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OZET

ORGANIK- INORGANIK HIBRIiT iLETKEN POLIMERIN SENTEZI,
ELEKTROKROMIK VE BiYOSENSOR UYGULAMALARI

Bu calismada ditiyofosfat ve ferrosen igeren elektroaktif hibrit monomer 4-(2,5-
di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1yl)amido ferrosenil ditiyofosfanat (RF-Fc)

sentezlenmistir.

'H NMR, FTIR ve déniisiimlii voltametri kullanilarak monomerin karakterizasyonu
yapilmistir. (RF-Fc) ile 3,4-etilendioksitiyofen monomeri farkli oranlarda
karigtirtlarak iletken kopolimerler elde edilmis, sentezlenen iletken kopolimerlerin
ozellikleri spektroelektrokimyasal ve kinetik ¢alismalarla aragtirilmis ve kopolimer

reaktivite oranlar1 belirlenmistir.

Sentezlenen maddenin ferrosen igermesi biyosensdr icin iletici sistem olabilir
diisiincesini dogurmus ve c¢alismanin ikinci kisminda maddenin biyosensor

ozellikleri incelenmistir.

Biyosensor calismalar1 i¢in belli oranda (RF-Fc) ve 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-
piroll-1-yl)anilin (RF) maddesi doniisiimlii voltametri ile grafit elektrot yiizeyinde
kopolimerlestirilmistir. Kopolimer ile modifiye edilen yiizeye Glukoz Oksidaz
enzimi immobilize edilerek enzimatik biyosensor hazirlanmigtir. Biyosensdriin
hazirlama ve calisma kosullar1 optimize edilerek analitik karakterizasyonlari

gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: iletken polimerler, elektrokromik 6zellikler, kopolimerizasyon,
biyosensor, Glukoz Oksidaz

xiii



SUMMARY

SYNTHESIS OF ORGANIC-INORGANIC HYBRID CONDUCTING
POLYMERS, ELECTROCHROMIC AND BIOSENSOR APPLICATIONS

We report the synthesis and the characterization of the first electroactive ferrocenyl
dithiophosphonate functionalized inorganic-organic hybrid conductive polymer.
Monomer was characterized by Nuclear Magnetic Resonance 'H (NMR), Fourier

Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy and Cyclic Voltammetry (CV).

(RF-Fc) were mixed in different proportions with 3,4-ethylenedioxythiophene
(EDOT)  monomer  then  synthesized  conducting  copolymer  and
spectroelectrochemical and kinetic studies investigated conductive properties of the

polymer and copolymer reactivity ratios were determined.

Synthesized monomer contains ferrocene and this can be transducer for biosensor
system so the second part of the study material’s biosensor properties were

investigated.

For the biosensor investigations, copolymerization of (RF-Fc) and 4 - (2,5-di
(thiophen-2-yl)-1H-Pirol-1-yl) aniline (RF) with cyclic voltammetry on the graphite
electrode surface. Glucose oxidase enzyme was immobilized to the surface of
copolymer modified and enzymatic biosensor was prepared. Biosensor preparation
and working conditions were optimized and analytical characterizations was carried

out.

Key Words: conducting polymers, electrochromic properties, copolymerization,

biosensors, Glucose Oxidase
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1. GIRIS

Makromolekiil olarak da bilinen polimerler, monomer denen ¢ok sayida basit birimin
birbirine eklenmesiyle olusan uzun zincirli molekiillerdir. Polimerler, ilk
kullanimlarindan bu yana metallerin aksine elektriksel yalitkanlig1 iyi maddeler olarak
bilinirler. Bu o6zelliklerinden dolay1 elektriksel yalitkanligin arandigi, kablolarin
kiliflanmas1 gibi alanlarda 6nemli kullanim yerleri bulmuslardir. Kolay islenmeleri,
esneklikleri, estetik goriintiileri, hafiflikleri ve kimyasal agidan inert olmalar1 diger

bazi Ustiin 6zellikleridir.

Metallerin  elektriksel iletkenlik ve mekaniksel 6zelliklerini, polimerlerin
ozellikleriyle birlestirerek bir tek malzemede toplayabilmek her zaman ilgi ¢eken bir
arastirma noktast olmustur. 1970’ lerden Once sentetik polimerler, elektrik
malzemelerinde yalitici olarak kullanilirken 1970’lerin sonlarina gelindiginde Alan
MacDiarmid, Alan Heeger ve Hideki Shirakawa tarafindan poliasetilenin yiiksek
elektriksel iletkenlik gosterdigi kesfedilmistir. Bu kesif ile iletken polimer
caligmalarina ilgi artmis, polianilin, polipirol, politiyofen gibi bircok iletken polimer
kimyasal ve elektrokimyasal yoOntemle sentezlenmis ve iletkenik mekanizmalari

aydimlatilmistir.

Iletken polimerler elektriksel, elektronik ve optik &zellikleri agisindan metallere
benzeyen, sahip olduklar1 esneklik, dayaniklilik, islenebilirlik ve mekanik 6zellikleri
nedeniyle polimerik 6zellik gdsteren sentetik metallerdir. Enerji depolama, polimer
fotovoltaikler, elektrokromik aletler, goriintii teknolojileri, kontrollii salinim
sistemleri, biyomedikal teknolojiler ve biyosensor uygulamalart gibi farkli bir¢cok
yerde kullanim alanina sahiptir. Bu kullanim alanlarim1 gelistirmek ya da yeni
kullanim alanlar1 agmak amaciyla farkli Ozelliklere sahip maddelerle iletken
polimerler birlestirilerek yeni hibrit malzemeler olusturulabilmektedir. Birbirinden
cok farkli 6zelliklere sahip iki yapi tasinin birlestirilmesiyle olusturulan inorganik-
organik hibrit polimerik malzemeler iizerine ¢ok farkli bilim dallarinda arastirmalar

yapilmaktadir. Organik polimerik yapiya inorganik bilesenlerin dahil edilmesiyle



olusturulan bu hibrit malzemeler {lizerinde 6zellikle organik sentez, kataliz, elektronik

gibi alanlarda teknolojik uygulamalar i¢in arastirmalar yapilmaktadir [1-2]

Bu ¢alismada polimerlesebilir {inite ile inorganik redoks aktif grubun etkin ve kolay
bir bi¢cimde birlestirilmesi esas alinarak monomer tasarimi yapilmistir. Literatiirde
benzer tiirevi bulunmayan tiyofen gibi kimyasal ve elektrokimyasal yollar ile
polimerlestirilen grup ile inorganik ferrosenil ditiyofosfanat fonksiyonlandirilmis
hibrit monomer ve polimer sentezlenmistir. Polimerin elektrokimyasal

karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Calisgmanin ikinci kisminda sentezlenen monomerin biyosensdr olma kapasitesi
incelenmistir. Biyosensorler, temel olarak iki kisimdan olusan Ol¢lim aletleridir.
Biyoreseptor ve fizikokimyasal ¢evirici (transducer) olarak tanimlanan bu kisimlardan
biyoreseptor, analit ile spesifik biyokimyasal etkilesimlere dayanan tanima
mekanizmasi sunar. Cevirici ise biyokimyasal reaksiyon sonucu olusan hedef
molekiiller ile fizikokimyasal etkilesimlere girerek takip edilebilen, kaydedilebilen

veya bilgi veren elektronik sinyaller olusturur.

Elektrokimyasal doniisiime dayali bir biyosensoriin fizikokimyasal reaksiyonlarin
gerceklestigi cevirici kisim, genellikle tantyici biyomolekiiliin immobilize edildigi bir
polimer ile hazirlanir. Bu polimer, elektrokimyasal yiikseltgenme/indirgenme
reaksiyonlarinin olustugu ve elektron transfer mekanizmalarinin yer aldigi iletken

ozellikte bir polimer olmalidir.

Ditiyofosfanat iceren maddenin (RF-Fc) ferrosen gibi katalitik redoks ozelligi
gosteren bir mediator igeriyor olmasi biyosensoér uygulamasi i¢in avantaj teskil etmis
olsada, biyoreseptoriin elektrot yiizeyine kovalent immobilizasyonu i¢in primer amin
(-NH,) fonksiyonelligine sahip grup icermiyor olmasi dezavantaj olusturmustur.
Fonksiyonel primer amin grubuna sahip olan RF maddesi ile RF-Fc maddesi grafit
elektrot yiizeyinde kopolimerlestirilerek dezavantaj ortadan kaldirilmistir. Kopolimere
glukoz oksidaz enzimi immobilize edilerek polimerin glukoz sensdriinde ¢evirici

eleman olarak uygulanabilirligi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Tletken Polimerlerin Tarihcesi

fletken polimerlerde yapilan ilk arastirmalar, Pohl, Katon ve ¢alisma arkadaslarmnm ilk
olarak yari iletken polimerlerin sentezini ve karekterizasyonunu gerceklestirdigi 1960’1
yillara dayanmaktadir. Ilging elektriksel &zellikler gdsteren polimerik malzeme
polisiilfiirnitritin, (SN)x, yiiksek iletkenliginin kesfi iletken polimer arastirmalaria ilgiyi

de beraberinde getirmistir [3].

Poliasetilen, uzun yillardir iletken olmadig1 bilinen ve normalde siyah toz halinde bir
polimerdir. H. Shirakawa, Ziegler-Natta katalizorii kullanarak metalik goriintiide

ancak yeterince iletken olmayan giimiis renginde poliasetilen filmler hazirlamistir [4].

[letken polimerlerin modern olarak gelistirilmesi 1977 yilinda Amerikali bilim adamlari
Heeger ve McDiarmid ile onlarin Japon meslektasi Shirakawa’nin halojenler ile yapilan
katkilamanin zincir-benzeri poliasetilene (PA) metalik 6zellikler kazandirip bunun
yaninda bakir rengi film olusumuna neden oldugunu kesfetmesiyle baslamistir [S]. 1977
yilinda H. Shirakawa, A.J. Hegeer ve A.G. MacDiarmid sozii edilen poliasetilen
filmlerin iyot, flor veya klor buharlarina tutularak yiikseltgendiginde, iletkenligin 109
kat artarak 105 S/m diizeyine ¢iktigini gdzlemislerdir [6]. Bu deger, yalitkan karakterli
teflonun iletkenligi olan 10-18 S/cm den ¢ok yiiksektir ve giimiis, bakir gibi
metallerinin iletkenligi olan 106 S/cm diizeyine yakindir. Shirakawa, Hegeer ve

MacDiarmid bu ¢aligmalarindan dolay1 2000 y1l1 Kimya Nobel ddiiliinti almiglardir.

Son yirmi yilda poliasetilenden daha iyi 6zellikleri olan yeni maddeler elde etmek
iimidiyle polipirol, polianilin, politiyofen, polifuran, gibi ¢cok sayida iletken polimer

yapilart gelistirilmistir [7].

fletken polimerlerin kesfini takip eden yillarda yapilan ¢alismalarda iletken polimer
iskeleti olusturan konjuge m-sistemlerinin iletkenlik tizerindeki etkileri incelenmistir.

Yalitkan-metalik form dontistimlerinde katkilamanin rolii elektronik band teorisinden



yararlanilarak polaron, bipolaron ve soliton gibi kavramlarin anlasilmasi ile agikliga

kavusturulmustur [8].

2.2 iletken Polimerlerin Yapisi

fletken polimer kavrami, kendi orgiisii icerisindeki elektronlarla yeterli diizeyde
elektriksel iletkenligi saglayan polimerler i¢in kullanilir [9]. C-C tek bagina sahip
yapida, sp> hibritlesmesi yapan karbon atomunun degerlik elektronlar, dort hibrit
orbitaline yerlesir, bu yapilar yalitkandirlar. Ciinkii C-C bagindaki elektronlar
uyarmak oldukca yiiksek enerji gerektirir ve bu bilesikler genis band aralifina
sahiptirler [10]. Oysa sp® ve sp hibritlesmesinin goriildiigii bilesiklerde, hibrit
orbitallerinden bagka hibritlesmeye katilmayan elektron igeren p orbitalleri de
bulunur. Uzun konjugasyona sahip polimerlerde p orbitallerinin diisey Ortiismesiyle
7 baglar1 meydana gelir ve boylelikle metalik iletkenlik saglanir. Iletken bir polimerin
temel 6zelligi polimerin omurgasi (ana zincir) boyunca konjuge (ardigik siralanmis)
cift baglarin olmasidir. Konjuge yapiya sahip bazi iletken polimerler, doping

maddeleri ve iletkenlikleri Tablo 2. 1 de gosterilmistir [11].

Tablo 2.1: iletken Polimerlerin iletkenlik Degerleri ve Yapilart

. Doping 1 1
Polimer Yapi . Q em-
ap Maddesi
'E'; I,, Br,, Li, Na
L X L 2, By, L1,
Poliasetilen P \C/ AsFs 10000
H |n
|
Polipirol N BF,, CIO," 500-7500
S BF,;, ClO, 1000
Politiyofen
\ /)
Polifuran o) BF,", ClO," 100
\ /|




Konjugasyonda, karbon atomlar1 arasindaki baglar birbiri ardi sira degisen tek ve ¢ift
baglar seklinde dizilmislerdir. Her bir bag kuvvetli bir kimyasal bag olan “sigma” (o)
bag: igerir. laveten, her cift bagda daha zayif (% 30) ve daha az lokalize olmus bir

“p1” m bag1 vardir.

Konjiigasyon yiiksek diizeyde iletkenlik icin tek basina yeterli degildir. Konjuge
ciftbagli polimerlerin iletkenligi dop islemiyle arttirilir. Polimer yapisina elektronlar
verilerek ya da elektronlar alinarak polimer sirasiyla n-tipi ve p-tipi doplama
yapilabilir. Elektron almarak (yiikseltgenme) ile polimer yapisi iizerinde “bosluk”
olarak da adlandirilan arti yiiklii merkezler olusturularak polimerlerde iletkenlik
kavrami agiklanabilir. Art1 yiiklii bir bosluga baska bir yerden atlayan elektron, geldigi
yerde de art1 yiiklii bosluk olusturacaktir. Bu islemler ard arda zincir boyunca veya

zincirler arasinda yinelenerek elektrik iletilir [12].

