Sulu ortamda karsit iyon olarak sadece
LiCIO; kullanildiginda elektrot yiizeyinde elde edilen polipirol kiiresel
morfolojiye sahip “karnabahar” yapisina benzemektedir (Sekil 3.23a). Diger
yandan LiClOy ile beraber ortamda karbonat iyonu bulundugunda elde edilen
polipiroliin morfolojisi incelendiginde (Sekil 3.23b) 50 ile 80 nm arasinda degisen
caplarda nanofiber yapida oldugu goriilmektedir. Bu fiberler arasinda baglantilar
mevcut olup bu sayede ag yapili polimerik bir sebeke olusturularak yiizey alaninin

oldukg¢a artmasina neden olmustur.

Sekil 3.23. KUE/PPy (a) ve KUE/PPyNF (b) elektrotlarin SEM gériintiileri

3.3.2. Polipirol elektrotlarin performanslarinin karsilastirilmasi

Bu c¢alismanin amaci, enzimsiz glikoz tayinlerinde kullanilabilecek

biyosensor tiretmektir. Enzim biyolojik tiirlere kars1 yiiksek se¢iciligi ve katalizor
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etkisiyle biyosensor ¢alismalarinda vazgegilmesi gii¢ olan bir maddedir. Bununla
beraber enzim ile ¢alismanin liretiminden saklanma kosullarina kadar bir¢ok zor
yonleri vardir. Biyosensor uygulamalarinda pH ve sicaklik gibi iki Onemli
parametre sonucunda enzim bozunarak katalitik Ozelligini kaybedebilir. Bu
ylizden enzim ile calisan biyosensorler pahali ve problemlidir. Bir¢cok biiyiik
arastirma grubu ve biyomedikal sirketler enzimsiz biyosensor {iretme
calismalarini siirdiirmektedirler. Bu ¢alismada, KUE ylizeyine elektrokimyasal
olarak sentezlenen polipirol filminin ftalosiyanin tetrasiilfonat (FTS) tiirt
bilesiklerle modifiye edilmesi ve bu filmin glikoz tayininde kullanilmasi
amaclanmistir. Bunun igin iki farklt morfolojik 6zelliklere sahip polipirol filmleri
hazirlanarak {i¢ farkli metal-ftalosiyanin ile modifiye edilmislerdir. Ftalosiyanin-
metal kompleksi enzimin gorevini iistlenerek biyolojik tiire kars1 elektrokatalizor
olarak davranmaktadir. Yapidaki metalin ve fonksiyonel gruplarin cinsi ile
indirgenme-yiikseltgenme gerilim araligi kullanim alanini 6nemli derecede
etkilemektedir.

Polipirol filmi elektroaktif 6zellikte oldugundan dolay1 genis indirgenme ve
yiikseltgenme pikine sahiptir. Dolayisiyla analit molekiilii ile girisim yapma veya
analit sinyalini tamamen kapatma gibi durumlar s6zkonusu olabilmektedir. Bu da
sensOr verimini 6nemli derecede diisiirmektedir. Polipiroliin bu etkisini azaltmak
ve hazirlanan biyosensoriin cevabini giiclendirmek icin asir1 yiikseltgeme (AY)
islemi uygulanmistir. Bu islem sonucunda polipirol elektroaktivitesini kaybeder.
Asint yiikseltgenmis polipirol (AYPPy) biyosensér uygulamalarinda girigim
yapmadan kullanilabilir.

Polipirol morfolojisinin biyosensdr verimi iizerine etkisini incelemek
amactyla kiiresel ve mnanofiber yapili polipiroller elektrokimyasal olarak
sentezlenmistir. Bunlar aymi kosullarda metal-FTS ile modifiye edilerek glikoz
analizlerinde kullanilmiglardir.

Benzer sekilde elektrotlarin modifikasyonu i¢in Co-FTS, Fe-FTS ve Cu-FTS
denenmistir. Fe-FTS ve Cu-FTS modifiye edilmis polipirol elektrotlar ile glikozun
yiikseltgenmesine ait herhangi bir sinyal tespit edilmemistir. Bununla beraber

Co-FTS ile glikozun yiikseltgenmesinden kaynaklanan bir akim artisi
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saptanmugstir. Literatiir ile de uyumlu olan bu sonu¢ goéz oniinde bulundurularak
polipirol elektrotlarin Co-FTS ile modifiye edilmesine karar verilmistir.

Enzimsiz modifiye elektrotlarin hazirlanmasi li¢ asamada
gerceklestirilmistir: (1) KUE yiizeyinde piroliin elektrokimyasal olarak
polimerlestirilmesi (2) Polipiroliin asir1 yiikseltgenmesi ve (3) Asir1 yiikseltgenmis
polipiroliin Co-FTS ile modifikasyonu. Bu islemin sematik gosterimi Sekil 2.1°de
verilmistir.

