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Bu c¢alismada, polipiroliin bazi biyolojik tiirlerin tayininde sensor ve
potansiyometrik dedektér olarak kullanimi arastirilmistir. Calismanin  ilk
asamasini polipiroliin askorbik asit tayininde potansiyometrik dedektor olarak
kullanim1 olusturmaktadir. Elektropolimerizasyonla hazirlanan polipirol filmi
iyon kromatografisi sisteminde potansiyometrik dedektor olarak kullanilmustir.
Askorbik asitin polipirol elektrot kullanilarak yapilan tayininde elektrot
performansini ve kromatografik kosullar1 etkileyen bazi parametreler optimize
edilmistir. Elde edilen veriler polipiroliin askorbik asit tayininde kullanilabilecek
yiiksek segicilikte ve hassasiyete sahip bir dedektor malzemesi oldugunu
gostermistir. Sonraki asamada bazi ila¢ Orneklerinde askorbik asit tayini
yapilmistir. Calismanin ikinci agamasinda, asir1 yiikseltgenmis nanofiber yapili
polipirol  elektrotlarin  parasetamol tayininde sensér olarak kullanimi
arastirilmistir. Elektrotlarin parasetamole karst performanslari diferansiyel puls
voltametri yontemiyle belirlenmis ve bazi ilag Orneklerinde parasetamol tayini
yapilmistir. Tez ¢aligmasinin son asamasinda, elektrokimyasal 6n islem uygulanan
nanofiber yapili polipirol elektrotlar dopamin tayininde kullanilmistir.
Elektrotlarin dopamine karsi performanslart dopamin tayininde girisime neden
olan askorbik asit ve iirik asit varliginda incelenmistir. Bu molekiillerin varliginda
elektrotlarin  dopamine kars1 yiiksek secicilik ve hassasiyet gosterdigi
gbzlemlenmistir. Bu elektrotlarla kan serumunda ve bazi ilag Orneklerinde
dopamin tayini yapilmistir. Elde edilen veriler elektrokimyasal 6n islem
uygulanmis nanofiber polipiroliin  dopamin tayininde sensér olarak
kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Polipirol, Potansiyometrik dedektor, Sensor, Askorbik asit,
Parasetamol, Dopamin
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In this study, usage of polypyrrole as a sensor and potentiometric
detector for the determination of biological species. The usage of polypyrrole as a
potentiometric detector for determination of ascorbic acid is the first part of this
study. Polypyrrole film prepared by electrochemical polymerization was used as a
potentiometric detector in ion chromatography system. In the determination of
ascorbic acid by using polypyrrole electrode, several parameters that effects the
performance of electrode and chromatographic conditions were optimized. The
results show that polypyrrole is a detector material that exhibits high selectivity
and sensitivty towards ascorbic acid. Then, polypyrrole electrode was applied to
determination of ascorbic acid in various pharmaceutical samples. In the second
part of the study, the usage of overoxidized nanofiber structured polypyrrole
electrode as a sensor for determination of paracetamol was investigated. The
electrochemical performances of electrodes towards paracetamol were
investigated with differential pulse voltammetry method and paracetamol was
determinated in various pharmaceutical samples. In the last part of the study,
elctrochemically treated nanofiber structured polypyrrole electrode were used for
dopamine determination. The electrochemical performances of electrodes towards
dopamine were investigated in the presence of ascorbic acid and uric acid that
have interference effect in dopamine determination. In the presence of this
molecules, electrodes exhibited high selectivity and sensitivity towards dopamine.
Polypyrrole electrodes were applied to determination of dopamine in blood serum
and various pharmaceutical samples. The results show that electrochemically
treated nanofiber polypyrrole can be used as a sensor in the determination of
dopamine.

Key Words: Polypyrrole, Potentiometric detector, Sensor, Ascorbic Acid, Paracetamol,

Dopamine
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1. GIRIS

Iletken polimerler, metal ve yari iletkenlerin elektriksel ve bazi optik
ozellikleri ile polimerlerin kolay sentezlenebilme ve esneklik 6zelliklerini
sergileyen yeni nesil organik malzemelerdir. Yeni ve ilging 6zellikler sergileyen
bu maddeler akademik ve endiistriyel alanlardaki arastirma ve gelistirme
calismalarinin her gegen giin artmasiyla farkli uygulamalarda kullanim alanm
bulmustur. Giines enerji sistemleri, elektrokromik cihazlar, sarj edilebilir piller,
diyot, kapasitor, transistorler iletken polimerlerin bazi uygulama alanlaridir
(Gerard ve ark., 2002). Bunlarin yam sira son yillarda iletken polimerlerin
kimyasal ve biyokimyasal sensor tasarimlarinda kullanimi dikkat ¢ekmektedir.

Iletken polimerler arasinda elektrokimyasal yontemle sentezlenen
polimerler son yirmibes yildir ilgi odagi olmustur. Yikseltgenmis formdan
(katkilanmis-doped) indirgenmis forma (katkilanmamis-undoped) kolayca gecis
yapabilme Ozellikleri iletken polimerlerin bir¢gok uygulama alani bulmasinin
temelini olusturmaktadir. Iletken polimerlerin biyosensér uygulamalarinda
kullaniliyor ~ olmalar1  bu  polimerlerin  sahip  oldugu  6zelliklerden
kaynaklanmaktadir. Bu 6zelliklerin basinda elektrokimyasal yontemle sentezlenen
iletken polimerlerin uygun monomerlerle dogrudan elektrot yiizeyinde
sentezlenebilmeleridir. Ayrica film kalinliginin ve yiik yogunlugunun kontrol
edilebiliyor olmasi, indirgenme ylikseltgenme Ozelligine sahip olmalar1 diger
isttinltikleridir.

Tibbi laboratuvarlarda yapilan rutin analizlerde hizli ve kesin sonuglar
verebilen, ucuz cihazlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu baglamda biyosensdrler
modern endiistrinin sorunlarina uygun c¢oziimler getirebilecek 0Ozelliktedir.
Biyosensorler secici, hizli cevap verebilen, ucuz ve portatif cihazlardir. Modern
teknolojideki gelismeler biyosensorler gibi yiiksek performansa sahip analitik
cihazlarin  tasarimmi  saglamigtir.  Biyosensorler konusundaki caligmalar
taginabilir, hizli cevap verebilen ve diisiik 6rnek hacimleri ile ¢alisabilme imkani
saglayan cihazlara ihtiya¢ duyulmasi ile baglamistir (Singh ve Choi 2009).
Biyosensorlerin tibbi uygulamalarinin yaninda cevresel analizler, endiistriyel

proses kontrolii, madencilik, mikroorganizmalarin tayini, sivil ve askeri savunma
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alanlarinda uygulamalar1 mevcuttur. Ancak biyosensorlerin uygulama alanlarinin
bliyiik bir kismini tibbi uygulamalar olusturmaktadir.

Polipirol biyosensor tasariminda en ¢ok kullanilan iletken polimerlerden
biridir. Indirgenme yiikseltgenme 6zelligine sahip olmasi, iletkenliginin genis bir
aralikta degistirilebiliyor olmasi, iyon degisim kapasitesine sahip olmasi,
elektrokromik o6zellik sergileyebilmesi ve bazi biyomolekiillere karsi yliksek
adsorbsiyon kabiliyetine sahip olmasi polipiroliin en Onemli 6zellikleri
arasindadir. Polipiroliin sahip oldugu bu o6zelliklerin ¢ogu polimerizasyon
esnasinda kullanilan katki maddesinin yapisindan kaynaklanmaktadir. Ayrica
polipiroliin biyouyumlu olmasi, elektrot ylizeyini diger girisim yapabilen
maddelerin etkisini engellemesi ve elektrot yilizeyinde dogrudan sentezlenebilmesi
gibi avantajlari da vardir. Biitlin bu o6zellikler polipiroliin  biyosensor
tasarimlarinda kullanilmasini saglamistir.

Altin, platin gibi yaygin elektrotlar inert ve smirh yilizeysel 6zelliklere
sahiptirler. Ancak elektrot yiizeyinin uygun modifikasyonlar1 spesifik
elektrokimyasal  ozelliklerin  kazandirilmasina izin verir. Modifikasyon
elektrotlara segicilik, hassasiyet, kararlilik kazandirabildigi gibi ayn1 zamanda
genis bir elektrokimyasal uygulama alani saglar. Ayrica yiizey modifikasyonlari
araylizey siireclerinin temel c¢alismalarini da genisletir. Bu nedenle elektrot
performansinin artirilmasi bir ¢ok bilimsel ve endiistriyel uygulamalar agisindan
onemlidir. Kimyasal modifiye elektrotlar elektrot ylizeyine molekiillerin, iyonik
tiirlerin ya da polimerler gibi iletken veya yari iletken yapilarin baglanmasi veya
kaplanmasi ile elde edilirler. Bu modifikasyon yapiya farkli kimyasal, fiziksel,
elektriksel, optik 6zellikler kazandirir. Modifikasyon elektron transferi hakkinda
bilgi saglamasi disinda elektrot yilizeyine kimyasal bir secicilik de saglar.
Dolayisiyla elektrokimyasal calismalarda modifikasyon {izerine g¢alismalar her
gecen giin artmaktadir. Iletken polimerlerin modifikasyonda kullanilmasi
indirgenme yiikseltgenme siirecinde elektrot yiizeyinde iyon ya da elektron
degisimi, metallerle kompleks yapabilme, biyokimyasal yapilar1 tanima gibi
Ozellikler kazandirmaktadir (Ramanavicius ve ark. 2006).

Bu tez c¢alismasinda ucuz, kolay bulunabilen elektrotlar kullanarak

kararlilig1, seciciligi ve hassasiyeti yiiksek, diisiik tayin sinirlarina inebilen, iiretim
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siireci kolay, tek kullanimlik polipirol esasli sensorler gelistirmek ve bunlarin
askorbik asit, parasetamol ve dopamin gibi 6nemli bilesiklerin analizlerinde
uygulanabilirligini gostermek amaglanmaktadir. Calismanin ilk asamasinda iyon
kromatografisi sistemi i¢in polipirol esasli potansiyometrik dedektor tasariminin
yapilmasi ve bu dedektdriin askorbik asit tayininde kullanilmasi arastirilmistir.
Calismanin ikinci asamasinda ise ucuz, kolay bulunabilen, elektrokimyasal
kararlilig yiiksek farkli yiizey 6zelliklerine sahip nanofiber yapili polipiroller ile
modifiye edilmis kalem ucu elektrotlarin parasetamol ve dopamin tayinlerinde
kullanilabilecek tek kullanimlik segici ve hassas sensorlere doniistiiriilmesi

incelenmistir.

1.1. Biyosensorler

Sensorler bir tanima birimi ve sinyal doniistiiriiciiden olusan cihazlardir.
Sensorler fiziksel, kimyasal ve biyosensorler olmak iizere sininflandirilirlar.
Fiziksel sensorler sicaklik, basing, nem, akis hizi gibi parametreleri olgerler.
Kimyasal sensorler bir tayin biriminden ve doniistiiriiciiden olusan ve kimyasal
bilgiyi Olciilebilir sinyallere c¢eviren cihazlardir. Biyosensorler ise bir kimyasal
sensOor c¢esididir (Alvarez 2009). Biyosensorler bir algilayicti ve bir
doniistiiriciiden olusur ve biyolojik tantyicilar kullanarak kantitatif analitik
bilgiler saglarlar. Biyosensorler biyolojik bir cevabi Olgiilebilir ve islenebilir
sinyale doniistliren analitik cihazlardir (Grieshaber ve ark. 2008).

Bir tayin birimi ve bir doniistiirliciiden olusan biyosensorler Sekil 1.1 ‘deki
gibi sematize edilebilirler. Tayin birimi analizlenecek maddeyle etkileserek onu
tanir. Bu tanima olayr biyolojik tayin biriminin biyokimyasal bir sinyal

olusturmasiyla saglanir (Njagi 2009).

) ¢ Sinyal Sinyal
® @ islemcisi

@ O Doniistiiriicii

Analit

Sekil 1.1. Biyosensorlerin sematik gosterimi
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Analit bazen de substrat olarak adlandirilir ve sadece biyolojik bilesenler
icin degil ayn1 zamanda 6zel kimyasallarin algilanmasi ve Olgiilmesi ile de
ilgilidirler. Burada analit bir hiicre kiiltiirli, kan, idrar 6rnegi olabildigi gibi gida,
su, hava ya da toprak drneklerindeki pek ¢cok kimyasallar olabilir.

Biyosensorlerde tayini yapilacak olan analitin konsantrasyonu ile dogru
orantili olarak degisen bir sinyal elde edilir. Bu sinyaller doniistiiriiciiler
yardimiyla saglanir. Doniistiiriiciiler biyolojik tayin birimi analiti tanidiktan sonra
ortamda olusan fiziksel veya kimyasal degisimi algilayip bunu 6lciilebilir dijital
sinyallere doniistiiren cihazlardir (Balasubramanian, 2008). Ornegin kandaki
glikoz seviyesini Olgen bir glikoz biyosensoriinde analit glikoz iken biyolojik
tayin birimi glikoz oksidaz enzimidir. Doniisiitiiriicii ise glikoz oksidaz enzimi
varliginda glikoz ile oksijenin reaksiyonu sonucu acgiga c¢ikan H,O;
konsantrasyonuna bagli olarak aciga c¢ikan sinyali elektrik akimina c¢eviren

kisimdir.

1.2. Biyosensor Bilesenleri

1.2.1. Tanima birimi

Tanima biriminin gérevi analit ile etkileserek diger maddelerin girisim
yapma etkilerini ortadan kaldirmaktir. Tanima birimi sadece belli bir analite kars1
secici davrandigindan sensoriin seciciligini saglar. Biyosensorlerde yaygin olarak
kullanilan tanima birimi enzimlerdir. Diger tanima birimleri antibadiler,

reseptorler ve niikleik asitlerdir (Eggins 1996).

1.2.2. Doniistiiriiciiler

Bir biyosensoriin segiciligini tanima birimi saglarken hassasiyetini ve hizli
cevap verebilme Ozelligini de donistiirciiler saglarlar. Dontstiiriiciiler bir
biyosensoriin analit ile tayin birimi arasindaki etkilesimi sonucu acia ¢ikan
fiziksel ya da kimyasal degisimi Olgiilebilir sinyale ¢eviren kismidir

(Balasubramanian, 2008).
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Doniistiiriictiler baglica dort ana gruba ayrilirlar:

1)
2)
3)
4)

Elektrokimyasal
Optik
Piezoelektrik cihazlar

Termal

1.2.2.1. Elektrokimyasal doniistiiriiciiler

Elektrokimyasal doniisiitliriiciiler baglica ii¢ gruba ayrilirlar.

a)

b)

Potansiyometrik: Calisma ve referans elektrot iceren bir hiicrede akim
gegmezken gerilim farkinin Olciilmesi ilkesi gegerlidir. Gerilim tayin
edilecek meaddenin derisiminin logaritmasi ile dogru orantilidir.
Voltametrik: Hiicreye tayin edilecek maddenin yiikseltgenmesi veya
indirgenmesi i¢in bir gerilim uygulandiginda akimda ani bir degisimle
bir pik olusur. Pik akimimin yiiksekligi elektroaktif tiirliin derisimiyle
dogru orantilidir. Yiikseltgenme veya indirgenme gerilimi biliniyorsa o
gerilim degeri uygulanarak da akim degisimi izlenebilir. Bu sekilde
yapilan analizler amperometrik analiz olarak bilinir.

Konduktometrik: Bir kimyasal veya biyokimyasal reaksiyon sonucu
cozeltinin iletkenliginin degisiminin Ol¢iilmesi temeline dayanir.
Iletkenlik derisim ile orantili olarak degismektedir (Eggins 1996; Njagi
2009).

1.2.2.2. Optik doniistiiriiciiler

Optik doniistiiriiciiler absorbsiyon, floresans, luminesans, ylizey plazmon

spektroskopisi ve 151k sagilmasi tekniklerinde kullanilirlar. Biyosensor alaninda

gelismeler optik doniistiirticiiler kullanilmasiyla son otuz yildir oldukga fazla
gelisme gostermistir. Optik doniistiiriiciiler diger donistiirticiilere gore daha fazla
hassasiyet saglarlar (Balasubramanian 2008). Fiber optikteki gelismeler bu

doniistiiriiciilere daha esnek ve daha kiigiik boyutlarda iiretilebilme imkani

saglamaktadir (Eggins 1996).
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1.2.2.3. Piezoelektrik cihazlar

Piezoelektrik Olgiimler, kuartz gibi dielektrik materyallerin rezonans
frekansindaki degisimlerin Olg¢lilmesi ilkesine dayanir. Rezonans frekansindaki
degisim kiitle degisimi ile orantilidir. Sensor ylizeyine adsorblanan maddenin

kiitlesinin degisimi ile rezonans frekansinda farklanma olur (Bunde ve ark. 1998).

1.2.2.4. Termal doniistiiriiciiler

Biitiin kimyasal ve biyokimyasal islemler sonucu 1s1 agiga ¢ikar veya
absorblanir. Bu 1s1 hassas bir sensor tarafindan Olciilerek tayin edilecek madde
miktar1 ile iligkilendirilebilir (Eggins 1996). Termal donistiiriiciiler tiim
reaksiyonlar i¢in uygundur. Bulanik ve renkli ¢ozeltilerde calisma imkani

saglarlar. Ancak cok se¢ici degildirler.

1.3. ideal Bir Biyosensoriin Ozellikleri

1.3.1. Secicilik

Bir biyosensdrde en 6nemli parametrelerden biri segiciliktir. Ideal bir
biyosensor sadece analit derisimindeki degisime cevap verir. Girisim yapan
tiirlerin varlig1 analite ait cevabi etkiler. Biyosensordeki karisik sinyalleri dnlemek
icin girisim yapan tiirlerin derisimi kontrol edilemediginden baska bir tiir

donistiirticii kullanmak gerekir.

1.3.2. Hassasiyet

Hassasiyet, 6zel bir kimyasalin derisimindeki degisime (AD) bagl oarak
biyosensoriin cevabindaki degisimin (AC) 0lgiisii olarak (AC/AD) tanimlanir
(Sekil 1.2). Analit dogrudan biyosensor tarafindan tayin edilmez. Biyosensor
Olclim yaparken c¢ogu zaman bir kimyasal reaksiyondaki ilgili reaktifin veya

liriiniin  derisimindeki degisimi tespit eder. Bu nedenle bir biyosensoriin
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hassasiyeti kimyasal reaksiyon stokiyometrisine bagli olarak tayin edilen tiire
baghdir. Bazi1 biyosensor tiirlerinde Ol¢limler biyosensoriin  dinamik cevabi
tizerinden elde edilmektedir. Bu durumda hassasiyet derisim degistikce zamanla

sinyalde meydana gelen degisim olarak (AC/AD.At) tanimlanabilir.

1 -
- L
. Hassasiyet AD
filw]
o
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% 0.3 1
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alit derisimd

Sekil 1.2. Bir biyosensor i¢in kalibrasyon egrisi, egride dogrusal bir cevap araligi (o),
tayin sinirmin altindaki derisimlerde ve daha yiiksek derisimlerde dogrusal

olmayan davranis (®) goriilmektedir.

Belirli bir analite 6zgli hazirlanan bir biyosensoriin etkin hassasiyetini
belirlemek icin pek ¢ok etken vardir. Bunlar arsinda sensoriin fiziksel boyutu,
zarlarin kalinligi, 6rnekten algilayici bolgeye kimyasal tiirlerin kiitle transferi ve
biyosensoriin aktivitesini diisiiren farkli islemler yer almaktadir. Ideal bir
biyosensoOriin hassasiyeti kullanim 6mrii boyunca degismemeli ve transduserin
cikis sinyalinin elektronik bir cihazla belirlenebilmesine yetecek kadar yiiksek

olmalidir (Ozcan 2008).
1.3.3. Kalibrasyon gereksinimi
Ideal bir biyosensdr bilinen derisimdeki bir analiti iceren standart

cozeltiler yardimiyla kolayca kalibre edilmelidir. Kalibrasyon egrileri hassasiyeti

belirlemek i¢in c¢ok fazla sayida veriye ihtiyag duymamalidir. Kalibrasyon
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egrisindeki veri araligi Olciim yapilacak degerleri igermelidir. Ideal bir
biyosensoriin kalibrasyona gerek duymadan 6lgiim yapmasi istenir. Fakat pratikte
bu miimkiin degildir. Biyosensor, hassasiyetindeki meydana gelen degisimleri

belirlemek amaciyla diizenli araliklarla kalibre edilmelidir.

1.3.4. Dogrusallik

Tamamen dogrusal olarak davranan bir biyosensor, 6l¢iim ortaminda sifir
derisim degerinden analitin fiziksel olarak c¢o6ziinebildigi en yiiksek derigim
degerini asan bir aralikta degismeyen bir hassasiyete sahip olmalidir. Dogrusal
bolgenin herhangi bir yerindeki iki noktadan kalibrasyon yapilabilmelidir.

Kalibrasyon grafigi biyosensor cevabini degerlendirebilecek kadar yeterli
dogrulukta elde edilebiliyorsa, pratik kullanim agisindan bir biyosensoriin
dogrusal olmasina gerek yoktur. Bir diizeltme yapilarak dogrusal olmayan
cevaplar dogrusal bir sekle doniistiiriilebilir. Baz1 biyosensorler yar1 logaritmik
hassasiyete (AC/AInD) sahiptirler. Bunlar dogrusal olmayan sensdrler olarak
siiflandirilmalarina  ragmen yart logaritmik bir Ol¢ek iizerinde yeniden

diizenlenerek cevaplar1 dogrusal olarak ifade edilebilir.

1.3.5. Tayin sinir1

Ideal olarak, bir biyosensér tarafindan tayin edilebilen en diisiik analit
derisimi sadece Ol¢iim i¢in kullanilan elektronik cihazin ¢oziiniirliigi tarafindan
smirlandirilmalidir. Uygulamada ise, diger etkenler tayin siirini etkiler. Ornegin,
potansiyometrik olgiimlerde kullanilan elektrokimyasal doniistiiriiclilere diger
iyonlar ve Ol¢limii sinirlayan yiizey reaksiyonlar1 girisim yapabilir. Tayin sinir1
elektrot yiizeyinin biiylikliigii, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye karsi

affinitesi, immobilize edilen madde miktar1 gibi faktdrlerden etkilenir.
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1.3.6. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik analitik tekniklerde oldugu gibi biyosensorlerde de
oldukca &nemlidir. Ideal bir biyosensdrde elektrodun aym kosullar altinda arka
arkaya yapilan Ol¢liimlerde hemen hemen aymi sonuglari okumasi istenir.
Tekrarlanabilirlik relatif standart sapma ile ifade edilir. Ideal bir biyosensorde

ayni1 kosullarda tekrarlanan 6l¢iimlerde tekrarlanabilirlik en az £%5-10 olmalidir.

1.3.7. Cevap verme siiresi

Bir¢ok analitik cihazin kararli hale gelmesi ve cevap vermesi zaman
almaktadir. Bir biyosensorde 6l¢lim siiresinin uzun olmasi metodun rutin analizler
acisindan kullanilabilirligini etkiler. Biyosensorlerde cevap siiresi birkag¢ saniye
ile birka¢ dakika arasinda degismektedir. 5 dakikalik cevap verme siiresi

uygundur ancak bu siirenin 10 dakika olmasi1 durumunda siire uzun kabul edilir.

1.3.8. Kullanim omrii

Biyosensoriin kullanim Omriinii kisitlayan en onemli faktdr biyosensor
tasariminda kullanilan biyolojik bilesendir. Biyolojik bilesenin zamanla degismesi
gerekir. Bir biyosensoriin onemli bir 6zelligi normal islem kosullar1 altinda
hassasiyetini koruyabildigi kadar uzun bir kullanim 6mriine sahip olmasidir. Bu
kullanim 6mrii yapilan toplam 6l¢liim sayisina veya Olciilen analitin derigiminin
biiylikliigiine bagl olabilir. Daha yiiksek derisimler hassasiyetin daha hizli bir
sekilde diismesine neden olabilir. Ayrica analit derisimine bagli olmaksizin analiz
ortaminda aktivasyonu engelleyecek diger kimyasal tiirler bulunabilir. Bir diger
onemli Ozellik ise biyosensoriin saklanmasi ve kullanilmasi arasinda gecen
zamanin uzunlugudur. Biyosensoriin bir buzdolab1 ortaminda muhafaza edilmesi
gerektigi gibi biyolojik bilesenin biyoaktivitesini koruyabilmesi i¢in 6zel bir
kimyasal ortamda saklanmasi1 da gerekebilmektedir (Eggins 1996; Buerk 1993;
Ozkan 2003).
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1.4. Biyosensorlerin Uygulama Alanlar:

Yasam kalitesini artirmak kiiresel arastirma calismalarinin en O6nemli
amaglarindan biridir. Yasam kalitesi hastaliklarin kontrolii, gida kalitesi ve
giivenligi ve yasanilan ¢evrenin kontroliine baghdir. Biitiin bu alanlarda hizli,
stirekli ve duyarli analizlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Son yillarda kimyasal
sensorlerin  gelistirilmesine yonelik olduk¢a fazla c¢alisma yapilmistir. Bu
sensorlerden sadece kimya endiistrisi degil ayn1 zamanda gida endiistrisi, biyo-
endiistri, tip ve g¢evresel analiz endiistrileri de faydalanmaktadir. Bir kimyasal
sensor ¢esidi olan biyosensorler kendine 6zgiin bir ¢cok 6zelligi ile klasik analitik
yontemlere alternatif olabilme potansiyeline sahiptirler.

Biyosensorlerin uygulama alanlarinin biiyiik bir kismini tibbi amach
uygulamalar olusturmaktadir. Biyosensorlerin tip alaninda kullaniminin ilgi odagi
olmasinin nedeni biyosensorlerin metabolitler, hormonlar ve ilaglar gibi biyolojik
bilesenlerin giivenilir ve kararli online ve invivo analizlerine imkan taniyacak
yapida olmalaridir. Viicut metabolitlerinin, kandaki bilesenlerin, gazlarin ve
iyonlarin tayini tibbi teshis laboratuvarinda kan ve idrardan ayristirilarak uzun
zaman alan klasik yontemlerle tayin edilmektedir. Biyosensorlerin kullanimi
alman Orneklerin dogrudan ve yerinde dakikalar veya saniyelerle siiren
analizlerine imkan saglayacaktir (Eggins 1996; Alvarez 2009).

Biyosensorlerin - diger uygulama alant ¢evresel analizlerdir. Cevre
orneklerinde biyosensorler tasmabilir 6zelliklerinden dolayir analiz ortaminda
ornek hazirlama islemine gerek duyulmaksizin kirleticilerin tayinine olanak
saglamaktadirlar. Cevresel analizlerde klasik yontemler diisiik tayin limitlerine
inebilmekte ve kesin sonuclar verebilmektedirler. Fakat bu yontemler oldukca
pahalidirlar ve analiz siireleri uzundur. Biyosensorlerin toprak, su ve diger
cevresel Orneklerde kirleticilerin ve toksik maddelerin tayinine ydnelik oldukca
fazla ¢alisma bulunmaktadir. Cevre 6rneklerinde pestisit tayini, kagit, ila¢ ve boya
endiistrisi atiklarindan kaynaklanan fenolik bilesiklerin tayini, deterjan endiistrisi
atiklarindan olan ylizey aktif madde tayini, bazi poliaromatik hidrokarbonlarin

tayini, sularda bakteri, virlis ve mikroorganizmalarin tayini, bazi dioksinlerin,
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metallerin, iyonlarin ve hayvansal {iriinlerdeki hormanlarin tayinine yonelik
caligmalar biyosensdrlerin ¢evresel analizleri alanindaki uygulamalaridir. Tarim,
bahgecilik, veterinerlik ve madencilik alanlarinda kirleticilerin tayinine yonelik
caligmalar da biyosensdrlerin ¢evreye yonelik uygulamalarmi olusturmaktadir
(Mozaz ve ark. 2004).