2.3 iletkenlik Mekanizmasi ve Bant Teorisi

Iletkenlik &zelligi elektronlarin serbestce hareket etme oOzelligidir. Buna gore
elektronlar belli enerji diizeylerinde hareket ederler. Elektronlarin belli bir enerji
diizeyinde bulunabilmeleri i¢in belli bir enerjiye sahip olmalar1 gerekir. Birer
elektronu bulunan benzer iki atomun biraraya gelerek olusturdugu iki atomlu bir

bilesigin (Hy), bag yapmadan ve bag yaptiktan sonraki elektron diizeyleri sekil 2.1 de

gosterilmektedir.
. antibag iletkenlik
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Sekil 2.1 : Farkli biiytikliikteki molekiillerin olusumunda elektronlarin bulunduklari
enerji diizeyleri



Polimerlerde delokalize elektronlar tarafindan saglanan elektriksel iletkenlik
metallerde ve yan iletken sistemlerde oldugu gibi Band Teorisi ile agiklanir. Bu
teoriye gore organik maddeler yiiksek enerjili elektronlar ile iletkenlik band1 arasinda
genis enerji araligma sahip delokalize elektronlara sahiptirler ve bu nedenle
yalitkandirlar [13]. Bir metal atomunda, 6rnegin bir soy gaz atomunun aksine, valans
(degerlik) orbitalleri dolu degildir. Bu yiizden N molekiiler orbitalden olusan band
tamamen doldurulmayacaktir, fakat biitiin molekiiler orbitallerin enerji diizeylerinin
iistiinde bir diizey de bos olacaktir. Elektronlarin oldugu en yiiksek enerjili band ile
elektronlarin olmadigi en diisiik enerjili band arasindaki enerji bosluguna band gap
denir. Elektronlarin olmadigi en diisiikk enerji bandina iletkenlik bandi (LUMO),
elektronlarin oldugu en yiiksek enerji bandina da valans band denir (HOMO).
Metallerin iletkenligi kismen doldurulmus valans ya da iletim bandindan veya bant
araliginin sifir olmasindan kaynaklanmaktadir. iletkenlik mekanizmasinmn bant teorisiyle
aciklanmasi Sekil 2.2 de gosterilmektedir.

E E

Artan

eneri Genis bant gap Dar bant gap
YATLITKAN YARIILETKEN METAL

E Tletkenlik bandimn enerji seviyeleri

Valans bandinin enetji seviyeleri

Sekil 2.2 : Bant boglugunun iletkenlige etkisi

Bu sayede elektronlar, ¢ok zayif bir elektrik alan altinda bile kolayca yiiksek enerji
seviyesindeki elektronlar ve diisiik enerji seviyesindeki elektron bosluklar1 (holes) olarak
yeniden diizenlenirler. Bu durum, yiikiin hizli bir sekilde taginimi i¢in idealdir. Herhangi
bir pozisyondan makroskopik boyutta delokalize olmus iletim orbitaline enjekte edilen
elektron aymi orbitali eszamanli olarak bu orbitalin baska bir bdlgesinden terk

edebilmektedir.



2.4 iletken Polimerlerin Katkilanmasi (Doping)

Elektronlar polimer zinciri boyunca farkli bag uzunluklar1 ve yiik tasiyicilarinin

etkinliginden dolay1 polimer i¢inde ve polimer zinciri boyunca hareket edemezler.

Doping yapma islemi iletken polimerler hazirlamak i¢in konjuge m baglarina sahip
olan bir polimer uygun bir reaktif ile indirgemek veya yiikseltgemek ile
gerceklestirilir. Polimerlerde degerlik kabugundaki elektronlar ya yiikseltgen bir
reaktif ile koparilir ve degerlik kabugu pozitif hale getirilir ya da indirgen bir reaktif
ile bos iletkenlik bandina bir elektron verilebilir. Bu islemlerden yiikseltgenmeye
karsilik olan p- tiirii doping, indirgenmeye karsilik olan n- tiirii dopingtir. Doplama
amaciyla kullanilan kimyasal maddelere dopant ad1 verilir. Dopantlarin yapisi iletken
polimerlerin kararliliginda 6nemli rol oynar. Dop edici maddeler ve dopantlar ya
giiclii indirgen ya da giicli yiikseltgen maddelerdir. Bunlar kolaylikla iyonlar
olusturabilen inorganik tuzlar veya bilesikler, notral molekiiller, organik dopantlar ve

polimerik dopantlar olabilirler [14].

2.4.1 Kimyasal katkilama

Poliasetilen ilk kez Natta tarafindan 1963 yilinda Ziegler katalizorii kullanilarak
asetilenin polimerlestirilmesiyle siyah toz halinde elde edilmistir. Onceleri ¢ok fazla
onemsenmeyen bu polimerik malzeme Shirakawa’nin ayni katalizori kullanarak ince
bir film elde etmesiyle 6nem kazanmistir [15]. Bu arastirmacilar PA filminin I, ve
AsFs ile katkilandirilmasiyla iletkenliginin 10 kat arttigin1 ve metalik iletkenlige sahip

yeni bir malzeme elde edildigini rapor etmislerdir.

Yiikseltgenme (p-tipi katkilama) ve indirgenme (n-tipi katkilama) reaksiyonlari ile

yiriitiilen katkilama asagida 6rneklendirilmistir.
1. p-tipi katkilama:

(m-polimer)n + 1.5ny(12) [(m-polimer)+y(I3-)y]n

2. n-tipi katkilama:

(m-polimer)n + [Na+(naftalit)e ]y [(Na+)y(n-polimer)-y]n + (naftalit)o



2.4.2 Elektrokimyasal katkilama

Kimyasal katkilama etkili ve basit bir yontem olmasina ragmen genellikle kontrol
edilmesi zordur. Yiiksek oranda tamamlanmis katkilama oldukga iyi kalitede malzeme
elde edilmesini saglamaktadir. Ancak orta dereceli katkilama girisimleri ¢ogu zaman
homojen olmayan katkilamayla sonuclamistir. Elektrokimyasal katkilama bu sorunu
cozmek i¢in bulunmustur. Elektrokimyasal katkilamada iletken polimere redoks
yiikiinli elektrot saglamaktadir. Bu esnada iyonlar ¢evredeki elektrolitten polimer
yapmin igine veya digina difiizlenerek elektronik yiikiin dengelenmesini saglarlar.
Katkilamanin derecesi elektroda uygulanan potansiyelle belirlenmektedir. Bu nedenle
herhangi bir derecede katkilama elektrokimyasal hiicrenin potansiyelinin sabit bir
degere ayarlanmasi ve sistemin elektrokimyasal dengeye ulagmasi yani hiicre

akiminin sifirlanmasi i¢in yeterli siire beklenmesiyle saglanabilmektedir

Benzenin elektrokimyasal olarak ytikseltgenmesi ilk olarak 1968 yilinda asetonitril
coziiciisiinde gergeklestirilmis, fakat elektrot yilizeyinde biriken ve siyah renkli
coziinmeyen bu materyalin, elde edilen ilk PPP filmi oldugu anlasilamamistir[16]..
Daha sonra 1987 yilinda Satoh ve ¢aligma grubu CuCl, ve LiAsF¢ destek elektroliti
kullanarak, benzenin elektrokimyasal polimerizasyonuyla biikiilebilir, esnek bir
malzeme olan PPP filmini elde etmisler ve bu filmin iletkenliginin 100 S/cm oldugunu
belirtmislerdir [17]. Polipiroliin elektrokimyasal olarak anyonik (p-doping) ve
katyonik (n-doping) olarak dop edilmesi ile ilgili 6rnek asagida verilmistir.

Anyonik Doping (p-doping)

P(Py)+ nLiCIO; —= p(py)y* (ClOys), +Li*

Katyonik Doping (n-doping)

P(Py) + nLiClo, —®  (Li*), P(Py)¥) +CIO,

2.5 Polaron ve Bipolaron Olusumu

Konjuge © baglarina sahip bir polimerin yiikseltgenmesi ¢ift bagin pargalanmasina ve

polimer zinciri iizerinde pozitif yiiklii radikalin olusuma neden olur.

Iletken polimerde polimer zinciri iizerinde yer alan bu yiik tasiyicilar1 polaron ya da
radikal katyon olarak tanimlanir. Her bir polarondan bir tane gelmek iizere iki radikal
formun birlesmesi yeni bir © bagin1 meydana getirir [18]. Boylece meydana gelen

bipolarondaki m bagmin enerjisi iki radikal katyon bagindan daha kararlidir.



Bipolaronlardaki yiiklerin hareketi yiiksektir. Bipolaronlar iletkenlige asil yardimci
unsurlardir. Sekil 2.3 de politiyofenin nétral polaron ve bipolaron yapilar1 verilmistir

[19].
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Neutral Polaron Bipolaron
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Sekil 2.3: Elektron gegisleri gosterilen tiyofen trimerinin geometrik yapisi. A) Notral
B) Polaron C) Bipolaron

2.6 iletken Polimerlerin Sentezi

Iletken polimerler 7 sisteminin indirgenmesi ve yiikseltgenmesiyle dop edilerek
iletkenlik sagladiklar1 icin sentez sirasinda monomerin yapisinda yer alan =

elektronlar1 olduk¢a 6nemlidir.

Monomer maddesi aromatik ya da karbon-karbon bag yapisinda olan iletken

polimerlerin sentezinde yapidaki n konjugasyonun uzatilmasi ¢ok dnemlidir.

Iletken polimerlerin sentezinde baslica iki ydntem kimyasal ve elektrokimyasal

polimerizasyondur.

2.6.1 Kimyasal Polimerizasyon

Kimyasal yontemle iletken polimer sentezinde monomer yiikseltgen indirgen ya da
katalizor kullanilarak polimerlestirilir. Yiikseltgen veya indigen madde genellikle asit,
baz ya da tuzdur. Buyontemde uygun doping maddesi veya katalizor kullanimina

polimerlesme sirasinda polimerin konjuge baglarinin muhafaza edilmesine dikkat



edilmelidir. Kimyasal polimerizasyonun ucuz ve istenilen miktarda iiriin elde etmek
gibi avantajinin yaninda {riin safsizlign yiikseltgenme basamaginin kontrol

edilememesi gibi dezavantajida vardir.

Ornegin bir ¢alismada, ¢dziicii olarak metanol, doping maddesi olarak 2,5 M FeCls
kullanilarak piroliin kimyasal yontemle polimeri hazirlanmis ve iletkenliginin 190

S.cm™e ulastig1 belirlenmistir [20].

Piroliin polimerlesme mekanizmasinda ilk basamakta okside olan pirol monomerleri
radikal katyonu olusturmaktadir. ikinci basamakta radikal katyon komsu radikal
katyonla eslesir ve dimerler olusur. Monomerlerin yeniden oksidayonu ve diger
radikal katyonlar1 ile eslesmesiyle bipirol dimerler birbiriyle baglanir ve polimer

zinciri uzar. Sekil 2.4 de polimerizasyon basamaklar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.4 : Piroliin kimyasal polimerizasyonu
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2.6.2 Elektrokimyasal Polimerizasyon

Elektropolimerizasyon diizeneginde elektrotlar, elektroliz hiicresi, elektrolit, monomer
ve c¢oziici bulunur. Elektrotlar g¢aligma elektrodu, karsit elektrot ve referans

elektrottur. Sekil 2.5 de elektropolimerizasyon diizenegi gosterilmistir.
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Elektroliz hiicresine konan monomer ¢ozeltisinin uygun voltamogrami alinir ve sabit
potansiyel ya da sabit akimda polimerlesme saglanir. Elektrokimyasal polimerlesmede
caligsma elektrodu olarak, karbon, altin, platin elektrotlar kullanilir. Referans elektrot
olarak Ag/AgCl elektrot kullanilir. Monomerin indirgenme yiikseltgenme potansiyel

araliginda reaksiyon vermeyen destek elektrolit kullanimi iletkenligi artirir.

Sekil 2.5 : Elektropolimerizasyon Diizenegi

Elektrokimyasal polimerlesmede kontrollii potansiyel veya akim uygulamasi (sabit
potansiyel ve sabit akim elektroliz), baslangic1i ve bitis basamaklarinin kontrol
edilebilmesi gibi tstiinliikleri vardir. Bu yiizden kimyasal yonteme gore daha saf, yan

iiriinlerden ve kirlilikten arinmus iiriinler elde etmek miimkiindiir [21].

2.7 Voltametrik Yontemler

Dengede bulunan elektrot/¢ézelti sistemi akim veya gerilim uygulanarak
bozuldugunda sistemin yeniden dengeye ulasabilmesi icin gosterdigi davranislarin
incelendigi yontemlere “voltametrik yontemler” denir. Bu yontemlerde elektrotlardan
birine elektriksel etki yapilarak sistemin verdigi cevap Olgiiliir. Bu cevap sistemin
ozellikleri hakkinda bilgi verir. Genel olarak elektrokimyasal yontemlerde akim,
gerilim ve zaman parametreleri bulunur ve bu parametreler yontemin adini belirler.
Ornegin voltametri, kronoamperometri ve kronokulometri gibi yontemlerde sirasi ile
gerilim akim, zaman-akim ve zaman-yik parametreleri arasindaki iligki

anlatilmaktadir.

Voltametrik yontemde caligma elektrotu iizerinde maddelerin indirgenmesi veya

yiikseltgenmesi sonucunda akim olusur. indirgenmeden dolay1 olusan akima katodik
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akim, yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim denir. Bu yontemle
herhangi bir maddenin elektrokimyasal davramisinin incelemesi elektrota
uygulanabilecek gerilim araliginin smirlarina, kullanilan ¢alisma elektroduna,

kullanilan ¢oziicii ve destek elektrolitin tiirline baghdir [21].

2.7.1 Dogrusal Taramah ve Doniisiimlii Voltametri

Dogrusal taramali voltametride (DTV) elektroaktif bir madde iceren durgun bir ¢ozeltide
bir ¢alisma elektrotu ile karsilagtirma elektrotu arasina zamanla dogrusal olarak degisen
bir gerilim programi uygulanir ve c¢alisma elektrotu ile karsit elektrot arasinda olusan
akim oOl¢iiliir. Elde edilen gerilim-akim cevap egrisine “dogrusal voltammogram™ denir.
Caligma elektrotuna uygulanan gerilim elektroaktif maddenin indirgenme veya
ylikseltgenme gerilimine ulasinca elektrot yiizeyindeki maddenin ¢ok hizli tiikketilmesi
akimda artisa neden olur. Bu islem elektrot yiizeyi ile ¢0zelti arasinda bir derigim fark:
dogurur. Bunun sonucu olarak ¢ozeltiden elektrot yilizeyine difizyonla kiitle aktarimi
baslar. Diflizyonla kiitle aktarimi, elektron aktarim isleminin hiz1 ile yarisamadigindan
akimda istel bir diisiis gozlenir ve bir pik elde edilir. Sekil 2.6 da dogrusal taramali

voltametri 6rnegi verilmistir.