Ikinci asamada nano fiber yapili polipirol elektrotlarin asir1 yiikseltgenmesi
gerceklestirilmektedir. Bu asamada gerceklestirilen asir1 yiikseltgeme islemi
polipirole ait olan yiikseltgenme pikini miimkiin oldugunca azaltmak icin
uygulanmistir. Boylece Co-FTS kompleksinin elektrokatalitik etkisini gérmemizi
engelleyen bu sinyaller miimkiin oldugunca aza indirgenmis olmaktadir. Bu
nedenle asir1 yiikseltgeme islemine akim degeri sabitleninceye yani yaklasik sifir
oluncaya kadar devam edilmistir. Sekil 3.24’te KUE yilizeyinde sentezlenen
nanofiber yapilt polipiroliin asir1  yiikseltgenmis (KUE/AYPPyNF) ve
yiikseltgenmemis (KUE/PPyNF) hallerinin 0,15 M NaOH sulu ¢6zeltisinde DPV

yontemiyle belirlenen elektrokimyasal davraniglar1 goriilmektedir.

135
— KUE/FPyNF

- ——EUE/AYPPyHE

Sekil 3.24. KUE/AYPPyNF ve KUE/PPyNF elektrotlarin glikoz igermeyen 0,15 M NaOH sulu

¢ozeltisindeki DP voltamogramlari
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KUE/PPYNF ile aliman voltamogramlarda +0,08 ve +0,55 V’ta nanofiber
yapili polipirole ait iki kuvvetli yiikseltgenme piki gézlenirken KUE/AYPPYNF
ile herhangi bir yiikseltgenme piki gézlenmemistir.

KUE/PPyNF yiizeyine Co-FTS adsorplandiginda KUE/PPyNF’in hala
elektroaktivitesini korudugu ve KUE/PPyNF/Co-FTS’in glikoza karsi herhangi
bir cevap vermedigi veya verse bile kendi sinyalinin bunu engelledigi Sekil
3.25’deki voltamogramlar incelendiginde farkedilmektedir. Bununla beraber
KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrot kullanildiginda +0,35 V’da glikoz igin bir
yukseltgenme piki gézlenmektedir. Bundan dolay1 ¢alisma elektrodu olarak asiri
yukseltgenmis nanofiber yapili polipirol kullanilmasi istiinliik saglamaktadir ve

polimerin kendi cevabindan kaynaklanabilecek hatalardan ka¢inilmis olmaktadir.

120
— KUETPPyNFCo-FTa

-—- KUEAYPPyHECo-FTaE

ifpA
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Sekil 3.25. KUE/AYPPYNF/Co-FTS ve KUE/PPyNF/Co-FTS elektrotlarin 15 mM glikoz iceren
0.15 M NaOH sulu ¢ozeltisindeki DP voltamogramlar1

Sekil 3.26’da nanofiber (KUE/AYPPYNF/Co-FTS) ve kiiresel morfolojiye
sahip (KUE/AYPPy/Co-FTS) modifiye polipirol elektrotlar ile 2,0 mM glikoz i¢in
0,15 M NaOH ¢ozeltisinde elde edilen DP voltamogramlar: goriilmektedir. Sekil
3.26 incelendiginde her iki elektrot ile elde edilen pik gerilimlerinin ayni olmasina
ragmen pik akimlar1 farklidir. Nanofiber yapili polipirol elektrotlarin glikozun

yiikseltgenme akiminda yaklasik iki katlik bir artisa neden oldugu goriilmektedir.



87

15
KUE/& YPPyNE/C oF TS

17

11

9 .
= : e \KUE;MPnycaFTS
= /

;) \\

¥ A

1 AN

13 0.10 0.20 030 0.40 0.50 0 60 0.70

E/V

Sekil 3.26. Nano fiber (KUE/AYPPYNF/Co-FTS) ve kiiresel morfolojiye  sahip
(KUE/AYPPy/Co-FTS) elektrotlar ile 2,0 mM glikoz i¢in elde edilen DP

voltamogramlart.

Nano fiber yapili polipiroliin {ic boyutlu yapisinda fiberler arasi
gozeneklerin ve ag benzeri yapilarin ¢cok oldugu goriilmektedir. Bunun sonucunda
Co-FTS’in yapiya girebilmesinde faydali olacak biiyiik yilizey alanina ve iyi
iyonik iletkenlige sahip bir yap1 elde edilmektedir. Cozeltideki Co-FTS AYPPy
yapisina eszamanli olarak girmekte veya difiizyon yoluyla nano fiber yapili
AYPPy’e immobilize olmaktadir. Nanofiber yapiyla ylizey alaninda meydana
gelen artis beraberinde adsorplanan ve/veya immobilize olan Co-FTS miktarini da
arttirmaktadir. Boylece elde edilen KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrotlarin glikoza
kars1 cevabinda ve duyarliliginda artis gézlenmistir.

