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OZET

Iletken polimerler elektriksel etkilerle kimyasal, elektriksel, optik ve mekanik &zelliklerinde
degisime wugrarlar. Inorganik bilesenlerin iletken organik polimerler yapilarina dahil
edilmesilmesiyle olusturulan hibrit malzemeler biyoteknoloji, kataliz, elektronik gibi

alanlarda umut verici uygulamalar vaadetmektedir.

Bu calismada, ferrosenilditiyadifosfetan ‘in amino ve hidroksil grubu igeren tiyofen ve pirol
gibi elektroaktif bilesiklerle toluenli ortamda etkilestirilmesi sonucu yeni elektroaktif
ditiyofosfor bilesikleri sentezlenmis ve Karakterize edilmistir. Hem organik hem de inorganik
grup igeren bu monomerlerin uygun ¢oziicii ve destek elektrolit varliginda elektrokimyasal
olarak polimerlestirilmesiyle olusturulan hibrit polimerlerin karakterizasyonu yapilarak,

elektrokromik ve elektrokimyasal biyosensor uygulamalar arastirilmatir.
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ABSTRACT

The application of electrical stimuli can result in drastic changes in the chemical, electrical, optical
and mechanical properties of conducting polymers. Incorporation of inorganic components in the
organic conducting polymeric structure have shown promising applications in various fields of

chemistry such as organic synthesis, biotechnology, catalysis, electronics etc.

In this work, new electroactive dithiaphosphorus compounds have been synthesized by reaction
between Ferrocenyldithiadiphosphotane and thiophene and pyrrole derivatives with amino or
hydroxyl groups in toluene. Electrochromic and electrochemical biosensor applications of hybrid
polymers formed by electrochemical polymerization of the monomers containing both organic and

inorganic groups have been investigated.
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1. GIRIS
1.1 Elektrokromik Malzemeler

iletken polimerler son 30 yilda, bu polimerlerin elektrokromik 6zellikleri ise son 10 yilda ciddi
anlamda hem bilim hem de ticari ¢evrelerin ilgisini gekmistir. Bu durum iletken polimerlerin
biyosensoérler (Vidal, Ruiz ve Castillo 2003), alan etkin transistérler (Horovitz 1998), gines
pilleri (Cravino ve Sariciftci 2002), 1sik sacan diyotlar (Burroughes, et al. 1990) ve
elektrokromik cihazlar (Sommani ve Radhakrishnan 2002) gibi uygulama alanlarinin
bulunmasi ve bunlardan 6zellikle son ikisinin plastik ekran yapiminda kullanilabilecek
nitelikte olmasindan kaynaklanmaktadir. Son donemde elektrokromik uygulamalara ydnelik
olarak vyapilan incelemeler, akademik c¢evrelerce 6nem verilen bircok dergide kapak
galismasi olarak sunulmus ve pek ¢ok patent alinmigtir.

Elektrokromizm, malzemenin tersinir olarak elektrokimyasal yontem ile oksitlendiginde

(elektron kaybi) veya indirgendiginde (elektron kazanimi) optik 6zelliklerinde degisim
gozlenmesi olarak tanimlanabilir.

iletken polimerler kullanilarak iretilen elektrokromik malzemeler, kimyasal, elektrokimyasal
veya basit kaplama teknikleri kullanilarak Uretilebilir. Bu malzemelerin islenebilirligi daha
yiiksek, maliyeti ise daha duisiiktir. iletken polimerlerde renkler katkilama yiizdesine, segilen
monomere, uygulanan potansiyele gore dedisir. Bu yluzden iletken polimerler kullanilarak ¢ok
daha fazla sayida renk ve daha ylksek kontrast elde etmek mumkundur (Sekil 1).(Turkaslan,
et al. 2007)(Varis, et al. 2007)(AKk, et al. 2008)

ke
Ah ?"”90‘

Sekil 1.iletken polimerlerin uygulanan farkli potansiyellerdeki renkleri ve absorpsiyon
spektrumlari.
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Biyosensorler, biyolojik sistemler ve bu sistemlerden gelen bilgiyi analitik olarak kullanisli bir
sinyale doénuastiren iletici sistemlerden meydana gelir. Spesifik bir analit ya da analitler
grubunun konsantrasyonuna bagli olarak sinyal olusturur. Biyosensoérlerin biyolojik bileseni;
katalitik 6zellik taslyan ve katalitik 6zellik tagsimayan biyomateryaller olarak iki dnemli gruba
ayrilir. Katalitik 6zellikteki grup enzim, mikroorganizma ve dokulari igerirken, katalitik 6zellik
gbstermeyen grup ise antikorlar, reseptdrler ve nikleik asitlerden olusur. (Sharma, et al.
2004) Biyosensorlerin, analit tayini icin gerekli olan iletici kismi ise elektrokimyasal
(amperometrik, potansiyometrik ve konduiktometrik), optik, termometrik, piezolelektrik ya da
manyetik ozellikteki gruplardan olusabilir (Sharma, et al. 2004) (Velasco-Garcia ve Mottram
2003). Biyolojik sistem ve iletici sistemin iyi bir sekilde etkilesmesi yani basarili bir
immobilizasyon tekniginin kullaniimasi etkili bir biyosensoérin hazirlanmasinda 6nemlidir
(Tkac, et al. 2005).