S ~~
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q>)\ N
2 £
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o

a

Zaman () Potansiyel (V)

Sekil 2.6 : Dogrusal taramal1 voltametride gerilim taramasinin zamanla degisimi ve

elde edilen voltogram

Dontistimlii  voltametri (CV) yontemi dogrusal taramali voltametri ydnteminin
tamamlayicis1 gibi diisiiniilmektedir. ileri yonde uygulanan gerilim taramasi istenen
bir degerden sonra ters cevrilerek analitin hem yiikseltgenme hem de indirgenme
ozelliklerinin ayni anda incelenmesi avantajin1 saglamaktadir. Bu yontemde elde
edilen cevap egrisine de ‘doniisiimlii voltammogram’ denir. Bu yontemde ileri ve geri

yondeki gerilim tarama hizlar1 ayn tutulabildigi gibi istendiginde farkli tarama hizlari
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da kullanilabilir. Ayrica ileri ve geri yondeki gerilim taramasi bir kez yapilabildigi
gibi bircok kez de yapilabilir. Bu durumda ¢ok dongiilii doniistimlii voltammogramlar

elde edilir.

Dontigiimlii  voltammogramlarin  ayrintili  incelenmesiyle bir sistemin hangi
gerilimlerde ve ka¢ adimda indirgenip ylkseltgenebilecegini  (reaksiyon
mekanizmasini), elektrokimyasal agidan tersinir-yar1 tersinir-tersinmez ozelligini,
elektrot tepkimesini izleyen bir ¢zelti tepkimesinin olup olmadigini, olusan iiriinlerin
kararliligini, elektrot tepkimesine giren maddelerin veya tirlinlerin elektrot yilizeyine
tutunup tutunmadiklarini anlamak mimkiindiir [21]. Sekil 2.7 de donistimli

voltametri 6rnegi verilmistir.

>
E <
=
Z E
S <
o
(a
Zaman(s) Potansiyel (V)

Sekil 2.7 : Doniistimlii voltametride gerilim taramasinin zamanla degisimi ve elde
edilen voltogram

2.7.2 Kronoamperometri

Bu teknik, ¢ozeltiye daldirilmis olan calisma elektrodu potansiyelinin ani olarak

degistirilmesi ile durgun ortamda akim—zaman iligkisinin gézlenmesine dayanir.

Baslangigta ¢ozeltide O maddesinin oldugu ve O + ne — R reaksiyonunun

gergeklestigidurumda, Oncelikle calisma elektroduna herhangi bir redoks
reaksiyonunun olmadig1 Ei1 potansiyeli uygulanir. Sonra aniden elektrodun potansiyeli
E2’ye degistirilir. CV voltamograminin pik potansiyelinin 6tesinde bir potansiyelde E2
potansiyeli se¢ilir. Potansiyel E2 de sabit tutulur. Bu potansiyelde olusan akimin

zamanla degisimine bakilir. Olusan akim Cottrell esitligi ile verilir.
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Sekil 2.8 : Kronoamperometride potansiyel zaman ve akim zaman iligkisi

Kronoamperometri teknigi kullanilarak, bir maddenin difiizyon katsayisi, elektron
aktarim reaksiyonunun hiz sabiti, elektrot reaksiyonunun mekanizmasi, elektron
aktarim basamagina eslik eden bir kimyasal reaksiyonun hiz sabiti bulunabilir.

Elektrotta bir adsorpsiyon olay1r meydana gelip gelmedigi belirlenebilir.

2.8 iletken Polimerlerin Kullanim Alanlar:

Iletken polimerlerin korozyon onlemede kullanmilma fikri ilk olarak MacDiarmid
tarafindan 1985(1te ortaya atilmistir. iletken polimerlerin metal yiizeylere kuvvetli
adsorpsiyonu bilinmektedir. Metal yiizeyde olusturulan PAn kaplamalarin, metal ile
kaplama arasinda yiik transferi agisindan ideal olmayan yari iletken davranisi
gostererek yiizeyi pasivize etmesi sonucu korozyon direnci olusturduklar1 DeBerry ve

Viehback tarafindan rapor edilmistir [22].

Gelecek vadeden en 6nemli uygulama alanlarindan birisi elektrokromik ozellikleridir.
Elektrokromizm, malzemenin tersinir olarak elektrokimyasal yontem ile

yiikseltgendiginde veya indirgendiginde optik Ozelliklerinde degisim gdzlenmesi
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olarak tamimlanabilir. Elektrokromik malzemelerin gegirgenliklerinin kontrollii ve
tersinir bir sekilde degistirilebilmesi ve elektrokromik malzemelerin kromojenik
malzemeler igerisinde 6zel olmasini saglamistir. Temel olarak elektrokromik 6zellik
gosteren malzemeler; metaloksit filmler, molekiiler boyalar ve organik polimerler

olarak siniflandirilmaktadir.

Katodik elektrokromik malzemeler indirgenmis diizeylerinde, anodik elektrokromik
malzemeler ise yiikseltgenmis diizeylerinde renklenmektedir. Elektrokromik filmin
rengi ise malzemenin cinsine, kristal yapisina, kullanilan iyona gore degismektedir.
Eger elektrokromik bir malzeme ikiden fazla redoks diizeyine kimyasal olarak
ulagabiliyor  ise  farkli  renkler sergileyebilmektedir. Bu  malzemeler
“polielektrokromik™ malzemeler olarak adlandirilmaktadir. Genellikle cogu malzeme
tek bir redoks diizeyine sahiptir ve bu malzemelerin rengi uygulanan gerilim ile farkl
bir renge doniistiirilememektedir. Bununla beraber uygulanan gerilimin siddetinin
degistirilmesi ile malzeme daha koyu ya da daha agik renklere sahip olabilmektedir.
Elektrokromik malzemeyi renklendirmek i¢in gerekli gerilim 2 volt kadar diisiik
oldugu i¢in ozellikle yaz aylarinda klimalar i¢in harcanan enerjinin elektrokromik
pencereler kullanilarak yart yariya diisiiriildigi rapor edilmistir. Elektrokromik
malzemelerin, kasklar, giines gozliikleri, reklam panolari, araba cam aynalari, hesap
makineleri, ucak camlar1 gibi bircok yerde uygulama alanina sahip olmasina ragmen
iiretim maliyetinden dolayr kullanimi sinirli durumda bulunmaktadir. 1990 yilindan bu
yana birgok firmanin ticari olarak elektrokromik cam iiretimine baslamis oldugu

bilinmektedir [23].

Iletken polimerlere verilen farkli gerilimlerde farkli renklere sahip malzemeler elde
edilebilinir. Bu renk farklilig1 bir polimer i¢in ii¢ dort renkten de fazla olabilir. Su an
bu malzemeler renk degistiren akilli camlar olarak kullanim alani bulmustur. Giin
1s1g¢indan rahatsiz oldugunuz vakit perde kullanmaksizin giin 1s181nin bulundugunuz
mekadna girmemesini uygulayacagimiz kiigiikk bir potansiyel ile caminizin rengini
degistirerek saglayabilirsiniz. Bu renk se¢imi tamamen kullanicinin zevkine kalmistir.
Yolculuk sirasinda sizi daha iyi gormeleri i¢in veya caniniz sikilip da arabanizin

rengini degistirmek istediginiz zaman yine bu polimerler yardiminiza kosabilir.

Son donemde yapilan arastirmalar iletken polimerlerin bir baska enerji depolama
formu olarak siiper kapasitorlerde de kullanilabilirligini ortaya koymustur. ince film

halinde iletken polimer kaplanmis substratlar kullanilarak dizayn edilen hizli sarj-
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desarj ozelliklerine sahip kapasitorler ile 250 F/g spesifik kapasitans degerleri elde

edilmistir.

Ozellikle savunma ve askeri alanda kullanilmas: diisiiniilen bu teknolojide iletken
polimerlerle kaplanmig bir kiyafet veya kamuflaj ortama uygun olarak renk
degistirecektir. Bu da bulundugunuz ortamda kolaylikla kamufle edilmenizi
saglayacaktir. Halihazirda kullanim alani buldugu bir diger alan ise radara
yakalanmayan araclardir. Radarda gonderilen sinyalin bir nesneye carptiktan sonra
yanstyan kisminin tekrar dl¢iilmesi o nesnenin yerinin belirlenmesini olanakli kilarken
bu malzemeler ile kapl bir ugakta veya tankta radar sinyalleri gonderdiginizde bu
polimer radar sinyallerini absorbe edecek ve bdylece geri yansiyan bir sinyal

olmadigindan sanki ortamda hicbir sey yokmus izlenimi verecektir.

Polimerik 151k yayict diodlar (polymer light emitting diode, PLED) olarak kullanima
sunulan bu yeni teknolojik malzemeler sayesinde ise parlak renkler elde
edilebilmektedir. Ampul gibi 151k veren, esnek, hafif ve de c¢ok ince (bir sa¢ telinin
yiizde biri kadar) olan bu malzemeler simdiden bir¢cok kullanim alani i¢in (6zellikle
aydinlatma sektorii) potansiyel malzemeler olacaktir. Hali hazirda bugiin
kullandigimiz ve ¢evreyi kirleten malzemeler (agir metaller ve gazlar) yerine
kullanilabileceklerdir. Yine aymi sekilde gece yolculugunda arabanin etrafina
yerlestirilen PLED ile yolculukta farkedilebilirliginiz artacagi gibi bu malzemelerin
yakin gelecekte televizyon ve diziistii bilgisayar ekranlarinda da kullanimi miimkiin

olacaktir.

Radio Direction and Ranging (RADAR) belirli bir hedeften seken elektromanyetik
dalgalarin alic1 tarafindan sinyal analizi yapilarak s6z konusu hedefin uzakligi, yonii
ve hizinin tespit edilmesi prensibiyle ¢alisir. Yiizeylerde elektromanyetik dalgalarin
yansimasi obje ile ortam (genellikle hava) arasinda keskin empedans farklari olmasi
durumunda gerceklesir. En dikkate deger empedans farkliliklar1 metaller ve hava
arasinda  goriilmektedir. Metaller gelen sinyali geri sagmak (re-radiate)
egilimindedirler. Iletken polimer kamuflaj ise yansima &zellikleri bakimimdan devamli
olarak degisken empedans gosterdiginden daha farkli bir sekilde calismaktadir.
Kamuflaj malzemesi olarak iletken polimer dokuma, kanatlar1 yada herhangi bir
keskin kenar1 olmadigindan ¢evre birimlerinden (agac, tepe vb.) ayirt edilememektedir

ve gelen mikrodalga 1s1manin %500 Jsinden fazlasini absorblamaktadir.
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Polipirol kaplanmis fiberlerin mikrodalga (100 Mhz-12 Ghz) 6zellikleri hakkinda
aragtirmalar yapilmis olup absorplayici antenler, Salisbury ekranlari, kamuflaj ve
diger kalkan Ozellikleri gibi askeri uygulamalar icin gelistirme faaliyetleri ilgi

cekmektedir [24].

Glukoz, iire, kolesterol ve laktat gibi kandaki metabolitlerin tayini klinik tani ic¢in
onemli rol oynamaktadir. iletken polimer tabanli kimyasal sensorler ve biyosensorler
materyallerin optik ve elektrik 6zelliklerinde meydana gelen hassas degisimleri de
kullanmaktadir [25]. Iletken polimerler biyosensérlerin gelistirilmesinde asil ilgiyi
enzim immobilizasyonu i¢in uygun matriksler olusturmalar1 nedeniyle ¢ekmislerdir.
Tan1 amacgh hayati analitlerin tayininde cevap siiresi, hassasiyet, ¢cokyonliiliik gibi

biyosensor 6zelliklerinin gelistirilmesinde rol oynamislardir [26].

Iletken polimerlerin 6nemli bir diger avantaji da elektrokimyasal sentez ile polimerin
elektrot ylizeyine direk olarak biriktirilmesi esnasinda eszamanli olarak enzim
immobilizasyonunun da miimkiin hale gelmesidir. Bdylece immobilize enzimin
boyutsal dagilimi, film kalinlig1 ve enzim aktivitesinin ayarlanmasi polimerin durumu

degistirilerek kontrol edilebilmektedir [27].

2.9 Biyosensor Uygulamalari

2.9.1 Biyosensorler

Fizyolojik sivilarda karbonhidrat analizi, belirli hastaliklarin tanis1 ve ilaglarin
etkilerinin belirlenmesinde &nemlidir. Ornegin, kan glukoz konsantrasyonunun
bilinmesi, diyabet hastaliginin izlenmesinde gereklidir ve rutin olarak yapilan
analizdir. Glukoz, hayvan ve bitkilerin baglica bilesenlerinden biridir. Glukozun nicel
tayini biyokimya, klinik kimya, gida iriinleri ve fermantasyonda ¢ok onemli yere
sahiptir. Refraktif indeks, Ultra Violet (UV) ve kolorimetri gibi geleneksel
karbohidrat tayin yontemlerinin secimliligi yoktur ve duyarlilik dugiiktiir [28].
Kromatografik metotlar ya da kapiler elektroforezde kullanilan dedektore bagli olarak
kompleks matrikslerde tayinler zor olabilmektedir, ¢iinkii cok fazla sinyal algilanir ya
da bazi analitler i¢in tayin limitleri uygun degildir ve analitlerin tiirevlendirilmesine
ihtiya¢ duyulur. Ancak, uygun doku, mikroorganizma ya da enzimlerin biyobilesen
olarak kullanildig1 biyosensoér sistemleri ile bu tip smirlamalar ortadan

kaldirilabilmektedir [29].
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Biyosensorler, analit konsantrasyonu ile orantili 6l¢iilebilir bir sinyal olusturmak igin,
bir biyolojik taniyict ve bir fiziksel iletici sistemi birlestiren analitik cihazlardir. Bir
biyosensoriin genel prensibinde, biyolojik taniyict hedef bilesige yanit verir ve iletici
sistem biyolojik cevabi, elektrokimyasal, optik, akustik, mekanik, kalorimetrik ve
elektronik olarak Ol¢iilebilen ve analit konsantrasyonu ile iligkilendirilebilen bir

sinyale c¢evirir [30]. Sekil 2.9 da temsili biyosensor sekli verilmistir.

D

Receptor

Sekil 2.9: Biyosensor Semasi

Biyosensor sistemleri i temel bilesenden olusmaktadir. Bunlar; secici tanima
mekanizmasina sahip "biyomolekiil/biyoajan", bu biyoajanin incelenen maddeyle
etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiirebilen
"doniistiirticii" ve "elektronik" boliimlerdir. Bu bilesenlerden en dnemlisi, tayin edilecek
maddeye karsi son derece secimli fakat tersinir bir sekilde etkilesime giren, duyarh

biyolojik ajandir [31].