Glikozun pik akimindaki iyilesme KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrodun
glikoz yiikseltgenmesine karsi katalitik bir etki gosterdiginin de delilidir. Bu
sonu¢ nanofiber yapili polipiroliin katalizorler igin ¢ok iyi bir destek malzemesi
olarak kullanilabilecegi anlamina gelmektedir. Bu yiizden glikoz tayini i¢in
KUE/AYPPyYNF/Co-FTS elektrot kullanilmustir.

Sekil 3.27°de KUE/AYPPYNF ve KUE/AYPPyNF/Co-FTS ile glikoz
yokken ve 5,0 mM glikoz varliginda 0,15 M NaOH ¢ozeltisinde DPV ile elde
edilmis voltamogramlar goriilmektedir. Glikoz yokken KUE/AYPPyNF ve
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KUE/AYPPYNF/Co-FTS ile elde edilen voltamogramlarda +0,35 V civarinda
herhangi bir pik olmamasi bu elektrotlarin kendilerine ait herhangi bir
elektroaktivitesinin olmadiginin gostergesidir. Glikoz varliginda KUE/AYPPyNF
ile elde edilen voltamogramda +0,35 V civarinda herhangi bir pikin olmamasi
Co-FTS olmadiginda yapimin glikoza karsi cevabinin olmadigini gostermektedir.
Bununla  beraber glikoz varliginda sadece KUE/AYPPYNF/Co-FTS
kullanildiginda +0,35 V’ta bir yiikseltgenme piki elde edilmektedir. Bu Co-FTS
ile yapilan modifikasyonun glikoz icin 6nemli bir elektrokatalitik etkiye neden

oldugunu acik bir sekilde gostermektedir.
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Sekil 3.27. KUE/AYPPyNF ile glikoz yokken (a) ve 5,0 mM glikoz varliginda (c) elde edilen
ve KUE/AYPPyYNF/Co-FTS ile glikoz yokken (b) ve 5,0 mM glikoz varliginda (d)

elde edilen DP voltamogramlari

3.3.3. Co-FTS’n adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

Metaloftalosiyanin temelli elektrotlar hem kimyasal olarak hem de
elektrokimyasal olarak kararhidirlar (Lopes ve ark. 2007). Ayni1 zamanda

metaloftalosiyaninlerin grafit ve diger karbon temelli elektrot malzemelerinin

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 06 07
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yiizeyine kuvvetle adsorbe oldugu ve o6zellikle diiz ve diizgiin ylizeyli karbon
malzemeleri iizerine ftalosiyaninlerin kisa siirede adsorplandigi bildirilmistir
(Barrera ve ark. 2006). KUE/AYPPyNF elektrotlarin adsorpsiyon kapasitesini ve
en uygun adsorpsiyon siiresini belirlemek amaciyla bir seri ¢alisma yapilmustir.
Bu denemelerde KUE/AYPPYNF elektrotlar 5x10* M Co-FTS’nin sulu
¢Ozeltisine daldirilarak farkli adsorpsiyon siirelerinde elektrotlar modifiye
edilmistir. Hazirlanan bu modifiye elektrotlar ile 0,15 M NaOH ¢6zeltisinde 5,6
mM glikoz igin (fizyolojik derisim) DPV yontemiyle elde edilen yiikseltgenme
akim degerleri ile adsorpsiyon zamani arasindaki iliski Sekil 3.28°de
gosterilmektedir. Sekil 3.28 incelendiginde adsorpsiyon siiresi arttik¢a elde edilen
akim degerlerin de arttig1 ve 150 dakika (2,5 saat) sonra sabit bir degere ulastig1
goriilmektedir. Bu yiizden en uygun adsorpsiyon siiresinin 150 dakika olduguna
karar verilerek caligmalarda polimer elektrotlarin modifikasyon islemleri bu

siirede gerceklestirilmistir.

O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Adsorpsiyon zamani/ dakika

Sekil 3.28. Farkli adsorpsiyon siirelerinde hazirlanan KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrotlarin 5,6
mM glikoz igeren 0,15 M NaOH c¢ozeltisinde elde edilen yiikseltgenme akim

degerleri
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3.3.4. NaOH derisiminin glikoz tayinlerine etkisi

Ayrica NaOH derisiminin biyosensor cevabi tizerindeki etkisini belirlemek
amactyla daha diisiik derisimlerdeki (0,05 ve 0,10 M) NaOH ¢ozeltilerinde 5,6
mM glikoz i¢in denemeler yapilmis ve en yiliksek akim degerine 0,15 M’da
ulagildig1 saptanmistir (Sekil 3.29). 0,15 M’dan daha yiiksek derisimlerdeki
calismalar modifiye edilen tiirler i¢in ¢ok zorlayici bir ortam olacagindan (pH
acisindan) denenmemistir. Bu nedenle glikoz yiikseltgenmesi ¢alismalarinda 0,15