Biyosensorlerin - bir diger uygulama alam endiistriyel islemlerin
kontroliidiir. Biyosensorler 6zellikle gida ve igecek endiistrisinde genis bir
uygulama alan1 bulmaktadir. Gida endiistrisinde iiriin kalitesi dogrudan periyodik
olarak yapilan kimyasal ve mikrobiyolojik analizlere baglidir. Gida endiistrisinde
katki maddelerinin tayini, {riin igeriginin belirlenmesi ve gida iirlinlerinin
tazeliginin kontrolii biyosensdrler i¢in potansiyel uygulama alanlaridir (Mozaz ve
ark. 2004).

Biyosensorlerin askeri ve sivil savunma alaninda uygulamalarina yonelik
caligmalar bulunmaktadir. Biyolojik savas ajanlarinin saptanmasinda acil ve etkili
yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Biyolojik savas ajanlar1 organofosfat
yapisindaki sinir gazlari, kiikiirt iceren hardal gazi ve hidrojen siyaniir gibi cesitli
maddelerdir. Bu maddelerin herhangi bir teror saldirisi esnasinda saniyeden de
daha kisa siirede tayin edilmesine yonelik caligmalar siirmektedir (Macsini ve

Palchetti 2005).

1.5. iletken Polimerler

Polimerler Shirakawa ve arkadaslarinin transpoliasetileni (CH)y
sentezlemelerine kadar yalitkan olarak diisiiniilmekteydi. Yalniz inorganik
maddelerin sahip oldugu elektriksel ve optik 0Ozelliklerin polimerlere de
kazandirilabilecegi goriilen bu ¢aligsma ile Shirakawa ve arkadaglar1 2000 yilinda
kimya alaninda Nobel ddiilii kazanmislardir.

[letken polimerlerle ilgili yapilan ilk ¢alisma 1975 yilinda sentezlenen ve
diisiik sicakliklarda siiper iletken oOzellik gosteren politiazil (SN),’dir. Fakat
polimerleri iletken 6zelliklerinden dolayr kullanma fikri ve bu konuda yapilan
calismalarin yogunlasmasi Shirakawa ve arkadaglarinin transpoliasetileni (CH)y
sentezlemeleri ile ortaya ¢ikmustir (Saxena ve Malhotra 2003). iletken polimerler

alaninda yapilan bu ilk ¢alismada ¢ok diisiik iletkenlige sahip olan poliasetilenin
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kismi yiikseltgenmesi ile (pozitif katkilama) polimer zincirindeki konjuge ¢ift
baglarin iizerinde hata merkezleri olusturularak iletkenligi 10’-10® kat artirilmistir.

Iletken polimerler konjuge m-elektron iskeletine sahip olmasindan dolayi
elektriksel iletkenlik, diisiik enerjili optik gecis, diisiik iyonlasma potansiyeli ve
yiiksek elektron affinitesi gibi elektronik 6zelliklere sahiptirler. iletken polimerler
silikon gibi inorganik kristal yar iletkenlerden molekiiler yapida bulunmalari
acisindan farklilik gosterirler (Gerard ve ark. 2002).

Iletken polimerlere konjiige iletken polimer ya da organik polimerik
iletkenler de denilebilir (Chandrasekhar 1996). Yiiksek iletkenlik 6zelligine
sahip olan bu malzemeler ayn1 zamanda sentetik metal olarak da adlandirilirlar
(Gerard ve ark. 2002). Metallerin elektriksel iletkenlikleri yiiksektir. Ancak
metaller polimerlerden agirdirlar, pahalidirlar ve kolayca sekillenemezler ve
korozyona ugrarlar (Sagak 2002). Metallerin elektriksel iletkenlik ve mekanik
Ozelliklerini  polimerlerin  6zellikleriyle birlestirerek bir tek malzemede
toplayabilmek her zaman ilgi odagi olmustur. Bu nedenle m-elektron konjuge
yapisina sahip polianilin (PANI), polipirol (PPy), politiyofen (PT), polifuran
(Pfu), poli(fenilen) ve polikarbazol gibi iletken polimerler bir¢ok uygulamada
kullanilmak tizere sentezlenmistir (Saxena ve Malhotra 2003). Sekil 1.3’de baz1

iletken polimerlerin kimyasal yapilar1 gosterilmistir.

\ \ \ \ \ Poliasetilen

4<\_>_<\_ Poliparafenilen
OH—QH_QH_ @H_ Polianilin

F\ A A

v\ T\ .
H H Polipirol
N\ A\ ¢
\ / >\ /

iy Politiyofen

H
|

Sekil 1.3. Bazi iletken polimerlerin kimyasal yapilar1
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Iletkenlik elektriksel iletimi belirtir, bu yiizden iletkenlik bir maddenin
akimi gecirme kabiliyetinin bir 6l¢iisiidiir. Genellikle iletkenligi 10® S/cm’den
kiigiik olan maddeler yalitkan olarak bilinirler. iletkenlikleri 10® S/cm ve 10°
S/cm arasindaki maddeler yariiletken, iletkenligi 10> S/cm’den biiyiik olan
maddeler iletken olarak bilinir. Polimerlerin elektronik iletkenligi polimer
orgiisiinde elektronlarin zincir boyunca tasinmasi ile saglanir. Ana zincirinde
konjlige c¢ift baglara sahip olan polimerlerde elektronlarin zincir boyunca
taginmasi ile polimerler iletken 6zellige sahip olurlar (Guimard ve ark. 2007).

Konjuge polimerlerler yari iletken olarak bilinirler fakat iletkenlikleri

kimyasal veya elektrokimyasal yollarla degistirilebilmektedir. Yiikseltgenme veya
indirgenme yoluyla gergeklestirilen bu isleme katkilama (doping) denir.
Katkilama islemi ile konjuge polimerlerin iletkenlikleri yar1 iletkenlik diizeyinden
metalik iletkenlerin diizeyine ¢ikarilabilir. Ornegin nétral poliasetilenin iletkenlik
degeri yan iletken mertebesinde iken, AsFs ile katkilandiginda 107-10° kat
artmakta ve metalik iletkenlerin diizeyine ulagmaktadir (Chiang ve ark. 1977).
Sekil 1.4’te iletken polimerlerin iletkenlikleri metaller, yar1 iletkenler, yalitkanlar

ve bazi yalitkan polimerler ile karsilastirilarak verilmistir
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Sekil 1.4. {letken polimerlerin iletkenliklerinin metal, yar1 iletken ve yalitkanlarla
karsilagtiritlmasiPA: poliasetilen, PE: polietilen, PS: polistiren, PPP: poliparafenilen,
PT: politiyofen, PANI: polianilin, PPy: polipirol

1.5.1. Tletken polimerlerde iletkenlik teorisi

Maddeler oda sicakligindaki iletkenliklerine goére 3 gruba ayrilirlar:
Yalitkan, yariiletken ve iletken. Bu maddelerin herbirinde, kendi molekiiler
elektronik seviyeleri kendi elektronik bantlarini olustururlar (Chandrasekhar
1996). Eger bir maddede enerji bandlarindan biri elektronlarla tamamen dolu iken
kendisinden sonra gelen bos enerji bandi ile arasindaki enerji farki biiyiik ise dolu
banttan bos banda elektron ge¢isi miimkiin olmaz. Bu madde yalitkandir. Bu
bosluk 10 eV’den biiyiikse elektronlar iletkenlik bandina gegemezler ve oda
sicakliginda yalitkan olarak davranirlar. Eger bosluk 1,0 eV’den kiiclikse

elektronlar termal, titresimle ve fotonla uyarilma sonucu iletkenlik bandina
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gecerler ve bu maddeler yari iletken olarak bilinirler. Katkilanmis polimerler, &
konjiigasyon yapilarindan dolay1 yariiletkendirler. Cogu iletken polimerde bosluk
1 eV’den biiyiiktiir (Guimard ve ark. 2007).

Poliasetilen ve diger konjuge polimerlerin optik absorbsiyon calismalari
sonucunda, bu polimerlerin degerlik bandini iletkenlik bandindan ayiran yasak
enerji araligiin, yan iletkenlerde oldugu gibi, 1,4-3 eV arasinda oldugu
anlagilmistir. Bir yar1 iletkende elektronun, degerlik bandindan iletkenlik bandina
cikmasi ile sistemin yapisi degismez. Oysa polimerlerde elektronik uyarma,
Orgiiniin relaksasyonuna neden olur. Polimerlerde iki tiir yapisal relaksasyon
oldugu kabul edilir. Birincisi polimer zinciri boyunca olusan tek diize relaksasyon,
ikincisi ise lokal olarak yapisal deformasyona neden olan relaksasyondur.
Bunlarin sonucunda polimer zinciri lizerinde bazi hatalar olusur. Bu hatalar
soliton veya polaron olarak isimlendirilir. Katkilama ile farkli spin-yiik
konfigurasyonuna sahip hata merkezleri olusturulabilmektedir. Sekil 1.5’de
olusabilecek hata tiirleri, poliasetilenin yapisi lizerinde iletkenlik teorilerinde
kullanilan kat1 hal fizigi terimleri ile kimyasal isimlendirmeler birlikte verilerek
gosterilmigtir (Roth ve Bleir 1987).

Katkilama sonucu olusan solitonun enerji diizeyi poliasetilenin yasak
enerji araliginin ortasinda yer alir. Poliasetilen ve diger konjuge polimerlerde
katkilama ile polaronik hatalar da olugur ve polaronun elektronik enerji diizeyleri,
yasak enerji aralignda simetrik olarak iletkenlik ve degerlik bandina yakin
konumlarda yer alir. Katki maddesinin fazla eklenmesi halinde veya
elektrokimyasal olarak katkilama miktarinin dolayisiyla polaronlarin derisimi
dahada artirilirsa, polaronlar kendi aralarinda etkileserek bipolaronlari
olustururlar. Soliton tiirii hatalarin sadece zincir boyunca aktarimini miimkiin
olmasma karsilik bipolaronik hatalarin  bir zincir {izerinden digerine
atlayabilecekleri de belirtilmistir. Sonug olarak soliton, polaron ve bipolaron gibi

yapilar iletkenlik kazandirmaktadir (Aydin 2002).
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Vakum hali \ \ \ \ AN Bozulmamis konjugasyon

Notral soliton /\/\/\/\/\ Serbest radikal

Pozitif soliton Karbokatyon

Negatif soliton x X Z Z Karbanyon

Pozitif polaron \ \ s \ \ Katyon radikali
Negatif polaron \ \ \ \ Anyon radikali

[©)

Pozitif bisoliton /\/W\/\ Karbodikatyon

Karbodianyon

Negatif bisoliton

Sekil. 1.5. Konjugasyon hatalarinin poliasetilen lizerinde gosterimi

1.5.2. iletken polimerlerin elektrokimyasal sentezi

Iletken polimerler kimyasal, elektrokimyasal, fotokimyasal, emiilsiyon,
metatez, katilma, katihal, plazma, c¢oziiniir prekiirsor polimerizasyonu gibi
yontemlerle sentezlenebilirler. Biitiin bu yontemler arasinda en ¢ok kullanilan
yontemler elektrokimyasal ve kimyasal polimerizasyondur. Elektrokimyasal

polimerizasyonun kimyasal polimerizasyona gore bazi iistiinliikleri sunlardir.

a- Tepkime oda sicakliginda gerceklesir.

b- Uygulanan gerilim veya akim degistirilerek film kalinligi kontrol
edilebilir.

c- Polimer filmleri dogrudan elektrot yiizeyinde olusturulur.

d- Homojen filmler elde edilir.
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e- Istenen iyon ile polimer katkilanmasi, film olusumu ile es zamanli
olarak gerceklestirilebilir.
f- Kopolimer ve as1 kopolimerleri elde edilir.

g- Saflastirma islemlerine gerek yoktur.

Elektrokimyasal polimerizasyon igli elektrot kullanilarak uygun
monomer, ¢dziicii ve destek elektrolit igeren hiicrede gergeklestirilir. Uglii elektrot
sistemi referans, ¢aligma ve karsit elektrottan olusur. Calisma elektrodu olarak Pt,
Au, ITO, paslanmaz ¢elik ve karbon elektrotlar kullanilir. Karsit elektrot olarak
Pt, Au, Ni vb. kullanilabilir. Referans elektrot olarak da doygun kalomel elektrot
(SCE) ve Ag/AgCl elektrot kullanilir. Destek elektrolit se¢imi ise ¢oziintirliik,
ayrisma ve niikleofilik 6zelliklere sahip olma kriterlerine dayanir. R4NX tipi (R:
Alkil, aril radikali ve X= CI', Br,, I', ClO4, BF4, PFs, CF3SOs5°, CH3CcHsSO5")
kuaterner amonyum tuzlar1 aprotik ¢oziiciilerde kolay ¢oziindiigii i¢in susuz
ortamlarda (asetonitril, benzonitril vb.) kullanilirlar.

Elektrokimyasal polimerizasyon islemi doniigiimlii voltametri, potantiostatik
(sabit gerilimde) ve galvanostatik (sabit akimda) yontemler kullanilarak
gerceklestirilebilir. Genellikle potantiostatik yontemler ince filmler elde etmek igin,
galvanostatik yontem ise kalin filmler elde etmek icin tercih edilmektedir.
Elektrokimyasal yontem basit olmasi ve elektrot yiizeyinde hizli polimerizasyon
gerceklesmesi nedeniyle diger yontemlerden daha cok tercih edilir. Bunun
yaninda katki iyonu olarak genis bir anyon ve katyon secenegi ortaya koymaktadir
(Kumar ve Sharma 1998).

Elektokimyasal polimerizasyonda monomer ylikseltgenerek bir katyon
radikalini olusturur. Olusan radikaller diger monomer ve radikallerle birleserek
elektrot  yiizeyinde  polimer  zincirini  olustururlar.  Elektrokimyasal
polimerizasyonda polimerizasyon stiresi, sicaklik, kullanilan ¢oziiciiler, destek
elektrolitler ve gegen yiik sayis1 dogrudan film kalinligin1 ve morfolojisini etkiler

(Guimard ve ark. 2007).
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1.5.3. iletken polimerlerin katkilama islemi ve katki maddeleri

Iletken polimerlerin yar1 iletken band yapisinin elektronik uyarilmalara
veya elektron uzaklastirma ve katilmaya izin vermesi gibi Ozellikleri iletken
polimerlere gosterilen ilginin baslica nedenlerinden biridir. Elektronlarin valans
banddan iletken banda uyarilmalar1 fotoluminisans ve dogrusal olmayan optik
ozellikler gibi uyarilmis hal O6zelliklerine neden olur. Diger yandan iletken
polimerlerin kimyasal veya diger yiikseltgenmeleri ile polimerde yiikler olusur.
Bu yiikler polimerdeki bircok monomer birimine delokalize olmustur ve ayni
zamanda geometrinin daha enerjik konformasyonlara doniiserek rahatlamasini
saglarlar.

Yiikseltgenme, iletken polimerin pozitif yiikseltgenmesine ve yapiya bir
anyonun katilmasina neden olur. Indirgenme ise ayni sekilde iletken polimerin
negatif yiiklenmesine ve yapiya bir katyon katilmasina neden olur. Bu siireg
sematik olarak asagidaki gibi gosterilir. Burada M ve A sirasiyla, katyon ve

anyondur.

P(Py) + MCIO,—> P(Py)' +Clo,M"  (viikseligenme)

P(Ac)+ NaA —> Na'P(Ac) + A (indirgenme)

Indirgenme ve yiikseltgenme islemi iletken polimerlere iletkenlik dzelligi
katmaktadir. Iletken polimerlerin anyonlarla kimyasal olarak yiikseltgenmesine
veya katyonlarla indirgenmesine katkilama islemi, polimer yapisina katilan anyon
veya katyona da katkilama maddesi denir. Cizelge 1.1°de ¢esitli katkilama

maddeleri goriilmektedir.
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Cizelge 1.1. Baz1 katkilama maddeleri

Anyonik Katyonik
kloriir (CI) proton (H;0")
perklorat (ClO4-) sodyum (Na")
tetrafloroborat (BF,")

tos, p-toluen sulfonat (CH; C¢Hs SO;5)

triflorometan sulfonat (CF;SO5’)

hexaflorofosfat (PFy")

polistiren sulfonat (-CH,CH(C¢H;SO3)),"

Katkilama maddeleri iletken polimere sentez sirasinda immobilize
olabildikleri gibi ayn1 zamanda sentezden sonra kimyasal veya elektrokimyasal
olarak da yapiya katilabilirler. Katki maddeleri ClO4 veya Na' gibi kiiciik
anyonlar olduklar1 gibi polielektrolit olarak adlandirilan poli(stiren sulfonik asit)
ve poli(vinil sulfonik asit) gibi biiyiik polimerik tiirler de olabilir.

Katkilama islemi yapilmayan notr polimerler pristin olarak adlandirilirlar.
Yiikseltgenme ve indirgenmenin biyiikliigline katkilama seviyesi denir.
Katkilama seviyesi bir birim monomere katkilanan katkilama iyonu oraninin
hesaplanmastyla bulunur ve kesir ile veya mol yiizdesi olarak ifade edilir. Ornegin
dort monomer birimine ve bir katkilama iyonuna sahip bir iletken polimerin
katkilama seviyesi 0,25 veya %25 dir. Polimer iizerindeki ¢esitli baskilardan
dolay1 polimerin 1:1 katkilama seviyesine sahip olmasi imkansizdir. katkilama
seviyesinin artmasi iletkenligi artirir ve daha fazla hareketli yiikiin olusmasina
neden olur. Maksimum katkilama seviyesi iletken polimer ve katki maddesine
gore degisir. Ornegin poliasetilenin katkilama seviyesi % 0,5 ile % 8 arasinda
degisir (Chandrasekhar 1996). Cizelge 1.2°de bazi iletken polimerlerin maksimum

katkilama seviyeleri goriilmektedir.
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Cizelge 1.2. Bazi iletken polimerlerin maksimum katkilama seviyeleri

Polimer Maximum katkilama seviyesi
Poli(pirol) %33 ClO4

Poli(tiyofen) % 30 ClO4;% 6 PF¢
Polianiline %42 CI'

Poli(p-fenilen) % 44 Li"

Iletken polimerler katkisiz sentezlendiginde katkilama islemi, kimyasal
olarak katki maddesinin ¢oOzeltisine veya buharina maruz birakilarak ya da
elektrokimyasal olarak uygun bir akim-gerilim degerinde gergeklestirilebilir.
fletken polimere pozitif bir gerilim uygulandiginda katki anyonu c¢dzeltide
polimerden polimerin delokalize olan yiiklii kisimlarina hareket eder ve katkilama
islemi gergeklesir. Bu katkilama islemine “p tiirii katkilama” denir. Benzer sekilde
eger elektrot ylizeyine immobilize olmus polimere negatif gerilim uygulanirsa
katyon cozeltiden polimere dogru hareket eder. Bu katkilama islemine “n tipi
katkilama” denir. Asagidaki esitliklerde polipirol ve poli(p-fenilen)in sirasiyla

anyonik ve katyonik katkilamalar1 verilmektedir.

p tipi katkilama

P(Py) + nLiClo, —> P(Py) "(C10,),™

n tipi katkilama

P(PP) + nLi —» (Li),™"" P(PP)™

Kimyasal katkilamada katki maddesinin indirgenme ve yiikseltgenme
i¢in uygun bir redoks potansiyeli olmalidir. Ornegin pristin (ndtral) poliasetilenin
I, ile kimyasal katkilanmasi sirasinda I»/I redoks potansiyeli olmalidir ki
poliasetilenin ylikseltgenmesi gerceklessin. Poliasetilenin 1, buharina maruz
kalmasi ile I3 polipiroliin HCI buharina maruz kalmas: ile de CI" katkilanmis
iletken polimerler olugur (Chandrasekhar 1996).

Polimerin iletkenligi indirgen-yiikseltgen tiirler ya da donor/akseptor

radikallerin polimer yiizeyine katkilanmasi islemi ile artar. Shirakawa ve Ikeda
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(1971) metalik tiirlerin poliasetilen polimerine katkilanmasi ile iletkenliginin
arttigin1  gostermislerdir. Polimerin katkilanmasi polimer zincirinde soliton,
polaron ve bipolaron gibi yapilarin olusmasima neden olur. X-ray difraksiyon
caligmalar1 iyot katkilanmis poliasetilen polimerinde C-C baglarinin donor tiir
katkilanma ile uzadig1 akseptor tiirii katkilanma ile kisaldigini gostermektedir.
Katki maddesinin yapisi iletken polimerin kararliginda énemli rol oynar. Ornegin
perklorik asit katkilanmis poliasetilen suya ve oksijene karsi kararli degildir.
Benzer sekilde sodyumfloriir biriktirilen poliasetilen oksijene karst daha
dayaniklidir. SO;CF;” molekiilii poly(3-metiltiyofen)’e katkilandiginda polimerin
havaya kars1 kararlilig1 artar. Iletken polimerlerin kararliliklari iki yol ile denenir.
Birincisi benzokinon gibi antioksidantlar veya azobisizobutilnitril gibi radikal

tuzaklarla etkilesmesidir. ikinci yol ise asilamadir (Kumar ve Sharma 1998).

1.5.4. iletken polimerlerin kromatografik uygulamalar

Iletken polimerlerin kromatografik uygulamalar1 sivi kromatografisi ve
kapiler elektroforez yontemlerinde dedektor olarak kullanimlari ile gaz ve sivi
kromatografilerinde kolon dolgu maddeleri olarak kullanimlarindan olugmaktadir.
Iletken polimerlerin kolon kromatografisindeki ilk uygulamasi katkilanmis
polipirol tozlarinin gaz kromatografisinde sabit faz olarak kullaninudir. Iletken
polimerler adsorbsiyon o&zelliklerinden dolayr kati faz ekstraksiyonunda da
kullanilmistir. Polipirol ve polianilin poliaromatik hidrokarbonlarin ve bazi
ilaglarin s1vi kromatografisinde tayininde sabit faz olarak kullanilmistir. Bu
caligmalarda 1iletken polimer silika partikiillerinin iizerine kaplanmistir
(Chriswanto ve Wallace, 1996a,b). Sonraki yillarda silika partikiilleri Once
aminopropilsilan ile etkilestirilmis daha sonra polipirol ile kaplanmistir. Bu sabit
fazlar polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve bunlarin fenil tiirevlerinin sivi
kromatografisinde ayriminda kullanilmistir (Perruchot ve ark. 2002).

fletken polimerlerin sivi kromatografide elektrokimyasal dedektdr olarak
kullanilmas1 baz1 avantajlar sunmaktadir. Polimerlerin ¢esitli maddeler ile
katkilanmasi ile bilesiklere kars1 hassasiyet ve secicilikleri artirilabilir. En yaygin

uygulamalar iletken polimerler ile modifiye edilmis elektrotlara sahip
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amperometrik dedektorlerdir (Trojanowicz,2003). Kloriir katkilanmis polipirol
filmleri ile elekto-inaktif anorganik anyonlarin amperometrik tayinleri iyon
kromatografi yonteminde kullanilmis ve farkli gerilim dalga formu ve farkli akim
ornekleme uygulanarak segicilikte degisiklikler elde edilmistir (Barisci ve ark.
1997).

Ayirmanin segiciligi uygulanan gerilimin dalga formuna, puls iizerinde
akim 6rnekleme noktasina ve polimer bilesimine bagh olarak degismektedir (John
ve ark. 1996). Altin elektrot {izerinde elektrokimyasal olarak biriktirilen poli(o-
fenilendiaminin) kullanildigi amperometrik tayin tek kolonlu iyon-diglama
kromatografisi yonteminde elektro inaktif anyonlarin ayrimi i¢in kullanilmistir Xu
ve ark., 2000). Cesitli polipirol modifiye elektrotlar ise puls amperometri yontemi
ile halo-asetik asitlerin anyon kromatografisindeki tayinlerinde kullanilmistir
(Akhtar ve ark., 1997).

fletken polimerlerin sivi kromatografisinde potansiyometrik dedektdr
olarak kullanimina ydnelik uygulamalar1 vardir. Poels ve ark. (1998) yaptiklari
calismada cams1 karbon elektrot yiizeyine polikarbonat ve fenilen vinilen
trimerini kaplayarak bu elektrodu sivi kromatografisinde bazi organik asitlerin
tayininde kullanmiglardir. Akhtar ve ark. (1997) polipirol kaplanmis Pt elektrodu
bazi inorganik asitlerin akis enjeksiyon hiicresinde tayininde potansiyometrik
dedektor olarak kullanmiglardir. Sahin ve ark. (2008) polipirol ve asir
yiikseltgenmis polipirolii bazi inorganik anyon ve katyonlarin tayininde
kullanmiglardir. Bu ¢alismada polipirol ve asiriyiikseltgenmis polipirol filmleri ile
kaplanan Pt elektrotlar iyon kromatografisinde potansiyometrik dedektor olarak
kullanilmistir.

Iletken polimelerin son yillarda kapiler elektroforez yonteminde dedektdr
olarak kullanimina yonelik de ¢alismalar bulunmaktadir. Poels ve Naggels (1999)
yaptiklar1 calismada polipirol ve iletken oligomerlerle modifiye edilmis Cu
elektrotlar baz1 karboksilik asit ve inorganik anyonlarin kapiler elektroforez
yontemiyle ayriminda potansiyometrik dedektor olarak kullanilmigtir. Castelletti
ve ark. (2002) kapileri polianilin ile modifiye ederek kapiler elektroforez

yonteminde askorbik asit tayininde kullanmisglardir.
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1.5.5. iletken polimerlerin biyosensér uygulamalari

Metal ve anorganik yar iletkenlerin elektriksel ve bazi optik 6zelliklerine
benzer ozellikler sergileyen iletken polimerler ayni zamanda klasik polimerlerin
kolay sentezlenebilme ve islenebilme oOzelliklerini de sergilerler. Bu benzersiz
ozellikler iletken polimerlere mikroelektronik endiistrisinde, pillerde, fotovoltaik
cihazlarda, elektrokromik sistemlerde 151k yayan diyotlarda ve son donemlerde
biyomedikal alanda kullanilma imkani saglamustir. Iletken polimerlerin
biyomedikal uygulamalar1 1980li yillarda bu maddelerin biyosensor tasarimimnda
kullanilan birgok biyolojik molekiille uyumlu oldugunun goriilmesiyle
yogunlagmistir. 1900’1 yillarda iletken polimerlerin elektrik uyarim ile hiicresel
aktivitelerin ayarlanmasini kapsayan hiicre adhezyonu, migrasyon, DNA sentezi
ve protein salgilanmasinda gorev alabildikleri goriilmiistiir. Bu caligmalarin ¢cogu
elektrik impulslariin oldugu hiicre, kemik, kas ve kalp hiicrelerini kapsamaktadir.
Iletken polimerlerin  biyouyumluluk, biyolojik molekiillerin  kontrollii
hapsedilmesi ve salinmasi, biyokimyasal bir reaksiyonda yiik transferini
saglamalari, fiziksel, kimyasal ve diger 6zelliklerinin kolayca degistirilebilmesi
gibi Ozellikleri biyomedikal uygulamalarda kullanim avantaji saglamistir. Bu
iistiin ozellikler iletken polimerlere biyosensdrler, yapay doku miihendisligi, ilag
salmim sistemleri, sinir problar1 ve biyoaktiiatorleri kapsayan biyomedikal
uygulamalarda kullanilma imkani tanimaktadir. iletken polimerlere ek olarak
diger elektroaktif maddeler de biyolojik uygulamalarda kullamlmistir. Ornegin
piezoelektrik malzemeler doku miihendisliginde, altin,iridyum ve silikon sinir
problarinda ve sensorlerde kullanilmistir. Ancak iletken polimerlerin bu
malzemelere gore kullanim avantajalar1 vardir. Iletken polimerler ucuz, kolay
sentezlenebilir ve katkilama ve hapsetme ile yapist degistirilebilir malzemelerdir.
Iletken polimerler ayrica biyosensdr uygulamalar1 icin elektrot yiizeyine
kaplanabilir ve etkili bir doniistiiriici mekanizmasinin ger¢eklesebilmesi igin
biyolojik maddelerle etkilesime gegebilirler (Guimard ve ark. 2007).