Tayin edilmek istenen analite kars1 spesifik, hizli bilgi veren, kullanimi basit oldugu i¢in
kalifiye operator gerektirmeyen, taginabilir, kolayca iiretilebilen ve numunenin minimum
diizeyde Oniglemini gerektiren cihazlar olduklar1 igin tani teknolojilerinde yeni bir akimin

onciileridirler.
Ideal bir biyosensor asagidaki dzelliklere sahip olmalidir:

1. Biyokatalizdr analizin amacina yonelik olarak ¢ok hassas ve spesifik olmali, normal
saklama kosullarinda kararli olmali ve belirli analiz sayis1 boyunca kararliligini

korumalidir.

2. Reaksiyon karistirma, pH ve sicaklik gibi bazi parametrelerden bagimsiz olmalidir.

Numunelerin 6nislem gereksimi en az seviyede olmalidir.
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3. Biyosensor cevabi tekrarlanabilir, hatasiz ve hassas olmalidir.

4. Klinik analizlerde kullanim olasiligina karsi biyosensoriin probu kiiciikk ve
biyouyumlu olmalidir. Ayrica toksik ya da antijenik etki gdstermemelidir. Eger

fermentorlerde kullanilacaksa steril edilebilir olmalidir.

5. Tamamlanmis biyosensoér ucuz, kii¢iik, portatif ve yari-nitelikli operatorler

tarafindan kullanilabilir olmalidir.

2.9.2 Biyosensorlerin Calisma Mekanizmasi

Biyosensor mekanizmasinda biyolojik olarak aktif ajanin analit ile reaksiyon sonucu
meydana gelen fizikokimyasal degisimlerin uygun bir ¢evirici (transducer) yardimiyla
elektriksel sinyale cevrilmesi gereklidir. Clark ve Lyons’un gelistirdigi birinci nesil
biyosensorlerde elektron alici olarak oksijen kullanilirken, ikinci nesil biyosensorlerde
elektron alici olarak redoks medyatdrleri kullanilmaya baslanmigtir [31].

Ugiincii nesil biyosensdrlerde enzimin indirgenme yiikseltgenme merkezi ile elektrot
ylizeyi arasinda dogrudan elektriksel iletisim saglanmis ve indirgenme yiikseltgenme

medyatorlerine gereksinim kalmamustir.

Biyosensor
Ornek Biyoreseptor Ceviri Sistem Elektronik Veri isleme
o
D OD Enzimler Elektrodlar
o Antibadiler Transistorler

lar Fiberler
Dokular Piezoelektrik

oi: Niikleik Asitler Termistorler N
Mikroorganizma Optik G Mikroelektronik

o) Hiicreler Kkristaller
o Yapay biyolojik
() ° reseptorler

Sekil 2.10: Biyosensorlerin ¢calisma prensibi

Biyosensorlerde Sekil 2.10 da gosterildigi gibi biyobilesen olarak enzimler yaninda

doku kiiltiirleri, mikroorganizmalar, organeller, antikorlar ve niikleik asitler de
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kullanilabilmekte ve Olgme teknigine gore amperometrik, potansiyometrik, termal,

piezoelektrik, akustik veya optik sensorler olarak adlandirilmaktadirlar.

2.9.3 Biyosensor Tiirleri

2.9.3.1 Amperometrik Esashh Enzim Sensorleri

Amperometrik biyosensdrler, analit veya reaktantin, genellikle sabit potansiyel altinda

yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi sonucu olusan akimi dlgerler.

Tayin edilecek madde yiikseltgeninceye (veya indirgeninceye) kadar hiicreye
uygulanan gerilime bagl olarak elde edilen akimda ani bir degisim ile bir pik olustugu
gozlenir. Pik akiminin yiiksekligi dogrudan elektroaktif tiiriin derisimiyle orantilidir.
Uygun yiikseltgenme (veya indirgenme) gerilimi biliniyorsa o gerilim degeri
uygulanarak akim degerinin degisimi de izlenebilir. Bu sekilde yapilan analizler
amperometrik analiz olarak bilinir. ~ Amperometrik sensorlerin fonksiyonel bir
bigimde ¢alismasinda en 6nemli faktér ¢ogunlukla oksidaz ya da dehidrojenaz tabanl
katalitik biyomolekiil ile elektrot yiizeyi arasindaki elektron transferidir. Elektron
transferinde en c¢ok kullanilan mekanizmalar arasinda medyatorlii elektron transferi
vardir ve elektrot yiizey modifikasyonlarinda iletken polimerler o6nemli rol
oynamaktadir. Elektrokimyasal yontemlerle yiizeyde olusturulan iletken polimer
filmlerin elektron transfer mekanizmasi tizerindeki etkisi heniliz tam olarak
anlagilamamis ve agiklanamamis olmasina ragmen enzim immobilizasyonu igin
kullanilan baz1 iletken polimer filmler sensor cevabindaki duyarlilig belirli tiirler igin

onemli dlglide arttirmaktadir [32].

2.9.3.2 Potansiyometrik Esash Enzim Sensorleri

Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda bir ¢aligma ve referans elektrot
arasindaki potansiyel farkinin 6l¢limiinii esas alir. Elektrod potansiyelinin belirlenmesi
dogrudan analit konsantrasyonunu tanimlar. Elde edilen sinyal Nerst Kanunu uyarinca
konsantrasyonun logaritmasi ile orantilidir. Potansiyometrik enzim elektrodlarinda
kullanilan temel sensorler pH ya da tek degerlikli iyonlara duyar cam elektrodlar,
anyon ya da katyonlara duyar iyon sec¢imli elektrodlar ve karbondioksit ya da

amonyaga yonelik gaz duyar elektrodlardir. Potansiyometrik esasli enzim elektrodlari
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s0z konusu sensorler {izerine bir veya birden ¢ok enzimin uygun immobilizasyon

yontemleriyle genelde pratik metodlarla monte edilmesiyle hazirlanir [33].

2.9.3.3 Kondiiktometrik Biyosensorler

Genel anlamda disaridan akim uygulanmasi suretiyle iki elektrod arasindaki iyon
hareketinin ~ Olclilmesi prensibine dayanan biyosensorlerdir. Kondiiktometrik
biyosensorlerde algilama birbirine ¢ok yakin iki mikro elektrot arasindaki boslugun
kimyasal secicilik saglayan biyolojik bir molekiil ile modifikasyonu ile
saglanmaktadir. Analit, segici ajana baglandiginda immobilize filmin iletkenligi
degismektedir. Elektrotlar arasina diisiik genlikli siniis dalgasinin uygulanmasi
biiytikliigii filmin iletkenligi ve dolayisiyla analit konsantrasyonuyla orantili

Olciilebilir akim olusmasina neden olmaktadir [34].

2.9.3.4 Optoelektronik Biyosensorler

Optoelektronik biyosensorlerde optik lifler iizerine uygun bir biyomolekiil immobilize
edilir. Analit ile optik fiberler {izerine immobilize edilen biyolojik molekiiliin
etkilesmesi ile ylizeyde madde birikimi, 151k absorbsiyonu veya liiminesansa bagh
olarak fiber igerisindeki 15181in optik oOzelliklerindeki degisim incelenerek analiz
yapilmaktadir [35].

Bu tip sensorler fiberi ¢evreleyen dl¢iim ortami nedeniyle 151k absorpsiyonu, dalga
boyu veya kirilma indeksi gibi optik parametrelerde meydana gelen degisimleri

belirleyebilmektedirler.

2.9.3.5 Kalorimetrik Biyosensorler

Kalorimetrik  biyosensorlerin  temel ilkeleri bir enzimatik reaksiyondaki  entalpi
degisiminden  yararlanarak  substrat konsantrasyonunu belirlemekten  olusur.
Genel olarak enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik dogasindan yararlanilir. Enzimatik
reaksiyon sonucu meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat konsantrasyonu

arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulagilir.
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2.9.3.6 Piezoelektrik Biyosensorler

Bu sensor tipinin calisma prensibi salinim yapan bir kristal {izerine madde birikimi
sonucu titresim frekansindaki azalmanin Olgiilmesidir. Piezoelektrik kristal analite
baglanabilecek ya da reaksiyon verecek bir materyal ile kaplanarak aktif hale getirilir

[35].

Piezoelektrik sensorlerde sensor se¢imliligi, kristal ylizeyindeki madde ile spesifik bir
etkilesime sahip analitin birikimiyle ilgilidir. Piezoelektrik biyosensorler viriislerin

tayininde kullanilabilirler.

. —» Viriis
—+ Antik
SR S

Krom

Kuartz

Kristal

Altin

Osilasyon

_—

Sekil 2.11: Piezoelektrik biyosensor semasi

2.9.4 Amperometrik Biyosensorlerde Elektron Transfer Mekanizmasi

Amperometrik biyosensorlerin tasarimi i¢in redoks enzimi ve elektrotlar arasindaki
elektron transfer prosesi; enzim substratinin ya da iriiniin elektroaktivitesini
(birinci nesil); redoks medyatorlerinin serbest halde yada  immobilize olarak  biyo
molekiille kullanimin1 (ikinci nesil), ya da enzimin redoks aktif bolgesi ile elektrot
ylizeyi arasinda direk elektron transferini (liclincii nesil) baz alir.

Birinci nesil biyosensorler dogada, substratin oksidasyonu sonucu indirgenmis
duruma gecen enzimlerin birgogunun prostetik grubunun serbestge difiizlenebilen bir
kosubstrat tarafindan geri kazanilmasi prensibinden yararlanmaktadir. Bazi
kosubstratlar elektrot ylizeyinde indirgenip yiikseltgenebildiginden enzim ile ¢evirici
arasinda “elektron transfer ajan1” olarak kullanilabilmektedir. Enzimin kosubstratinin
konsantrasyonundaki azalma veya kosubstrat ile prostetik grup etkilesimi sonucu
olusan iirlin konsantrasyonundaki artis substrat eklenmesiyle uygun bir c¢alisma
potansiyeli altinda 6l¢iilen akim ile saptanabilmektedir. Sekil 2.11 de Glukoz Oksidaz
(GOx) enzimi ile elektrot arasinda indirgenip yiikseltgenebilen mediatoriin islevi

gosterilmektedir.
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Sekil 2.12 : Enzim ve elektrot arasinda mediatorlii elektron transferi[36]

Direk elektron transferinde ise enzim ve gevirici yiizey arasinda elektronik agidan
dogrudan bir iletisimin oldugu elektron transfer mekanizmasidir ve elektron transferi
substratin {iriine doniismesiyle neredeyse eszamanli olarak gergeklesir. Redoks enzimi
bir elektrokatalizor gibi davranarak substrattan elektroda elektron transferini
hizlandirmaktadir. Bu elektron transfer mekanizmasiyla calisan biyosensorlerin
enzimin redoks potansiyeline yakin potansiyelde calismasi ile girisim yapan
reaksiyonlardan daha az etkilenmesi daha sec¢ici olmalarini saglamaktadir. Ayrica
elektrot yiizeyi ile biyomolekiil arasindaki yiiksek biitiinliik duyarliligin artmasina da
neden olmaktadir.

Iletken polimerler ile hazirlanan yiizeylerdeki konjuge n-sistemleri sayesinde prostetik
grup ve elektrot arasinda molekiilerin kablolanmasi, enzimin prostetik grubunun
cikarilip pirolkiolin kinon (PQQ) gibi iletken bir uzatma koluyla modifikasyonundan
sonra elektroda baglanip apoenzimin aktive edilmesi direk elektron transferi saglamak

iizere ilizerinde yogun calisilan yontemlerdendir.

2.9.5 Enzim Tutuklamasi

Enzimin hareket kabiliyeti (mobility) kimyasal veya fiziksel araclarla kisitlandigi
zaman enzim “immobilize” olarak adlandirilir. Biyosensor tasariminda uygun
biyoreseptér ve donlstiiriicii secildikten sonra bunlarin birbirine baglanmasi
biyoreseptdr immobilizasyonu olarak tanimlanir. Immobilize enzimin islevselligini
devam ettirmek ve analit molekiillere erisilebilirligini saglamak iizere enzimi matriks
icine alikoymak icin segilen immobilizasyon yoOntemi enzim katmaninin analitik
performansini etkiler. Biyosensér immobilizasyonunda (tutuklama) baslica dort

yontem uygulanmaktadir.
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2.9.5.1 Hapsetme

Biyoreseptoriin bir membran veya tabaka igerisinde hapsedilmesi olayidir. Bu
hapsetme islemi enzim substratinin diflizyonuna izin verecek sekilde yapilir.

Difilizyonu saglayan yap1 kafes ve mikrokapsiil olmak iizere ikiye ayrilir.

Capraz olarak baglanmis, suda ¢oziiniir polimer molekiilleri arasindaki bosluklara
enzimin hapsedildigi yonteme kafes tipi tutuklama denir. Poliakrilamid, polivnilalkol
gibi bazi sentetik polimerler ve nisasta gibi dogal polimerler bu yontem ile enzim
immobilizasyonunda kullanilmaktadirlar. Enzim molekiiliiniin yar1 gegirgen polimer
membranlart kaplanmasi1 yontemine mikrokapsiil tipi tutuklama denir. Sekil 2.12 de

ornekleri gdsterilmistir.

a) b)

Sekil 2.13 : a) Kafes tipi tutuklama b) Mikrokapsiil tipi tutuklama

Bu yontemin en 6nemli avantaji enzim ve matriks arasinda herhangi bir bag olusumu

meydana gelmediginden enzimin islevselliginde bozulma olmamasidir.

2.9.5.2 Kovalent Baglama

Kovalent baglama yontemi enzim ve suda ¢éziinmeyen bir tasiyici yiizeyin kovalent
baglanmasi temeline dayanmaktadir. Enzimin suda c¢6ziinmeyen bir tasiyiciya
kovalent baglanmasi her iki bilesenin tamamlayici fonksiyonel gruplarinin yardimryla
gerceklestirilebilmektedir. Bu iki bilesen arasinda kuvvetli kovalent bag olusumu

enzimin katalitik aktivitesi i¢in gerekli olan reaktif bolgeyi icermemelidir. Kovalent
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bag olusumu i¢in yararli bazi gruplar amino grubu (-NH2), karboksil grubu (-COOH),
distilfit grubu (-S-S-) ve imidazol olarak siralanabilir [37].