M NaOH ¢dzeltisi kullanilarak dl¢timlere devam edilmistir.
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Sekil 3.29. KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrotlar ile farkli derisimlerdeki sulu NaOH

cozeltilerinde 5,6 mM glikoz i¢in elde edilen yiikseltgenme akim degerleri

3.3.5. Voltametrik analizler ve kalibrasyon egrisi

KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrotlarin  elekrokimyasal davranisi1 hem
amperometrik hem de DPV yontemiyle incelenmistir. Amperometrik deneylerde
en uygun calisma gerilimini tespit etmek amaciyla 0,25 V’tan 0,50 V’a kadar
farkli gerilimlerde denemeler yapilmigtir. Gerilim degeri +0,25 V’tan +0,40 V’a
kadar arttirilirken glikoza ait yiikseltgenme pik akimi da hizla artmaktadir (Sekil

3.30). 0,40 V’ta en yiiksek degerine ulastiktan sonra artma olmayip akim degeri
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sabit kalmistir. Bu ylizden amperometirk analizlerde ¢calisma gerilimi olarak 0,40

V se¢ilmistir.
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Sekil 3.30. KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrotlarin amperometrik glikoz 6lgtimlerinde optimum

gerilim degerinin bulunmasi

Sekil 3.31 KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrot ile 0,40 V’ta glikozun
amperometrik tayinini gostermektedir. Sekil 3.31 igindeki grafikte farkl
derisimlerdeki glikozun yiikseltgenme pik akimina karsi elde edilen cevap
goriilmektedir. Modifiye elektrot ile 10 mM’a kadar olan glikoz derisimlerinde bir
dogrusallik gozlenirken 10 mM’dan daha yiiksek derisimlerde yaklasik 35 uA’de
akim sabitlenerek en yiiksek degerine ulagmaktadir. Bununla beraber DPV
yontemiyle glikoza karsi elde edilen dogrusallik araligi 0,25-20 mM’dir ve 20
mM glikoz icin elde edilen akim degeri 114 pA’dir. Bu veriler
degerlendirildiginde glikoz tayinlerinde DPV yonteminin daha uygun olacagina

karar verilmistir.



92

50

45+

\

40 4 oM 16nM 1smM 20mh

NES

351
30+
40
EES— 35 A Dunﬂnnﬂ
- 30 1 o
2':'— 25 1 [m]
=20 o
15 15 -
w{ ©
10 3
0 2 4 & % 10 12 14 16 18 20 22
54 Glikoz derigimi /mM
n 100 200 300 400 500 a00 700

t/s

Sekil 3.31. KUE/AYPPYNF/Co-FTS ile 0,15 M NaOH c¢ozeltisinde glikoz icin elde edilen
kronoamperogram (Caligsma gerilimi: 0,40 V; karisma hizi; 150 devir/dakika)

Adsorplanmis makro-halkali komplekslerin -0,80 V ile 0,20 V arasinda
tersinir voltametrik piklere sahip oldugu bilinmektedir. Bu faradayik islemler
tersinir Co(I1)/Co(I) redoks ¢iftinden kaynaklanmaktadir (Lever 1993; Aguirre ve
ark. 2002; Gulppi ve ark. 2005). Beklenildigi gibi, Co(II)/Co(I) redoks giftinin
formal redoks gerilimi Co-FTS kompleksinde bulunan elektron ¢ekici gruplarin
etkisiyle metal merkezindeki elektron yogunlugunun azalmasina ve daha pozitif
gerilimlere kaymasina neden olmaktadir. Barrera ve ark. (2006) 0,10 mM glikoz
igeren 0.15 M NaOH ¢6zeltisinde +350 mV civarinda Co(II)/Co(I) gecisine ait bir
pik gozlemlemislerdir. Bu sonu¢ bizim calismamizda elde ettigimiz gerilim
degerleriyle olduk¢a uyumludur.

KUE/AYPPyNF/Co-FTS elektrotlar kullanilarak glikoz derisimi ile glikoza
ait yiikseltgenme pik akim degerleri arasindaki iliski DPV yontemiyle incelenerek
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Bu amagla 0,15 M NaOH ¢ozeltisi icerisinde
diisiik glikoz derisimlerden baslanarak yiiksek derisimlere kadar ¢ikilmis ve 0,25
mM ile 20,0 mM araliginda 0,996 korelasyon katsayisi ile bir dogrusallik elde
edilmistir. Sekil 3.32’de modifiye elektrodun glikoza karsi cevabmin dogrusal

oldugu derisim araliginda elde edilmis DP voltamogramlari ile kalibrasyon grafigi
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goriilmektedir. KUE/AYPPYNF/Co-FTS ile glikoza karsi elde edilen hassasiyet
5,695 wA/mM dir. Yapilan analizler sonucu glikoz i¢in tayin siri (36) 0,10 mM

olarak bulunmustur.
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Sekil 3.32. KUE/AYPPYNF/Co-FTS ile 0.15 M NaOH ¢ozeltisinde farkli derisimlerdeki glikoz