Enzimin elektrot ile birlestirilmesiyle baglayan ilk biyosensor
calismalarindan bu zamana kadar klinik amacgli pek ¢ok metabolitin (glikoz,

hormanlar, ndrotransmitterler, antibodiler, antijenler gibi) teshisine yonelik
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calisma yapilmistir. Biyosensor uygulamalarinin en can alict noktasi biyolojik
tayin birimi ile doniistiiriiciiyii birlestirebilmektir. Iletken polimerler genellikle
enzim gibi bir biyolojik tayin biriminden gelen sinyalleri isleme alan bir
dontigtiiriicii olarak davranirlar. Biyosensor caligmalarinda iletken polimerler
elektrot ile enzim gibi biyolojik tayin birimi arasindaki elektron transferini
saglarlar. Iletken polimerler biyolojik tiirler i¢in uygun bir immobilizasyon ortami
olarak davranirlar. Biyolojik tiirler farkli teknikleri ile iletken polimere
immobilize edilirler. Ayrica ferrosen, violojen, Prusya mavisi ve tiirevleri gibi
redoks medyatorleri iletken polimerlerle birlikte kullanilarak iletken polimerin
elektron aktarimini hizlandirirak sensoriin hassasiyetini ve seciciligini artirirlar

(Guimard ve ark. 2007).

1.6. Polipirol

1.6.1. Polipiroliin kimyasal ve elektrokimyasal sentezi

Polipirol ve tiirevleri yliksek iletkenligi, kolay sentezlenmeleri ve
yukseltgenmis formunun kararliligi gibi 6zelliklere sahip olduklart igin iletken
polimerler arasinda en cok calisilan grup olmustur. Polimer, kimyasal veya
elektrokimyasal yolla kolaylikla sentezlenebilir.

Polipirol ilk kez 1916 ’da Angeli tarafindan hidrojen peroksit
kullanilarak kimyasal yolla sentezlenmistir. Polipirol ayn1 zamanda pirol siyahi
olarak da bilinmektedir (Zarras ve ark. 2003).

Kimyasal polimerizasyonda (NH4)S,0s, H,O, ve Fe3+, Cu 2+, Cr6+, Ce4+,
Ru’", Mn’" gibi gecis metalleri iceren tuzlar kullamlir. Sadece (NHj)S,0s
ylukseltgeyici kullanilmasi durumunda polimerizasyon hizi artar ancak iletkenlikte
azalma goriliir.

1979’da Diaz ve c¢alisma grubu asetonitril c¢ozeltisinde piroliin
elektrokimyasal polimerizasyonunu gerceklestirmiglerdir. Elektrokimyasal yolla
elde edilen filmlerin oda kosullarinda 10-100 Scm™ iletkenlik gdsterdigini,
iletkenligin soguma ile azaldigii ve —193 °C’de 30 Scm™ oldugunu

bildirmislerdir.
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Genies ve arkadaglarinin (Genies ve Bidan 1983; Imanishi ve ark. 1988)
onerdigi polimerizasyon mekanizmasina gore, pirol monomeri, (I), bir elektron
vererek katyon radikaline, (II)’ye, yiikseltgenmektedir. Daha sonra, elektrofilik
aromatik substitiisyon reaksiyonu ile (A), veya radikal birlesme (coupling)
reaksiyonu ile (B), meydana gelen yapidan iki protonun eliminasyonu sonucu bir
dimer, (III), olugsmaktadir. Aromatik dimer ve daha biiyiilk molekiil agirligina
sahip oligomerler, aym reaksiyon mekanizmast geregince polimeri
olusturmaktadir. Her iki polimerizasyon mekanizmasi da radikal katyon ara {iriinii
iizerinden gerceklesmektedir. Genies ve arkadaglart tarafindan pirol’iin
elektrokimyasal polimerizasyonu ile polipirol (PPy) olusumu ic¢in Onerilen bu

mekanizma Sekil 1.6 da gosterilmistir.
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Sekil 1.6. Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu i¢in dnerilen reaksiyon mekanizmast

Polipirol farkli formlarda bulunabilir. Kimyasal katilma yoluyla
sentezlenen polipirol yalitkandir. Elektrokimyasal yontemle sentezlenen iletken
polimerler iki formda bulunabilirler. Bunlar kismen yiikseltgenmis form ve
tamamen ylikseltgenmis formdur. Diisiik potansiyel uygulamalari kismen
yiikseltgenmis ve iletkenligi diisiik, yeniden sentezlenmesi gii¢ polipirol

filmlerinin olusmasina neden olur. Yiiksek gerilim uygulamalar1 ise tamamen
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ylkseltgenmis ve elektrokimyasal 6zellikleri degistirilebilir, karakterize edilebilir
polipirol filmlerinin olusmasini saglar (Hussain 2005).
Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu sonucu meydana gelen ndtral

polimerin yapis1 Sekil 1.7°de gosterilmistir (Mizoguchi ve ark. 1997).

Sekil 1.7. Notral (katkilanmamis) polipirol yapisi

Polipirol filmi noétral halde yalitkandir. Ancak film yiikseltgendikten
sonra ortaya ¢ikan yapi yliksek iletkenlik gosterir (Czerwinski ve ark. 1987).
Polipirol’lin elektronik olarak iletken hali Sekil 1.8’de verilmistir (Samuelson ve

Druy 1986).

Sekil 1.8. Polipiroliin yiikseltgenmis yapisi (bipolaron)

Asavapiriyanont ve c¢alisma grubu 1984 yilinda yaptig1 bir calismada
kulometri ve doniisiimlii voltametri yontemlerini kullanarak polimerin hazirlanig
kosullarinin polimerin yapisini etkiledigini gostermislerdir. Notr ya da hafif asidik
ortamda filmin sirasiyla, sari, mavi ve son olarak siyah rengi alarak olustugunu
bildirmiglerdir. 0,65-0,85 V potansiyel araliginda filmlerin iletken ve parlak
ylizeylere sahip oldugunu gostermislerdir.

Polipiroliin yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonu (Sekil 1.9) esnasinda
filmde renk degisimi (elektrokromik 6zellik) gézlenmektedir. Polimer indirgenmis
durumda agik kahverengi/sar1 renkte iken, yiikseltgenmis konumda siyah

kadifemsi bir goriiniise sahip olmaktadir (Diaz ve ark. 1981).
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Bipolaron Polaron

Sekil 1.9. Polipiroliin yiikseltgenme- indirgenme mekanizmasi

1.6.2. Asin yiikseltgenmis polipirol

fletken polimerler arasinda polipirolin  nétral pH araliginda
kullanilabilme ve ¢esitli substrat maddelerle kararli filmlerinin olusturulabilmesi
gibi Ozellikleri vardir. Polipirol alkali ortamda pozitif gerilim uygulandiginda
iletkenligini  ve katkilama 0Ozelligini kaybetmesine neden olan asir

ylikseltgenmeye ugrar.

Polipirol teknolojik uygulamalarima olumlu katkis1 olan yiiksek
iletkenligi ve ¢evresel kararlilig1 gibi 6zellikleri agisindan biiyiik ilgi gérmektedir.
Bu polimer monomerin elektrokimyasal ytikseltgenmesi ile katkilanmis iletken
filmin olugmasiyla sentezlenebilir. Polimer 6zelliginin uygulanan gerilim, akim
yogunlugu, reaktantlarin derigimleri, ¢oziicii tiirli, elektrot substratlar1 gibi
faktorlerden etkilendigi bilinmektedir. Yapisal degisikliklerin istenilen polimer
ozelliklerini azaltacaginin bilinmesi polipirol uygulamalart i¢in 6nemlidir. Bu
degisikliklerden biride tersinmez bir islem olan asir1 yilikseltgenmedir (Fernandez
ve ark. 2005).

Polipiroliin davranis1 yiikseltgenme basamagma bagldir. Indirgenmis
polipirol yalitkan 6zellige sahiptir. Polimer iskeletinin yiikseltgenmesi polimere
elektronik iletkenlik saglar ve molekiiler yapry1 degistirir. Niikleofiller varliginda

polipirol siibstitue tirlinler olusturur. Hidroksil iyonu gibi kuvvetli niikleofil
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gruplar konjuge cift bagin yapisinm1 bozan kinon bosluklarinin olusmasina neden
olur. Polimerin bu sekilde tersinmez modifikasyonlar1 asir1 ylikseltgenme olarak
tanimlanir. Asir1 ylikseltgenme polimerin iletkenliginin ve optik 6zelliklerinin
azalmasima neden oldugu gibi polimere iyon degisim Ozelligi de saglayabilir
(Mostany ve Scharifker 1997).

Asint yiikseltgenme mekanizmas: hala tam olarak aydinlatilamamis
olsada pirol halkasinda [ karbonu iizerinde karbonil gruplarinin olusmasinin
polimer zincirinde konjugasyonu engelledigi X-ray fotoelektron spektroskopi
calismalariyla gosterilmistir. Son zamanlarda asir1 yiikseltgenme suyun elektrolizi
ile baglantili olarak diisiiniilmiis ve tersinmez yakin infrared absorbans
spektrumundaki azalma karsit anyonlarin katkilanmadigini gostermistir. Redoks
mekanizmasinin  ve polipiroldeki yapisal degismenin incelenmesi i¢in
spektroelektrokimyasal c¢aligmalarda yapilmigtir. Farkli pozitif gerilimlerde
absorbsiyon spektrumunda potansiyel degeri arttik¢a absorbansin azaldigi asiri

ylikseltgenmenin gerceklestigini kanitlamaktadir (Fernandez ve ark. 2005).

Sekil 1.10. Polipiroliin asir1 yiikseltgenme reaksiyonu

Polimer zincirine karbonil, karboksilat gibi oksijen igeren gruplarin
katilmasi sonucu katyonik yiiklerin azalmasindan dolay1 asir1 ylikseltgenmis
polipirol filmleri, metal iyonlar1 ve ilaglar gibi katyonik tiirlere karsi secicilik
gosterir. Biiyilk capta anyonlarin bulundugu ¢dozeltilerde hazirlanan asir
yiikseltgenmis polipirol (AYPPy), anyonlarmm varliginda katyonik tiirlerin
voltametrik tayini i¢in kullanilabilir (Sahin 2005).

Asir yiikseltgenmis polipiroliin biyosensor uygulamalarinda kullanimina
yonelik caligmalar bulunmaktadir. Guerrieri ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢alismada
asir1 yikseltgenmis polipirol ile modifiye edilmis Pt elektrotdu glikoz tayininde
kullanmislardir. Ozkorucuklu ve ark., (2008) yaptiklar1 bir ¢aligmada molekiil

28



@) ANADOLU UNIVERSITESI

baskilanmis asir1 yiikseltgenmis polipirol filmini baz1 ilag Orneklerinde
sulfametakzasol tayininde kullanmislardir. Ozcan ve ark, (2008) yaptiklar1 bir
calismada asir1 ylikseltgenmis polipirolii enzimsiz glikoz biyosensorii tasariminda
kullanmiglardir.

Asint yiikseltgenmis polipiroliin sivi kromatografisinde dedektdr olarak
kullannmina yonelik caligmalar da bulunmaktadir. Sahin ve ark. (2008) asiri
yukseltgenmis polipirolii potansiyometrik dedektér olarak kullanmiglardir. Asiri
yiikseltgenmis polipirol elektrokimyasal polimerizasyonla platin elektrot ylizeyine
kaplanmis ve iyon kromatografisinde bazi katyonlarin tayininde kullanilmistir.
Asint yiikseltgenmis PPy filmlerinin katyonlara karsi seciciligi vardir. Asiri
yiikseltgenmis film goézenekli bir elektrot kaplama olarak davranir ve katyon
degisimi ve molekiiler elek 6zelligine sahiptir. Tamer ve ark. (2005) yaptiklar
caligmada asir1 yiikseltgenmis polipirolii Ni ve Cd iyonlarmin elektrokimyasal
kat1 faz ekstraksiyonunda kullanmiglardir. Grubumuz tarafindan yapilan bir
caligmada ise asir1 yiikseltgenmis ve siilfolanmis polipirol eszamanli anyon ve
katyonlarin elektrokimyasal kati faz ekstraksiyonunda kullanilmistir (Sahin ve

ark. 2008).

1.7. Askorbik Asit

Vitamin C veya L-Askorbik asit olarak da bilinen askorbik asit baz1 meyve
ve sebzelerde dogal olarak bulunan bir antioksidandir. Askorbik asit serbest
radikallerin viicuttan uzaklastirilmasinda gérev alir (Gioia ve ark. 2008). Insan
saglig1 agisindan biiyiik 6neme sahip askorbik asit viicutta kemik, kikirdak, lif ve
eklemleri olusturan bir tiir protein olan kolajenlerin olusumunda ve demir
emiliminde gorev alir. Eksikligi bazi enfeksiyonlara karsi hassasiyete neden
oldugu gibi kirik ve yararhin iyilesmesini yavaslatir (Florou ve ark. 2000).

Askorbik asit bazi ilaglara ve stabilazor olarak B vitamin komplekslerine
eklenmektedir. Iskorbit hastaligi, soguk alginligi, kansizlik gibi hastaliklarmn
tedavisinde kirik ve yaralarin iyilesmesinde askorbik asit kullanilir. Askorbik asit

titrimetrik, spektroskopik, kromatografik ve voltametrik yontemlerle tayin edilir.
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1.7.1 fletken polimer modifiye elektrotlar ile askorbik asit tayini

Notral bir ¢ozeltide askorbik asit tek protonlu askorbat anyonu halinde
bulunur. Askorbat nétral bir ¢ozeltide platin veya camst karbon gibi elektrotlar
kullanildiginda +0,3 V civarinda yiikseltgenir. Askorbik asit disinda
yiikseltgenebilir tiirler iceren gercek drneklerde daha yiiksek gerilim degerlerinde
yiikseltgenebilir. Askorbik asitin yiikseltgenme gerilimini diislirecek ve girisim
yapan tiirlerin etkisini engelleyecek modifiye elektrotlar gelistirmek oldukca
onemlidir (Malinauskas ve ark. 2004).

Askorbik asitin elektroanalitik yontemlerle tayinindeki en biiyiik problem
askorbik asitin ¢iplak elektrot yiizeyinde asir1 gerilimi ve yiikseltgenme sonucu
olusan ara tirlinlerin elektrot yiizeyini kirletmesidir. Bu nedenle farkli modifiye
elektrotlar gelistirilerek askorbik asit tayininde kullanilmustir. Iletken polimerle
modifiye edilmis elektrotlar farkli nitelikler kazanmaktadir. Elektrotlarin modifiye
edilmesinde amag secicilik ve hassasiyeti artirmaktir. Askorbik asitin
elektroanalitik yontemlerle tayininde farkli iletken polimer modifiye elektrotlar
kullanilarak ¢aligsmalar yapilmgtir.

Iletken polimerlerin dedektdr olarak kullanimi optik ve elektriksel
metotlar1  igerir.  Elektriksel — metotlardan  bazilart  amperometri  ve
potansiyometridir. Bu yontemler arasinda potansiyometri yonteminin kullanildigi
potansiyometrik sensorler tipki amperometrik sensorler gibi hizli cevap verebilme
ve genis bir dogrusal aralikta calisabilme 6zelliklerine sahiptir. Potansiyometrik
dedektorler ucuz ve yapimi basit olmasina ragmen sivi kromatografisinde
dedektor olarak kullanimina yonelik ¢aligmalar sadece akademik laboratuvarlarda
sirmektedir. Askorbik asitin potansiyometrik tayinine yonelik caligmalar
incelendiginde dodesilbenzen sulfonik asit katkilanmis polianilin (Ambrosi,
2008), polyanilin ve poliortooksoanilin (Ivanov ve ark. 2006), nanofiber polipirol
(Wang ve ark. 2006), molekiil baskilanmis polipirol (Ozcan ve ark. 2008) gibi
iletken polimerler askorbik asit tayininde kullanilan modifiye elektrot tiirlerine

Ornek olarak verilebilir.
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Literatiirde askorbik asitin potansiyometrik tayinine iliskin yapilan
caligmalar bulunmaktadir. Wang ve ark. (2005) yaptiklar1 calismada kobalt
ftalosiyanin ile modifiye edilmis camsi karbon elektrodu askorbik asit tayini
potansiyometrik tayininde kullanmislardir. Kocherginsky ve ark. (2007) yaptiklar
calismada sulfonik asit katkilanmis polianilini askorbik asitin potansiyometrik

tayininde kullanmiglardir.

1.8. Parasetamol

Parasetamol (PS) agrikesici/analjezik olarak kullanilan bir ilagtir.
Parasetamol merkezi sinir sisteminde prostagladin sentezini onler ve hipotalamic
ates diizenleme merkezini yatistirarak ates diisiiriir. Parasetamoliin bilinen diger
bir ismi asetaminofen disinda 4-asetamidofenol, N-asetil-p-aminofenol ve tylenol
olarak da adlandirilmaktadir (Goyal ve Singh 2006).

Agr kesici Ozelliginin yami sira viral ya da bakteriyel nedenli atesin
diistiriilmesinde de kullanilmaktadir. Asprin ile ayni Ozelliklere sahip olan
parasetamol genellikle asetilsalisilik asite karst duyarlili§i olan hastalarda
kullanilir (Kachosangi ve ark. 2008).

Zayif bir asit olan parasetamol (pKa=9.5) viicut tarafindan ¢abuk
metabolize olur ve idrar yoluyla atilir. Genel olarak parasetamoliin zararli yan
etkileri yoktur fakat parasetamole kars1 asir1 duyarlilik s6z konusu oldugunda ve
doz asiminda karaciger ve bobreklerde zararli metabolitlerin birikmesine nenden
olur (Goyal ve Singh 2006).

Karaciger zehirlenmesi, mideye alinmasindan sonraki 4 saat i¢cinde plazma
seviyesinin 120 pg/mL seviyesine ulagsmasiyla baslar ve akut zarar plazma
seviyesinin 200 pg/mL’ye ulagsmasiyla olur (Bosch, 2006). Asir1t doz aliminda
parasetamol toksik maddelerin birikmesi sonucu karaciger bozuklugu, pankreas
iltihaplanmalar1 ve deri dokiintiilerine neden olur. Parasetamoliin indirgenme
{iriinii olan 4-aminofenol bobrek yetmezligine neden olur. ilag &rneklerinde
parasetamol miktarlarinin kontrolii, ila¢ endiistrisinde dolayisiyla halk sagligi
acisindan oldukg¢a 6nemlidir. Bu nedenle basit, ucuz, kesin ve hassas analitik

metotlarin gelistirilmesi 6nemlidir.
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1.8.1. Parasetamoliin elektroanalitik yontemlerle tayini

Literatiirde PS tayinine yonelik titrimetri, spektrofotometri ve
kromatografiye yonelik oldukca fazla calisma vardir. Klinik laboratuvarlarda
parasetamol bu yontemlerle tayin edilmektedir. Titirimetrik ve spektrofotometrik
yontemler analiz Oncesi ekstraksiyon basamaklarma ihtiyagc duymasi, sivi
kromatografisi ise analiz siiresinin uzun olmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu
metotlarin  yaninda elektrokimyasal metotlar hizli, kesin, hassas ve diisiik
maliyetli olmalar1 nedeniyle dikkat cekmektedir (Kachosangi ve ark. 2008).

Literatiirde parasetamoliin elektroanalitik 6lgiimiine dayali olduk¢a fazla
calisma bulunmaktadir. Parasetamol elektroaktif bir maddedir. Karbon pasta veya
cams1 karbon elektrotlar ile kolayca yiikseltgenebilir. Fakat yiikseltgenmenin
gerceklestigi 0.6 V ile 0.8V arasinda girisim yapabilecek diger elektroaktif
tirlerden dolayr bu islem secgici degildir (Bosch,2006). Parasetamol tayini
genellikle p-aminofenol, askorbik asit, glikoz, kafein ve iirenin girisim
yapmasindan dolay1 zordur (Goyal ve Singh 2006).

Parasetamoliin elektrokimyasal tayinine yonelik ¢aligmalar incelendiginde
bu caligmalarin ¢ogu karbon temelli elektrotlar kullanimi tlizerine odaklanmistir.
Karbon temelli elektrotlar metal elektrotlara gore ucuz olmalari, kimyasal olarak
inert olmalari, sulu elektrolitlerde kullanilabilmeleri agisindan  sensor
uygulamalarinda kullanilmaktadir. Amorf karbon, camsi karbon, karbon siyahi,
karbonfiber, toz grafit, pirolitik karbon, boron katkilanmis elmas ve karbon
nanotiipler bazi1 karbon temelli elektrotlardir (Griese ve ark. 2008). Bu elektrotlar
arasinda camsi karbon elektrot ile parasetamol tayinine yonelik oldukca fazla
calisma bulunmaktadir. Karbon nanotiip (Sun ve Zhang 2007), polianilin (Li ve
Jing 2007), nikel nanoparg¢aciklar, C60 (Goyal ve Singh 2006), nafyon (Silva ve
ark., 2006), BiO; (Zidan ve ark. 2011), gibi malzemelerle modifiye edilmis camsi
karbon elektrotlar parasetamol tayininde kullanilmistir. Ancak camsi karbon
elektot ile calismanin en biiylik dezavantaji elektrot yiizeyinde yiikseltgenen
tirlerin polimerleserek elektrot ylizeyini kirletmesidir. Elektrot yiizeyinin her
analizden Once temizlenmesi gerekir. Bu ara basamaga tek kullanimlik kalem ucu

elektrot kullanilarak ¢6ziim bulunabilir.
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1.9. Dopamin

Dopamin sinir iletimini saglayan bir katekolamin tiiriidiir. Katekolaminler
bobrekiistii bezlerde iiretilen hormanlardir. Baslica katekolaminler dopamin,
efinefrin ve norefinefrindir. Dopaminin biyosentezi olduk¢a basittir. Proteinlerde
bulunan tirozin tirozin hidroksilaz enzimi yardimiyla L-Dopaya c¢evrilir. L-Dopa
daha sonra enzimler yardimiyla sirasiyla norefinefrin ve efinefrine ¢evrilir.

Dopamin merkezi sinir sisteminde sinir iletimini saglar ve hareketlerin,
motivasyonun ve bilissel gelisimin diizenlenmesi ve kontroliinde 6nemli rol
oynar. Beyinde dopamin seviyesindeki anormallikler Parkinson ve sizofreni gibi
psikiyatrik sorunlara, uyku, yemek diizensizligi ve ilag bagimlilig1 gibi norolojik
rahatsizliklara neden olur (Castro ve ark. 2008).

Dopamin noronlarinin zarar gérmesi sonucu dopamin miktarinin azalmasi
Parkinson hastaligina neden olur. Dopamin miktarinin fazla olmasi sizofreni
hastaligina neden olur. Sizofreni tedavisinde salgilanan dopamin hormonun
dopamin reseptorlerine baglanmasi engellenir. Dopamin sentezindeki dengesizlik
ayni zamanda Huntington hastaligina neden olur. Dopamin salinimi tetrabenazin
ile azaltilarak bu hastalifa ¢6ziim bulunmaktadir. Dopamin bu rahatsizliklarin
yaninda ila¢ bagimliligina, dikkat bozukluguna ve HIV enfeksiyonuna neden

olmaktadir.

1.9.1. Dopaminin elektrokimyasal tayini

Dopamin tayininde bir¢ok analitik yontem kullanilmaktadir. Dopaminin
bir ¢ok bilesik varliginda eszamanli olarak tayininde akis enjeksiyon, kapiler
elektroforez, yiliksek performansli sivi kromatografisi, floresans spektroskopisi
gibi yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin bir kisminin analiz siiresi uzun,
cozlicli sarfiyatinin fazla olmasi ve disik secicilige sahip olmasi gibi
dezavantajlara sahipken bir kismi da 6rnek Onderistirme basamagina ihtiyag
duymas1 ve analizlerin oldukca maliyetli olmas1 gibi dezavantajlart vardir.

Dopaminin elektroaktif bir molekiil olmasi nedeniyle dopamin tayininde

elektrokimyasal yontemler tercih edilir. Dopamin elektrokimyasal yiikseltgenmesi
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sirasinda iki elektron kaybederek dopamin-o-kinona doniisiir. Dopamin-o-kinon
sirastyla  l6kodopaminkroma ve  dopaminkroma  doniisiir. Dopaminin
elektrokimyasal tayinini zorlastiran ii¢c 6nemli problem vardir. Bunlardan birincisi
dopaminin yiikseltgenmsi sonucu olusan dopaminokromun daha sonra melanin
polimerine doniismesi ve bu polimerin elektrot yiizeyini kirletmesidir (Harley
2009). Dopaminin elektrokimyasal tayininde karsilasilan bir diger giicliik
dopaminin kanda (0.01-1uML™") ve idrarda (65-400 mcg/24 saat) miktariin ¢ok
diisiik olmasidir (Kim ve ark. 2008).

Dopaminin elektrokimyasal tayinindeki en Onemli problemlerden
ticlinciisii de, dopamin igeren biyolojik sivilarda iirik asit ve askorbik asit gibi
elektroaktif maddelerin varhigidir. Ciplak elektrotlar ile yapilan g¢aligmalarda
askorbik asit, lirik asit ve dopamine ait yiikseltgenme pikleri hemen hemen {ist
iiste cakisir. Bu yilizden askorbik asit ve {irik asit varliginda dopamine kars1 segici,
hizli ve basit tayin metotlarinin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir (Alwarappan ve
ark. 2010).