Sekil 2.14. Kat1 destege kovalent baglanmis enzimlerin sematik gésterimi

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek onemli nokta, baglanmanin enzim
aktivitesi i¢in aktif merkezdeki aminoasitler tizerinden gerceklesmemesi ve bu gruplarin
sterik olarak rahatsiz edilmemesidir. Kovalent baglanma enzim molekiiliitizerindeki
fonksiyonel gruplar iizerinden gergeklesir [31].

2.9.5.3 Capraz Baglama

Bu yontemde enzim immobilizasyonu, enzim proteinlerinin diger protein
molekiillerine ya da fonksiyonel gruplara molekiiller arasi ¢apraz baglanmasiyla

gergeklesir. Sekil 2.14 de ¢apraz baglanmaya 6rnek verilmistir.

b@f q =
J—Lhﬁﬂ. \l /C I

1 L

a) b)

Sekil 2.15 : Enzimlerin a) birbirine b)kat1 destege capraz baglanmasi

Capraz baglayic1 reaktif olarak gluteraldehit, heksametilen diizosiyanat,

diflorodinitrobenzen, bismaleimidoheksan, disiiksinilsuberat sik kullanilir.
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Sekil 2.16 : Glutaraldehit ile enzimlerin amino gruplarinin ¢apraz baglanmasi

Bu reaktiflerden glutaraldehit (GA) tasiyicinin hidroksil gruplariyla ve enzimin agikta

kalan fonksiyonel grubu reaksiyona girebilmektedir.

2.9.5.4 Adsorbsiyon

Biyomateryallerin tasiyici yiizeyine zayif kuvvetlerin etksiyle absorblanmalar1 esasina
dayanir. Immobilizasyonda kullamlan basit bir yontemdir. Genellikle biyomateryal
cozeltisine bir membran ya da film ile kaplanmis sinyal ileticinin daldirilmasi ve bir
siire beklenmesi ile hazirlanir. Bu siire i¢ginde elektrostatik, hidrofobik, van der Waals
etkilesimleri gibi etkiler sonucunda biyomateryalin tasiyiciya tutunmasi saglanir. En
biliyiik avantaji kolay uygulanabilir olmasi ve biyomateryal aktivitesinin azami

diizeyde korunmasidir.

Bu yontemde ¢ogunlukla reaktiflere gerek duyulmamaktadir ve az sayida aktivasyon
basamagina ihtiya¢ vardir. Bu nedenle hem ucuz hem de uygulamasi kolaydir.
Adsorpsiyonda yer alan fiziksel etkilesimler enzimin aktif merkezinde kovalent
baglamaya oranla daha az konformasyonel degisimin meydana gelmesine neden olur

ve aktivitenin korunmasini saglamaktadirlar.

1{&/ j ( 5 Jn}'. (\J_/ l\\%

C M

Sekil 2.17 : Kat1 yiizeye enzim adsorpsiyonu
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2.9.6 Glikoz Oksidaz

Glukoz oksidaz (GOx) glukozun molekiiler oksijen ile yiikseltgenip glukono-1,5-
lakton ve hidrojen peroksidin (H,O;) olustugu reaksiyonu katalizler. Lakton sulu
ortamda herhangi bir enzime ihtiyag duymaksizin hidroliz olarak glukonik aside

doniisiir.

GOx, B-D-glukozun dogal elektron alicis1 olan molekiiler oksijen varliginda B-D-
glukonik aside ve H202’ye oksidasyonunu katalizleyen flavoproteindir. Bu reaksiyon
iki basamakli olup, indirgeyici ve yiikseltgeyici basamaklardan olusur [38].

GOx (B-D- glikoz: oksijen-oxidareduktoz) [B-D- glikozu elektron akseptorii olarak
molekiiler oksijeni kullanarak D-glucano-1,5-lakton ve hidrojen perokside

oksidasyonunu katalizler.

HO HO

OH +02 + H20 — OH O + H202
OH OH OH
OH OH

Sekil 2.18:0, varliginda glikoz ve glikoz oksidaz arasindaki enzimatik reaksiyon

GOx kandaki sekerin ve yiyecek maddeleri ile iceceklerdeki oksijen ve fazla sekerin
ayrilmasimin belirlenmesi i¢in genis bir sekilde kullanilmaktadir. Bu enzim igin
immobilizasyon metotlar1 genis olarak capraz baglama ve kovalent baglama esasina

dayanur.

Gox, enzimolojik 6zelliklerinin iyi anlagilmasi ve diger oksidazlara gore ucuz olmasi
nedeniyle temel ve uygulamali biyosensor aragtirmalarindaki en Onemli model
enzimdir [39]. Kanda, iirede, gidalarda ve diger biyolojik sistemlerde glukozun

analitik olarak Sl¢iilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.9.7 Enzim Elektrodu

Enzim elektrodu, {izerine ince bir tabaka halinde enzim modifiye edilmis
elektrokimyasal bir sensordiir. Glikoz elektrodunda, glikoz enzimatik reaksiyon
esasindaki oksijen harcanmasi ya da hidrojen peroksit olusumu ile Slgiilebilir. Daha

diisiik zemin akimi sebebiyle, enzimatik {iriin hidrojen peroksitin izlenmesi oksijen
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harcanmasindan daha hassas bir yontemdir. Bu yontemin en biiyiik avantaji ise glikoz

oksidazin glikoza kars1 oldukea se¢ici davranmasidir.

Son zamanlarda, amperometrik glikoz 6l¢iimii i¢in tek basamakta uygulanabilirligi ve
ozelliklede film kalinlig1 ve immobilize olmus enzim miktarinin kontrol edildigi
degisik polimerik matrislerde glikoz oksidazin immobilize edilmek suretiyle

hazirlanabilecegi polimer bazli biyosensdrler gelistirilmistir.

Bu yontemde, elektrokimyasal polimerizasyon esnasinda glikoz oksidaz enzimi

polimerik matris icerisinde immobilize olmaktadir.
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3. MATERYAL METOT

3.1 Kimyasal Maddeler

Monomer sentezi i¢in AICl; (Merck), diklorometan (Merck), tiyofen (Merck), siiksinil
dikloriir, hidroklorik asit ve sodyum bikarbonat (Aldrich), toluen, kullanilmistir. 3,4-
Ethylenedioxythiophene (EDOT) monomeri Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Elektrokimya i¢in ¢oziicli olarak diklorometan (Merck), destek elektrolit

olarak tetrabiitil amonyum hegzaflorofosfat(Aldrich) kullanilmstir.

Biyosensor kisminda enzimlerin kendi aralarinda kovalent baglanmasi i¢in ¢apraz
baglayici ajan olarak kullanilan glutaraldehit (GA), (%25), D Glukoz, Glukoz oksidaz
(Aspergillus niger. 200 U/mg) Sigma (St. Louis, MO, ABD) firmasindan temin

edilmistir.

3.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

fletken polimerin sentezinde ve elektrokromik 6zelliklerinin incelenmesinde
elektropolimerizasyon  diizenegi  kullanmilmistir.  Diizenek  Elektrokimyasal
Potansiyostat - Galvanostat Cihazina (Iviumstat, Hollanda) baglh hiicre ve {iglii

elektrot sisteminden olusur.

Deneylerde elektrolitik bir hiicre i¢inde ¢alisma elektrodu olarak indiyum kalay oksit
ile kaplanip bir yiizii iletken hale getirilmis ITO cam, referans elektrodu olarak giimiis
tel ve karsit elektrot olarak da platin tel kullamlmistir. Spektroelektrokimyasal
caligmalarda Agilent 8453-UV Goriiniir Bolge Spektrofotometri Gamry Referans 600
model potansiyostat cihazi ile birlikte kullanilmigtir. Monomer ve polimer
karakterizasyonlar1 FT-IR (Perkin Elmer USA) ve NMR (Bruker Ultra Shield Plus) ile
yapilmustir. Biyosensor calismalarinda kullanilan cihazlar ise Voltalab PGP 201
potansiyostat (Radiometer/Fransa), PalmSens potansiyostat (Hollanda), pH-metre
(Hanna Instrument, ABD), distile su cihazlar1 (Fistream, Ingiltere ve Milli-Q

Milipore, ABD)’dur.
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3.3 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-piroll-1-yl)anilin Sentezi

100 ml’lik balona 16 ml DCM c¢oéziiciisii ve AlCl; (16g, 0,12 mol) eklenmistir.
Damlatma hunisine tiyofen( 9.6 ml, 0,12 mol) , siiksinil dikloriir (5.6 ml, 0.5 mol) ve
10 ml DCM ¢oziiciisii eklenip scaklik 20 dereceyi gegmeyecek sekilde 4 saat boyunca
karigtirma islemi uygulanmistir. Karistirmanin sonunda karisima 7 ml HCI eklenmistir
ve karisim sirasiyla DCM, 2M HCI ve % 5 lik NaHCOs ¢ozeltileriyle ekstrakte
edilmistir. Coziliciisii ugurulan madde etanolde kristallendirilmistir ve % 53 verimle
Sekil 3.1 de gosterilen 1,4-di(tiyofen-2-yl)biitan-1,4-dion baslangic maddesi
sentezlenmistir. [40]. (E.N. 120 °C)

9 Q /U\/\”/ AICI3 m

Sekil 3.1: 1,4-di(tiyofen-2-yl)biitan-1,4-dion sentezi

Daha sonra 100 ml’lik bir balona 1,4-bis(2-tiyenil)biitan-1,4-dion (1g, 0,004 mol) , p-
fenilen diamin (0.648 g, 0,006 mol), glasiyel asetik asit (5 ml) ve 50 ml toluen
eklenmistir. Karisim Dean-Stark tuzagiyla birlikte 4 giin boyunca reflaks edilmis Ve
olusan maddeye flash kromotografisi uygulanmistir. % 76 verimle 4-(2,5-di(tiyofen-2-
yl)-1H-pirol-1yl)anilin (RF) monomeri sentezlenmistir[35]. Sekil 3.2’de RF

maddesinin sentez semas1 gosterilmistir. (E.N.180 °C)

Asetlk Asit N d /
S S
Toluen
NH,
RF

Sekil 3.2: 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1yl)anilin sentezi

Sentezlenen RF maddesine ditiyofosfanat ve ferrosen iceren grup baglanarak
olusturulan RF-Fc monomerinin sentezi Sekil 3.3 de gosterilmektedir. Bunun igin

ferrosenil ditiyadifosfetandisiilfiir [FcP(=S)(n-S)]2 (0.21 g, 0.39 mmol) ve 4-(2,5-
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di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1yl)anilin (0.25g, 0.78 mmol) toluen (25mL) ig¢inde
karistirildi. Tiim katilar ¢6zlinene kadar 1sitildi ve kahverengi bir ¢ozelti elde edildi.
Reaksiyon karisimu siiziildii ve soliisyon -18 derecede bekletildi. Olusan sari-turuncu

kristalin {iriin siiziildii ve vakum altinda kurutuldu.% 60 verimle iiriin elde edildi [41].

@ /\
A z
s / \ \ N /

Fe
LG TP ¢ o ¢ R S
S/IFT ¥ Toluen
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= HN
NH, fi—SH
Fe S
RF-Fc

Sekil 3.3: 4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)amido ferrosenil ditiyofosfanat sentezi
3.4 Elektrokimyasal Polimerizasyon

Karsit elektrot olarak Pt telin, referans elektrot olarak giimiis telin kullanildig1 hiicre
icinde 0.15 gram RF-Fc maddesi destek elektrolit olarak 0,05 M
Tetrabiitilamonyumhegzaflorofosfat (TBAPF6)’ 1 kullanildigi  diklorometan
coziiclisii icinde polimerlestirilmistir. DOniisiimlii voltametri ile -0.8 V ile 1,8 V
arasinda 250 mV/s hizla tarama yapilmig ve renk degisimleri kaydedilmistir. P(RF-Fc)
FT-IR ile de karakterize edilmistir.

3.4.1 RF-Fc ile 3,4-Ethylenedioxythiophene (EDOT) Kopolimerizasyonu

Sentezlenen (RF-Fc) monomeri (0.01 M) ve EDOT (0.01M) monomerinden, destek
elektrolit olarak Tetrabiitilamonyumhegzaflorofosfat(TBAPF6) ve ¢oziicii olarak da
diklorometan kullanilarak EDOT miktarinin giderek arttigildigi 4 farkli karisim

hazirlanmistir. Karigim oranlar1 Tablo 3.1 de gosterilmistir.

Tablo 3.1 : Kopolimer Karisim Oranlari

A B C D
RF-Fc¢ (mL) 2,0 1,5 1,0 0,5
EDOT (mL) 0,5 1,0 1,5 2,0
Toplam (mL) 2,5 2.5 2.5 2.5
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Sekil 3.4: RF-Fc ile EDOT kopolimerizasyonu

Bu karigimlarin her birine 20 saniye boyunca 1,5V’luk sabit potansiyel uygulanarak
kopolimerler sentezlenmistir. Kopolimerizasyon reaksiyonu Sekil 3.4 de
gosterilmistir. A,B,C,D olarak adlandirilan bu karigimlarin herbirine -0.5 V ile 1.5 V
arasinda 250 mV/s hizla doniisiimlii voltametri uygulanmis ve her bir kopolimere ait
optik Ozellikler belirlenmistir. Ayrica kopolimer reaktive oranlari belirlenmis ve

kopolimer bilesimi incelenmistir. Kopolimerde FT-IR ile karakterize edilmistir.

3.5 Spektroelektrokimyasal Calismalar

Spektroelektrokimya bant araligi ve enerjisi, yiikseltgenme ile olusan ara bantlarin
durumu gibi, polimer ve polimerin elektronik yapis1 hakkinda bilgi verir. Bu
yontemle, bir kopolimer c¢alismasinda kopolimer olusumunun gergeklesip
gergeklesmedigini de anlamak miimkiindiir. Spektroelektrokimyasal c¢alismalarda,
karsit elektrot olarak platin tel, referans elektrot olarak giimiis tel ve ¢calisma elektrodu
olarak ITO kapli cam elektrot kullanilmistir. Potantiostat cihazi ile farkli potansiyel
uygulanan iletken polimerin uygulanan her potansiyel degeri igin UV spektrumu

alinarak spektroelektrokimyasal deneyler gergeklestirilmistir.

uv

Sekil 3.5: Spektroelektrokimya cihazi
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3.5.1 Tepki Zamani

Hizl tepki zamani1 ve keskin bir renk degisimi yetenegi elektrokromik bir polimer i¢in
cok Oonemlidir. Polimer filmin tepki siliresini saptamak i¢in kronoamperometrik cift
potansiyel yontemi uygulanmistir. Polimer filmin tamamen oksitlenmis ve ndtral
halleri arasinda 5 saniyede bir potansiyel verilmistir. Segilen maksimum
dalgaboylarinda P(RF-Fc) i¢in 5 saniye -0.5V ve 5 saniye 1.2 V potansiyel
verilmigtir. Ayni sekilde P(RF-Fc-co-EDOT) iginde maksimum dalgaboylari se¢ilmis
ve 5 saniye -1.0 V, 5 saniye 1.6 V potansiyel uygulanmistir. Akim zaman grafigi ve

absorbans zaman grafikleri ¢izilmistir.