i¢in elde edilen DP voltamogramlar: ve kalibrasyon egrisi

3.3.6. Girisim yapan tiirlerin etkisi

Bir biyosensor i¢cin dnemli parametrelerden biri de analitin bulundugu
ortamlarda yaygin olarak bulunan ve girisim yapan tiirlerden etkilenmeden tayin
yapabilmesidir. KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrotlarin glikoza kars1 verdigi
voltametrik cevabin askorbik asit, L-sistein, {irik asit ve parasetamol gibi bazi
girisim yapabilecek elektroaktif tiirlerin varligindan nasil etkilendigi test
edilmistir. Normal fizyolojik derisimdeki (5,6 mM) glikozun yiikseltgenme
akimina, girisim yapan tiirlerin hem fizyolojik (Zheng ve ark. 2002) hem de daha
yiiksek derisimlerindeki etkileri DPV ile incelenmistir. KUE/AYPPYNF/Co-FTS
ile 5,6 mM glikoz i¢in girisim yapan tiirlerin varhiginda ve yoklugunda elde edilen

yukseltgenme pik akimi degerleri Cizelge 3.5°te karsilastirmali olarak
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verilmektedir. 5,6 mM glikoz ve girisim yapan tiirlerin normal fizyolojik
derisimlerinde oldugu biitiin hallerde 6nemli bir girisimin olmadig1 saptanmistir.
Boyle bir durumda askorbik asit % 1,81, L-sistein % 1,22, {irik asit % 5,51 ve
parasetamol % 5,68 oranlarinda girisim yapmaktadirlar. Askorbik asit ve L-sistein
olduk¢a az girisime neden olmakta ve KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrot ile bu
tiirler varhiginda glikoz icin yiiksek secicilikte tayinler yapilabilmektedir. Urik asit
ve parasetamol varligi ise biraz girisime neden olmaktadir. Co-FTS’in
elektrokatalitik olarak bu tiirlerin yiikseltgenmesine de katkida bulunabilecegi ve

bu girisimden sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir.

Cizelge 3.5. KUE/AYPPYNF/Co-FTS ile 5,6 mM glikoz i¢in DPV ile elde edilen akim cevabina

girigim yapan tiirlerin etkisi

L . KUE/AYPPyNF/Co-FTS ile 5,6
Girigim yapan tiirin

Girisim yapan tiir A mM glikoz i¢in % B.S.S.°
derigimi (mM) alimdaki® degisim (1A)

o 0,10* +0,67 24
Askorbik asit 0,25 -1,81 2,1
0,50 -3,43 2,1
o 0,05*% -0,45 2,6
L-sistein 0,10 +0,72 2,3
0,25 +1,29 1,9
. 0,25 -0,96 19
Urik asit 0,50* -2,04 18
1,00 -4,62 1,3
0,10* -2,10 2,0
Parasetamol 0,25 -3,92 2,2
050 -5,87 2,0

#Girigim yapan tiir yokken akim 37 pA’dir

*Ug ayr1 deney i¢in elde edilmistir

* Normal fizyolojik seviye
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3.3.7. Gergek orneklerle yapilan tayinler

Biyosensoriin dogrulugunu ve giivenilirligini belirlemek amaciyla, serum
orneklerinde glikozun tayini yapilmistir. Serum Ornekleri ve bunlara ait
spektroskopik analiz sonuglar1 Anadolu Universitesi Hastenesinden temin
edilmistir. KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrot ile serum 6rnekleri i¢indeki glikoz
miktarlart matriks etkilerini en aza indirmek amaciyla standart ekleme yontemi
kullanilarak saptanmistir. Cizelge 3.6’daki sonuglar incelendiginde standart Klinik
bir laboratuvarda elde edilen sonuglar ile KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrot
kullanilarak elde edilen sonuglarin olduk¢a uyumlu olduklar1 goriilmektedir. Pek
cok girisim yapan tiiriin bulundugu serum Orneklerindeki glikoz miktarinin
KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrot kullanilarak tayin edilebilmesi kullanilan
yontemin oldukga timit verici oldugunu ve klinik analizlerde kullanilabilecegini

gostermektedir.

Cizelge 3.6. KUE/AYPPyNF/Co-FTS elektrot ve klinik bir laboratuvarda yapilan analizler ile

serum orneklerindeki bulunan glikoz miktarlart

Serum no Hastenede belirnenen KUE/AYPPYNF/Co-FTS ile
miktar (% B.S.S.) belirlenen miktar (% B.S.S.)

1 9,5mM (2,5) 9,2mM (2,6)

2 13,1 mM (2,3) 12,7 mM (2,3)

3 8,3mM (2,1) 8,0 mM (2,0)

4 7.8mM (2,2) 7,6 MM (2,0)
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3.3.8. KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrodun yeniden iiretilebilirligi ve

kararhhg

KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrodun yeniden iiretilebilirligi 3,0 mM glikoz
derisimi icin belirlenmistir. Ayn1 kosullarda elde edilen farkli elektrotlar ile 3,0
mM glikoz igin ard arda yapilan 6 Olgiimde elde edilen akim cevabinin bagil
standart sapmasi1 % 2,7 olarak bulunmustur.