Dopamin tayininde girisim etkilerini azaltmak ve segiciligi artirmak
amaciyla kullanilan ¢alisma elektrodun modifikasyonuna yonelik birgok ¢alisma
yapilmigtir. Dopamin tayininde Au, elmas gibi pahali elektrotlarin yanisira karbon
temelli (pirolitik karbon, camsi1 karbon, karbon pasta) elektrotlar da
kullanilmaktadir. Bu elektrotlar arasinda karbon temelli elektrotlar genis ¢alisma
araligina sahip olmalari, diisiikk zemin akimina sahip olmalar1 ve diisiik maliyetli
olmalar1 gibi avantajlara sahiptirler (Gray 2009). Bu avantajlarin yan1 sira karbon
temelli elektrotlarin yiizeyinin dopaminin yiikseltgenmesi sonucu olusan
polimerik yapi ile kirlenmesi ise bir dezavantajdir. Bu problem tek kullanimlik

kalem ucu elektrot kullanimi ile ortadan kaldirilabilir.
1.10. iyon Kromatografisi

Kromatografi biribirine yakin 6zellikteki kimyasal tiirlerin ayrilmasinda,
ayrilan tlrlerin kalitatif olarak tamimlanmasinda ve kantitatif olarak tayin

edilmesinde kullanilan bir analitik yontemdir. Kromatografide numune gaz, sivi

veya bir siiperkritik akiskan olan hareketli faz ile tasinir. Bu hareketli faz bir
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kolonda veya bir kat1 ylizeyde sabitlestirilmis kendisi ile karismayan bir durgun
faz icinden geg¢meye zorlanir. Bu iki faz numune bilesenlerinin hareketli ve
durgun fazlarda farkli oranlarda dagilacag: sekilde secilir. Durgun faz tarafindan
kuvvetli tutulan numune bilesenleri, hareketli fazin akisiyla ¢ok yavas hareket
ederler. Buna karsilik, durgun faz tarafindan zayif tutulan bilesenler hizli hareket
ederler. Bu hareket hizlarinin farkliligi sonucu, numune bilesenleri birbirlerinden
kalitatif ve/veya kantitatif olarak analizlenebilen farkli bantlar ve bolgeler
seklinde ayrilirlar.

Kromatografik yontemler haraketli faz ile sabit fazin fiziksel olarak
etkilesimlerine bagli olarak kolon ve diizlemsel kromatografi olarak
siiflandirilirlar. Kromatografinin daha temel bir smiflandirmasi ise hareketli
fazin tiirii temel almarak yapilir. Hareketli fazin tiirline gore kromatografik
yontemler sivi, gaz ve stliper kritik akigkanli kromatografi olmak flizere lige
ayrilirlar. Iyon kromatografisi sivi kromatografisinin bir alt smifi olarak
tanimlanmustir.  Iyon degisim kromatografisi ile bozucu iyon etkilerinin
azaltilmasi, anyon ve katyonlarin ayrilmasi analitik laboratuvarlarinda yaygin bir
uygulama alan1 bulmustur. 1935’ te Adams ve Holms biiyiik molekiil agirlikli
organik reginelerin sentezi ile modern iyon degisim regineleri c¢agini
baslatmislardir (Wegrzyn 1990).

Iyonik tiirlerin ayrilmasi iyon degisim reginelerinde saglanir. Bu
recineler iyonik safsizliklar1 uzaklagtirmak, bir ya da birkag¢ tiirlin derigimi,
kimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesi ve kolon kromatografisi ile iyonlarin
ayrilmasinda kullanilmaktadir. Bir¢cok iyon ayirma sistemi sematik olarak
gelistirilmis ancak ticari olarak gelistirilememistir.

Iyon kromatografisi genel olarak su icerisinde ¢dziinebilen veya sulu
¢ozeltiye ekstrakte edilebilen kati orneklere uygulanmaktadir. Ornegi iyon
kromatografisi sistemine vermeden Once seyreltme veya siizme islemleri
gerekebilir. Toprak veya hava filtreleri gibi ¢oziinmeyen kati1 drneklerin analizi
icin genellikle bunlarin 6nce sulu c¢ozelti igerisine ekstrakte edilmesi
gerekmektedir. Iyon kromatografisi; igme suyu ve atiksulardaki kirliliklerin, hava
kirliliginin, biyolojik ¢6zeltilerdeki iyonik tiirlerin belirlenmesinde, endiistriyel

proseslerde kalite kontroliinde, gida ve igecek analizlerinde kullanilir. Ayrica
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kiitle spektrometresinde ve diger spektroskopik yontemlerden once karisimdaki
bilesenlerin saflastirilmasinda kullanilir. Inorganik anyon ve katyonlarin, organik
aistlerin, aminlerin, aminoasitlerin, karbonhidratlarin ve niikleik asitlerin

belirlenmesinde iyon kromatografisi kullanilir (Statler 1997).

Bir iyon kromatografisi cihazinin ana bilegenleri bes boliimde incelenebilir
(Sekil 1.11). Bunlar;
e Eluent pompasi ve siv1 kaplari,
¢ Enjeksiyon kismu,
e lyon degistirici ayirim kolonu,
e Suppressor (baskilayic1) kolonu ile beraber iletkenlik dedektorii
ve veri toplayici,

e Rejenerasyon pompasidir.

-- dedekiir
ek ayrm bolonn | | veri toplaye1
— ; ]
aluent pomps &I‘Lj.i:II‘l-I.iEglsllm yon-de Figtiricl ek Rayledici
SUppte ss0Y e
etjeksion teplimes FE filgiira
lsma hiin resi

Sekil 1.11. Iyon kromatografisi cihazinin ana bilesenleri (Sahin, M. 2005)

Tim iyon kromatografisi sistemlerinde, bir eluent ve pompasi,
enjeksiyon kismi, iyon ayirimlarinin gergeklestigi bir ayirma kolonu ve dedektor
bulunmaktadir. Bazi iyon kromatografi sistemlerinde ayirma kolonu ile dedektor
arasinda, eluent iyonlarinin background iletkenligini azaltip, 6rnek iyonlarinin tek
ve daha iletken forma doniismesini saglamak amaciyla bir suppressor kolon
kullanilmaktadir. Bu tiir sistemlere suppressed iyon kromatografisi, buna karsin
suppressoriin  kullanilmadigi, dolayisiyla ayirma kolonundan ¢ikan Ornek
iyonlarinin dogrudan dedektore ulastigi sistemlere ise non-suppressed iyon
kromatografisi adi verilmektedir. Non-suppressed sistemlerde background
iletkenligi elektronik devreler yardimiyla disiiriilse bile, eser miktardaki madde

analizlerini yapmak hemen hemen olanaksizdir. Bu tek kolonlu sistemler, yiiksek
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duyarlilik gerekmeyen veya oOrneklerin ¢ok kompleks olmadigi durumlarda

kullanilmaktadir (Smith ve Chang 1991).

Iyon kromatografisi diger kromatografik yontemlere gore asagidaki

tistlinliiklere sahiptir:

1.10.1.

Iyon kromatografisi, yiiksek duyarliliga sahiptir. Bilinen birgok inorganik

iyon i¢in tayin siir1 yaklasik 1-5 pg L! (ppb) arasindadir. Buna karsin bu
sonug, dedektoriin analite karsi verdigi cevaba, ayirma ydnteminin
dogasina ve biiyiik 6l¢iide 6rnekte girisim yapan tiirlere baglidir.

Rutin analizler i¢in kesinlik yaklasik % 3, fakat bir i¢ (internal) standart
kullanilarak analizin dikkatli ve denetim altinda yapilmasiyla bagil
standart sapmay1 % 1’den daha diisiik elde etmek olasidir.

Bir  ornekteki ¢ok  farkli iyonlar tek basamakta kolayca

belirlenebilmektedir.

Diger analitik yontemlerde karigikliga yol acan matriks sorunlari ile iyon

kromatografisinde karsilagiimamaktadir (Statler 1997).

Iyon degisim mekanizmasi

Iyon degisimi ile ayirma, ¢ozeltideki iyonlarin ¢dziinmeyen destek

yiizeyindeki benzer yiiklii iyonlarla yer degistirmesine dayanir. Iyon degisimi

asagidaki gibi gosterilebilir.

olan X

Y +R'X

X +RY

Burada X ¢dziinen, R recine ve Y~ eluente ait karsit iyondur. Yiiklii tiir

iyon degisim kolonunda bulunan yiiklii bolgeler i¢in eluente ait Y™ kasit

iyonu ile yaris halindedir.

Iyonik tiirlerin alikonmalar1 eluent pH’nin degistirilmesi, eluent tiirlerin

yukiiniin ve eluent konsantrasyonunun artirilmasi ile kontrol edilebilir. pH eluent

iyon formunu kontrol eder ve ¢ok yiiklii tiirlerde iyonik siddeti etkiler (Palmer

1993) .

37



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Iyonik segigilik kolondan kolona degisir. Ancak anyon ve katyonlar i¢in

alikonma zamani sirasi ile anyonlar i¢in

SO42' > C2042' >1>NO3 > Cr042' >Br > SCN > CI" > Format > Asetat >
OH >F

katyonlar i¢in

Ba® > Pb*"> Sr*"> Ca*" > Ni*" > Cd*" > Cu®" > Co*™ >Zn*" > Mg* > UO,* >Te"

Ag'>Cs">Rb >K">NH; >Na'>H' >Li"

seklindedir.

1.10.2. Sabit faz ve hareketli faz

Iyon kromatografisinde sabit faz iyon degistirici reginelerdir. Iyon
degistiriciler organik ya da inorganik ¢dziinmeyen matriks, matriks yiizeyinde
coziinmeyen bdlgeler ve bu iyonik bolgelere baglanmis zit yiiklii iyonlardan
olusur. Matriks yiizeyine baglanmis gruplarin fonksiyonel gruplara sahip olmalar1
tercih edilir. Matriks yiizeyindeki karsit ytiklii iyonlar ise hareketlidir ve hareketli
fazin icerdigi benzer yiiklii iyonlarla yerdegistirme yetenegine sahiptir.

Bircok madde iyon degistirici gibi davranma yetenegine sahiptir. Bu
maddeler killer, dogal ve sentetik zeolitler, bazi inorganik oksitler, inorganik
tuzlar ve organik polimelerdir.

Iyon kromatografisinde yaygin olarak kullanilan fonksiyonel gruplar;
stiilfonik, karboksilik, fosfonik, fosfinik, arsenik, selenoik asitler, fenoller gibi
katyon degistiriciler ve kuaterner amonyum, tersiyer, sekonder ve primer aminler
gibi anyon degistiricilerdir.

Katyon degistiricilerin fonksiyonel gruplari, sanki iyonlagiyorlarmis gibi
davranabilirler. Bu nedenle kuvvetli asit ve zayif asit tipine gore siniflandirilirlar.
Kuvvetli asidik fonksiyonel gruplar, genis pH araliginda, bunun tersine zayif

asidik fonksiyonel gruplar, sinirli pH araliklarinda iyonlasirlar. Siilfonik asit gibi
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katyon degistiriciler kuvvetli asit tiirii iyon degistiricilerdir. Diger katyon
degistiricilerin cogunun fonksiyonel gruplar1 zayiftir. Zayif asidik fonksiyonel
gruplar pKa degerlerinden daha yiiksek pH degerlerinin kullanilmasin
gerektirmektedir. Benzer sekilde, anyon degistiriciler de kuvvetli baz ve zayif baz
degistiriciler olarak smiflandirilabilirler. Kuaterner amonyum fonksiyonel
gruplari, kuvvetli anyon degistirici gruplar olarak bilinmektedirler. Kuvvetli baz,
genis bir pH aralifinda pozitif yiiklii olacak ve bu nedenle zayif anyon
degistiricilerin aksine bir anyon degistirici olarak davranacaktir.

Iyon kromatografisinde en ¢ok kullanilan iyon degistiriciler stiren-divinil
benzen kopolimeri gibi polimerlerden yapilan ya da iyon degistiricinin kimyasal
olarak baglandig: silikadir. Iyon degistiriciler polimer bazli recineler, silika bazli
recineler ve selatlayici iyon degistiricilerdir.

Non-suppressed ve suppressed iyon degisim kromatografisi igin
birbirinden farkli hareketli fazlar kullanilmaktadir. Non-suppressed iyon degisim
kromatografisinde anyonlar i¢cin en ¢ok kullanilan hareketli fazlar (eluentler);
aromatik karboksilik asitler ve tuzlar, alifatik karboksilik asitler, aromatik ve
alifatik siilfonik asitler, KOH, borat kompleksleri, EDTA ve inorganik tuzlardir.

Non-suppressed iyon degisim kromatografisinde katyonlar i¢in en c¢ok
kullanilan hareketli fazlar (eluentler), inorganik asitler ve organik bazlardir. Nitrik
asit gibi inorganik asitlerin seyreltik c¢ozeltileri, non-suppressed iyon
kromatografisiyle aminlerin ve alkali metal katyonlarin ayrilmasinda c¢ok
kullanilan eluentlerdir. Organik bazlarin protonlanmasi pH’1n azalmasiyla arttig1

icin diisiik pH’larda katyon degisim eluentleri olarak kullanilmaktadirlar (Levin

1998).

1.10.3. Suppressor

Suppressor’ler, hareketli fazin olduk¢a iyonik olmast durumunda
kullanilmakta ve iletkenligi azaltmaktadirlar. Suppressor olmadiginda ¢ok yiiksek
iletkenlige sahip  belirlenemeyen tiirler, suppressor  kullanimiyla
belirlenebilmektedir. Ayirma kolonlarinda karsit yiiklii fonksiyonel gruplar iceren

iyon degisim tipi kolonlar suppressor olarak kullanmlmaktadir. Ornegin; Na” ve K*
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katyonlarii igeren bir karigimin ayriminda, katyon degistirici re¢ine ve HCI’den
olusmus bir hareketli faz kullanildiginda, kolonun sonundaki asidik ortam ig¢inde,
Na' ve K" katyonlar1, CI” anyonlarma eslik edecekler ve bdylece elektronétrallik

korunacaktir.

+
M katyonunun eliisyonu

Anyon degistirici
Ayirma Kolonu | | [lletkenlik dedektorii

L

i R

' .. . ‘
Suppressor'den once iyonlar ,/
’

+ -+ . _
H' Cl M' H,0 g M~ OH H,0

4
o QoD = o+ Gt

Sekil 1.12. Suppressor ile eliisyon

Ozet olarak; bir suppressor iceren anyonik regine [ArCH,(NR);OH]
hareketli faz1 noétrallestirmek amaciyla bir katyonik ayirim kolonuyla (ArSO;H)
etkilesecektir.

Son zamanlarda, elektrolitik reaksiyonlar i¢in otorejenerasyon
(autoregenerating) suppressor’ler kullanilmaktadir. Bunlar hem elektroliz ile
rejenere edilebilen recinenin yer aldig1 6zel bir kolon hem de suyun elektrolizi ile

rejenere iyonlarin iiretildigi bir membran suppressordan olusmaktadir.

1.10.4. iyon kromatografisi dedektérleri

1.10.4.1. iletkenlik dedektorleri

[letkenlik dedektorleri iyon kromatografisinde en yaygm kullanilan

dedektor tiirtidiir. Kolon sonunda yer alan dedektor hiicresi kiiciik bir hacme
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sahiptir. Iyonlar i¢in en uygun dedeksiyon yontemi iletkenlik dedektdriidiir.
Ancak eluentin background iletkenligi yontemin duyarliligini azaltmaktadir. Bu
nedenle kolon ile dedektdr arasma suppresor kolon yerlestirilir. Suppresor
eluentten gelen iletkenlik sinyalini azaltir. Anyonlarin belirlenmesinde suppressor,
H;0" formunda bir katyon degistirici ve katyonlarin belirlenmesinde ise, OH"

formunda bir anyon degistiricidir.
1.10.4.2. UV-goriiniir bolge dedektorleri

Iyon degisim ayirmalarinda, segiciligi oldukca yiiksek olan
spektrofotometrik dedektorler siklikla kullanilmaktadir. Iyon kromatografisinde
NO;" ve NOs" gibi kromofor 6zellige sahip iyonlar UV dedektorleri ile kolaylikla

tayin edilirken kromofor igermeyen anyonlar ayni yiiklii ve kromoforik 6zellige

sahip bir eluent kullanilarak tayin edilirler.. UV-goriiniir bolge dedektorii ile N7,
Cl™, Br , BrO;, I", I0;, NO;, NO;, SOs*, S¥, SeO;” ve S,05> vb.

anyonlar, tritiyonat, tetratiyonat ve pentatiyonat, bazi aril aminler ve organik

aistlerin tayini miimkiindyir.
1.10.4.3. Optik dedektorler

En yaygin olarak kullanilan optik dedektorler, absorbans ve floresans
dedektorleridir. Floresans dedektorleri iyon kromatografisinde nadir olarak
kullanilirken, absorbans dedektoérlerinin kullanimi olduk¢a yaygindir. Absorbans
dedeksiyonunda, post-kolon tiirevlendirmesinden sonra fotometrik dedeksiyon ve
dolayli fotometrik dedeksiyon kullanilabilmektedir.

Iyon degisim islemi sirasinda, sabit fazdaki fonksiyonel gruplarin iyonik
derisimi sabit kalmaktadir. Analit iyonlariin dedektdrde belirlenebilmesi igin

eluent iyonlarinin kromofor grup icermemesi gerekmektedir (Statler 1997).
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1.10.4.4. Potansiyometrik dedektorler

Iyon kromatografisinde en yaygin kullanilan dedektdr tiirii iletkenlik
dedektorii olmasina ragmen alternatif dedektor tiplerinin gelistirilmesine yonelik
caligmalar siirmektedir. Bu dedektor tiirlerinden biri de potansiyometrik
dedektorlerdir. Potansiyometrik dedektdrler iyon kromatografisine baglandiginda
bir akis (flow) sistemine benzerler. Potansiyometrik dedektorlerin yapimi basit ve
ucuz olmasina ragmen heniiz bir sivi kromatografisinde veya kapiler elektroforez
yonteminde rutin analizlerde kullanilmamakta sadece akademik arastirma
laboratuvarlarinda kullanilmaktadir (Szigeti, 2006).

Potansiyometrik yontemler, analit iyonlarinin i¢ elektrot ¢ozeltisine
difiizlenerek olusturdugu potansiyel (mV) degisiklerinin 6l¢iimiinii icermektedir.
Referans eletrodu ile ¢aligma elektrodu arasinda dlgiilen bu potansiyel farki analit
iyon derigimi ile orantili olmaktadir. Referans elektrodun bulundugu hiicrenin
derisimi ve potansiyel bilindigi i¢in 6lciilen potansiyel farkindan analitin derigim
hesaplanmaktadir. Bu yontemde analit iyonu higbir degisiklige (bozunmaya,
komplekslesme vb.) ugramadan dedektdriin igerisine difiizlenmekte ve ayni
sekilde tekrar disar1 ¢ikmaktadir. Genel olarak referans elektrodun yaninda iyon
secici elektrotlar (ISE) kullanilmaktadir. Dedektér bir akis sistemine
baglandiginda elde edilen kromatogramda pikin yiiksekligi ve alan1 kullanilarak
derigimi bilinmeyen iyonun derisimi bulunmaktadir. Burada y ekseninde
potansiyel (mV) bulunmaktadir. Bu deger, referans elektrodu ile indikator elektrot
arasindaki potansiyel farkidir. Bu potansiyel farki iyon derisimiyle ilgili oldugu

icin nicel analizde kullanilabilir (Ngila 1998).

1.10.4.5. Amperometrik dedektorler

Amperometrik dedektorlerle indirgenebilen ya da ylikseltgenebilen tiirler
tayin edilirler. Yontemin temeli gerilim uygulanip akim o6lgiilmesine dayanir.
Uclii elektrot sisteminde iki elektroda gerilim uygulanarak eletroaktif tiiriin
yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikan akim degisimi Ol¢iliir.

Dogru akim amperometrisi olarak da adlandirilan bu yontemde CN, S* gibi
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iletkenlik dedektorii ile tayini zor olan anyonlar tayin edilir. Uygulanacak olan
gerilim sadece analite ait olan indirgenme veya yiikseltgenme gerilimi
oldugundan girisim yapan tiirlerin etkisi azaltilmis olur. Uygulanan gerilim puls
seklinde oldugunda puls amperometrik dedektér olarak adlandirilir. Puls
amperometrik dedektdr anyonlarin disinda bazi karbonhidratlarin tayininde de
kullanilir. Son yillarda diger eletroaktif tiirlerin tayininde de amperometrik

dedektorler kullanilmaktadir (Statler 1997).
1.10.4.6. Kirilma indisi dedektorleri

Iyon kromatografisiyle, ¢oziinenlerin ¢ogu kirilma indisi dedektériiyle
dogrudan belirlenemezler, fakat polikarboksilik asitler, polifosfonatlar veya
siilfonyum iyonlar1 gibi biiyiik molekiiller ve bazi inorganik iyonlar bu tip
dedektorlerle belirlenebilirler. Kirilma indisi dedektoriiyle dogrudan dedeksiyonu
yapilamayan iyonlar i¢in dolayli dedeksiyon modu kullanilmaktadir. Kirilma

indisi dedektorii ile yapilan calismalarda bu dedektoriin duyarl oldugu fakat biraz
karigikliga neden oldugu bulunmustur. C1", NO3 ve SO;2 gibi bazi anyonlarin

minumum belirlenebilen miktarlar1 bu tip dedektorler kullanildiginda 20 ng ile 50
ng arasinda degismektedir. Iletkenlik dedektorii kullanildiginda bu degerler 1-5 ng
arasindadir (Gjerde ve Fritz 1986).

1.10.4.7. Baz1 6zel dedektor tiirleri

Iyon degisimine dayanan ayirmalarin 6zel tekniklerle birlestirilmesi
tizerine caligmalar slirmektedir. Bu calismalardan en yaygin olanlar1 metallerin
tayininde kullanilan indiiklenmis eslesmis plazma (ICP) dedektorii ve kiitle
spektroskopisi (MS) dedektoriidiir.

ICP’nin baglandig1 iyon kromatografisi sistemleri genellikle kromatografik
ayirmalar i¢in kullanilir. Selatlayici sabit faz iceren kolon metallerin 6rnek
matriksinden Onderistirilmesi amaciyla kullanilir. Gerektiginde sisteme ara bir
kolon baglanarak girisim etkisi olan metaller uzaklastirilabilir. Daha sonra kolon

kuvvetli bir hareketli faz ile yikanarak ICP dedektorii ile analiz yapilir.
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MS dedektorii genellikle iyon kromatografisinde kullanilan yiiksek iyonik
siddete sahip hareketli faz ile uymlu degildir. Iletkenlik dedektdriinde oldugu gibi
hareketli fazin dedektore ulasmadan suppresorden gegmesi gerekir. Bu yiizden IC-
MS sistemleri analitlerin kantitatif tayini i¢in degil daha ¢ok kiitle spektrumlarinin

belirlenerek karakterizasyonlarinda kullanilir (Statler 1997) .

1.11. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

S1v1 kromatografisinde hareketli faz sivi, sabit faz ise bir dolgu maddesi
tizerine yayilmus bir bir siv1 film veya s1vi kaplanmamais kati bir dolgu maddesidir.
Sabit fazin bulundugu kolona yiiksek basincin uygulandigi sivi kromatografisi
tirtine yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC) denir. Bu yontemde
hareketli faz kolondan bir pompa ile gegirilir. Ornek, pompa ile kolon girisi
arasinda bir enjektdr yardimiyla devreye sokulur. Kolon dolgu maddesi olarak
silika esashi bagli fazlar kullanilir. Sabit faz genellikle C8, C18 diiz zincirli alkil
gruplu silika yapisindadir.

HPLC’de sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan bir ayirma
izokratik eliisyon olarak adlandirilir. Ayirma etkililigi gradient eliisyon ile artirilir.
Burada polariteleri 6nemli derecede birbirinden farkl, iki veya ii¢ ¢Oziicii sistemi
kullanilir. Eliisyon basladiktan sonra, belli bir programa gore, bazen siirekli olarak
ve bazen de bir seri basamaklar halinde, ¢6ziiciilerin oranlar1 degistirilir. Sivi
kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu 2-10 pm
arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun sivi akis hizlar1 elde edebilmek igin,
ylizlerce atm’lik pompa basinglarmma gerek vardir. Bu nedenle HPLC’de 400
atm’e kadar basing iireten pompalar kullanilir.

Kolondan ¢ikan maddenin derisimi kolon ¢ikisina yerlestirilen uygun bir
dedektor ile olguliir. HPLC’de yigin ozelligi dedektdrleri ve analit 6zelligi
dedektorleri olmak tizere iki tip dedektor kullanilir. Yigin 6zelligi dedektorleri,
hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti, veya yogunlugu gibi analit tarafindan
degistirilen yigin 6zelliklerine cevap veren dedektorlerdir. Bunun tersine, analit
ozelligi dedektorleri, analitin UV absorbansi, floresans siddeti veya difilizyon
akimi gibi hareketli fazin sahip olmadigi, bazi Ozelliklerine cevap veren

dedektorlerdir. Bunlarin disinda elektrokimyasal dedektorler de duyarlilik,
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basitlik, kullamislilik ve yaygin kullanim alani avantajlarindan dolayr HPLC
sisitemlerinde kullanilmaktadir.

HPLC’de elde edilen piklere ait alikonma zamanlar1 maddelerin nitel
analizinde kullanilir. Piklerin yiiksekligi veya altindaki alan degerleri ise nicel
analiz amaciyla kullanilir. HPLC ile amino asitler, proteinler, niikleik asitler,
hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler,
steroidler, metal-organik tiirler ve ¢esitli inorganik bilesiklerin tayini yapilabilir

(Yildiz ve ark. 1997; Skoog ve ark.1998).

1.12. Taramal Elektron Mikroskobu

Kat1 yiizeyler hakkinda morfolojik ve topografik bilgiler saglayan taramali
elektron mikroskobunda kat1 numune ylizeyi hassas bir sekilde odaklanan elektron
demetiyle veya uygun bir prop ile Raster diizeninde taranir. Raster bir katot
1s1nlart tiipli veya bir televizyondaki tarama diizeni ilkesine benzer bir tarama sekli
olup bu sistemde bir elektron demetiyle (1) yiizey boyunca diiz bir dogru iizerinde
(x) yoniinde tarama yapilir, (2) demet baslangi¢ pozisyonuna doner ve (3) asagi
dogru (y) yoniinde standart belirlenmis bir miktar kaydirilir. Bu islem s6zkonusu
ylizey alan1 tamamen taranana kadar tekrarlanir. Bu tarama islemi sirasinda yiizey
iistlinde (z) yonii bir sinyal alinir ve goriintiiye doniistiiriilecegi bir bilgisayar
sisteminde toplanir.

Taramali elektron mikroskoplarinda iletken 6rneklerin dogrudan analizi
yapilirken iletken olmayan Orneklerin SEM goriintiilerini alabilmek icin ¢esitli
teknikler gelistirilmistir. En ¢ok uygulanan teknik 6rnek yiizeyinin tozlasma ve
vakum buharlastirma uygulanarak ince metalik bir film ile kaplanmasidir. Kalin
kaplamalar ylizey ayrintilarin1 orteceginden optimum bir kalinligin seg¢ilmesi
gerekmektedir.

Ornek yiizeyinin gériintiisiiniin yiizeyden geri sacilan elektronlarin siddeti
seklinde Olciildiigii taramali elektron mikroskobu tekniginde, sabit enerjili
elektron demeti ile 6rnek yiizeyinin tiimii taranabilir. Bu yontemde kullanilan
elektron demetinin ¢ap1 2 nm kadardir. Yiizey goriintiisiiniin elde edilmesine ek

olarak, taramali elektron mikroskobunun x 1sinlar1 spektrometresi ile
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birlestirilerek kullanilmasi ile 6rnek maddesinin element bilesimi de belirlenebilir.
Bu amagla taramali elektron mikroskop, genellikle enerji ayirmali bir
spektrometre ile birlikte kullanilir.