3.5.2 In-Situ Polimerizasyon
In-situ polimerizasyon ¢alismasinda farkli oranlarda hazirlanan A, B, C, D
karisgimlarina her 10 saniyede bir 1.5 sabit potansiyel verilerek absorbsiyona karsi

dalgaboyu grafikleri ¢izilmistir.

3.6 Biyosensor Uygulamalar:

3.6.1. Oksijen Tiiketiminin Amperometrik Olarak izlenmesi
fletici sistem olarak bir amperometrik sensdriin  kullanilmas:  durumunda
potansiyometrik sensorlerden en biiylik fark; {irtinlerden sinyal olusturan tiiriin

elektrod ylizeyinde tiiketilmesidir. Oksijen tliketimine iligkin reaksiyonlar asagida

verilmistir.

Katodik reaksiyon: O, + 2H,0 — 2H,0,
2H202 +4e —> 4HO"

Anodik reaksiyon: Ag(k) + CI’ e AgCl+e

Toplam reaksiyon: 4Ag(k) +O,+ 2H,0 + 4Cl'—» 4AgCl + 4HO
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3.6.2 RF-Fc¢, RF Kopolimer/Glikoz Oksidaz Biyosensorlerinin Hazirlanmasi

Glukoz oksidaz ile hazirlanan enzim sensorlerinin kullanimiyla yapilan olgiimlerde,
enzimin substratint  oksidasyonu sonrasinda medyatoriin  yani ferrosenin
indirgenmesinin dl¢iimii temel alinmustir. iletken polimerler ile modifiye edilen grafit
elektrotlarin yiizeyine ¢apraz baglama (kovalent baglama) yontemiyle glukoz oksidaz
immobilize edilmistir. Enzimatik aktivite sonucunda c¢alisma kosullarinda
karbohidratlarin oksidasyonu gergeklesir. Olgiim hiicresine substrat ilavesinin
ardindan, enzimatik reaksiyonun baslamasiyla birlikte enzim glukozu oksitlerken
kendisi indirgenmektedir ve enzimin tekrar yiikseltgenmesi i¢in ferrosen kullanilarak
II. Nesil biyosensor hazirlanmistir. Glukoz oksidaz biyosensorleri ile yapilan
Olgtimlerde; reaksiyon -700 mV’da kronoamperometrik yontemle akimdaki degisim

olarak izlenmistir.

Glikoz Oksidaz(GOx) enzimiyle biyosensor hazirlanmasinda asagidaki
prosediir izlenmistir. Oncelikle grafit elektrot yiizeyi iki farkli yapidaki zzmpara kagid
ile piirlizsiizlestirilmig ve parlatilmistir. Daha sonra 0.1 M TBAPF6, Img/mL RF ve 4
mg/mL RF-Fc¢ dikolorometan ¢ozeltisi iginde hazirlandiktan sonra dongiisel
voltammetrik yontemle -0.5V ile 1,5V arasinda 0.1 V/s tarama hizinda 10 dongii ile
elektropolimerizasyon islemi uygulanarak elektrot ylizeyi monomer ile modifiye
edilmistir. Son olarak 1 mg GOx enziminin 6 mL pH 7,5 olan 50 mM fosfat
tamponundaki ¢ozeltisinden 2.5 ul elektrot yiizeyine damlatilmistir, iizerine 2.5 pul %
I’lik glutaraldehid ¢ozeltisi eklenmistir. Elektrot yiizeyi kurumasi i¢in 2 saat boyunca
oda sicakliginda bekletilmistir. Subsrat olarak kullanilan glikoz ¢6zeltisinin

konsantrasyonu 1 M’dur.

3.6.3 RF-Fc, RF Kopolimer/Glikoz Oksidaz Biyosensorleri ile Olciim ilkesi

Glukoz oksidaz temelli biyosensorlerle yapilan ¢aligmalarda 6l¢im yapilmadan 6nce
biyosensOr reaksiyon hiicresine alinarak ve manyetik karistiric1 ile karistirilarak
calisma tamponu ve oda sicakliginda 10 dk. boyunca bekletildi. -0.7 V da izlenen
caligmada substrat ilavesi Oncesinde sistemin dengeye gelmesiyle belirlenen akim
degeri kaydedildi ve ardindan substrat ilavesi yapildi. Olusan enzimatik reaksiyon 120

saniyede tamamland1 ve yeni bir denge durumuna ulasildi. Bu durumda da bir akim
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degeri okunarak kaydedildi. Deneysel ¢calismalarda, her iki denge durumunda okunan
akim degerinin farki alindi. S6z konusu farklanma, substrat konsantrasyonuyla
orantihidir ve uA/cm2 olarak belirlenir. Yapilan caligmalarda oncelikle glukoz
konsantrasyonu ile akim miktarindaki farklanmalar arasinda grafikler ¢izildi ve g¢esitli

parametrelerin sensor cevabina etkileri belirlendi.

3.6.4 Referans Yontem ile Glikoz Tayini

Referans metot olarak, bagimsiz glukozu spektrofotometrik analizle belirlemeye

yarayan ticari tahlil kiti Trinder kullanilmistir.

Test kitinde gerceklestirilen reaksiyonlar;

Glukoz oksidaz
D Glukoz + O, —— = Glukonik asit+ H,O»

[k asamada D-glukoz, glukoz oksidaz enzimi katalizérliigiinde, O, ve H,O varliginda
glukonat’a oksitlenmektedir. Bu reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksit,
peroksidaz enzimi katalizorliiglinde p-hidroksibenzoik asit ile reaksiyona girerek, 505
nm’de maksimum absorbans veren kirmizi renkli kuinoneimin bilesigini
olusturmaktadir. Olusan renkli bilesigin miktari, glukoz miktari ile dogru orantili olup,

fotometrik olarak saptanabilmektedir.

H,0, +p-Hidroksibenzoik asit

Peroksidaz

Kuinoneimin+H»,O,
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3.6.5 RF-Fc, RF Kopolimer/Glikoz Oksidaz Biyosensorlerinin Hazirlama ve

Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

3.6.5.1 Optimum pH

Glukoz biyosensoriiniin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla sodyum fosfat ve
sodyum asetat tamponlar1 kullanildi. 50 mM konsantrasyonda sodyum asetat ve
sodyum fosfat ile pH’s1 farkli tamponlar hazirlanarak en iyi biyosensér cevabinin

hangi pH degeri ile alindig1 belirlenmistir.

3.6.5.2 Elektrot Yiizeyine Kaplanan Kopolimer Oraninin Optimizasyonu

Biyoaktif tabaka olusturulmadan oOnce elektrot yiizeyinde kopolimerin oranlari
degistirilerek elektropolimerizasyon yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 1 RF/ 1 RF-
Fc, 0.5 RF/ 4.5 RF-Fc, 1 RF/ 4 RF-Fc, 2 RF/ 3 RF-Fc oranlarinda karisimlar
hazirlanip doniisiimlii voltametri ile yiizey modifiye edilerek ve sabit enzim miktarlari

kullanilarak glukoz tayini i¢in en iyi cevabin alindig1 oran seg¢ilmistir.

3.6.5.3 RF-Fc¢, RF Kopolimer/Glikoz Oksidaz Biyosensorlerinin

Karakterizasyonu

3.6.5.3.1 Dogrusal Tayin Arahg:

Gelistirilen biyosensdrlerin biyoaktif tabaka bilesenleri ve c¢alisma kosullarinin
optimizasyonu sonrasi karakterizasyonu amaciyla standart grafikler ¢izilerek glukoz
Ol¢iim aralig1 belirlenmistir.

3.6.5.3.2 Analiz Sonugclarimin Tekrarlanabilirligi ve Yeniden Uretilebilirlik

Optimize edilmis calisma kosullarinda hazirlanan RF-Fc, RF Kopolimer/GOx

biyosensorii ile dogrusal tayin aralifina giren bir glukoz konsantrasyonu segilerek
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tekrarli 10 6l¢lim alindi. Kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri

saptanarak standart sapma (S.D) ve varyasyon katsayilar1 (c.v) hesaplanmistir.

Optimize edilmis c¢alisma kosullarinda hazirlanan RF-Fc, RF Kopolimer/GOx
biyosensorii farkli gilinlerde hazirlanmis ve farkli giinlerde 1mM glukoz i¢in alinan

sensor cevaplari karsilagtirilmistir.

3.6.6. Ornek Uygulama

Tasarlanan biyosensoriin uygulanabilirligini test etmek amaciyla ticari olarak satilan

kola ve gazozdaki glukoz miktarlar1 belirlenmistir.
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4.BULGULAR ve TARTISMA

4.1 RF-Fc Maddesinin "H-NMR Spektrumu

Sentezlenen monomerin yapisal karakterizasyonlar1 1H-NMR, spektrumu ile

karakterize edilmistir.

Sekil 4.1°de verilen 1H-NMR spektrumu i¢in CDCl; solvent olarak kullanilmis ve

tetrametilsilan referansina gore kimyasal kayma (8) degerleri verilmistir.
CisH14N,S,, 6H ppm (CDCls): 4.0-4.5 (m, 9H, ferrosen), 6.46 (dd, 2H, Hd), 6.58 (s,

2H, Hb) , 6.73 (dd, 2H, Hf), 6.80 (d, 2H, He), 6.97 (dd, 2H, Hc), 7.12 (d, 2H, Hb),
7.24 (4H, s, Ha,g)

d
7 \
! \ N N /, b
S S
f e a
I;' f
h/ g HoN @&
s b-s
/ h { Fe S
.-/f
Jﬁ‘\—l; A A L e

—_——
6.0 55 5.0 4.5 4.0 3s
1 (ppm)

Sekil 4.1 : RF-Fc maddesinin "H -NMR Spektrumu

4.2 Doniisiimlii Voltametri Grafikleri

Doniistimlii voltametri iletken polimerler i¢in ¢cok popiiler ve kullanigh bir yontemdir.
Bu metot elektrokimyasal reaksiyon mekanizmalarinin tayininde ve elektrokimyasal

proseslerin karakterizasyonlarinda kullanilmaktadir.
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Sekil 4.2° de RF, RF-Fc nin ve ferrosenin 0,1M TBAPF6 iceren DCM ¢ozeltisi
icerisinde 250 mV/s tarama hiziyla alinan doniisiimlii voltametri grafikleri
karsilastirilmali olarak verilmistir. Bu grafikler incelendiginde RF-FC’nin ferrosenin
redoks pikine benzer oOzellik tasiyan bir redoks pik igermesi yapisinda ferrosen
oldugunu ve bu piklerin ferrosenin redoks pik degerlerinden farkli olmasi sebebiyle de
ferrosenin yapiya baglanmis oldugunu gostermektedir. Tablo 4.1 RF, RF-Fc ve
ferrosenin CV grafiklerinde gozlenen indirgenme ve yiikseltgenme pik potansiyel

degerlerini gostermektedir.
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Sekil 4.2 : DCM/TBAPF6 igerisinde 250 mV/s tarama hiziyla alinan RF (a), RF-Fc

(b) ve ferrosene (c) ait dontlistimlii voltametri grafikleri

Tablo 4.1 : RF, RF-Fc ve Fc nin indirgenme yiikseltgenme potansiyelleri

Epc (V) Ep. (V)
RF 0.5V 1.02V
RF-Fc (b) Epei= 0,65V Epu=0.9 V | Epay=0,51V Ep.,=0.95V
Fo 0.54 V 0.11V

Sekil 4.3 DCM/TBAPF6 igerisinde 250 mV/s tarama hiziyla alinan RF-Fc (a),
EDOT(b) ve bilesimleri Tablo 3.1’de verilen farkli oranlara sahip RF-Fc/EDOT
cozeltilerinin dontisimlii voltametri grafiklerini gostermektedir. Bu grafiklerden
goriildiigli gibi akim degerlerinin her dongiide artmasi ¢ozeltideki monomerlerin
polimerleserek elektrot ylizeyinde iletken polimer ya da kopolimer olarak
sentezlendigini gostermektedir.

Ayni ¢oziicii ve elektrolit ortaminda RF-Fc, EDOT ve bu iki maddenin farkli

oranlarda karistirilarak hazirlanan ¢ozeltilerinin Sekil 4.3 de gosterilen dontisiimlii
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voltametrisi incelendiginde ise RF-Fc ve EDOT’ a ait CV grafiklerinin sekilsel ve
potansiyel degerleri bakimindan hem kendi aralarinda hem de karisgimlarin CV
grafiklerinden ¢ok farkli 6zelliklere sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ RF-Fc ve
EDOT’un farkli oranlarda karistirilarak hazirlanan ¢ozeltilerinin - kopolimer

olusturdugunu gosteren bir kanittir.

4.3 Tarama Hizina Bagh Pik Akim Degerleri

P(RF-Fc), P(RF-Fc-co-EDOT) un sabit potansiyelde filmleri hazirlanarak monomer
icermeyen elektrolitik c¢ozeltide farkli tarama hizlarinda doniisiimlii voltametrileri
almmugtir. Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 de belirtilen polimerlerin farkli tarama hizlarinda

alian doniisiimlii voltamogramlarini gosterilmektedir.

Tersinir bir sistem i¢in pik akimi, 1, Randles- Sevcik esitligine gore;

i, =kn*>AD">Cy'"?

olarak verilir. Burada;
i, : Pik akim (amper)

n : Elektrot tepkimesinde aktarilan mol elektron sayisi
A: calisma elektrodunun alani (cm?)

D : Difiizyon katsayis1 (cm?)

C : Elektroaktif maddenin derisimi (mol/cm’)

v : Gerilim tarama hizi (volt/s)

k : Randles-Sevcik sabiti (2,69.10%)"dir.