Bir biyosensor i¢in uzun siire etkinligini yitirmeden kararli kalabilmesi
onemli bir 6zelliktir. Kararlilik ile ilgili ¢aligsmalar igin ayni1 kosullarda pek ¢ok
elektrot iiretilmis (tek kullanimlik) ve bu elektrotlar ile belli zaman araliklarinda
5,0 mM glikoz igin dlgiimler alinmistir. Bu dl¢timlerde elde edilen akim degerleri
baslangigtaki cevaba oranlanmustir. Elektrotlar kullanilmadiginda oda sicakliginda
muhafaza edilmislerdir. Sekil 3.33’de yapilan 6l¢iimler sonucu elde edilen veriler
gosterilmektedir. KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrodun ilk giin elde edilen akim
degerinin 70 giin boyunca % 98’ini korudugu tespit edilmistir. Sonra elektrodun
cevabinda yavas yavas bir diisme gozlenmekle birlikte 140 giin sonunda bile akim

kararlilig1 % 81°dir.
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Sekil 3.33. KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrodun 5,0 mM glikoza kars1 verdigi cevabin zamanla
degisimi. I: Biyosensoriin 6l¢iildiigii giinkii cevabi, lo: Biyosensoriin ilk 6l¢iildigii

giinkii cevabi
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3. SONUCLAR

Bu calismada, elektrokimyasal olarak sentezlenen polipirol modifiye
edilerek parasetamol, askorbik asit ve glikoz tayinlerinde biyosensér olarak
kullanilabilirligi arastirilmistir. Bu ¢alismalarin tamaminda c¢alisma elektrodu
olarak ¢ok ucuz, kolay bulunabilen, elektropolimerizasyona uygun olan kalem ucu
elektrotlar kullanilmistir. Analitlerin elektroanalitik ol¢timleri diferansiyel puls
voltametri (DPV) yontemiyle gerceklestirilmistir.

Parasetamol ve askorbik asit tayini igin elektrokimyasal molekiiler
baskilama yontemiyle sentezlenen polipirol filmleri kullanilmistir. Oncelikle
elektrotlarin analitlere karsi verdigi cevabi etkileyebilecek olan degiskenler
incelenmis ve polipiroliin elektrokimyasal baskilanmasi igin gerekli kosullar hem
parasetamol hem de askorbik asit i¢in ayr1 ayr1 belirlenmistir.

Parasetamol tayinleri i¢in en uygun elektrotlarn 0,05 M pirol, 0,10 M
LiCIO4 ve 0,020 M parasetamol igeren sulu ¢ozeltiden -0,60 V ile +0,80 V
arasinda dort dongiilii gerilim taramasiyla hazirlanan elektrotlar oldugu tespit
edilmistir. Baskilanmis polipirol filmi igindeki parasetamolii uzaklastirarak
parasetamol i¢in segici tanima bolgeleri olusturmak amaciyla 0,10 M KCl igeren
0,05 M fosfat tamponu (FT, pH= 7) ¢ozeltisinde -0,6 ile +1,0 V arasinda 20
dongiilii gerilim taramasi yapilmistir (elektrokimyasal uzaklagtirma). Parasetamol
baskilanmis polipirol elektrotlar kullanilarak DPV yontemiyle yapilan 6lgiimler
sonucunda parasetamol derisimi Ve yiikseltgenme pik akimi arasinda dogrusal
iliskinin oldugu iki bolge belirlenmistir. Ik bdlge 5 uM’dan 0,50 mM’a kadar
(R% 0,996) ikinci bolge ise 1,25 mM’dan 4,5 mM’a kadar (R%0,990) daha diisiik
bir egimle dogrusallik gostermektedir. Hazirlanan elektrot ile parasetamol icin
elde edilen tayin simri (30) 7,9x107 M’dir. Baskilanmis ve baskilanmamis
polipirol ile girisim yapan tirlerin varliginda parasetamol miktar tayinleri
yapilmistir. Baskilanmig elektrotlarin girisim yapan tiirlerin varliginda yapilan
analizlerinin baskilanmamis elektrotlar ile yapilanlara gore ¢ok daha az etkilendigi
tespit edilmistir. Baskilanmis polipirol elektrotlar gergek oOrnekler (ilaglar ve
suruplar) icerisindeki parasetamol miktarlarinin tayininde basarili bir sekilde

kullanilmistir. Bu sonuglar KUE yiizeyinde elektrokimyasal molekiiler baskilama
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yontemiyle hazirlanan polipirol elektrotlarin parasetamol tayinlerinde segiciligi
yuksek bir biyosensor olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Cizelge 4.1
baskilanmis polipirol elektrot performansin1 son zamanlarda yapilan bazi
caligmalarla karsilastirmali olarak vermektedir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen

veriler “Sensors and Actuators B” dergisinde yayinlanmustir.