SEM optik kolon, 6rnek hiicresi ve goriintiileme sistemi olarak ii¢ temel
kisimdan olusmaktadir. Optik kolon kisminda elektron demetinin kaynagi olan
elektron tabancasi, elektronlar1 6rnege dogru hizlandirmak igin yiiksek gerilimin
uygulandig1r anot plakasi, ince elektron demeti elde etmek i¢in yogunlastirici
mercekler, demeti O6rnek iizerinde odaklamak i¢in objektif mercegi, bu mercege
bagl gesitli ¢apta aparatiirler ve elektron demetinin 6rnek ylizeyini taramasi igin
tarama bobinleri yer almaktadir. Mercek sistemleri elektromanyetik alan ile
elektron demetini toplamakta ve 6rnek iizerine odaklamaktadir. Tiim optik kolon
ve numune 10 Pa gibi bir vakumda tutulmaktadir.

Gortintii sisteminde elektron demeti ile 6rnek girisimi sonucunda olusan
cesitli elektron ve 1simalar toplayan dedektorler, bunlarin sinyal ¢ogalticilar ve
ornek ylizeyinde elektron demetini goriintii ekraniyla senkronize tarayan manyetik
bobinler bulunmaktadir.

SEM’de kati numune yiizeyi yliksek enerjili bir elektron demetiyle taranir.
Bu teknikte yilizeyden c¢esitli tiir sinyaller olusturulur. Bunlar geri sacilmis
elektronlar, ikincil elektronlar, Auger elektronlari, X-1s1n1 floresans fotonlar1 ve
degisik enerjili diger fotonlardir. Biitlin bu sinyaller ylizey c¢aligmalarinda
kullanilmis olmakla beraber, bunlarin iginde en yaygin olan iki tanesi taramali
elektron mikroskopisinin temelini olusturan geri sagilmis ve ikincil elektronlardir.

Gerek ayirma giicii gerek odak derinligi gerekse goriintii ve analizi
birlestirebilme 6zelligi, SEM’in kullanim alanini genisletmektedir. Giinlimiizde
modern SEM’lerinin ayirma giicii 0,05 nm’ye kadar inmistir. Biiylitme miktar1 ise

5X-300000X arasinda degismektedir (Y1ldiz ve ark. 1997; Skoog ve ark.1998).

1.13. Atomik Kuvvet Mikroskobu

1986 yilinda bulunan atomik kuvvet mikroskobu (AFM) hem iletken hem
yalitkan ylizeylerdeki atomlarin tek tek ayrilmasini saglar. Bu sistemde kuvvete
kars1 duyarli bir ucu igneli bir pikap koluna benzer denge ¢ubugu tiim numune

ylzeyi ilizerinde raster diizeninde taranir. Denge ¢ubugu ile numune arasinda
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olusan kuvvet, denge cubugunda kiiciik oynamalara neden olur ve bu kiigiik
oynamalar optik araclarla tayin edilir. Bir AFM’nin performansi denge ¢ubugunun
ve ucun fiziksel niteliklerine ¢ok baglidir. Gilinlimiizde denge ¢ubugu/ug sistemi
silisyum, silisyum oksit veya silisyum nitriir tek ¢iplerinin asindirilmasiyla bir
biitiin olarak elde edilmektedir. Denge cubuklar1 ortalama olarak on,yirmi
mikrometre uzunlugunda, on mikrometreden daha az genislikte ve yaklasik bir
mikrometre kalinligindadir. Piramit veya konik sekilli uglarin yiiksekligi ve taban
genisligi birka¢ mikrometredir.

AFM’de ucun veya bazen numunenin hareketi bir piezoelektrik tiipte
saglanir. Hareket ettirici tliplii piezoelektrik sistem, ucun altindaki numunenin x,y
ve z yoniinde hareket etmesini saglar. Tarama sirasinda ucta olusan kuvvet, ucun
asag1 ve yukari hareketiyle sabit tutulur ve topografik bilgi saglar. Atomik kuvvet
mikroskobu ile iletken olmayan malzemelerin de goriintiisii alinabilir. AFM
malzemelerin karakterizasyonu, ylizey hatalarinin tespiti, manyetik merkezlerinin
gorlintiilenmesi amaciyla kullanilir. Ayrica biyoteknoloji alaninda DNA,
kromatin, protein/enzim etkilesiminde, membran viriislerin vb.

goriintiilenmesinde yararlanir (Y1ldiz ve ark.1997; Skoog ve ark.1998).

1.14. Voltametrik Yontemler

Elektroanalitik kimya analit ¢ozeltisi iceren bir elektrokimyasal hiicrede
cOzeltinin elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesine dayanan bir grup nicel
analitik yontemi kapsar. Elektroanalitik yontemler uygulandig: sistemler hakkinda
araylizeylerdeki yiik aktariminin stokiyometrisi ve hizi, kiitle aktarim hizi,
adsorbsiyon, kemisorbsiyon derecesi, kimyasal reaksiyon hizi ve denge sabitleri
gibi karakterize edici bilgiler verirler. Elektroanalitik yontemler genel olarak
statik ve dinamik yontemler olmak iizere ikiye ayrilir. Statik yontem net akimin
sifir oldugu denge durumunu, dinamik yontem ise denge durumundan uzakta net
akimin gozlendigini ifade eder.

Voltametrik yontemler gerilim kontrollii dinamik yontemler arasinda yer
alir. Dengedeki bir elektrokimyasal hiicreye disaridan denge geriliminden farkl

bir gerilim uygulanirsa, sistem yeniden dengeye gelmeye calisir ve bu sirada bir
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elektrot tepkimesi olur. Voltametri yonteminde bir ¢alisma elektrodu ile bir
referans ( karsilagtirma) elektrodu arasina uygulanan ve degeri zamanla degisen
gerilime karsi, hiicrede calisma elektrodu ile karsit elektrot arasindaki akim
Olciiliir. Voltametride uygulanan gerilime karsit Olcililen akim degerlerinin yer
aldig1 cevap egrisine voltamogram denir.

Voltametrik  Ol¢timler elektrokimyasal hiicrelerde  gerceklestirilir.
Elektrokimyasal hiicrelerde destek elektrolit ve tglii elektrot sistemi bulunur.
Destek elektrolit c¢ozelti iginde elektriksel iletkenligi artirmak igin kullanilir.
Destek elektrolit ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilacak olan ¢oziicliniin analit
ile tepkimeye girmemesi, saf olmasi ve genis bir aralikta elektrokimyasal olarak
inert olmasi istenir. Uclii elektrot sistemi ¢alisma (indikator) elektrodu, referans
(karsilagtirma) elektrot ve karsit (yardimci) elektrottan olusur. Calisma elektrodu
yiizeyinde elektroaktif maddelerin yiikseltgendigi ya da indirgendigi elektrottur.
Maddelerin ¢alisma elektrodunda yiikseltgenmelerinden dolay1r olusan akima
anodik akim, indirgenmelerinden dolay1 olusan akima katodik akim denir. Civa,
platin, altin, paladyum, karbon (grafit, karbon pasta, camsi karbon) elektrotlar
calisma elektrodu olarak kullanilirlar. Referans elektrotlarin yar1 hiicre gerilimleri
¢Ozeltiden bagimsiz ve sabittir. Genellikle Ag/AgCl ve doymus kalomel elektrot
(SCE) referans elektrot olarak kullanilir. Karsit elektrot elektrigin ¢ozelti
icerisinden ¢aligma elektroduna aktarilmasini saglar ve yaygin olarak platin

kullanilir.

1.14.1. Dogrusal-taramal voltametri ve doniisiimlii voltametri

Dogrusal-taramali voltametride (DTV) elektroaktif bir madde igeren
durgun bir ¢ozeltide bir ¢alisma elektroduna zamanla dogrusal olarak degisen bir
gerilim programi uygulanir (Sekil 1.13a) ve ¢alisma elektrodu ile karsit elektrot
arasinda olusan akim Olgiiliir. Elde edilen gerilim-akim cevap egrisine dogrusal
voltamogram denir (Sekil 1.13b). Dogrusal-taramali voltametri yonteminde
gerilim tarama hizi, 0,01-1,00 V/s arasinda degistirilebilmektedir.

Calisma elektroduna uygulanan gerilim elektroaktif maddenin indirgenme

veya ylikseltgenme gerilimine ulaginca elektrot yiizeyindeki maddenin ¢ok hizli
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tiikketilmesi akimda artisa neden olur. Bu islem elektrot ylizeyi ile ¢6zelti arasinda
bir derisim farki dogurur. Bunun sonucu olarak c¢ozeltiden elektrot yiizeyine
difizyonla kiitle aktarimi baglar. Diflizyonla kiitle aktarimi, elektron aktarim
isleminin hiz1 ile yarisamadigindan akimda {istel bir diisiis gozlenir ve bir pik elde

edilir (Sekil 1.13b).

Gerilim. E
Akim

¥

Z.aman, t Gerihim, E

Sekil 1.13. Dogrusal taramal1 voltametride (a) gerilim taramasinin zamanla degisimi ve

(b) elde edilen voltamogram

Doniigtimlii voltametride (DV) calisma elektroduna uygulanan gerilim
taramast belli bir gerilim degerine ulastiktan sonra yine dogrusal olarak azalacak
sekilde ters cevrilir. Elde edilen gerilim-akim cevap egrisine doniisiimli
voltamogram denir (Sekil 1.14b). Bu yontemde ileri ve geri yondeki tarama
hizlar1 aym tutulabildigi farkli tarama hizlart da kullanilabilir. ileri ve geri
yondeki tarama bir kez yapilabildigi gibi bir¢ok kez de yapilarak ¢ok dongiilii

voltamogramlar elde edilebilir.
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Sekil 1.14. Doniisiimlii voltametride (a) gerilim taramasinin zamanla degisimi ve

(b) elde edilen voltamogram

Déniistimlii voltamogramlar incelenerek bir sistemin hangi gerilimlerde ve
ka¢ adimda indirgenip ylikseltgendigini, elektrokimyasal agidan tersinir olup
olmadigini, elektrot tepkimesini izleyen bir ¢ozelti tepkimesinin olup olmadigini,
elektrot tepkimesinde yer alan maddelerin elektrot yiizeyinde tutunup
tutunmadiklarini anlamak miimkiindiir. Bir doniisiimlii voltamogramda en énemli
parametreler indirgenme ve vyiikseltgenme Ep, pik gerilimleri ve Ip, pik
akimlaridir. Voltametride Ip, pik akimi ile analit derisimi (c) ile dogru orantili
olarak degisir. Pik akimlari ile analit derisimi arasindaki iligkiyi veren Randles-
Sevcik bagintisi ile nicel analiz yapilabildigi gibi elektrot tepkimesinin tersinir

olup olmadig: belirlenebilir.

J,=kn** AD".Cv" (1.1)

Burada,

Jp - pik akimi (A, mA, pA)

k: Randles-Sevcik sabiti

n: aktarilan elekton sayis1

A: Elektrot alan1 (cm®)

D: Diifiizyon katsayisi (cm*/s)
C: ¢ozelti derigimi (mol/L)

v: gerilim tarama hiz1 (mV/s) dir.
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1.14.2. Puls voltametri yontemleri

Puls voltametri yontemleri, ilk kez Barker ve Jenkin tarafindan voltametrik
Olcimlerde tayin sinirmi daha diisiik degerlere diistirmek icin tanmitilmistir.
Faradayik ve faradayik olmayan akimlar arasindaki oranin biiyiik ¢liide arttig1 bu
yontemde 10® M derisim seviyelerinde kantitatif tayin yapilmaktadir. Bu
yontemde calisma elektroduna yaklasik 50 ms zaman araliklariyla gerilim
uygulanir. Gerilim uygulamasindan sonra olusan yiizey akimi ihmal edilebilir
seviyelerde diiser fakat faradayik akimlardaki azalis daha yavas oldugundan
kolayca oOlgiilebilmektedir. Puls voltametri yontemleri arasindaki fark akim

ornekleme bolgesinden ve uygulanan pulsun dalga formundan kaynaklanmaktadir.

1.14.2.1. Normal puls voltametri

Bu yontemde caligsma elektroduna istenilen zaman araliklarinda siddeti her
defasinda artan pulslar uygulanir. Pulslar arasinda elektrot, analit reaksiyonuna
neden olmayacak sabit bir gerilim degerinde tutulur. Puls siddetleri herseferinde
dogrusal olarak arttirtlir. Akim puls uygulamasininin sonuna dogru, yiikleme
akimimin sifir oldugu durumda o6l¢iilmektedir. Burada elde edilen voltamogram

sigmoidal saklindedir (Sekil 1.15b).

Akim

il

Zaman Gerilim

Sekil 1.15. Normal puls voltametrisinde (a) uyarma sinyali ve (b) elde edilen voltamogram
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1.14.2.2. Diferansiyel puls voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisi eser miktardaki organik ve inorganik tiirlerin
tayininde kullanilir. Bu yontemde ¢aligma elektroduna uygulanan dogrusal olarak
artan gerilimlere, istenen zaman araliklarinda sabit siddette pulslar uygulanir.
Akim, puls uygulamasindan hemen once ve puls uygulamasimnin sonuna dogru
yiikleme akiminin yaklasik sifir oldugu durumda olmak iizere iki kez 6l¢iiliir. Bu
iki akim degerleri arasindaki fark, dogrusal olarak artan gerilimin fonksiyonu
olarak grafige gecirildiginde elde edilen voltamogram pik seklindedir (Sekil
1.16b). Elde edilen pikin yiiksekligi analit derisimiyle dogru orantilidir.

Voltamogramdaki pik gerilimi tiirlerin taninmasinda kullanilabilir.

(a) (b)
4 Y
A
g 5
£
S
| Sy |
Damlama |
S af—— ————pp
1 | zamant | -
SRSRINSRORT; - E—
Zaman

Sekil 1.16. Diferansiyel puls voltametrisinde (a) uyarma sinyali ve (b) elde edilen voltamogram

Diferansiyel puls 6l¢iimlerinde cevabin pik seklinde olmasi yiikseltgenme
gerilimleri yakin olan tlirlerin birbirinden ayrilmasina imkan tanir. Bazi
durumlarda arasinda 50 mV fark bulunan pikler elde edilebilir. Bu yontemle 10
M’dan daha disiik derisim degerlerinde oOlgiimler yapilabilir. Bu ydntemde
kantitatif tayin sadece pik gerilimlerine degil aym1 zamanda pik yar
yuksekligindeki pik genisligine de baglidir ve pik genisligi elektron stokiyometrisi
ile iligkilidir. Pik seklinde cevap alinmasi ve background diizeltmesi

yapilabilmesi, yontemin karigimlarin analizinde kullanigl hale getirmektedir.
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Puls siddeti ve gerilim taram hizinin se¢imi hassasiyet, hiz ve kararlhiligi
etkilemektedir. Ornegin, genis puls siddetleri genis piklere neden olmaktadir.
Diferansiyel puls 6l¢iimlerinde genellikle 25-50 mV arasinda puls siddetleri ve 5
mV/s tarama hizi kullanilmaktadir. Tersinmez redoks sistemlerinde tersinmez
sistemlere gore daha diisiik degere sahip ve genis akimlar elde edilir. Hassasiyet
ve pik ayrim duyarliligi arttirilarak analitin kimyasal formu (ylikseltgenmis,

komplekslesmis yap1 vb) hakkinda bilgi edinilebilir (Wang 2000).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan kimyasallar ve elektrotlar

Pirol (%98, Aldrich), azot gaz1 (N,) atmosferinde distillenerek kullanilmis
ve kullanilmadigi zaman -18 °C’ de saklanmustir. Parasetamol, dopamin, D-
glikoz, fenol, potasyum kloriir, perklorik asit (Fluka, Steinheim, Almanya), L-
askorbik asit, potasyum dihidrojen fosfat, sodyumhidroksit (Merck, Darmstat,
Almanya), potasyum hidrojen fosfat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya),
lityum perklorat ve sodyum karbonat (Lancaster, Morecambe, Ingiltere) analitik
saflikta olup dogrudan kullanilmustir.

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

Askorbik asit iceren Bevitin C (Abfar ilac San.), Aspirin + Vitamin C
(Upsa Conseil), Supravit (Roche) ve C-PLAN (Polifarma); parasetamol igeren
Minoset ve MinosetPlus (Roche), Vermidon (ilsan Iltas), TylolHot (Nobel)
tabletleri ve Calpol surup (GlaxoSmithKline) ile dopamin igeren Dopmin
(Hospira) ve Dopamin (Orion) ampulleri eczanelerden temin edilmistir.

Elektrokimyasal dlgiimlerde ¢alisma elektrodu olarak Pt disk (Imm ¢apl)
ve kursun kalem uglart (0,7 mm ve 0,5 mm ¢apli, HB, Tombo), referans elektrot
olarak Ag/AgCl (doy. KCl) ve karsit elektrot olarak 1 mm ¢apinda Pt tel (%99,9,
Aldrich) kullanilmistir.

2.1.2. Kullamilan cihazlar
Elektrokimyasal calismalar Autolab PGSTAT 100 model potansiyostat-

galvanostat (Hollanda) sistemi ile GPES 4.9 yazilimi kullanilarak yapilmistir.

Elektrot hazirlama islemlerinde Voltalab 80 model potansiyostat-galvanostat
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(Radiometer) cihaz1 kullanilmigtir. Biitiin  elektroanalitik  dlgiimler oda
sicakliginda yapilmistir.

Kromatografik ¢aligmalar Dionex marka DX-100 model iyon kromatografisi
cihaziyla gergeklestirilmistir. Iletkenlik dedektorii, cihazin sabit dedektdrii olup,
tiim ¢aligmalar oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

pH olciimleri IONcheck45 model pH-lyon-metre (Radiometer) ile
gerceklestirilmistir.

HPLC analizleri Agilent 1100 model yiiksek performansli sivi kromatogafisi
cihaziyla gerceklestirilmistir.

Bazi1 ¢ozelti hazirlama islemlerinde ultrasonik banyo (LC30, Elma) ve
diizenli bir karistirma saglanmasi amaciyla 1siticili manyetik karistirict (MR3001,
Heidolph) kullanilmistir.

Taramal1 elektron mikroskopisi (SEM) goriintiileri icin Oxford Instruments
7430 Field Emission Electron Microscope cihazi kullanilmistir.

Polipirol temelli potansiyometrik dedektor el yapimi olup polietilenden

yapilmigtir.

2.2 Yontem

2.2.1. Polipirol elektrotlarin hazirlanmasi

Bu c¢alismada, askorbik asit tayini potansiyometrik dedektorlii iyon
kromatografisi cihaz1 ile gerceklestirilmistir. Potansiyometrik dedektor olarak
polipirol kapli Pt disk calisma elektrodu kullanilmigtir. Pt elektrotlar her
kullanimdan 6nce 0,05 um Gamma Alumina (CH Instruments, Inc.) siispansiyonu
ile temizlenmis, etanol-su karisiminda yikanmis ve 0,5 M H,SO4 ¢ozeltisinde 0,2
ile 1,2 V arasinda doniisiimlii voltamogram alinmistir. Polipirol elektrotlar 0,10 M
LiCIO4 ve 25 mM pirol igeren sulu ¢ozeltide -0,50 V ile 0,90 V arasinda 100
mV/s tarama hizinda 7 dongiilii elektropolimerlesme ile hazirlanmistir. Hazirlanan
elektrotlar deiyonize su ile yikanmistir. Elektrotlar kullanilmadigi zamanlarda 1,0

mM LiClOy4 ¢6zeltisinde bekletilmistir.
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2.2.1.1. Iyon kromatografisi 6l¢iimleri

Iyon kromatografisi l¢iimlerinde Dionex marka IonPac AS11-HC analitik
kolon ve ASRS suppresor sistemi kullanilmistir. 1,25 mM NaOH eluent olarak ve
50 mM H,SOj rejenerant olarak kullanilmistir. Calismalarda optimum eluent akis
hizinm 1,5 mLdk ' oldugu saptanmustir. iyon kromatografisi cihazinin enjeksiyon

loop hacmi 25 pL’dir.

2.2.1.2. Askorbik asit iceren ila¢ 6rneklerinin hazirlanmasi

Askorbik asit iceren farkli ticari tabletler havanda toz haline getirilerek
siticilt manyetik karistiricr yardimiyla suda ¢oziilmiistiir. Coziinmeden kalan
ilagtaki katki maddeleri mavi bant siizge¢ kagidindan siiziilerek ortamdan
uzaklastirilmistir. Daha sonra ¢dziinen kisim 250 mL’lik balon jojeye aktarilarak
seyreltilmistir. Bu sekilde stok cozelti hazirlanarak askorbik asit tayini i¢in

kullanilmistir.
2.2.2. Asin yiikseltgenmis nanofiber polipirol elektrotlarin hazirlanmasi

Asin yiikseltgenmis nanofiber polipirol elektrotlar parasetamol tayininde
kullamilmistir.  Modifiye  elektrotlarin  hazirlanmas1  iki ~ basamakta
gergeklestirilmistir. Bu islemler Sekil 2.1°de sematik olarak gosterilmektedir.
1) Kalem ucu elektrot KUE (HB, Tombo) yiizeyinde nanofiber yapili polipiroliin

(KUE/PPyNF) elektrokimyasal sentezi.
2) Nanofiber yapili polipiroliin asir1 yiikseltgenmesi (KUE/AYPPyNF).
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Piroliin PPyNF’in agir1
polimerizasyonu yiikseltgenmesi

(1) ! )

KUE KUE/PPyNF KUE/AYPPyNF

Sekil 2.1. KUE/AYPPyNF elektrodun hazirlanmasi

KUE/PPyNF elektrotlar 0,10 M LiClO4, 0,10 M Na,CO; ve 0,10 M pirol
iceren sulu ¢ozeltide 0,0 V ile 0,80 V arasinda 100 mV/s tarama hizinda 10
dongiilii elektropolimerlesme ile hazirlanmistir. Elde edilen KUE/PPyNF
elektrotlar deiyonize su ile yikanmis ve karbonat iyonlarinin karbondioksit
seklinde uzaklasabilmesi i¢in % 10’luk HCIO4 ¢ozeltisinde 24 saat bekletilmistir
(Tian ve ark. 2004). Hazirlanan KUE/PPyNF elektrotlar 0,15 M NaOH
cozeltisinde 0,00 ile 0,90 V arast 15 dongiili gerilim taramasi ile asiri
ylkseltgenerek polimerin eletktroaktivitesi minimuma indirilmistir. Bu islemden
sonra elektrotlarin ayni ortamda 0,00 ile +1,00V aras1 diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) yontemi ile 2 kez l¢iimleri alinarak asir1 yilikseltgenme islemi
tamamlanmistir. Bu asir1 yiikseltgeme isleminin ardindan elde edilen elektrotlar

en az 10 dakika deiyonize suda bekletilerek yikanmaistir.

2.2.2.1. Elektroanalitik ve kromatografik oél¢iimler

Diferansiyel puls voltametri dl¢iimleri {i¢ elektrotlu hiicrede 0,10 M KCl
iceren 0,05 M fosfat tamponu (FT) (pH= 7) ¢ozeltisinde 0,00 ile +0,80 V gerilim
araliginda gercgeklestirilmistir.  Elektrokimyasal oOl¢liimlerden once analiz
cozeltisinden 5 dakika azot gaz1 gegirilmistir. DPV parametreleri: ylikselme (step)
gerilimi 8 mV, modiilasyon genligi (amplitiidii) 50 mV ve tarama hiz1 15 mV/s’
dir.

Kromatografik ol¢iimler gradiyent pompali, UV-Vis dedektorlii yiiksek
basing sivi kromatografi (HPLC) sistemiyle (1100 serisi, Agilent) Cig ayirict
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kolon (ACE®, 5 uM, 150x4.6 mm) kullanilarak yapilmistir. Eluent olarak
metanol:su  (80:20) karistmi 0,8 mlL/dakika akis hizinda kullanilmistir.
Parasetamol tayini i¢in biitlin ayirmalar oda sicakliginda ve 254 nm dalga

boyunda gergeklestirilmistir.

2.2.2.2. Parasetamol iceren ila¢ 6rneklerinin hazirlanmasi

Asin yilikseltgenmis nanofiber yapili polipirol elektrotlar ile bazi tablet ve
suruplardaki parasetamol igerikleri tespit edilmistir. Bu ilaglardan tablet halinde
olanlar havanda toz haline getirildikten sonra 1siticili manyetik karistirict
kullanilarak ¢oziilmiistiir. Daha sonra ¢ozelti 10 dakika ultrasonik su banyosunda
tutulmus ve ¢ozlinmeden kalan ila¢ katki maddeleri mavi bant slizge¢ kagidindan
stizlilerek ayrilmistir. Cozelti 100 mL’lik balon jojeye aktarilarak FT (pH= 7)
cozeltisiyle gerekli hacme seyreltilmistir. Surup 6rnekleri homojen bir sekilde
karigtirildiktan sonra 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve FT (pH= 7) ile gerekli
hacme seyreltilmistir. Bu sekilde stok ¢ozeltileri hazirlanan ilag orneklerinden

uygun miktar alinarak parasetamol tayini yapilacak ¢6zeltiye ilave edilmistir.

2.2.3. Elektrokimyasal o6n islem uygulanan nanofiber polipirol elektrotlarin

(KUE/EPPyNF) hazirlanmasi

Nanofiber yapili polipirol elektrotlar ile elektrokimyasal olarak modifiye
edilmis ve On islem uygulanan elektrotlar dopamin tayininde kullanilmustir.
KUE/PPyNF elektrotlarin  hazirlanmas1 Bolim 2.2.2°de  belirtildigi  gibi
gerceklestirilmistir (Sekil 1.2 1.asama).

Hazirlanan KUE/PPyNF elektrotlara 0,10 M H3;PO4 ¢ozeltisinde -0,3 V ile
+1,8 V gerilim araliginda 50 mV/s tarama hiziyla 5 dongiilii elektrokimyasal 6n
islem uygulanmistir. Elde edilen KUE/EPPyNF elektrotlar deiyonize su ile

yikanmustir.
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2.2.3.1. Elektroanalitik dl¢iimler

Diferansiyel puls voltametri 6l¢iimleri ii¢ elektrotlu hiicrede 0,10 M FT
(pH= 8,5) ¢ozeltisinde 0,0 V ile +1,00 V gerilim araliginda gergeklestirilmistir.
DPV parametreleri: yiikselme (step) gerilimi 8 mV, modiilasyon genligi

(amplitiidii) 50 mV, tarama hiz1 15 mV/s.

2.2.3.2. Dopamin iceren ila¢ 6rneklerinin hazirlanmasi

Elektrokimyasal 6n islem uygulanan nanofiber polipirol elektrotlar ile bazi
ilag Orneklerinin dopamin igerigi belirlenmistir. Dopamin igeren ampul
formundaki ilag¢ 6rnekleri 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve FT (pH= 8,5) ile
gerekli hacme seyreltilmistir. Bu sekilde stok ¢ozeltileri hazirlanan ilag
orneklerinden uygun miktarlar alinarak dopamin tayini yapilan ¢ozeltiye ilave

edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Polipirol Potansiyometrik Dedektorii ile Askorbik Asit Tayini

3.1.1. Piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu

Pirol monomerinin elektrokimyasal sentezi dontisiimlii  voltametri
yontemiyle Pt elektrot ylizeyinde gerceklestirilmistir. Sekil 3.1°de piroliin
elektropolimerizasyonuna iligkin — 0,50 V ile +0,90 V arasinda alinan doniisiimlii
voltamogramlar verilmistir. Sekil 3.1. icindeki kiicliik resim polimer filminin
olusumunu ve biiylimesini daha net gostermektedir. Polimer filmi biiyiidiikge,
filmin yiikseltgenme ve indirgenmesi nedeniyle pik siddetlerinde artis meydana
gelmektedir. Polipirole ait +0,15 V’ta genis bir yiikseltgenme piki ve +0,10 V’ta

genis bir indirgenme piki gézlenmektedir.