Boylece diflizyon kontrollii bir sistemde pik akimi i, tarama hizinin karekokiiyle
dogrusal orantili olarak degismektedir. Elektroaktif polimer elektrokimyasinda bu
esitlik degistirilerek kullanilir. Uygulanan potansiyel ile monomerin elektrot yiizeyine
difiizlendigi elektroaktif monomerlerin polimerizasyonu siiresince tersinir bir proses
gozlemlenmektedir. Elektrot yiizeyine difiizlenen monomer tersinmez olarak
oksitlenerek elektrot yiizeyinde elektroaktif bir polimer film tabakasi olusturur. Bu
elektrot ylizeyindeki film tabakasi monomer olmayan elektrolit ortaminda redoks
ozellikleri incelendiginde elektrot yiizeyindeki bu elektroaktif film tabakasi sebebiyle

yari-tersinir redoks proses gozlenmez. Dolayisiyla proses diflizyon kontrollii degildir.
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Bu durumda yukarida verilen Randles-Sevcik esitliginin pik akimimnin yiizeye

tutunmus redoks merkezler icin modifiye edilmis asagida gdsterilen hali kullanilir.

_n’FTv
P 4RT
i, : pik akimi
F : Faraday sabiti
R : gaz sabiti
T : sicaklik
v : tarama hizi

I" : elektrot ylizeyinde bulunan reaktant miktari

fletken polimerler igin modifiye edilmis Randles-Sevcik esitligine uygun olarak farkli
tarama hizlarinda yiikseltgenme ve indirgenme pik akim degerlerinin tarama hiziyla

dogrudan orantili oldugu gozlenistir. Bu da prosesin difgzyon kontrollii olmadigini

gostermektedir.
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Sekil 4.3 : a) RF-Fc b) EDOT ¢) A d) Be) C f) D Doniisiimlii Voltametri grafikleri
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Akim degerlerinin tarama hizlariyla dogru orantili olmasi polimer filmlerin
elektroaktif oldugunu ve elektroda iyi baglandigin1 gostermektedir. Sekil 4.4 ve Sekil
4.5 de igerisindeki i¢ grafikte de gosterildigi gibi anodik ve katodik pik akimlari
tarama hizinin bir fonksiyonu olarak dogrusal bagimlilik gostermektedir. Bu sonugtan
yiksek tarama hizlarinda bile elektrokimyasal silirecin diflizyonun kontrolli

olmadigini ve tersinir bir reaksiyon oldugu kanitlanmaktadir.

0.7 4

¢ 06
0.6 4 5 04
£

0a] 1%
0.3 L9970.4
0.24 =9

2 100 200 300 400 500
0.14 TARAMA HIZI (mVis)
0.0+
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-0.44
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=80 mV/s
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0 1 2
POTANSIYEL (V)

Sekil 4.4 : P(RF-Fc) nin farkli tarama hizlarindaki CV grafigi
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Sekil 4.5 : P(RF-Fc-co-EDOT) un farkli tarama hizlarindaki CV grafigi
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4.4 Spektroelektrokimyasal Ozellikler

Iletken polimerlerin voltaj degisimi iizerindeki optik dzelliklerini incelemenin en iyi
yolu spektroelektrokimyadir. Ayrica bant aralifi (E;) ve doping gibi polimerin
elektronik yapisi hakkinda bilgi verir. Bu ¢alismada ilk olarak P(RF-Fc), P(RF-Fc-co-
EDOT) ve P(EDOT) filmleri 0,1 M TBAPF6 igeren DCM ¢oziiclisii i¢cindeki elektrolit
sistemde ITO elektrot lizerinde 1,5 V sabit potansiyel uygulanarak elektrokimyasal
olarak sentezlenmistir. Burada herbiri 1,5 V sabit potansiyel ile kaplanan 4 farkli
karisimin monomersiz 0,1 M TBAPF6 /DCM ¢oziicii sisteminde farkli potansiyellerde
UV-spektrumlart alinmig, m-n* gecislerine ait maksimum dalga boylart (Amax)
Olclilmiistiir. Kopolimer reaktivite oranlar1 belirlenmis ve her karisimdaki renk
degisimi kaydedilmistir.

Sekil 4.6 da gosterilen P(RF-Fc)’nin spektroelektrokimya grafiginden P(RF-Fc) n-n*
gecislerine ait maksimum dalga boyu (Amax) 435 nm ve bu gegislere ait bant boslugu

enerjidi (E, degeri) 2,31eV olarak ol¢iilmiistiir. Bu polimere ait redoks rekler ise sar1

ve mavi olarak gézlenmistir.

0.6

435 nm — 02V

Absorbans

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.6 : P(RF-Fc)nin Spektroelektrokimya Grafigi ve Redoks Renkleri
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Sekil 4.7 de 0,01 M 2,0 ml RF-Fc ile 0.01 M 0,5 ml EDOT karisimindan hazirlanan
cozelti (A ¢ozeltisi) kullanilarak sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya
grafigi gosterilmistir. Bu kopolimere ait maksimum dalgaboyu 437 nm ve band
boslugu enerjisi (Egy) 2,18eV olarak o6l¢lilmiistiir. A karisimi monomer besleme
oraninda RF-Fc miktart EDOT’a gore daha fazla oldugu i¢in bu ¢ozeltiden elde edilen
kopolimerin 6zellikleri de P(RF-Fc)’ ye benzemesine ragmen bu kopolimerin redoks
renkleri RF-Fc polimerinin redoks renklerinden ton degerleri bakimindan farklilik

gostermektedir.

Absorbans

05V

00 v v v v
400 600 800 1000

Dalgaboyu (hm)

Sekil 4.7 : A karisimindan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi ve
redoks renkleri

Sekil 4,8 de RF-Fc¢ miktarimin (0,01 M) 1.5 ml EDOT (0.01 M) miktarmin 1.0 ml
oldugu B karnisiminindan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi
gosterilmistir. Bu kopolimere ait maksimum dalgaboyu 454 nm ve E, degeri 2.0 (eV)
olarak hesaplanmistir. Spektroelektrokimyasal 6l¢iimlerde bu kopolimerin -0,5 V ile

1.0 V arasinda multikromik renklere sahip oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.8 : B karisimdan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi ve
redoks renkleri

Sekil 4,9 da RF-Fc miktarinin (0,01 M) 1.0 ml EDOT (0.01 M) miktarinin 1.5 ml
oldugu C karigimimindan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi
verilmistir. Bu grafige gore elde edilen kopolimerin maksimum dalgaboyu 503 nm ve

E, degeri 1.71 eV olarak ol¢iilmiistiir. Elde edilen kopolimer -0.8 V ile 1.0 V arasinda

multikromik renklere sahiptir.

Absorbans

40 600 80 1000
Delgeboyu (nm)

Sekil 4.9 : C karisimdan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi ve
redoks renkleri
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Sekil 4,10 da RF-Fc miktarinin (0,01 M) 0,5 ml EDOT (0.01 M) miktarinin 2.0 ml
oldugu D karisiminindan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi
gosterilmistir. Bu kopolimerin n-n* gecisine ait maksimum dalgaboyu 560 nm ve E,
degeri 1.68 eV olarak hesaplanmuistir. . Elde edilen kopolimer -0.8 V ile 1.0 V arasinda

verilen potansiyel degerine bagh olarak 6 farkli renk gozlemlenmistir.

Absorbans

0' 1 v v v \J
400 600 800 1000

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.10 : D karisimdan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi ve
redoks renkleri

Sekil 4,11°de elde edilen kopolimerle kiyaslama yapilabilmesi amactyla P(EDOT)’ un
spektroelektrokimya — grafigi  gosterilmistir.  Kopolimerlerin ~ sentezlenmesinde
kullanilan ¢oziicli/destek elektrolit ¢ifti kullanilarak sentezlenen PEDOT’un =m-m*
gegcislerine ait maksimum dalgaboyu 600 nm olarak olgiilmiis ve E, degeri 1.63eV

olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.11 : P(EDOT)un Spektroelektrokimya Grafigi

Kopolimerleri kendi aralarinda ve elde edildikleri monomerlerin homopolimerleri ile
karsilastirildiginda  kopolimer igerisindeki EDOT miktar1 arttikca elde edilen
kopolimerlerin band boslugu enerjisinin diistiigiinii, n-n* gegislerine ait maksimum
dalgaboylarinin ise artarak PEDOT’un maksimum dalgaboyuna yaklastigin1 ve bu
ozelliklere bagli olarak da kopolimerlerin multielektrokromik 6zellik gosterdikleri

saptanmuigtir.

4.4.1 Monomer besleme oranina karsi kopolimer kompozisyonunun degisimi

Bir polimerin kimyasal yapis1 monomerlerin makromolekiil zinziri boyunca nasil
dagildiklarina baglidir. Bu dagilim her bir molekiiliin kopolimer olustururken ¢ozelti
icindeki reaktivitesinin dogrudan sonucudur. Kopolimer kompozisyonunun bilinmesi
maddenin hangi amagla kullanilmasi i¢in degerlendirilmesinde 6nemli bir adimdir.
Kopolimerizasyonda en yaygin matematiksel model kopolimer kompozisyonu ve
monomer reaktiflik oranini tespit edebilecek parametrelerin oldugu monomer besleme

kompozisyonunu arasindaki iligkiyi bulmaya dayanir. Kopolimer kompozisyonunun
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ve karaliliginin monomer reaktivite oraniyla dogru tahmin edilmesi, kopolimerlerin
gerekli fiziksel kimyasal 6zellikleri ile belirli uygulamalarinin degerlendirilmesi i¢in

oldukca dnemlidir.

Farkli besleme oranlarina sahip monomer karigimlarini igeren ¢dzeltilerin
elektrokimyasal polimerlestirilmesi ile olusan kopolimerlerin spektroelektrokimya
grafiklerinde m-m* ge¢isleri ve maksimum dalga boylart A, Olclilmiistir. Bu
cozeltiler i¢in elde edilen kopolimerler ve ilgili homopolimerlerin A, degerleri
karsilastirilarak kopolimer kompozisyonlart hesaplanmigtir. Hesaplamada kopolimer

kompozisyonu ile m-n* gegislerine ait maksimum dalgaboyunun lineer degistigi

varsayilmistir. Sonuglar Tablo 4.2 i¢inde 6zetlenmektedir.

Tablo 4.2 : Farkli besleme orani iceren monomer ¢ozeltilerinin elektrokimyasal
polimerlestirilmesi ile olusan kopolimerlerin 6zellikleri

P(RF-Fc) 1.00 1.00 435 2,31
Karisim A 0.80 0.98 437 2,18
Karisim B 0.60 0.88 454 2.00
Karisim C 0.40 0.60 503 1.71
Karisim D 0.20 0.26 560 1,68
P(EDOT) 0 0 600 1.63

Kopolimer bilesimi oranin1 gdsteren agsagidaki denklemde
f; = beslemede M, in mol fraksiyonu f; = beslemede M, nin mol fraksiyonu

F; = kopolimerde M1 in mol fraksiyonu F, = kopolimerde M, nin mol fraksiyonudur.

d[M;] _ [M] ( ry [M;] +[M,] >
d[M,] [My] [M, ]+ 15 [M;]

Esitlikteki derisimler kullanilarak mol kesirleri hesaplanirsa r; ve r, ye ulasir. r; ve rp

degerleri kopolimerizasyon sekli ve bilesimi hakkinda bilgi verir.
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ri=r,=1, rastgele kopolimer, ideal kopolimerizasyona r;=0, r,=0 ardisik polimerlere

ornek gosterilebilir.

RF-Fc (monomer 1) ve EDOT (monomer 2) kopolimerizasyonu icin kopolimer
bilesimi F; e karst monomer besleme orani f; degerleri kullanilarak cizilen grafik
Sekil 4.12 de gosterilmistir. Kopolimerlerin optik 6zellikleri kopolimer kompozisyona
baghdir. Kopolimerlerin optik 6zelliklerinin lineer olarak degistigi diisiliniiliirse,
kopolimer kompozisyonununda kolayca hesaplanabilecegi diisiiniilmiis ve bu amacla

elektropolimerizasyonla elde edilen her bir kopolimerin m-n* gegisleri ve Amax

degerleri karsilastirilarak kopolimer kompozisyonlar1 tahmin edilmistir.

Bu grafikte kopolimer reaktif orani hesaplanmis ve RF-Fc miktarinin diisiik oldugu
karisimlardan elde edilen kopolimer bilesiminin rastgele kopolimere (ideal

kopolimerizasyon) daha yakin oldugu saptanmustir.

4.4.2 Kopolimerlesmeye Uygulanan Polimerlesme Potansiyelin Etkisi

Belli bir monomer besleme orani segilerek hazirlanan ¢ozeltilere farkli potansiyeller
uygularak  kopolimerlesmeye uygulanan polimerlesme potansiyelinin etkisi
incelenmistir. Bu amagla kopolimerlesmenin en etkin oldugu ve 0,5/1,5 RF-Fc/EDOT

orani i¢eren karisim D seg¢ilmistir.

Calismada D c¢ozeltisine sirasiyla 1.0V, 1.3V ve 1.5V sabit potansiyeller uygulanarak
her potansiyel degerine ait kopolimerler elde edilmistir. Elde edilen kopolimerler
0,IM TBAPF6/DCM sistemi i¢inde spektroelektrokimyasal 6l¢iimler yapilarak optik

ozellikleri incelenmistir.

Sekil 4.13 de 1.0 V sabit potansiyelde sentezlenen P(RF-Fc-co-EDOT) kopolimerine
ait spektroelektrokimya grafigi gosterilmistir. Maksimum dalgaboyu 425 nm E, degeri
2.26 (eV) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.12 : P(RF-Fc-co-EDOT) kopolimerleri i¢in monomer besleme oranina (1)
kars1 kopolimer kompozisyonlar1 (F;) grafigi

Sekil 4.14 de P(RF-Fc-co-EDOT)’un 1.3V sabit potansiyelde sentezlenen kopolimere

ait spektroelektrokimya grafigi

gosterilmistir. Bu kopolimere ait maksimum

dalgaboyu 440 nm ve E, degeri 2.10 eV olarak hesaplanmistir. -0.4 V ve 1.0 V

arasinda multikromik renk gozlenmistir.
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Sekil 4.13 : P(RF-Fc-co-EDOT)’ un 1.0 V sabit potansiyeldeki spektroelektrokimyasi
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Sekil 4.15 de 1.5V sabit potansiyelde sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya
grafigi gosterilmistir. Maksimum dalgaboyu 560 nm ve E, degeri 1,68 eV olarak

Ol¢iilmiistiir. Kopolimer -0.8 V ve 1.0 V arasinda multikromik renk gézlenmistir

0.104

0.08 +

0.06 4

Absorbans

0.04 +

0.02 4

0'00 L) L) L) ) L) L) )
400 500 600 700 800 900 1000 1100

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.14 : P(RF-Fc-co-EDOT) D karisiminin 1.3 V sabit potansiyeldeki
spektroelektrokimyasi
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Sekil 4.15 : P(RF-Fc-co-EDOT) D karigiminin 1.5 V sabit potansiyeldeki
spektroelektrokimyasi

Tablo 4.3 : Polimerlestirme potansiyelinin kopolimerlesmeye etkisi

Polimer Do Eg(eV)
P(RF-F¢) 435 231
Kopolimer I (1.0V) 425 2.26
Kopolimer II (1.3V) 440 2.10
Kopolimer III (1.5V) 560 1.68
P(EDOT) 600 1.63
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Tablo 4.3 de kopolimer I, II, III igin Amax Ve Eg(eV) degerleri verilmistir.
Kopolimerlesmeye uygulanan potansiyelin etkisini incelemek amaciyla aynt monomer
besleme oranina sahip ¢ozeltilere farkli polimerlesme potansiyelleri uygulanarak elde

edilen kopolimerlerin optik 6zellikleri incelendiginde asagidaki sonuglar bulunmustur;
a- Kopolimerlesmeye, uygulanan polimerlesme potansiyelinin etkisi bilytiktiir.
b-Polimerlestirme potansiyeli arttikga band boslugu enerjisi diismektedir.

c- Polimerlesme potansiyeli arttikca kopolimer yapisina daha fazla EDOT

girmektedir.

d- Diisiik  polimerlesme  potansiyellerinde  zincir  uzamasi  yeterince
gerceklesemediginden polimer yerine oligomerler olusmakta ve bu nedenle de
n-n* gecislerine ait maksimum dalga boyu hopolimer yapilarindan bile kiiglik

kalmaktadir.

e- Uygulanan potansiyel arttikca elde edilen kopolimerin multielektrokromik

ozelligi ortaya ¢ikmaktadir.