Cizelge 4.1. MIP elektrodun parasetamol tayinlerindeki elektrokimyasal performansinin literatiir

ile kargilastirilmasi

Elektrot Dogrusal aralik (mM) Tayin sinir1 (uM) Kaynak
) ) Bu ¢alisma
KUE/MIP 0,005-0,50 ve 1,25-4,50 0,79 (Ozcan ve Sahin 2007)
MIP/CFE 0,0065-2,00 15 Gomez-Cabellero ve
ark.2005
PANI/MWCNTs/GCE  0,001-0,10 ve 0,25-2,00 0,25 Li ve Jing. 2007
C-Ni/GCE 0,0078-0,11 2,3 Wang ve ark. 2007
Nafion/GCE 0,05-0,50 17 Silva ve ark. 2006

MIP/CFE: Molekiiler baskilanmis karbon fiber elektrot

PANI/MWCNTSs/GCE: Polianilin-gok duvarli karbon nanotiip modifiye camsi karbon elektrot
C-Ni/GCE: Karbon kapli nikel nanopargacik modifiye camsi karbon elektrot

Nafion/GCE: Nafyon modifiye camsi karbon elektrot

Molekiiler baskilama yontemi askorbik asit ¢calismalarinda da uygulanmustir.
Yapilan deneyler sonucunda askorbik asit tayinleri i¢in en uygun elektrotlarin
0,025 M pirol, 0,10 M LiClO,4 ve 0,010 M askorbik asit iceren sulu ¢ozeltiden
-0,60 V ile +0,80 V arasinda 7 dongilii gerilim taramasiyla hazirlandigi
belirlenmistir. Baskilanmis polipirol filmi igindeki askorbik asiti uzaklagtirmak
icin elektrotlar manyetik karistirici ile karistirilan 0,05 M fosfat tamponu (pH= 7)
¢ozeltisinde 15-20 dakika bekletilmistir (kimyasal uzaklastirma).

Askorbik asit baskili polipirol elektrotlar ile yapilan 6lgiimler sonucu
askorbik asit derisimi ve yiikseltgenme pik akimi arasinda 0,25 mM’dan 7,0
mM’a kadar (R2:O,995) dogrusal bir iliski gdzlenirken tayin sinirmnm 7,4x10° M
oldugu saptanmigtir. Baskilanmis polipirol elektrot ile girisim yapan tiirlerin
varhiginda askorbik asit miktar tayinleri yapilmis ve baskilanmis elektrotlarin

girisim yapan tiirlerin varligindan ¢ok fazla etkilenmedigi gézlenmistir. Bunun
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yaninda hazirlanan elektrotlar farkli tabletler igindeki askorbik asit miktarlarinin
belirlenmesinde basariyla uygulanmistir. Elde edilen sonuglar KUE yiizeyinde
molekiiler baskilama yontemiyle elektrokimyasal olarak hazirlanan polipirol
elektrotlarin segici bir sekilde askorbik asit tayinlerinde biyosensor olarak
kullanilabilecegini  gostermektedir.  Literatiir  incelendiginde = molekiiler
baskilanmis polipirol kullanilarak elektrokimyasal askorbik asit tayini ilk olarak
bu calisma ile gerceklestirilmistir.

Bu tez calismasinda analizi yapilan bir diger biyolojik tiir glikozdur. Bu
amagcla, asirt yiikseltgenmis nanofiber yapili polipirol kobalt(ll) ftalosiyanin
tetrasiilfonat ile modifiye edilmis (KUE/AYPPYNF/Co-PcTS) ve en 6nemlisi
enzimin kullanilmadig1 bir glikoz sensorii gelistirilmistir. Oldukg¢a diisiik
maliyetle ve kolayca iiretilebilen bu elektrotlar kullanilarak 0,15 M NaOH
cozeltisinde glikozun dogrudan yiikseltgenme verileri kullanilarak analizler
yapilmistir. Gelistirilen bu biyosensér 0,25 mM ile 20 mM glikoz derisim
araliginda glikoza karst (R% 0,996) dogrusal bir cevap vermektedir. Saglikli ve
seker hastaligi olan kisilerde glikoz seviyesi genellikle 0,2-20 mM arasinda
degismektedir (Eggins 2002). Hazirlanan KUE/AYPPYNF/Co-PcTS elektrotlarin
dogrusal cevap araligi saglikli ve seker hastasi kisilerin kanlarindaki glikoz
seviyelerini hemen hemen kapsadigindan 6nemli bir iistiinliik olarak karsimiza
cikmaktadir. Ayrica hazirlanan KUE/AYPPy/Co-FTS elektrotlar literatiirdeki
diger enzimsiz elektrotlardan (Barrera ve ark. 2006; Kang ve ark. 2007; Li ve ark.
2007) ve Co-F/enzim modifiye elektrotlardan (Mizutani ve ark. 1995; Crouch ve
ark. 2005; Wang ve ark. 2005; Ye ve ark. 2005) daha genis bir dogrusal cevap
araligina sahiptir. Glikoz i¢in belirlenen tayin sinirt 0,10 mM’dir. Girigim
calismalari, glikozun fizyolojik derisiminde (5,6 mM) elde edilen yiikseltgenme
pik akiminin girisim yapan tiirler varliginda nasil etkilendigi belirlenerek
yapilmistir. Girisim yapan tiirlerin (askorbik asit, trik asit, L-sistein ve
parasetamol) normal fizyolojik derisimleri KUE/AYPPYNF/Co-FTS elektrot ile
yapilan analiz sonuclarin1 6nemli derecede etkilememistir. Ayrica bu elektrotlar
serum Orneklerindeki glikoz miktarlarinin tayininde de kullanilmigtir. Elde edilen
sonuglar hastanedeki sonuglar ile olduk¢a uyumludur. Ayni zamanda elektrotlarin