0.200x10°®
0.175x10°34
0.150x10°3
0.125x10°3
0.100x10°3
< 0.075x103
0.050x10°3
0.025x103

O,

-0.025x10°3%

-0.050x1073 T T ; T ; T ; T T T T T
-0.600 -0.350 -0.100 0.150 0.400 0.650 0.900

E/V

Sekil 3.1. Pt elektrot ile 0,025 M pirol iceren ¢ozeltide piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu
(V=100 mV/s, Ref elektrot Ag/AgCl)
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Elektropolimerizasyon iglemi pirol monomerinin bir elektron vererek
katyon radikaline yiikseltgenmesi ile baglar. Katyon radikallerinin birlesmesi ile
dimer yapilar olusur. Olusan dimerik yapilar diger dimer ve oligomer yapilarla
birleserek polimerlesir ve elektrot yiizeyinde film seklinde polipirol olusur.

Polipiroliin olusum mekanizmas1 Boliim 1.6.1°de verilmistir.

3.1.2. Polipirol elektrodun yiizey morfolojisi

Askorbik asit tayininde potansiyometrik dedektor olarak kullanilan
polipirol filmi Pt disk elektrot yiizeyinde 0,10 M LiClO4 ve 25 mM pirol iceren
sulu ¢ozeltide -0,50 V ile 0,90 V arasinda 100 mV/s tarama hizinda 7 dongiili
elektropolimerlesme ile hazirlanmgtir.

Polipirol filmlerinin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile incelenmistir. Elektrokimyasal yontemler ile elde edilen polipirol
filmlerinin morfolojisi kullanilan karsi iyona, ¢dziiciiye, polimerizasyon ortami
vb. hazirlanma parametrelerine baghdir. Sulu ortamda destek elektrolit olarak
sadece LiClO4 kullanilarak elde edilen polipiroliin ¢bzelti ile temas eden dis
ylizeyi kiiresel morfolojiye sahip ‘karnabahar’ yapisina benzemektedir (Sekil
3.2a). Polipirol filmi ile Pt elektrot arayiizeyinin ise ¢ukurlardan olusan bir yapiya

sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 3.2b).

Sekil 3.2. PPy filminin (a) PPy/¢ozelti ve (b) PPy/Pt arayiizeylerinin SEM goriintiileri
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Polipirol filminin atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullanilarak yiizey
analizi yapilmistir. SEM fotograflarinda (Sekil 3.2 a ve b) gozlenen tepecikler ve
cukurlar {i¢ boyutlu AFM fotograflarinda (Sekil 3.3) daha net goriilmektedir. Film
kalinlig1 elektrodun orta kisminda daha homojen iken dis kisimlarinda artmistir.
Tepeciklerin oldugu bolgede maksimum film kalinlig1 yaklasik olarak 557 nm i¢

kisimlarda ortalama 100 nm civarindadir.

Sekil 3.3. Polipirol filminin AFM goriintiisii

3.1.3. Elektropolimerizasyon kosullarinin askorbik asit tayinine etkisi

Polipirol temelli potansiyometrik dedektor ile askorbik asit tayininde iyon
kromatografisi sisteminde ayirma kolonunun sonuna bir potansiyometrik 6l¢iim
hiicresi yerlestirilmistir. Potansiyometrik 6lgiim hiicresi bir referans elektrot ile
polipirol kaplanmig Pt caligma elektrodundan olugmaktadir. Potansiyometrik

dedektorlii iyon kromatografisinin sematik hali sekil 3.4’ de goriilmektedir.
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Sekil 3.4. Potansiyometrik dedektorlii iyon kromatografisi sisteminin sematik gosterimi

Askorbik asit tayininde kullanilan polipirol filminin performansina
polimerizasyon kosullarinin etkisi incelenmistir. Monomer (pirol) derisimi PPy
elektrodun ozelliklerini (iletkenlik, morfoloji vb.) degistirerek askorbik asite karsi
verdigi cevabi dogrudan etkilemektedir. Monomer derisiminin etkisini incelemek
icin 10-500 mM araliginda farkli derisimlerde pirol ile elektropolimerizasyon
islemleri yapilarak hazirlanan filmlerin askorbik asite karst cevaplari
incelenmistir. Farkli pirol derisimleri kullanilarak elektropolimerizasyon ile
hazirlanan polipirol elektrotlar iyon kromatografisi sistemine potansiyometrik
dedektor olarak baglanmistir. 1,0 mM askorbik asitin her bir dedektor ile ayr1 ayri
analizleri yapilmis ve en yliksek pik potansiyeli 25 mM pirol ile elde edilen
polipirol tarafindan elde edilmistir. Bdylece optimum monomer derisiminin 25
mM oldugu saptanmistir.

PPy potansiyometrik dedektoriin askorbik asite karst performansi 2 ile 10
dongii arasinda hazirlanan PPy filmleri kullanilarak incelenmigtir. Dongii sayisi
arttikca PPy elektrodun askorbik asite karsi daha iyi cevap verdigi goriilmiistiir.
Dongii sayisinin artigt ile daha gozenekli yapiya sahip filmler elde edilmistir.
Fakat film yapisindaki gbézenekli yapinin artis1 analiz ortamindaki anyonlarin da
difiizyonuna neden olarak elektrodun hassasiyetini azaltmakta ve dogrusal ¢alisma
araligin1 daraltmaktadir. Farkli dongii sayilarinda hazirlanan filmlerin performansi

incelendiginde 7 dongii sayisina kadar PPy elektrodun askorbik asite kars1 verdigi
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cevabin arttig1, daha biiyiik dongii sayilarinda ise elektrot performansinin azaldigi

gozlemlenmistir. Bu sonuca gore optimum dongii sayisinin 7 oldugu saptanmaistir.

3.1.4. Kromatografik kosullarin askorbik asit tayinine etkisi

Iyon kromatografik calismalarda, uygun eluent derisiminin belirlenmesi
oldukca onemlidir. Iyi bir eluent, ayrilmasi istenen iyonlarin analitik kolon
boyunca ilerlemesini saglamali ve bu iyonlarin dedektdr tarafindan, girisim
olmaksizin taninmasina imkan vermelidir. Iyon kromatografisinde dedektdriin
analite cevap vermesi istenirken eluentten gelen iyonlara cevap vermemesi istenir.
Iyon kromatografisi sisteminde eluent olarak NaOH ¢ozeltisi kullanilmistir. PPy
elektrot kullanilarak yapilan iyon kromatografisi analizinde PPy elektrodun eluent
iyonlarina cevap vermedigi gézlemlenmistir. Eluent derisiminin ayirmaya etkisi
incelendiginde ise eluent derisimi arttikca askorbik asitin alikonma zamaninin
azaldig1 goriilmiistiir. Eluent derisimi azaldik¢a alikonma zamaninin arttigi diger
yandan asimetrik ve genis pikler elde edildigi ve iyi bir ayirmanin
gergeklesmedigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada 0,5-2,5 mM derisim araliginda NaOH
coOzeltileri kullanilarak yapilan askorbik asit tayinlerinde optimum eluent
derigiminin 1,25 mM oldugu saptanmaistir.

Iyon kromatografisinde iyi bir ayirmanin gergeklesebilmesi igin eluent akis
hizinin saptanmasi gerekir. Eluent akis hiz1 belirlenirken anyonlarin birbirleriyle
girisim yapmadan, yiliksek ayiriciligin saglanmasi ve ayni zamanda da analiz
siiresinin miimkiin oldugunca kisaltilmas1 hedeflenir. Eluent akis hizi arttik¢a
analitin alikonma zamani kisalacak ve sistemin ayirma etkinligi azalacaktir.
Eluent akis hiz1 azaldik¢a analit kolonda daha uzun siire kalacak ve analiz siiresi
uzayacaktir. 0,25-2 mLdk™ araliginda degisen farkli eluent akis hizlariyla yapilan
iyon kromatografisi analizlerinde optimum akis hizinmm 1,5 mLdk” oldugu

bulunmustur.
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3.1.5. Askorbik asitin kromatografik davranmsi

Bu calismada PPy potansiyometrik dedektorii kullanilarak askorbik asit
tayini yapilmistir. 1,25 mM NaOH ¢ozeltisinin eluent olarak kullanildigi PPy
potansiyometrik dedektorlii iyon kromatografisinde askorbik asit i¢in elde edilen
kromatogram Sekil 3.5’te goriilmektedir. Askorbik asite ait alikonma zaman 2,1

dk’dir.

mV

Alikonma zamam (dk.)

Sekil 3.5. PPy potansiyometrik dedektorlii iyon kromatografisinde askorbik asite ait (1mM)

kromatogram

Iletken polimerler katki iyonunun yiikiine ve hareketlili§ine bagl olarak
anyon veya katyon degistirici 6zellik gdsterirler. Bunun sonucunda da anyonik ya
da katyonik tiirlere segici davranirlar. Iyon degisimi mekanizmasinin gegerli
oldugu sistemlerde iletken polimerlerin kullanilmasinin en biiyiik avantaji polimer
filmin yiikseltgenmesi veya indirgenmesi esnasinda yiikiin kontrollii bir sekilde
degistirilebiliyor olmasidir.

Bu calismada potansiyometrik dedektor olarak kullanilan polipirol
ylikseltgenme sonucu Pt elektrot ylizeyinde sentezlenmistir. Elde edilen polipirol
pozitif yiikliidiir ve karsisinda elektrondtralligi saglamak i¢in ¢dzeltiden gelen
negatif yiikli ClO4 iyonlar1 bulunmaktadir. Yiikseltgenmis formda bulunan
polipirol anyonlara karsi duyarlilik gostermektedir. Polimer filmi gozenekli bir

yapiya sahiptir. Analit iyonlar1 olan askorbat iyonlar1 PPy dedektérde bulunan
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ClO4 iyonlan ile yerdegistirirek anyon de§isim mekanizmasi gergeklesir. Bu

mekanizma Esitlik 3.1. deki gibi ifade edilebilir.

PPy(CIO,’) + Asc. === PPy(Asc’) + ClO," 31

Kromatografide elde edilen piklere ait alikonma zamanlar1 maddelerin
nitel analizinde, piklerin yliksekligi veya piklerin altinda kalan alan degerleri ise
nicel analiz amaciyla kullanilmaktadir. Yukarida belirtilen kromatografik kosullar
kullanilarak askorbik asite ait kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Bu amacla askorbik
asitin belirli derisimlerde standartlar1 hazirlanarak polipiroliin dedektor olarak
kullanildig1 sistemde analizleri gergeklestirilmistir. Her bir standarta ait derisim
degerlerinin logaritmasi (log C) ve kromatogramdan elde edilen pik yiikseklikleri
(mV) kullanilarak kalibrasyon grafigi cizilmistir. Sekil 3.6’da askorbik asite ait
kalibrasyon grafigi goriilmektedir. Polipirol potansiyometrik dedektoriin askorbik
asite 1x10°-1x10 M derisim araliginda 0,9982 korelasyon katsayisi ile dogrusal
olarak cevap verdigi gézlemlenmistir. Askorbik asit i¢in tayin siur1 7,3x 107

M’dir.

280

200~
1580 1

fmy

100 1

E

a0

log C

Sekil 3.6. Askorbik asite ait kalibrasyon grafigi
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Polipirol potansiyometrik dedektér kullanilarak yapilan bu analizin
tekrarlanabilirligini gosterebilmek i¢in ayni ¢ozeltiden ard arda 5 kez enjeksiyon
yapilarak elde edilen pikler istatistiksel olarak incelenmistir. Askorbik asite ait
piklerin % bagil standart sapma degeri 2,45°dir. Ayrica polimer dedektdriin
askorbik asite verdigi cevabi 30 giin boyunca kararliligini1 kaybetmeden korudugu

gozlemlenmistir.

3.1.6. Gercek orneklerle yapilan tayinler

Askorbik  asit  standartlar1  kullanilarak  kalibrasyon  grafigi
olusturulduktan sonra polipirol potansiyometrik dedektor ile askorbik asit igeren
baz1 ilag tabletleri ve suruplarin tayinleri yapilmistir. Askorbik asit igeren
tabletten ve suruptan derisimi bilinen miktarlarda stok ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Bilinen miktarlara seyreltilen askorbik asit iceren Orneklerin tayini standart
ekleme yontemiyle yapilmistir. Analizlerde kullanilan yontemin gegerliligi i¢in
potansiyometrik dedektorle elde edilen sonuglar iyon kromatografisi cihazinin
standart dedektorii olan iletkenlik dedektorii sonucglari ile karsilagtirilmigtir.
Cizelge 3.1°de polipirol potansiyometrik dedektorii ve iletkenlik dedektorii ile
elde edilen degerler iiretici firmalarin bildirdigi degerler ile birlikte verilmistir.
Potansiyometrik ve iletkenlik dedektorii ile yapilan analiz sonuglarinin ticari
firmalarin bildirdigi sonuglar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar
polipirol potansiyometrik dedektoriiniin duyarliliginin yiiksek oldugu ve analitik
amaght askorbik asit tayininde kullanilabilecegini gdstermistir. Polipirol
potansiyometrik dedektoriinlin askorbik asite kars1 yliksek duyarliliginin yani sira
polipiroliin kolay sentezlenmesi, kararliligi ve ucuz olmasi1 gibi ozellikleri bu

elektrotlar1 alternatif bir dedektor malzemesi haline getirmektedir.
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Tablet/surup adi Bildirilen PPy B.S.S. Iletkenlik B.S.S.
igerik potansiyometrik (%) (0=3)  dedektorii ile (%)
dedektorle belirlenen (n=3)
belirlenen igerik icerik
Bevitin C 0.500° 0.478" 1.47 0.498° 1.10
AspirintVitamin C 0.500° 0.481° 1.26 0.493* 1.05
Supravit 45.1° 44.0° 1.33 44.97° 1.20
C-Plan 0.500° 0.480° 1.62 0.498° 0.90
* g/tablet
® mg/ 100 mL

3.2. Asin Yiikseltgenmis Nanofiber Polipirol ile Parasetamol Tayini

3.2.1. Polipirol elektrotlarin yiizey morfolojisi

Boliim 2.2°de aciklandig1 sekilde hazirlanan polipirol filmlerinin ylizey
morfolojisi SEM ile incelenmistir. Elektrokimyasal yontemler ile elde edilen
polipirol filmlerinin morfolojisi sentez parametrelerinden (karsit iyon, ¢oziici,
polimerizasyon ortami vb.) onemli dl¢iide etkilenmektedir. Sulu ortamda destek
elektrolit olarak sadece LiClO4 kullanildiginda elektrot yiizeyinde elde edilen
polipirol filmi kiiresel morfolojiye sahip iken (Sekil 3.7a) LiClO4 ile karbonat
iyonu beraber bulundugunda elde edilen polipiroliin morfolojisi incelendiginde
(Sekil 3.7b) 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 yilizey alaninin olduk¢a artmasina neden

olmustur.
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(a) (b)

Sekil 3.7. (a) LiClO4 ve (b) LiClO4+ Na,CO; destek elektrolitlerinin kullanilmasiyla elde edilen

polimerlerin SEM goriintiileri

3.2.2. Polipirol elektrotlarin performanslarinin karsilastirilmasi

Bu calismada, KUE yiizeyine elektrokimyasal olarak sentezlenen polipirol
filminin parasetamol tayininde kullanilmas1 amaglanmustir.

Asirt ylikseltgenmis nanofiber polipirol elektrotlarin hazirlanmasi iki
asamada gerceklestirilmistir: (1) KUE yiizeyinde piroliin elektrokimyasal olarak
polimerlestirilmesi (2) Polipiroliin asir1 yiikseltgenmesi. Bu islemin sematik
gosterimi Sekil 2.1°de verilmistir. Polipirol filmi elektroaktif 6zellikte oldugundan
dolay1 genis indirgenme ve yikseltgenme pikine sahiptir. Dolayisiyla analit
molekiilii ile girisim yapma veya analit sinyalini tamamen kapatma gibi durumlar
sozkonusu olabilmektedir. Bu da sensor verimini 6nemli derecede diistirmektedir.
Polipiroliin bu etkisini azaltmak ve hazirlanan sensoriin performansini artirmak
icin agirt yiikseltgeme (AY) islemi uygulanmistir. Asirt yiikseltgenmis polipirol
(AYPPy) sensor uygulamalarinda analit ile girisim yapmadan kullanilabilir. Sekil
3.8°de KUE yiizeyinde sentezlenen nanofiber yapili polipiroliin asir
yiikseltgenmis (KUE/AYPPyNF) ve yiikseltgenmemis (KUE/PPyNF) hallerinin
0,10 M KClI igeren 0,05 M fosfat tamponu (pH=7) ¢ozeltisinde DPV yontemiyle

belirlenen elektrokimyasal davraniglar1 gériilmektedir.
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Sekil 3.8. (a) KUE/AYPPyNF ve (b) KUE/PPyNF elektrotlarin 0,1 M KCI + 0,05 M FT

¢ozeltisindeki DP voltamogramlari

KUE/PPyNF ile sadece destek elektrolit ortaminda alinan
voltamogramlarda +0,40 ve +0,75 V’da nanofiber yapili polipirole ait iki kuvvetli
yiikseltgenme piki gozlenirken KUE/AYPPyNF ile herhangi bir yiikseltgenme
piki gézlenmemistir. Bundan dolay1 ¢aligma elektrodu olarak asir1 yilikseltgenmis
nanofiber yapili polipirol kullanilmasi {istiinliik saglamaktadir ve polimerin kendi
cevabindan kaynaklanabilecek hatalardan kaginilmis olmaktadir.

KUE/AYPPyNF’in parasetamole karst davranisi ciplak (kaplanmamis)
KUE ile karsilagtirildiginda KUE/AYPPyNF’in parasetamoliin ylikseltgenme pik
akiminda yaklasik 5 katlik bir artisa neden oldugu goriilmiistiir. Nanofiber yapili
polipirol elektrot yiizey alaninin genislemesini ve elektron aktariminin
hizlanmasin1 saglayarak parasetamoliin yiikseltgenmesinde elektrokatalitik
etkinlik gostermistir. Sekil 3.9°da  KUE/AYPPyNFelektrot ile c¢iplak kalem
ucunun (KUE) parasetamol i¢in 0,10 M KCI igeren 0,05 M fosfat tamponu
(pH=7) ¢ozeltisinde DPV yontemiyle belirlenen elektrokimyasal davranislar

goriilmektedir.
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Sekil 3.9. 0,1 M KCl igeren pH=7 0,05 M fosfat tamponunda 10 mM parasetamol i¢in (a) KUE ve
(b) KUE/AYPPyNF ile DP voltamogramlari

3.2.3. Parasetamol cevabi iizerine pH etkisi

Elektrokimyasal yiikseltgenme mekanizmasi ortam pH’sina baglh olarak
degismekte ve elde edilen akim cevaplari da bundan etkilenmektedir. Bu etkiyi
belirlemek amaciyla KUE/AYPPyNF’nin parasetamol varhigindaki
elektrokimyasal davranisi pH 3-11 arasinda DPV yontemiyle incelenmis ve

sonuclar Sekil 3.10°da verilmistir.
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Sekil 3.10. KUE/AYPPyNF elektrotlar ile 0,25 mM parasetamol i¢in farkli pH’lardaki ¢ozeltilerde

elde edilen akim ve gerilim degerleri, Elektrolit:0,10 M KC1 + 0,05 M FT

KUE/AYPPyNF elektrodun parasetamole karsi olan en yiiksek cevabi
pH=6’da elde edilmistir. pH=6"dan daha diislik ve yiiksek degerler uygulandikca
parasetamoliin  yiikseltgenmesine ait akim siddeti hizla azalmaktadir.
KUE/AYPPyNF’in parasetamole karsi olan cevabi pH yiikseldik¢e daha katodik
bolgelere kaymakta ve akim degeri diismektedir. Diisiik akim degerleri elektrodun
duyarlhiliginda bir azalmaya neden olacagindan yiiksek pH degerleri parasetamol

tayini i¢in uygun olmayacaktir

3.2.4. Asin yiikseltgenmis nanofiber polipirol elektrodun parasetamole karsi

etkinliginin incelenmesi

KUE/AYPPyNF elektrotlar ile pH 6°da elde edilmis kalibrasyon egrileri
Sekil 3.11°de gosterilmektedir. Kalibrasyon egrisinde tayin edilen parasetamol
derisimine karst KUE/AYPPyNF elektrot ile dl¢iilen parasetamoliin yiikseltgenme
pik akim degerleri grafige gecirilmistir. Bu grafiklerden KUE/AYPPyNF
elektrodun dogrusal olarak c¢alistigr iki bolge tespit edilmistir. Birinci bolge 1
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uM’dan 0,15 mM’a kadar 0,992 korelasyon katsayisi ile dogrusallik
gostermektedir. Ikinci bolge 1-5 mM araliginda 0,996 korelasyon katsayisi ile
dogrusallik gostermektedir. KUE/AYPPyNF elektrotlar ile parasetamol i¢in tayin

smir1 (36) 3,9x107 M olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.11. Agsir1 yiikseltgenmis nanofiber polipirol elektrotlar ile parasetamol igin elde edilmis

kalibrasyon egrileri

3.2.5. Girisim yapan tiirlerin etkisi

KUE/AYPPyNF elektrodun parasetamol i¢in segiciligi girisim yapan
farkl: tiirlerin varliginda tespit edilmistir. Elektrotlarin dopamin, askorbik asit, p-
aminofenol, D-glikoz ve kafein gibi baz1 girisim yapan tiirler varliginda
parasetamole karsi cevaplari incelenmistir. 0,25 mM parasetamol derisimindeki
cozeltiye bu tiirlerden 0,25 mM ile 2,0 mM arasinda ilaveler yapilmis ve her
ilaveden sonra KUE/AYPPyNF elektrodun parasetamole karsi cevabi DPV
yontemiyle incelenmistir. Girisim yapan herhangi bir tiir olmadiginda
KUE/AYPPyNF elektrot ile parasetamol icin dlciilen akim degeri 63 pA’dir. Sekil
3.12° de parasetamol ve parasetamol tayinine girisim yapabilecek bilesiklerin

molekiil yapilar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.12. Parasetamol tayininde girisim yapabilecek bilesiklerin yapist

Dopamin, askorbik asit ve p-aminofenol elektroaktif molekiiller olduklari
icin Oncelikle bu molekiillerin etkileri incelenmistir. Girisim etkileri incelenirken
kabul edilen tolerans seviyesi +%5’dir. Burada analizi yapilan maddeye ait pik
akimlarinda, girisim etkisi incelenen maddenin neden oldugu +%5’lik bir degisim
kabul edilebilir seviyedir. Cizelge 3.2’den goriildiigii gibi askorbik asit derisimi 2
mM oldugunda bile parasetamol pik akiminda Onemli bir degisiklik
goriilmemektedir. KUE/AYPPyNF elektrot kullanildiginda askorbik asit 0,21
V’da yiikseltgenirken parasetamol 0,49 V’da ylikseltgenmektedir. Dolayisiyla bu
iki maddenin pikleri arasinda bir girisim bulunmamaktadir. Askorbik asit derigimi
2 mM olana kadar parasetamol pik akiminda az da olsa gozlenen bir artig vardir.
Bu artigin elektrot yilizeyine go¢ eden anyonik formda bulunan askorbik asit
molekiillerinin hidrojen baglar1 ile parasetamol molekiillerini siirlikleyerek

elektrot yilizeyine daha fazla parasetamol difiizyonuna neden olmasindan

74



@) ANADOLU UNIVERSITESI

kaynaklandig1r diisiiniilmektedir. Aymi sekilde -elektroaktif molekiiller olan
dopamin ve p-aminofenoliin parasetamoliin pik akimlarina etkisi incelendiginde
KUE/AYPPyNF elektrot yiizeyinde dopaminin 0,32 V’da, p-aminofenoliin ise
0,24 V’da yiikseltgendigi gézlenmistir. Bu molekiillere ait yilikseltgenme pikleri
parasetamole ait yiikseltgenme piki ile c¢akismamaktadir. Bu molekiillerin
dersimleri 2 mM degerine ulagsana kadar parasetamol pik akim degerlerinde kabul
edilebilir smirlar icinde bir azalmaya neden olduklari goriilmiistiir. Bunun
nedeninin parasetamolden daha kiiclik molekiiler yapiya sahip bu elektroaktif
molekiillerin elektrot yiizeyine parasetamolden daha hizli ulagmalarn ve
parasetamoliin elektrot yiizeyine go¢iinlii engellemelerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Kafein elektroaktif bir molekiildiir. Fakat calisma aralifimizda kafeine ait
herhangi bir yiikseltgenme piki gozlenmemistir. Glikoz ise elektroinaktif bir
molekiildiir. Bu iki molekiiliin parasetamoliin pik akimina etkisi incelendiginde bu
iki molekiiliin derigimleri parasetamol derisiminin 8 kati1 oldugunda bile 6nemli
bir degisiklige neden olmadig1 gozlenmistir. Kafein ve glikozun parasetamoliin
pik akimlarindaki az da olsa azalmaya neden olduklar1 goriilmiistiir. Bunun
nedeninin parasetamolden oldukca biiylik olan bu molekiillerin elektrot yiizeyini
kapatarak  parasetamol = molekiillerini  engellemelerinden  kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Cizelge 3.2. KUE/AYPPyNF ile 0,25 mM parasetamol analizine girisim yapan tiirlerin etkisi

Girigim yapan Girigim yapan tiirlerin KUE/AYPPyNF KUE/AYPPyNF
turler derisimi (mM) ile 0,25 mM ile 0,25 mM
parasetamol i¢in parasetamol i¢in
elde edilen aklm* elde edilen akim
degeri degisimi degerlerindeki %
(nA) degisim
Askorbik Asit 0,25 1,92 3,0476
1,00 2,31 3,6666
2,00 2,73 4,3333
Dopamin 0,25 -3,11 4,9365
1,00 -1,39 2,2063
2,00 -2,11 3,3492
p-Aminofenol 0,25 -0,30 0,4761
1,00 -2,13 3,3809
2,00 -2,53 4,0158
Kafein 0,25 -2,81 4,4603
1,00 -2,91 4,6190
2,00 -2,94 4,6666
Glikoz 0,25 -1,02 1,6190
1,00 -1,32 2,0952
2,00 -1,70 2,6984

*Girigim yapan tiir olmadiginda akim cevab1 63 pA’dir

3.2.6. Gercek ornek analizleri

KUE/AYPPyNF elektrot kullanilarak bazi ilag tabletlerinde ve surup

IVERSITESI

orneginde parasetamol tayini yapilmistir. Parasetamol igeren tabletlerden ve
suruptan stok cozeltiler hazirlanmistir. Stok ¢ozeltilerden alinan uygun miktarlar
parasetamol tayini yapilan pH=6 FT ¢ozeltisine ilave edilmis ve DPV 6lctimleri
alimmustir. Analizlerde kullanilan elektrotlar ile elde edilen sonuglarin gecerliligi
icin HPLC analizleri yapilmis ve sonuglar karsilagtirilmistir. Cizelge 3.3’de HPLC
ve KUE/AYPPyNF sensorii ile elde edilen degerler tiretici firmalarin bildirdigi
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degerler ile birlikte verilmistir. KUE/ AYPPyNF elektrot ile yapilan analiz
sonuglarinin HPLC sistemi ve firmalarin bildirdigi sonuglarla uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Bu veriler 15153iInda KUE/AYPPyNF elektrotlarin analitik amaclh

sensor olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

Cizelge 3.3. KUE/AYPPyNF elektrotlar ve HPLC yontemi kullanilarak yapilan gergek 6rnek

analizleri
Tablet/surup Bildirilen KUE/AYPPyNF B.S.S.(%) HPLC ile B.S.S. (%)
adi igerik ile belirlenen (n=3) belirlenen (n=3)
igerik icerik
Minoset 0.500 0.479" 1.13 0.496 0.42
Minoset Plus 0.250 0.243° 0.78 0.245 0.49
Vermidon 0.500 0.497° 0.65 0.495 0.55
TylolHot 0.500 0.495° 1.73 0.494 0.48
Calpol surup 120 111 1.25 118 0.31

* g/tablet
b g20 g
“mg/5 mL

3.2.7. KUE/AYPPyNF elektrodun yeniden iiretilebilirligi ve kararhhg:

KUE/AYPPyNF elektrodun yeniden iiretilebilirligini incelemek i¢in ayni
kosullarda iiretilen 6 farkli elektrodun 0,25 mM parasetamol i¢in verdigi pik akimi
cevaplart kargilastirilarak yeniden dretilebilirligi incelenmistir. Pik akimi
siddetlerinin bagil standart sapmasi % 2,89°dur.