4.5 Tepki Zamam

Dalgaboyundaki gegirgenlik degisimi ile polimerin redoks bdlgeleri arasindaki
tepkime zamani spektroelektrokimyasal olarak belirlenmistir. Polimer filmin tepki
siiresini saptamak i¢in kronoamperometrik ¢ift potansiyel yontemi uygulanmustir.
Polimer filmin tamamen oksitlenmis ve noétral halleri arasinda 5 saniyede bir
potansiyel verilmistir. P(RF-Fc) i¢in maksimum kontrast elde edilen dalga boylari
olan 430 nm ve 700 nm de ve polimerin indirgenme ve ylikseltgenme potansiyelleri
olan -0.5V +1.2 V arasinda 5 saniyede bir potansiyel verilmistir ve Sekil 4.16 da
zamana kars1 cizilen potansiyel, absorbans ve akim grafikleri gosterilmistir. P(RF-Fc
co-EDOT) i¢in maksimum kontrast elde edilen dalga boylar1 olan 550 nm ve 1000 nm
de ve polimerin indirgenme ve yiikseltgenme potansiyelleri olan -1.0V +1.6 V
arasinda 5 saniyede bir potansiyel verilmistir Sekil 4.17 da zamana karsi c¢izilen

potansiyel, absorbans ve akim grafikleri gosterilmistir.

P(RF-Fc¢) i¢cin 800 nm de tepki zamam 2,5s 430 nm i¢in 1,5s olarak P(RF-Fc-co-
EDOT) i¢in 1000 nm i¢in 2,2s 550 nm i¢in 1.98 s olarak 6l¢iilmiistiir.
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4.6 In-Situ Polimerizasyon

A, B, C, D kanigimlarmin her birine her 10 saniyede bir 1.5 V sabit potansiyel
verilerek UV-vis spektrofotometrede in- situ elektrokimyasal kopolimerizasyonlari
aragtirtlmis absorbsiyona karsi dalgaboyu grafikleri cizilmistir. Zaman arttikca
elektrot yiizeyinde kaplanan kopolimer miktar1 artmis dolayisiylada absorbans
degerleri artmistir. Her bir kopolimere ait in-situ kopolimerlesme dalga boylarinin
ayni olmasi kopolimerlesme mekanizmasinin monomer besleme oranma bagh

olmadigini géstermektedir.
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4.7. Biyosensor Calismalari

4.7.1 Elektrot Yiizeyine Kaplanan Kopolimer Oraninin Optimizasyonu

Bu c¢alismada elektrot yiizeyine kaplanan kopolimer oranlar1 degistirilerek biyosensor
hazirlanmig ve bu oranlarin biyosensor cevabi iizerindeki etkisi belirlenmistir. Bu
amaca yonelik olarak; biyosensor hazirlanmasinda kullanilan 1mg RF/ 1 mg RF-Fc,
0.5 mg RF/ 4.5 mg RF-Fc, 1 RF mg/ 4 mg RF-Fc, 2 mg RF/ 3 mg RF-Fc kopolimer
oranlariyla biyosensdr cevabi arasindaki iliski Sekil 4.19 da verilmistir. En iyi

biyosensor cevabl 1 mg RF/ 4 mg RF-Fc ile hazirlanan biyosensorde goriilmiistir.

04

03

| (uAlemd2

Sekil 4.19 : Biyosensor cevabi ilizerine biriktirme siiresinin etkisi (Sodyum asetat
tamponu; pH 4,5; 50 mM; oda sicakligi -0.7 mV; RF/RFFc¢ (mg/mg monomer miktart) oranlari igin 1: 1
mg/4 mg; 2: 2 mg/3 mg; 3: 0,5 mg/4,5 mg; 4: 5 mg/Smg ).

4.7.2 pH Optimizasyonu

Glukoz oksidaz biyosensoriiniin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla sodyum asetat
tamponlar1 kullanildi. 50 mM konsantrasyonda sodyum asetat ve sodyum fosfat ile
pH’lar1 3,5 ve 6,5 arasinda farklanan tamponlar hazirlandi. En iyi cevap pH 4,5; 50

mM asetat tamponunda alindi.
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Sekil 4.20 : Biyosensor cevabi iizerine pH nin etkisi (50mM; asetat tamponu; oda

sicakligy; -700mV)
4.7.3 Glukoz Biyosensoriiniin Karakterizasyonu

4.7.3.1 Dogrusal Tayin Arahg:

Glukoz oksidaz biyosensoriiniin farkli substrat konsantrasyonlarinda biyosensor
cevabini incelemek amaciyla glukozun farkli konsantrasyonlari kullanildi. Belirlenen
calisma kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensor
cevaplar1 Sekil 4.20 ’de verilmistir. 0,05-1,0 mM glukoz konsantrasyonu araliginda

dogrusallik gozlendi.
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Sekil 4.21 : Glukoz oksidaz biyosensorlerinin degisen glukoz konsantrasyonlarindaki

akim degerleri (Sodyum asetat tamponu; pH 4,5; 50 mM; oda sicaklig; -0.7 mV)
4.7.3.2 Analiz Sonuc¢larinin Tekrarlanabilirligi

Hazirlanan glukoz oksidaz biyosensoriiniin belirli glukoz konsantrasyonlarinda
calisgma tamponu ve c¢alisma sicakliginda tekrar kullanilabilirligi incelendi.
Tekrarlanan Ol¢iimler sonrasinda ilgili substratin kalibrasyon grafikleri yardimiyla
konsantrasyon degerleri saptandi. Bu islemler sonrasinda glukoz oksidaz biyosensorii
ile glukoz standardi icin standart sapma (S.D) +0.103 mM (n=5) ve varyasyon
katsayis1 (c.v) % 5,0 olarak bulundu.

4.7.3.3 Ornek Uygulama

Hazirlanan glukoz oksdiaz biyosensorleri ile ticari drneklerde glukoz analizine
yonelik uygulanabilirligini izlemek amaciyla kola ve gazoz ornekleri kullanilmistir.
Reaksiyon ortamina glukoz yerine icecekler seyreltme yapilmadan eklenmis ve ilgili
standart grafiginden oOrneklerdeki glukoz miktar1 hesaplanmistir. Ayrica referans
yontem olarak spektrofotometrik bir yontem ile oOrneklerdeki glukoz miktari
belirlendikten sonra sonuglar birbiri ile kiyaslanmistir. Alkolsiiz igeceklerdeki glukoz
analizinin spektrofotometrik ve glukoz biyosensorlerinin kullanimiyla elde edilen

sonuclar1 Tablo 4.4’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.4 :Glukoz oksidaz biyosensorleri ve spektrofotometrik yontem kullanilarak
iki farkli 6rnekte glukoz analizi.

Glukoz (g/l)*
Ornek Spektrofotometrik Glukoz oksidaz
metod biyosensorii
Coca Cola 70,0£3,0 69,1£1,9
Sprite 54,2493 55,7+1,7

*Sonuglar ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir (n:3).
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5. SONUCLAR

Literatiirde benzer tlirevi bulunmayan ferrosenilditiyofosfanat iceren monomer RF-Fc
sentezlenmis, 'H-NMR spektrumu ile karakterize edilmistir. RF-Fc, ferrosen ve RF ile
CV grafikleri iizerinden karsilastirilmig ve farkli indirgenme yiikseltgenme piklerine

sahip olduklar1 gozlenmistir.

RF-Fc iyi iletken 6zellik gosteren EDOT ile belli oranlarda karistirilarak hazirlanan
cozeltilerinin doniisiimlii voltametrisi incelenmistir. RF-Fc ve EDOT’ a ait CV
grafiklerinin sekilsel ve potansiyel degerleri bakimindan hem kendi aralarinda hem de
karisgimlarin CV grafiklerinden ¢ok farkli 6zelliklere sahip oldugu goriilmektedir. Bu
sonu¢ RF-Fc ve EDOT’un farkli oranlarda karistirilarak hazirlanan ¢6zeltilerinin
kopolimer olusturdugunu gostermektedir.

P(RF-Fc), P(RF-Fc-co-EDOT) un sabit potansiyelde filmleri hazirlanarak farkli
tarama hizlarinda doniisiimlii voltametrileri alinmistir. Alinan akim degerlerinin
tarama hizlariyla dogru orantili olmasi polimer filmlerin elektroaktif oldugunu ve
elektroda iyi baglandiginm1 gdstermektedir. Tarama hizina kars1 ¢izilen akim
grafigindeki dogrusallik elektrokimyasal siirecin difiizyonun kontrollii olmadigini ve

tersinir bir reaksiyon oldugu gdstermektedir.

Kopolimer kompozisyonunun monomer reaktivite oraniyla dogru tahmin edilmesi,
kopolimerlerin gerekli fiziksel kimyasal o6zellikleri ile belirli uygulamalarinin
degerlendirilmesi i¢in olduk¢a 6dnemlidir. Bu amagla P(RF-Fc-co-EDOT) i¢in karigim
oranlart ve spektrumlar1 karsilastirilarak kopolimer reaktive orani belirlenmis ve

kopolimer bilesimi aydinlatilmistir.

P(RF-Fc-co-EDOT) icin farkli oranlardaki karisimlardaki c¢aligma elektrodu sabit
potansiyellerde kaplanmis renk degisimleri kaydedilmistir. (n-n*) gegisleri ve E,
hesaplanmistir. Kopolimer icerisindeki EDOT miktar1 artttkca elde edilen
kopolimerlerin band boslugu enerjisinin diistiigiinii, n-n* gecislerine ait maksimum
dalgaboylarinin ise artarak PEDOT’un maksimum dalgaboyuna yaklastigin1 ve bu
ozelliklere bagli olarak da kopolimerlerin multielektrokromik 6zellik gosterdikleri

saptanmustir.

Elektrokimyasal kopolimerlestirme isleminde monomer besleme oranlar1 yaninda

uygulanan polimerlestirme potansiyelin kopolimer bilesimine ve 6zelliklerine etkisini
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incelemek amaciyla sabit monomer bilesimine sahip c¢ozeltilere farkli potansiyeller
uygulanarak kopolimerler sentezlenmistir. Sabit derisime sahip bu ¢ozeltilerin artan
polimerlestirme potansiyeliyle sentezlenen kopolimerlerin optik  dzellikleri
saptanmigtir. Farkli potansiyeller uygulanarak elde edilen kopolimerlerin 6zellikle n-
n*  gegislerine ait maksimum dalgaboylar1 ve band boslugu enerjileri (E,)
hesaplanarak karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucunda uygulanan polimerlesme
potansiyelinin kopolimer bilesimine etkisi oldugu ve artan potansiyel ile kopolimer
yapisina daha fazla EDOT girdigi saptanmistir. Ayrica artan potansiyel ile band
boslugu enerjisinin diistiigii goriilmiistiir. Bu sonug¢ diisiik band bosluguna sahip
EDOT’un artan potansiyelle kopolimer bilesiminde daha fazla bulundugunun diger bir

gostergesidir.

Dalgaboyundaki gegirgenlik degisimi ile polimerin redoks bolgeleri arasindaki
tepkime zamani spektroelektrokimyasal olarak belirlenmistir. P(RF-Fc) nin ve P(RF-
Fc-co-EDOT) un tepki zamanlar1 kronoamperometrik cift potansiyel yontemi ile
Ol¢iilmiistiir. P(RF-Fc) icin 800 nm de tepki zamani 2,5s 430 nm i¢in 1,5s olarak
P(RF-Fc-co-EDOT) i¢in 1000 nm’de 2,2s 550 nm i¢in 1.98 s olarak ol¢iilmiistiir.

Sentezlenen P(RF-Fc) maddesinin ferrosen igermesi biyosensor igin iletici sistem
olabilir diisiincesini dogurmus ve g¢aligmanin ikinci kisminda maddenin biyosensor
ozellikleri incelenmistir.  Ditiyofosfanat iceren maddenin (RF-Fc) ferrosen gibi
katalitik redoks 6zelligi gosteren bir medyator igeriyor olmasi biyosensor uygulamasi
icin avantaj teskil etmis olsada, biyoreseptoriin elektrot yiizeyine kovalent
immobilizasyonu i¢in primer amin (-NH;) fonksiyonelligine sahip grup i¢ermiyor
olmasi1 dezavantaj olusturmustur. Fonksiyonel primer amin grubuna sahip olan RF
maddesi ile RF-Fc maddesi grafit elektrot yiizeyinde kopolimerlestirilerek dezavantaj
ortadan kaldirilmistir. Kopolimere glukoz oksidaz enzimi immobilize edilerek

polimerin glukoz sensdriinde ¢evirici eleman olarak uygulanabilirligi arastirilmistir.

Glukoz oksidaz enzimi kullanilarak glikoz biyosensorii tasarlanmis ve kopolimer
kompozisyonu ve pH optimizasyonu yapilarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.
Tasarlanan biyosensor ile gergcek ornekler lizerinde (ticari kola ve gazoz) glikoz tayini

yapilmis ve referans metod ile tutarli sonuclar elde edilmistir.
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EKLER

EK A.1 FTIR Spektrumlari
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