oda kosullarinda saklandiklarinda bile ¢ok uzun siire kararliliklarini koruduklari
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tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar, KUE yiizeyinde elektrokimyasal olarak
sentezlenen asir1 yiikseltgenmis nanofiber yapili polipirolin Co-FTS ile
modifikasyonunun enzimsiz bir glikoz biyosensorii {iretimi ig¢in ¢ok uygun
oldugunu gostermistir. Kullanilan yontem ve malzemeler oldukca diisiik
maliyetlidir. Cizelge 4.2 KUE/AYPPYNF/Co-PcTS elektrot performansini son
zamanlarda yapilan bazi c¢alismalarla karsilastirmali olarak vermektedir. Bu
calisma sonucunda elde edilen veriler “Biosensors and Bioelectronics™ dergisinde

bask1 asamasindadir.

Cizelge 4.2. KUE/AYPPYNF/Co-PcTS elektrodun glikoz tayinlerindeki elektrokimyasal

performansinin literatiir ile kargilagtirilmasi

Elektrot Dogrusal aralik (mM)  Tayin sinir1 (uM) Kaynak
KUE/AYPPYNF/Co-PcTS  0,25-20 100 %Zizfvn;aark' 2008)
CoPc/PG 5 mM’a kadar - Barrera ve ark. 2006
Gozenekli Au 2-20 5 Li ve ark. 2007
Cl/CoPC-GO 0,2-5 200 Crough ve ark. 2005
NanoCoPC-GO/PGE 0,02-18 5 Wang ve ark. 2005
GODPOAP/FePc-MWNTs 4 mM’kadar 0,2 Ye ve ark. 2005

CoPc/PG: Co-ftalosiyanin modifiye pirolitik grafit elektrot

Cl/CoPC-GO: Co-ftalosiyanin ve glikoz oksidaz modifiye karbon miirekkep elektrot
NanoCoPC-GO/PGE: Nano yapili Co-ftalosiyanin ve GO modifiye pirolitik grafit elektrot
GODPOAP/FePc-MWNTSs: Poli-o-aminofenol-GO ve Fe-ftalosiyanin modifiye ¢ok duvarlt
karbon nanotiip elektrot

Simdiye kadar yapilan tim bu g¢aligmalar boyunca harcanan KUE’larin
maliyeti ticari olarak temin edilen bir tane camsi karbon elektrodun maliyetine
ulasmamustir. Bu agidan diistiniildiigiinde ¢ok ucuza temin edilebilen elektrot
malzemesi kullanilarak gerceklestirilen bu modifikasyonlar minyatiirize edilmis
analiz sistemleri i¢in olduk¢a uygun goziikmektedir. Bu sistemlerin ¢cogunda tek
kullanimlik elektrotlar tercih edilmektedir ve bu elektrotlar ne kadar ucuza temin
edilebilirse analiz bagina diisen maliyet de o kadar azalmaktadir. Ozellikle rutin

analizlerin yapildig: klinik laboratuvarlarda bu daha da 6nem kazanmaktadir.
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Klinik laboratuvarlarda teshis amaciyla gergeklestirilen analizlerin karmasik
on islemler gerektirmeyen yontemlerle ve daha ucuza yapilabilmesi i¢in caba
sarfedildigi bilinmektedir. Ozellikle elektrokimyasal prensiple calisan cesitli
portatif sensorlerin mevcut oldugu giiniimiizde, segici analizler yapan modifiye
elektrotlarin, diisiik maliyetli elektrokimyasal sistemlerde kullanilmasiyla ¢ok
sayida madde i¢in sensOr gelistirilmesi miimkiindiir. Bu baglamda
diisiniildiiginde; parasetamol, askorbik asit ve glikoz tayini amaciyla gelistirilen
yeni biyosensorlerin analitik amaglar icin etkin bir sekilde kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir.
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