Elektrotlarin kararlilig: ile ilgili calismada ise ayni kosullarda {iretilen
elektrotlarla belirli zaman araliklarinda 6l¢iimler alinmis ve elektrotlarin 25-30

giin boyunca oda sicakliginda kararliliklarini yitirmedikleri goriilmiistiir.
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3.3. Elektrokimyasal On 1Islem Uygulanan Nanofiber Polipirol
(KUE/EPPyNF) ile Dopamin Tayini

3.3.1. KUE/EPPyNF elektrotlarin dopamine karsi cevabi

Bu calismada, KUE yiizeyine elektrokimyasal olarak sentezlenen ve
elektrokimyasal On islem wuygulanan polipirol filminin dopamin tayininde
kullanilmas1 amaclanmustir.

Nanofiber yapili polipirol ile elektrokimyasal olarak modifiye edilmis ve

On islem uygulanan elektrotlarin hazirlanmasi iki basamakta gerceklestirilmistir

1) KUE (HB, Tombo) yiizeyinde nanofiber yapili polipiroliin
(KUE/PPyNF) elektrokimyasal sentezi.

2) Nanofiber yapili polipirol elektroda elektrokimyasal ©on islem
uygulanmas1 (KUE/EPPyNF).

Elektroaktif olan polipirol filminin genis indirgenme ve yiikseltgenme
pikinin analit ile girisim yaparak analite ait sinyali kapatmasini engellemek
amaciyla elektrokimyasal on islem uygulanmistir. Elektrokimyasal 6n iglem
uygulanmis polipiroliin elektroaktivitesini kaybettigi gdzlemlenmistir. Sekil
3.13’de nanofiber yapili polipirol ve elektrokimyasal 6n islem uygulanmig
nanofiber yapilt polipirol elektrodun DP voltamogramlar1 goriilmektedir.
Voltamogramlardan goriildiigii gibi elektrokimyasal 6n islem goérmiis polipiroliin
herhangi bir yiikseltgenme ve indirgenme piki gozlenmezken (Sekil 3.13a)
elektrokimyasal 6n islem uygulanmamis elektrodun iki genis yiikseltgenme piki
gozlenmistir  (Sekil  3.13b). Bdylece  polimerin  kendi  cevabindan

kaynaklanabilecek hatalardan kaginilmis olmaktadir.

78



@) ANADOLU UNIVERSITESI

0.45x10*

0.40x10*
0.35x10*1
0.30x10*+ —

/ b/
0.25x10* /
r’/ o 7/

0.20x10*4

ilA

0.15x10*] /
0.10x10%

0.05x10* /

oA I

-0.05X10’4 T T T T T T T T T
-0.25 0 0.25 0.50 0.75 1.00
E/V

Sekil 3.13. (a) KUE/EPPyNF ve (b) KUE/PPyNF elektrotlarin 0,05 M (pH=7) FT ¢&zeltisindeki

DP voltamogramlari

Elektrokimyasal 6n islemin karbon temelli elektrotlarin yiizey ve elektron
transfer Ozelliklerini degistirdigi bilinmektedir. Elektrot yilizeyinde olusan
karbonil, karboksil, hidroksil ve kinon gruplari elektrodun asir1 gerilimini
diistirmektedir (Engstorm 1982). Elektrot yilizeyinde olusan bu oksijen gruplari
organik ve inorganik bir¢ok madde ile elektron alis verisi, hidrojen bagi ve
elektrostatik ¢ekim gibi etkilesimlerde bulunurlar (Li ve ark. 2009).

Sekil 3.14°de polipirol nanofiberin ve elektrokimyasal 6n iglem gormiis
polpirol nanofiberin SEM goriintiileri goriilmektedir. Elektrokimyasal 6n islem
uygulanan nanofiber polipirol elektrotlarin (KUE/EPPyNF) yiizey morfolojisi
incelendiginde 50 ile 80 nm arasinda degisen c¢aplarda fiber yapilarin yanisira
elektrokimyasal islemden kaynaklanan elektrot yiizeyinde fiberlerin ve kalem ucu
elektrodun bozundugu goriilmektedir. Olusan bu yapilar elektrodun yiizey alanini
genisletmekte ve olusan negatif yiiklii gruplar dopaminin adsorbsiyonu

kolaylastirmaktadir.
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(a) (b)
Sekil 3.14. (a) KUE/PPyNF ve (b) KUE/EPPyNF elektrotlarin SEM goriintiileri

KUE/EPPyNF elektrot kullanarak yapilan bu ¢aligmada, askorbik asit ve
tirik asit varhiginda dopaminin voltametrik davranist incelenmistir. Ciplak
elektrotlar ile yapilan c¢alismalarda askorbik asit, iirik asit ve dopamine ait
ylkseltgenme pikleri hemen hemen iist iiste ¢akigsmaktadir. Kanda dopamin
miktar1 0,01-1uM araliginda iken iirik asit miktar1 120-450 uM (Silva ve ark.
2008), askorbik asit miktar1 200-400 uM’dir (Liu ve ark. 2007). Kanda askorbik
asit ve trik asit miktarlarinin yiliksek olmasi diisiik derisimlerdeki dopamin
tayinini zorlagtirmaktadir.

KUE/EPPyNF elektrotlarin dopamine karsi performans: incelendiginde;
elektrodun dopamine cevabinin askorbik asit ve iirik asite gore daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Sekil 3.15’de bu elektrotlar ile elde edilen diferansiyel puls
voltamogramlar1  goriilmektedir. KUE/EPPyNF elektrodun pH=7.0 fosfat
tamponunda ylikseltgenme ve indirgenme pikinin olmadigi gortilmistiir (Sekil
13.15a). Voltamogramlar incelendiginde c¢iplak kalem ucu elektrotta Sekil
(3.15.b) dopamin, askorbik asit ve iirik asit piklerinin ayrilmadigi goriilmektedir.
Kalem ucu elektrot fiber yapili polipirol ile modifiye edilip elektrokimyasal
onislem uygulandiginda dopamin ve irik asit piklerinin (Sekil 3.15.c) ayrildigi

goriilmiis ve belirtilen derisim degerinde askorbik asite ait herhangi bir pik
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gozlenmemistir. Burada 0,234 V’da dopamine ve 0,385 V’da {irik asite ait
yukseltgenme pikleri goriilmektedir. KUE/EPPyNF elektrodun dopamine karsi
daha secici goriilmiistiir. KUE/EPPyNF elektrotlarin askorbik asite ve {irik asite
kars1 secici olmamasi ve dopamine karsi secgici olmasi 6nemli bir avantajdir.
Ozellikle kanda askorbik asit ve iirik asit derisiminin yiiksek olmasi diisiik
derisimli dopaminin tayini zorlastirmaktadir. Hazirlanan bu elektrotlar ile bu

sorunun ¢oziilebilecegi diistintilmektedir.

0.225x10*1
0.200x101
0.175x101
0.150x101
0.125x10*1
= 0.100x10*1
0.075x10*+
0.050x10*+

0.025x101
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0 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600
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Sekil 3.15. pH=7 0,1 M fosfat tamponunda (a) KUE/EPPyNF bos ¢ozelti davranisi 5 uM dopamin,
15 puM iirik asit ve 100 pM askorbik asit igeren ¢ozeltide (b) KUE (c) KUE/EPPyNF

3.3.2. KUE/EPPyNF elektrotlarin hazirlanmasinda uygulananacak gerilim

arali@inin belirlenmesi

KUE/EPPyNF elektrotlarin elektrokimyasal 6n islemlerinde uygulanacak
olan optimum gerilim araliginin tayin edilmesi amaciyla sirasiyla 0,10 M H3;POq4
cozeltisinde -0,3 V’ dan baslayarak +1,4 V, +1,6 V, +1.8 V, 2,0 V ve 2,2 V

araliginda anodik gerilim degerleri degistirilmistir. Yapilan tiim ¢aligmalar 50
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mV/s tarama hizinda gergeklestirilmis ve bu araliklarda 5 dongli alinmstir.
Hazirlanan bu elektrotlarin dopamin ve {irik asite kars1 verdikleri cevaplar benzer
sekilde hazirlanan elektrokimyasal 6n islem uygulanmis kalem ucu elektrotlar
(E/KUE) ile karsilastirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 3.16’da verilmistir.
Optimum gerilim araligiin se¢iminde KUE/EPPyNF elektrodun maksimum akim
cevabi E/KUE elektrodun ise minimum akim cevab1 verdigi nokta
degerlendirilmeye alinir. Akim degerleri arasindaki farkin en biiylik oldugu

gerilim degeri segilir.

8 —&— KUE/EPPyYNF

—— E/KUE
2 .—_._/-/.\.

0 T T 1
1 1.5 2 25

E/NV

iIpA

Sekil 3.16. KUE ve KUE/EPPyNF elektrotlara uygulanan elektrokimyasal 6n islem gerilimi ile
Dopamin/iirik asit pik akimi orani arasindaki iliski (5 uM dopamin, 15 pM iirik asit ve

100 uM askorbik asit iceren pH=7 0,1 M fosfat tamponunda)

Sekil 3.16° da goriildiigii gibi -0,3 V ile + 1,8 V gerilim araliginda
KUE/EPPyNF elektrotlarin dopamin/iirik asite karsi verdigi pik akimi degerleri
E/KUE elektrotlara gore yaklagik 13 kat daha fazladir. Bu sonuglara gore
KUE/EPPyNF elektrotlar i¢in optimum elektrokimyasal islem gerilim aralifinin -
0,3 Vile +1,8 V oldugu belirlenmistir. Bu degerler kullanilarak optimum déngii

sayisinin bulunmasi i¢in ¢alisma yapilmstir.
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3.3.3 KUE/EPPyNF elektrotlarin hazirlanmasinda uygulanacak dongii

sayisinin belirlenmesi

Optimum dongii sayisinin bulunmasi i¢in E/KUE ve KUE/EPPyNF
elektrotlara -0,3 V ile +1,8 V araliginda farkli dongii sayilarinda (1-10)
elektrokimyasal 6n iglemler yapilmistir. Elde edilen veriler dongili sayisina karsi
dopamin/iirik asit pik akimi degerlerine kars1 grafige gecirilmistir. Sekil 3.17°de
bu degerlere ait grafikler goriilmektedir. Sekil 3.17°den de goriildiigl gibi E/KUE
elektrotlara géore KUE/EPPyNF elektrotlarin dopamin/iirik asit pik akim orani
daha fazladir. Grafikten elde edilen sonuca goére KUE/PPyNF elektrotlara
uygulanacak olan elektrokimyasal 6n islem icin en uygun dongii sayist 5
dongiidiir. Ciinkli bu noktada elektrotlarin verdigi akim cevaplart arasindaki fark
maksimumdur. Optimizasyon islemlerinde calisma elektrodunun analite karsi
verdigi cevabin maksimum olmasi yetmeyebilir. Ortamda bulunabilecek ve
girisim yapabilecek tiirlere karsi cevabinin da miimkiin oldugu kadar az olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle daha sonraki ¢alismalarda optimum dongii sayisi olan

5 kullanilmistir.

12

10

—&— KUE/EPPYNF

iuA
(e}

—— E/KUE

0 2 4 6 8 10 12

Doéngl sayisi

Sekil 3.17. E/KUE ve KUE/EPPyNF elektrotlara uygulanan elektokimyasal 6n islem dongii say1st
ile dopamin/iirik asit pik akim1 arasindaki iligki (5 uM dopamin, 15 pM fiirik asit ve
100 pM askorbik asit iceren pH=7 0,10 M fosfat tamponunda)
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3.3.4. Dopamin tayininde pH etkisi

Elektrokimyasal 6n islem i¢in uygun gerilim araligi ve dongii sayisi
bulunduktan sonra Ol¢lim yapilan ¢ozelti ortami i¢in en uygun pH degeri
belirleme c¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amacla pH 2-10 araligindaki farkli pH
degerine sahip ¢ozeltilerde KUE/EPPyNF elektrotlarin askorbik asit ve iirik asit
varliginda dopamine kars1 verdigi cevaplar incelenmistir. Cozelti pH degerlerine
kars1 dopamin/iirik asit pik akimi degerleri grafige gecirilmistir. Sekil 3.18’de pH
degerleri ile dopamin/iirik pik akimi arasindaki iligskiyi gosteren grafik
goriilmektedir. pH=8,5 degerine kadar elektrotlarin dopamine kars1 verdikleri pik
akimi degerleri artarken lirik asite ait pik akimi degerleri azalmaktadir. Bu durum
su sekilde agiklanabilir. Dopamin, askorbik asit ve {lirik asitin pK, degerleri
sirastyla 8,87, 4,17 ve 3,10°dur. Cozelti pH’s1 8,5’e ¢iktiginda askorbik asit ve
iirik asit anyonik formda bulunurlar. Aym1 zamanda elektrot ylizeyinde olusan
oksijen iceren gruplar (hidroksil, karbonil, karboksilik asitler vb.) pH degeri
arttikca anyonik forma gecerler. Elektrot yiizeyindeki elektrostatik itme iirik asit
ve askorbik asitin elektrot yiizeyine adsorbsiyonunu engeller. Bunun yaninda
pozitif yiikli olan dopamin elektrotlara daha kolay adsorplanir ve buna ait
yiikseltgenme pik akim degerleri daha fazla olur. Bu yiizden askorbik asit ve tirik
asit varliginda dopamin analizi i¢in en uygun c¢ozelti degerinin 8,5 oldugu

saptanmistir.
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Sekil 3.18. KUE/EPPyNF elektrotlarla yapilan dopamin tayininde 6l¢iim ortaminin pH’1 ile

dopamin/iirik asit pik akimi arasindaki iliski

3.3.5. Adsorbsiyon siiresinin belirlenmesi

Dopaminin karbon temelli elektrotlarda yiikseltgenmesi adsorpsiyon
kontrolliidiir. Elektrodun voltametrik cevabi bekleme siiresiyle degismektedir. Bu
amacla optimum adsorpsiyon siiresinin tayin edilebilmesi i¢in farkli siirelerde
askorbik asit, iirik asit ve dopamin iceren pH=S8,5 fosfat tampon ¢ozeltisinde
Olctimler alinmis ve zamana karst dopamin pik akimi grafige gegirilmistir (Sekil
3.19). Sekil 3.19’dan gorildigi gibi 120 saniyeye kadar KUE/EPPyNF
elektrodun dopamine karsi cevabi artarken 120 saniyeden sonra hemen hemen
sabit kalmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda optimum adsorpsiyon siiresi 120 saniye

olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.19. KUE/EPPyNF elektrotlarla yapilan dopamin tayininde adsorpsiyon siiresi ile dopamin
pik akimi arasindaki iliski (5 uM dopamin, 15 uM fiirik asit ve 100 uM askorbik asit
igeren pH=8,5 0,10 M fosfat tamponunda)

3.3.6. KUE/EPPyNF elektrotlarin dopamine karsi etkinliginin incelenmesi

KUE/EPPyNF elektrotlar kullanilarak askorbik asit ve iirik asit
varhiginda ve yoklugunda farkli derisimlerdeki dopamine ait pik akimlari
kullanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Sekil 3.20°de KUE/EPPyNF
elektrotlarin askorbik asit ve lrik asit varliginda farkli dopamin derigimlerine
kars1 elde edilen pik akim degerlerinin verildigi kalibrasyon grafigi goriilmektedir.
Bu grafikte, elektrotlarin dopamine karsi dogrusal olarak calistigi iki bolge

gozlenmistir. Birinci bolgede 0,05 uM’dan 2,5 uM’a kadar 0,9953 korelasyon

katsayis1 ile dogrusallik gosterirken ikinci bdlgede 5 uM’dan 10 pM’a kadar
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0,9912 korelasyon katsayisi ile dogrusallik gézlenmistir. Hazirlanan bu elektrotlar

ile dopamin tayin sinirinin 0,01 uM oldugu belirlenmistir.

60
50 o
40 - *
< o y=3,06x+17,183
330 g R*=0,9912
S~
- 'S
20 -
*
y= 8,9796x+0,5079
10 o —> R*=0,9953
R
0¥
0 2 4 6 8 10 12
dopamin derisimi / uM

Sekil 3.20. KUE/EPPyNF elektrotlar ile pH= 8,5 FT ¢ozeltisinde askorbik asit ve lirik asit

varliginda dopamin i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi

Sekil 3.21°de KUE/EPPyNF elektrotlarin askorbik asit ve {irik asit
yoklugunda dopamin derisimine karsi pik akimlarinin verildigi kalibrasyon grafigi
goriilmektedir. Elektrotlarin dopamin derisimine kars1 dogrusal olarak ¢alistigi iki
bolge gozlenmistir. Birinci bolgede 0,1 puM’dan 2,5 uM’a kadar 0,9758
korelasyon katsayisi ile dogrusallik gostermektedir. Tkinci bolgede 5 pM’dan 10
uM’a kadar 0,9704 korelasyon katsayisi ile dogrusallik gézlenirken dopamin tayin
siirt 0,02 uM’dr.
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Sekil 3.21. KUE/EPPyNF elektrotlar ile pH= 8,5 FT ¢ozeltisinde askorbik asit ve iirik asit

yoklugunda dopamin i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi

Burada kullanilan elektrodun hassasiyeti kalibrasyon egrisinin egimi ile ve
tayin siirinin miimkiin oldugunca diisiik olmasi ile belirlenir. Sekil 3.20 ve Sekil
3.21’den goriildigli gibi askorbik asit ve iirik asit varhiginda kalibrasyon
dogrusunun egimi daha yiiksek ve tayin siir1 daha diisiiktiir. Bu durum askorbik
asit varliginin dopaminin yiikseltgenme pik akim degerlerine olumlu bir etkisi

oldugunu gostermektedir.

3.3.7. Girisim yapan tiirlerin etkisi

Dopaminin elektrokimyasal tayinindeki en 6nemli problem, dopamin
iceren biyolojik sivilarda iirik asit ve askorbik asit gibi elektroaktif maddelerin
varh@idir. Ciplak elektrotlar ile yapilan caligmalarda askorbik asit, iirik asit ve
dopamine ait yiikseltgenme pikleri hemen hemen {ist iiste ¢akismaktadir. Kanda
askorbik asit ve iirik asit miktarlarinin yiiksek olmasi diigiik derisimlerdeki
dopamin tayinini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle Oncellikle bu maddelerin
dopaminin yiikseltgenme pik akimina etkileri incelenmistir. Dopamin derigimi 2

uM’da sabit tutularak artan derisimlerde girisim etkisi incelenecek olan
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maddelerden eklenerek dopamin pik akimindaki degisim kaydedilir. 2 pM
dopamin i¢in girisim yapan tiirlerin varliginda pik akimlarindaki degismeler

Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. KUE/EPPyNF elektrotlar kullanilarak elde edilen dopamin pik akimi degerlerine

girigim yapan tiirlerin etkisi

Girigim yapan Girisim yapan 2 uM dopamin i¢in 2 uM dopamin igin
tiirler tiirlerin derigimi (uM) elde edilen akim elde edilen akim
degeri degisimi degeri % degisimi
(uA) (HA)

Askorbik Asit 100 -0,06 0,3773
500 -0,10 0,6289

1000 -0,10 0,6285

2000 -0,20 1,2578

Urik asit 15 -0,16 1,0062
30 -0,31 1,9496

100 -0,69 4,4230

Tartarik asit 100 +0,20 1,2578
200 +0,60 3,7735

400 +0,95 5,9748

Sitrik asit 100 +0,60 3,7735
500 +0,75 4,7169

1000 +1,01 6,3522

Glikoz 100 +0,30 1,8867
200 +0,40 2,5157

500 +0,80 5,0314

Girigim yapan herhangi bir tiir yokken KUE/EPPyNF elektrot ile elde edilen akim 15,9 pA

Askorbik asit elektroaktif bir maddedir. Modifiye edilmemis g¢iplak
elektrot ylizeyinde askorbik asit ile dopamine ait yiikseltgenme pikleri {ist iiste
cakisir. Ancak bu calismada modifiye elektrotlar kullanilarak askorbik asit ve
dopamin pikleri birbirlerinden ayrilmistir.  Askorbik asit 0,21 V’da
yiikseltgenirken dopamin 0,122 V ‘da yiikseltgenmektedir. 2 pM dopamin i¢in
girisim yapan herhangi bir tiir olmadiginda KUE/EPPyNF ile elde edilen akim
degeri 15,9 pA’dir. Askorbik asit derisiminin dopamin derisiminin 1000 kati
kadar oldugunda bile dopamine ait pik akiminda énemli bir degisiklik olmadigi

goriilmiistiir. Girisim etkileri incelenirken kabul edilen tolerans seviyesi £%5’dir.
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Burada analizi yapilan maddeye ait pik akimlarinda, girisim etkisi incelenen
maddenin neden oldugu +%5’lik bir degisim kabul edilebilir seviyedir. Cizelge
3.4.°den goriildiigii gibi askorbik asit derisiminin 2000 pM’a kadar artmasiyla
dopamin pik akimlarindaki kabul edilebilir seviyedeki azalmalarin nedeninin
dopamin ile askorbik arasindaki hidrojen baglarindan kaynaklandigi
diistintilmektedir. Sekil 3.22° de dopamin tayinine girisim yapan tiirlerin molekiil
yapilart goriilmektedir. Burada dopamin molekiiliindeki hidroksil ve amin
gruplarindaki hidrojenler ile askorbik asit molekiiliindeki karbonil ve hidroksil
gruplarindaki oksijen atomlariyla hidrojen bagi olusturmaktadir. Dopamin ile
askorbik asit arasindaki bu etkilesim dopaminin elektrot yiizeyine adsorpsiyonunu
engellemekte dolayisiyla elektrot yiizeyine ulasan dopamin molekiil sayisi
azalmakta ve dopamin pik akiminda azalma gerceklesmektedir. Ayn1 sekilde iirik
asitin girisim etksi incelendiginde 0,197 V’da {irik asite ait yiikseltgenme piki
gozlenmistir. Urik asit derisiminin dopamin derisiminin 50 kat1 oldugu durumda
bile dopamine ait pik akiminda énemli bir degisiklik olmadig: gériilmiistiir. Urik
asit derisiminin 100 pM’a kadar artmasiyla dopamin pik akimindaki kabul
edilebilir  seviyedeki azalmalarin  hidrojen  baglarindan  kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Ayrica biyolojik sivilarda bulunan glikoz, tartarik asit, sitrik asit gibi
maddelerin de dopamin pik akimini nasil etkiledigi incelenmistir. Dopamin
derigimi 2 uM’da sabit tutulurken artan derisimlerde girisim etkisi incelenecek
olan bu maddelerden ¢6zelti ortamina eklenerek KUE/EPPyNF elektrodun
dopamine karsi cevabi incelenmistir. Tartarik asit elektroinaktif bir molekiildiir.
Tartarik asit derisiminin dopamin derisiminin 100 kati oldugu durumda bile
dopamin pik akiminda belirgin bir degisiklik olmadigi goriilmiistiir. Tartarik asit
derisimi 400 pM’a ulastiginda dopamin pik akiminda % 5’den fazla artisa neden
olmustur. Bu artisin pH=8.5 fosfat tamponu olan 6l¢iim ¢ozeltisinde anyonik
formda bulunan tartarik asit (pKa= 2,96 ve 4,16) molekiillerinin destek elektrolit
gorevi yaparak elektron aktarimini  kolaylastirmasindan  kaynaklandigi
diistintilmistiir. Aym sekilde sitrik asit derisiminin dopamin derisiminin 250 kati
kadar oldugu durumda dopamin pik akiminda belirgin bir degisiklik olmadig1 ve
sitrik asit derigiminin 1000 pM’a ulagtiginda pik akiminda kabul edilebilir bir

90



@) ANADOLU UNIVERSITESI

degisim oldugu gozlenmistir. Burada sitrik asit (pKa= 3,14; 4.76 ve 5.40) pH=8.5
fosfat tampon c¢ozeltisinde anyonik formdadir. Sitrik asit derisiminin artis1 ile
dopamin pik akimindaki artisin sitrik asitin elektrolit gorevi yaparak elektron
aktarimmi kolaylastirmasindan ve elektrot ylizeyinde daha fazla dopamin
molekiiliiniin  yiikseltgenmesinden kaynaklandigr  diisiiniilmektedir.  Glikoz
molekiillerinin dopamin pik akimina etkisi incelendiginde ise glikoz derigsimi 500
mM’a ulastiginda bile dopamin derisiminde belirli bir degisiklige neden olmadig1
goriilmiistiir. Bu kabul edilebilir artisin dopamin molekiillerinin adsorpsiyon

ozelliginin  glikoz molekiillerinin ~ varliginda artmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
0
NH2 HO H
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Oala¥ P
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HO H N °
OH
Dopamin Askorbik asit Urik asit
H Q
OH
HONOH m %
HO
0 OH OH
HO OH
Tartarik asit Sitrik asit D-Glikoz

Sekil 3.22. Dopamin tayininde girisim yapabilecek bilesiklerin molekiil yapilar

3.3.8. Ger¢ek orneklerde dopamin tayini

Bu calismada, dopamine kars1 secici davranan KUE/EPPyNF
elektrotlarin gercek orneklere karst uygulanabilirligi de arastirilmistir. Bu amagla
kan serumunda ve bazi ila¢ 6rneklerinde dopamin tayini yapilmistir.

Kan serumu o6rnekleri Anadolu Universitesi Hastanesinden alinmustir.

Kan serumu 6rnekleri girisim yapmast muhtemel maddelerin etkisini azaltmak
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icin pH=8,5 fosfat tamponu ¢ozeltisiyle seyreltilerek kullanilmistir. Orneklerdeki
dopamin tayini matriks etkisini azaltmak amaciyla standart ekleme yontemiyle
yapilmistir. Bu amagla kan 6rnegi igeren pH= 8,5 FT analiz ¢6zeltisine artan
derisimlerde dopamin standartlar1 eklenmistir. Dopamin 1s1, 151k gibi faktorlerden
etkilenen ve bozunan kararsiz bir maddedir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin
birka¢ saat i¢inde bozundugu gorilmiistiir. Bu nedenle dopamin standartlari
giinlik hazirlanip kullanmilmistir. Sekil 3.23°de kan 6rneginde standart ekleme
yontemi yapilarak elde edilen diferansiyel puls voltamogramlart (DPV)

goriilmektedir.

0.45x10°°

0.35x1075+

0.25x10°%

ilA

0.15x10°%

0.05x10°°

-0.05x10° " P —— e — — S S — "
0 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150 0.175 0.200 0.225

E/V

Sekil 3.23. Kan serumunda standart ekleme yontemiyle elde edilen diferansiyel puls
voltamogramlart a)Dopamin eklenmemis kan 6rnegi, b) 0,1 pM, ¢) 0,5 uM, d) 1uM, e)
1,5 uM ve f) 2 uM dopamin eklenmis

Kan Ornegi analizlerine ait kalibrasyon grafigi olusturulmus, tayin
sinirlart ve korelasyon katsayilari hesaplanmistir. Elde edilen veriler Cizelge

3.5’de goriilmektedir.

92



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 3.5. Kan 6rneginde KUE/EPPyNF elektrotlar kullanilarak yapilan dopamin analizine ait

kalibrasyon verileri

DA (uM) Kalibrasyon R’ Tayin Kan FT Toplam
denklemi sinirt ornegi (pH8.5)  hacim (mL)
@M)  (mL) (mL
0,5-2 [=2,13C+0,1389  0,9964 0,015 0,2 18 20

KUE/EPPyNF elektrotlar kullanilarak yapilan kan 6rnegi analizinde tayin
smirt 0,015 pM’dir. Elde edilen verilerden KUE/EPPyNF elektrotun kanda
dopamin tayini i¢in uygun bir sensor oldugu goriilmektedir.

[laglar ile yapilan analizlerde ampul formunda olan 6rneklerden derigimi
bilinen miktarlarda stok c¢ozeltiler hazirlanmigtir. Stok ¢dzeltilerden uygun
miktarlar alinarak dopamin tayini yapilan pH 8,5 FT ¢ozeltisine ilave edilmis ve
Olctimler alinmistir. Seyrelme faktorii géz Oniine alinarak belirlenen dopamin
miktarlarinin {iretici firmalarin bildirdigi degerlerle karsilastirildigi sonuclar
Cizelge 3.6’de verilmistir. Elde edilen sonuglarin iiretici firmalarin bildirdigi
sonuclarla uyumlu oldugu goriilmistir. Ucuz, tek kullanimlik, istenilen
boyutlarda hazirlanabilen ve kolay temin edilebilebilen kalem ucu elektrotlarin
nanofiber yapili polipirol ile modifiye edilmesi ile hazirlanan bu sensérlerin klinik

amagli dopamin tayininde kullanilabilecegi bu ¢alisma ile gosterilmistir.

Cizelge 3.6. KUE/EPPyNF elektrotlar kullanilarak yapilan ilag analizleri

flag ismi/Firma ismi Bildirilen miktar Tayin edilen % BSS
(mg/mL) miktar (n=3)
(mg/mL)
Dopmin/ORION 40 39,13 0,94
Dopamine/HOSPIRA 40 39,53 0,37
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3.3.9 KUE/EPPyNF elektrodun yeniden iiretilebilirligi ve kararlihg:

KUE/EPPyNF elektrodun yeniden iiretilebilirligini incelemek ig¢in ayni
kosullarda iiretilen 6 farkli elektrodun 2 uM dopamin i¢in verdigi pik akimi
degerleri karsilastirilarak yeniden {retilebilirligi incelenmistir. Pik akimi
siddetlerinin bagil standart sapmas1 % 2,32’dir.

Elektrotlarin kararlilig1 ile ilgili caligmada ise ayni kosullarda iiretilen
elektrotlarla belirli zaman araliklarinda dl¢iimler alinmig ve elektrotlarin yaklasik

30 giin boyunca kararliliklarini yitirmedikleri goriilmiistiir.

94



@) ANADOLU UNIVERSITESI

4. SONUCLAR

Tez calismasinin ilk asamasinda polipiroliin askorbik asit tayininde
potansiyometrik dedektdr olarak kullanimi aragtirilmigtir.  Polipirol  filmi
elektrokimyasal olarak Pt elektrot yiizeyinde sentezlenmistir. Hazirlanan polimer
filmi literatiirde ilk defa iyon kromatografisi sistemi icin potansiyometrik
dedektér olarak kullanilmigtir.  Polipirol filminin sentezinde ve iyon
kromatografisi uygulamasinda askorbik asite kars1 performansinin artirilmasi igin
etkin olan parametreler belirlenmistir.

Askorbik asit tayininde kullanilan polipirol filminin elektrokimyasal
sentezi i¢in en uygun kosullarin; 0,10 M LiClO4 ve 25 mM pirol igeren sulu
¢ozeltide -0,50 V ile 0,90 V gerilim araliginda 100 mV/s tarama hizinda 7 dongii
oldugu belirlenmistir (Boliim 3.1.2).

Iyon kromatografisi sisteminde askorbik asit igin iyi bir ayirma Dionex
marka IonPac AS11-HC analitik kolon ve ASRS supresor varliginda, 1,25 mM
NaOH ¢ozeltisinin eluent olarak kullanildigi ve eluent akis hizinm 1,5 mLdk™
oldugu kosullarda saglanmistir. Polipiroliin potansiyometrik dedektér olarak
kullanildig1 bu sistemde askorbik asite ait alikonma zamaninin 2,1 dk. oldugu
gbzlenmistir (Boliim 3.1.5).

Elektrokimyasal polimerizasyon ve kromatografik kosullar belirlendikten
sonra farkli derisimlerdeki askorbik asit standartlari ile bir kalibrasyon grafigi
¢izilmistir. Polipirol potansiyometrik dedektoriin askorbik asite 1,10°-1,10% M
derisim araliginda 0.9982 korelasyon katsayisi ile dogrusal olarak cevap verdigi
gbzlemlenmistir. Ayrica polimerin 30 giin boyunca kararli oldugu ve askorbik
asite kars1 performansinin degismedigi belirlenmistir. Bu dedektorle askorbik asit
i¢in tayin siur1 7,3 10° M’dir (BSliim 3.1.5).

Polipiroliin askorbik asite karst segiciligi ortamda bulunabilecek farkli
iyonlar varliginda incelenmistir. Askorbik asit tayininde anyon degistirici 6zellige
sahip kolon kullanildigindan katyonlara ait pikler gézlenmemistir. Katyonlarin
disinda askorbik asit tayininde polipirol potansiyometrik dedektor ile F~, CI', NOy

ve Br” iyonlar1 da incelenmis ve bunlara ait pikler de gézlenmistir. Bu iyonlara ait
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alikonma zamanlarinin askorbik asitin alikonma zamanindan farkli olmas1 girisim
etkisinin olmadigim1  gostermistir. Hazirlanan  polipirol  potansiyometrik
dedektoriin analitik amach uygulanabilirligi gostermek icin bazi ticari ilag
orneklerinde askorbik asit tayini yapilmistir (Bolim 3.1.6). Elde edilen
sonuglarin; iletkenlik dedektdrlii iyon kromatografisi ve iiretici firmalarin verdigi
sonuglar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Polimer filmin askorbat iyonuna karsi
duyarliligi polimerin elektrokimyasal sentezi sirasinda pozitif katkilanmasindan
kaynaklanmaktadir. Perklorat iyonlarinin karst iyon olarak kullanildigi bu
calismada sentezlenen polipirol anyon degisim Ozelligine sahiptir. Katki
maddesinin 6zelliklerine gore elde edilen polimer anyon veya katyon degistirici
ozellik gostermektedir. Bu ¢alismada, piroliin elektropolimerizasyonu esnasinda
polimerin yapisinda karst iyon olarak bulunan perklorat anyonlar ile analiz
ortamindaki askorbat iyonlarinin yerdegistirmesi ile kromatogramda askorbik
asite ait pik goriilmektedir. Benzer sekilde anyon degistirici 6zellige sahip olan
polipirol filminin bazi inorganik anyonlara (F', CI, NO," ve Br ) da aym
yerdegistirme mekanizmasi ile cevap verdigi ancak bu iyonlara ait piklerin
askorbik asit piklerinden farkli alikonma zamanlarina sahip olduklar
gozlemlenmistir. Derisik 1ilag oOrnekleri ile yapilan analizlerde polipirol
potansiyometrik dedektdriin diger inorganik ve organik anyonlara cevap
vermemesi bu dedektoriin rutin analizlerde girisim etkileri olmaksizin basariyla
kullanilabilecegini gostermektedir.

Polipiroliin iyon kromatografisi icin potansiyometrik dedektor olarak
kullanim1 ve dedektoriin askorbik asit tayininde uygulamasi literatiirde ilk
defa bu calisma ile gerceklestirilmistir. Sentez kolayligi, kararliligi, ucuz
olmasi, elektrot yiizeyinin kolaylikla temizlenebilme 6zelligi ile polipirol elektrot
askorbik asit i¢cin oldukca duyarl alternatif bir dedektdr malzemesidir. Bu ¢alisma
sonucu elde edilen veriler SCI kapsaminda saygiligr yiiksek olan “Biosensors
and Bioelectronics” dergisinde yaymlanmistir (Sahin ve ark. 2009).

Tez ¢aligmasimin ikinci asamasinda nanofiber yapili polipiroliin
parasetamol tayininde kullanimi arastirilmistir. Parasetamol tayini diferansiyel
puls voltametri (DPV) yontemi ile yapilmistir. Calisma elektrodu olarak kalem
ucu elektrotlar kullanilmigtir. Nanofiber yapili polipirol elektrotlar 0,10 M
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LiClOq4, 0,10 M Na,COs ve 0,10 M pirol iceren sulu ¢dzeltide 0,0 V ile 0,80 V
gerilim araliinda 100 mV/s tarama hizinda 10 dongiilii elektropolimerlesme ile
hazirlanmistir.  Polipirole ait olan ve analit sinyalinin godzlenmesini
engelleyebilecek yiikseltgenme pik akim degerlerini minimuma indirgemek i¢in
polipirol filmine asir1 yiikseltgeme islemi uygulanmistir. Asir1 yiikseltgenmis
nanofiber yapili polipirol ile modifiye edilmis kalem wucu elektrotlarin
parasetamole karst davramisi DPV yontemiyle incelendiginde, bu elektrotlarin
parasetamole karsi performanslarinin polipirol modifiye edilmemis ¢iplak kalem
ucu elektrotlara gore 5 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (Bolim 3.2.2).
Nanofiber yapili polipirol parasetamoliin yiikseltgenmesinde elektrokatalitik etki
gostermistir. Nanofiberler elektrot ylizey alaninin genislemesine ve elektron
aktariminin hizlanmasina neden olmustur. Modifiye elektrotlarin parasetamole
kars1 cevabma cozeltinin pH etkisi farkli fosfat tamponlarinda incelendiginde;
pH=6"dan daha yiiksek ve daha diisiik pH degerlerine gidildik¢e parasetamole ait
pik akimin siddetinde azalma gozlenmistir. Dolayisiyla en uygun pH degerinin
pH=6 olduguna karar verilmistir (Bolim 3.2.3). pH=6 fosfat tamponunda asir1
yiikseltgenmis nanofiber yapili polipirol elektrotlar kullanilarak olusturulan
parasetamole ait kalibrasyon grafiginde bu elektrotlarin parasetamole karsi
dogrusal olarak calistigi iki aralik belirlenmistir. Birinci bolge daha seyreltik
cozeltiler i¢in 1 uM’dan 0,15 mM’a kadar 0,992 korelasyon katsayisi, ikinci bolge
ise daha derisik ¢ozeltiler icin, 1-5 mM araliginda 0,996 korelasyon katsayist ile
dogrusallik gostermektedir. Analit derisimi artttkca modifiye elektrodun
hassasiyeti azalmaktadir. Bu elektrotlar ile parasetamol i¢in yapilan analizler
sonucu tayin smirt (30) 3,9x107 M olarak belirlenmistir (BSlim 3.2.4).
Parasetamoliin elektrokimyasal davranist bazi girisim yapabilecek tiirlerin
varliginda, bu elektrotlarin parasetamole karsi verdigi cevabin girisim yapan
tirlerden c¢ok fazla etkilenmedigi goézlenmistir (Cizelge 3.2). Nanofiber yapili
polipirol elektrotlarin analitik uygulamasi parasetamol iceren ilag Ornekleri ile
yapilmistir. Elde edilen sonuglar HPLC yonteminden elde edilen veriler ve ticari
firmalarin bildirdigi sonuglar ile uyumlu oldugu goriilmistiir (Cizelge 3.3). Bu
sonuclar dogrultusunda elektrotlarin ilag Orneklerinin analizlerinde basariyla

kullanilabilecegi gosterilmistir. Elektrokimyasal parsetamol tayinine yonelik
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yapilan bu caligmada kalem ucu elektrotlar kullanilmistir. Kalem ucu elektrodun
tek  kullanimlik, diisiik maliyetli, modifikasyon, minyatiirlestirme ve
yenilenmesinin kolay olmasi1 gibi o6zellikleri nedeniyle diger elektrot
malzemelerine gore son derece avantajlidir. Ayrica kalem ucu elektrotun aktif
ylizey alaninin daha fazla olmasi daha diisiik derisimlerde ve/veya hacimdeki
analitlerin tayinini kolaylastirmaktadir. Kalem ucu elektrodun ucuz ve tek
kullanimlik olmasi aym1 anda pek cok modifiye elektrodun hazirlanmasin
saglamigtir. Elektroanalitiksel yontemlerde c¢alisma elektrodunun temizligi
oldukca onemlidir. Platin, altin, cams1 karbon gibi elektrot malzemelerinin fiyati
ve temizlik siiresi g6z oniline alindiginda kalem ucu elektrotlarin tek kullanimlik
olmasi ve ¢aligma siiresinin kisa olmasi agisindan da biiyiik avantaj saglamistir.
Tez calismasinin son asamasinda nanofiber yapili polipirol ile modifiye
edilmis kalem ucu elektrotlar dopamin tayininde kullanilmistir (Bolim 3.3)
Nanofiber yapili polipirol elektrotlar 0,10 M LiClOq4, 0,10 M Na,COs ve 0,10 M
pirol iceren sulu ¢ozeltide 0,0 V ile 0,80 V arasinda 100 mV/s tarama hizinda 10
dongiilii elektropolimerlesme ile hazirlanmistir. Hazirlanan polipirol elektrotlara
0,1 M H3POy ¢ozeltisinde -0,3 V ile +1,8 V gerilim araliginda 50 mV/s tarama
hiziyla 5 dongiili elektrokimyasal on islem uygulanmistir. Elektrokimyasal 6n
islem; elektroaktif olan polipirol filminin genis indirgenme ve yiikseltgenme
pikinin analite molekiiliine ait sinyali kapatmasin1 engellemek amaciyla
uygulanmistir  (Sekil 3.13). Elektrokimyasal ©n islem yapilmig polipirol
elektrotlarin dopamine karst cevabi1 askorbik asit ve iirik asit varliginda
incelenmistir. Dopamin davramisinin bu molekiiller varlifinda incelenmesinin
nedeni modifiye edilmemis ¢iplak elektrotlar ile yapilan ¢aligmalarda askorbik
asit, lirik asit ve dopamine ait ylikseltgenme piklerinin iist liste ¢akigmasidir.
Ancak yapilan bu calismada bu {i¢ molekiile ait piklerin birbirinden ayrildigi
gorlilmiistiir (Sekil 3.15). Ayrica elektrokimyasal 6n islem gormiis polipirol
elektrotlarin dopamine askorbik asit ve {iirik asite gore daha iyi cevap verdigi
gozlemlenmistir. Burada elektrodun askorbik asit ve lirik asite daha az cevap
vermesinin nedeninin elektrokimyasal 6n islem sirasinda elektrot ylizeyinde
olusan negatif yiikli oksijen igeren gruplar ile askorbik asit ve {irik asit

molekiilleri arasindaki elektrostatik itmelerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

98



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Bu sonuglar diisiik derisimli dopaminin yiiksek derisimli iirik asit ve askorbik asit
varliginda bile analizinin yapilabilecegini gostermistir.

Askorbik asit ve iirik asit varliginda dopamine cevap verdigi ve pik
ayrimlariin gergeklestigi gozlenen elektrotlara uygulanacak elektrokimyasal 6n
islem basamaginda optimum gerilim araliginin (Boliim 3.3.2) ve dongii sayisinin
(Bolim 3.3.3) belirlenmesi icin ¢alismalar yapilmistir. Yapilan deneyler
sonucunda elektrokimyasal 6n islem basamagi i¢in optimum gerilim araliginin -
0,3 Vile +1,8 V araliginda ve optimum dongii sayisinin ise 5 oldugu saptanmustir.
Daha sonra ise 6l¢iim ¢ozeltisinin pH’ nin etkisi incelenerek optimum pH degeri
belirlenmistir. Urik asit ve askorbik asit varliginda dopamin i¢in elde edilen en
yiiksek pik akimi degeri pH=8,5 fosfat tamponunda elde edilmistir (Sekil 3.18).
Yapilan deneylerde elektrodun voltametrik cevabinin elektodun Glgiim
cozeltisinde Dbekletilmesiyle arttigi  gozlemlenmistir. Optimum adsorpsiyon
siiresinin belirlenmesi i¢in yapilan caligmalarda 120 saniyeye kadar elektrodun
verdigi cevabin arttigi ve 120 saniyeden sonra sabit kaldigi gozlenmistir. Bu
nedenle en uygun adsorpsiyon siiresinin 120 saniye olduguna karar verilmistir
(Sekil 3.19). Elektrokimyasal 6n islem gormiis nanofiber yapili polipirol
elektrotlarla pH=8.5 fosfat tamponunda askorbik asit ve iirik asit varliginda (Sekil
3.20) ve yoklugunda (Sekil 3.21) dopamine ait kalibrasyon grafikleri
olusturulmustur. Burada askorbik asit ve {irik asit varliginda kalibrasyon
dogrusunun egiminin daha yiiksek ve tayin sinirmin daha disiik oldugu
gozlenmistir. Bu grafikte elektrotlarin dopamin derisimine karsi dogrusal olarak
calistig1 iki bolge gozlenmistir. Birinci bolge 0,05 uM’dan 2,5 uM’a kadar 0,9953
korelasyon katsayisi ile dogrusallik gosterirken ikinci bolgede S uM’dan 10 uM’a
kadar 0,9912 korelasyon katsayisi ile dogrusallik gézlenmistir. Hazirlanan bu
elektrotlar ile dopamin tayin smirinin 0,01 uM oldugu belirlenmistir. Nanofiber
yapili polipirol elektrot ile girisim yapan tiirlerin varliginda dopamin tayini
yapilmis ve bu elektrotlarin girisim yapan tiirlerin varligindan c¢ok fazla
etkilenmedigi gozlenmistir (Cizelge 3.4). Kalem wucu elektrodun modifiye
edilmesiyle hazirlanan bu elektrotlarin analitik uygulamasi kan serumunda ve bazi
ilag Orneklerinde dopamin tayinin yapilmasi ile gergeklestirilmistir. Kan

serumunda dopamin tayinine yonelik c¢alismada standart ekleme yontemi
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kullanilmigtir (Sekil 3.23). Bu yontemde, kan oOrne8ine artan derisimlerde
dopamin standartlar1 eklenerek bir kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Kan
orneginde elektrodun 0,5-2 uM derisim araliginda 0,9964 korelasyon katsayisi ile
dogrusal olarak calistigi gozlemlenmistir. Yapilan analizlerde dopamin tayin
smirinin 0,015 uM oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.5). Elde edilen sonuglar
nanofiber yapili polipiroliin kan 6rneklerinde dopamin tayininde iyi bir sensor
olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Nanofiber yapili polipirol elektrotlar ile
yapilan bir diger analitik uygulama ise bazi ila¢ 6rneklerindeki dopamin tayini
olmustur. Dopamin igeren ilag 6rneklerinin analizlerinden elde edilen sonuglarin
tretici firmalarinin bildirdigi degerlerle uyumlu oldugu goézlenmistir. Gergek
orneklerle yapilan bu analizler polipirol nanofiber modifiye kalem ucu elektrodun
dopamin tayininde biyosensor olarak kullanilabilecegini gostermistir. Parasetamol
tayinine yonelik calismada oldugu gibi bu c¢alismada da kalem ucu elektrotlar
kullanilmig ve kalem ucu elektrotlarin kullanim avantajlarindan yararlanilmastir.
Ucuz, heryerde bulunabilen, istenilen boyutta hazirlanabilen, kararli ve
tekrarlanabilir sonuglar verebilen kalem ucu elektrotlar sensor uygulamalari igin
uygun malzemelerdir. Ozellikle klinik amacli analizlerde yontemin karmasik
olmamasi, girisim etkisinin gézlenmemesi ve analiz maliyetinin diisiikk olmasi
istenir. Nanofiber yapili polipirol ile modifiye edilmis kalem ucu -elektrot
kullanilarak yapilan bu ¢alisma ile dopaminin klinik amagh teshisine hizli, kesin

ve ucuz bir yaklagim getirilmistir.
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5. GENEL DEGERLENDIRME VE ONERILER

Tez ¢alismasinin ilk agsamasinda, polipirol esasli el yapimi potansiyometrik
dedektoriin iyon kromatografisi sisteminde askorbik asit tayininde kullanimi
arastirilmistir. Monomer derisimi, elektropolimerizasyon dongii sayisi, eluent
derisimi, eluent akis hiz1 gibi parametrelerin askorbik asit tayini iizerine yapmis
olduklar1 etkiler incelenmis ve uygun kosullar belirlenmistir. Bu dedektor ile bazi
ilag orneklerinde yapilan askorbik asit tayinleri, polipirol potansiyometrik
dedektoriin askorbik asitin hizli ve kesin tayinine imkan veren alternatif bir
dedektdor malzemesi oldugunu gostermistir. El yapimi olan bu dedektorde
kullanilan elektrodun kolay hazirlanmasi, temizlenmesi ve kararli olmasi gibi
ozellikleri ilag kalite kontrol laboratuvarlarinda kullanimi agisindan umut
vadetmektedir. Caligmanin bundan sonraki asamasinda polipirol esash
potansiyometrik dedektoriin idrar ve kan Orneklerinde askorbik asit tayinine
yonelik uygulamalari arastirilabilir.

Nanofiber yapilt polipiroliin  parasetamol tayininde kullaniminin
arastirilmast tez calismasmin ikinci asamasini olusturmaktadir. Parasetamol.
kromatografi, spektroskopi, kapiler -elektroforez gibi enstrumental analiz
yontemleri ile tayin edilmektedir. Parasetamoliin elektroaktif bir madde olmasi bu
maddenin elektroanalitiksel tayinine de imkan vermektedir. Elektroanalitiksel
yontemler diger yontemlerle karsilagtirildiginda analiz siiresinin kisa olmasi, ucuz
olmast ve O6rnegin dogrudan analizine imkan vermesi gibi avantajlara sahiptir.
Ancak parasetamoliin elektroanalitiksel tayininde karsilagilan en biiyiik problem
parasetamoliin yiikseltgenmesi sonucu olusan iiriinlerin polimerleserek elektrot
ylizeyini kirletmesidir. Bu da analiz sirasinda elektrot yiizeyinin her defasinda
temizlenmesini gerektirmekte ve analiz siiresini uzatmaktadir. Bu sorun tek
kullanimlik kalem ucu elektrot kullanimi ile asilmistir. Kalem ucu elektrotlarin
ucuz ve kolay bulunabilir malzemeler olmalar1 ayn1 anda birden fazla modifiye
elektrot hazirlanmasin1 saglamistir. Ayrica bu elektrotlar kolay modifiye
edilebilme ve istenilen boyutlarda minyatiirize edilebilme gibi iistiin 6zelliklere
sahiptir. Nanofiber yapili polipirol ile modifiye edilmis kalem ucu elektrotlar

kullanilarak parasetamol tayini yapilan bu ¢alismada, polimerin parasetamole ait
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pik akiminda 5 kathik bir artisa neden oldugunu dolayisiyla modifikasyon
isleminin basarili oldugunu goéstermistir. Bazi ticari ila¢ Orneklerinde yapilan
parasetamol tayinlerinden elde edilen sonucglarin bu elektrotlarin sensor
uygulamalari i¢in uygun malzemeler oldugunu gostermistir. Grubumuzca yapilan
calismalarda da molekiil baskilanmis kalem ucu elektrot (Ozcan, 2007) ve
elektrokimyasal on islem uygulanan kalem ucu elektrodun (Ozcan, 2011)
parasetamol tayininde sensor olarak kullanilabilecegi ispatlanmistir. Calismanin
bundan sonraki asamasinda nanofiber yapili polipirol ile modifiye edilmis kalem
ucu elektrotlarin kan ve idrar 6rneklerinde parasetamol tayinine yonelik kullanimi
arastirilabilir.

Calismanin {iclincli asamasinda ise nanofiber yapili polipirol filminin
dopamin tayininde sensor olarak kullanimi arastirilmistir. Dopaminin elektrotaktif
bir madde olmasi elektroanalitiksel yOntemlerle tayinine imkan vermektedir.
Ancak elektroanalitiksel tayinde karsilagilan bazi problemler dopaminin bu
yontemle tayinini giiglestirmektedir. Dopaminin yiikseltgenmesi sonucu olusan
polimerik yapinin elektrot yiizeyini kirletmesi, dopamin derisiminin kan ve
idrarda c¢ok diisiik olmas1 ve biyolojik sivilarda yer alan iirik asit ve askorbik asit
gibi elektroaktif maddelerin yiikseltgenme piklerinin dopamin yiikseltgenme piki
ile c¢akismast dopaminin elektroanalitiksel yontemle tayininde karsilasilan
giicliiklerdir. Yapilan bu ¢alismada, askorbik asit ve iirik asit varliginda dopamin
tayinine yonelik sensor gelistirilmistir. Nanofiber yapili polipirol elektrotlarin
dopamine askorbik asit ve iirik asite gore daha secici davrandigi gozlemlenmistir.
Ayrica tek kullanimlik kalem ucu elektrotlar kullanilarak yapilan bu ¢alismada,
dopaminin ve diger maddelerin yiikseltgenmesinden kaynaklanan elektrot
kirliliginin temizlenmesi basmagi da ortadan kaldirilmistir. Bu calisma ile
dopaminin elektrokimyasal tayininde karsilasilan problemlere nanofiber yapili
polipirol ile modifiye edilmis kalem wucu elektrotlar kullanilarak ¢6ziim
getirilmistir. Hazirlanan bu elektrotlar ile kan serumunda ve bazi ilag drneklerinde
yapilan dopamin tayinleri bu elektrotlarin dopaminin klinik amagli tayininde
kullanilabilecek uygun bir sensér oldugunu goéstermistir. Grubumuzca yapilan
calismalar da elektrokimyasal on islem uygulanmis kalem ucu elektrodun

dopamin tayininde kullanilacak uygun bir sensér oldugunu géstermistir (Ozcan,
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2009). Calismanin bundan sonraki asamasinda viicut sivilarinda bulunan ve
dopamin ile benzer 6zelliklere sahip ancak dopamin tayinini giiclestiren efinefrin,

norefinefrin ve serotonin gibi maddelerin dopamin tayinine etkisi incelenebilir.
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