Son zamanlarda, organik bilesiklerin tayini icin bircok biyosensoér sistemi gelistirilmistir.
Bunlarin blyudk bir kismi enzim katalizli ya da mikrobiyal katalizli reaksiyonlari temel
almaktadir. Enzim ile modifiye edilmis elektrotlar amperometrik biyosensoérlerin ve biyoyakit
hicrelerinin temel pargalarindandir. Enzim elektrotlari elektrokimyasal prosesi immobilize
enzimin aktivitesi ile kombine eden minyatir kimyasal iletici sitemlerdir (Dzyadevych, et al.
2008). Bu sistemler enzimin biyolojik fonksiyonu sayesinde biyolojik orijinli olan substrat
molekullerine kargi genellikle yuksek secimlilik gosterir. Bu nedenle, enzimlerin sahip oldugu
bu o6zellik enzim sensorleri olusturulmasinda avantaj saglar. Enzim sensorleri ilgili
substratlarina karsi ylksek spesifiklik gdsterir, ancak enzimler genelde pahalidir ve stabil
degildir. Mikrobiyal biyosensdrler biyokimyasal proseslerin on-line kontroll i¢in uygundur ve
birgok arastirmaci i¢in ¢alisma konusu olmustur (Karube ve Nakanishi 1994).

Birbirinden ¢ok farkli 6zelliklere sahip iki yapi tasinin birlestiriimesiyle olusturulan inorganik-
organik hibrit polimerik malzemeler Uzerine ¢ok farkh bilim dallarinda arastirmalar
yapiimaktadir. Organik polimerik yapiya inorganik bilesenlerin dahil edilmesiyle olusturulan
bu hibrit malzemeler Uzerinde Ozellikle organik sentez, kataliz, elektronik gibi alanlarda
teknolojik uygulamalar igin arastirmalar yapiimaktadir (Kickelbick 2003)(Beleze, Fabio and
Zarbin ve Aldo 2001).

Projede literatirde benzer tlrevleri bulunmayan, tiyofen, pirol gibi elektrokimyasal ve
kimyasal yollar ile polimerlegtirilen grup iceren ve inorganik ferrosenil ditiyofosfonat ile
fonksiyonlandiriimis hibrit monomerlerin ve polimerlerin sentezlenecektir. Monomer tasarimi

polimerlesebilir Gnite ve inorganik redoks aktif grubun etkin ve kolay bir bigcimde birlestiriimesi
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esasina dayanmaktadir. Elde edilen polimerler elektrokromik &zellikleri yaninda biyosensor

olabilme kapasiteleri dl¢tilecektir.

1.2 Donguli Voltametre

Dongult voltametre elektroaktif maddelerin elektrokimyasal davranimlarini arastirmak igin
kullanilan bir yontemdir. Bu ydntemle calisma elektrotunun potansiyeli referans elektrota
gbre taranirken, calisma elektrotu ile karsit elektrot arasinda meydana gelen akim
Olcllmektedir. Sonug olarak elde edilen voltamogram akima karsi potansiyeli gdéstermekte ve
ilgili maddenin elektroaktivitesi ve redoks davranimi hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica bu
yontem elektrokimyasal tepkimenin mekanizmasi, tersinir olup olmadidi ve olusan Urdndn

iletken olup olmadigi hakkinda da bilgi vermektedir.

Elekrokimyasal polimerizasyon sonucunda elde edilen polimer ile kaplanmis elektrot
monomer ¢ozeltisinden ¢ikarilir ve tepkimeye girmemis monomerlerden kurtulmak i¢in uygun
bir ¢cdzlcu ile yikanir ve monomersiz ortamda polimer filminin redoks davranimi incelenir. Bu
calismada donguli voltametre ve elektroliz deneyleri Gamry Referans 600 potentiostat-

galvanostat cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

1.3 Spektroelektokimyasal Olgiimler

iletken polimerlerin spektroelektrokimyasal &lgiimleri bant araliklari, doplama sirasinda
olusan bant degisiklikleri ve elektrokromik Ozellikleri hakkinda bilgi  verir.
Spektroelektrokimyasal galigmalarda, platin tel, karsit elektrot ve Ag tel, referans elektrot
olmak tzere ITO galisma elektrotu kullanilarak yapilmistir. Bu ¢aligsmalarda Agilent 8453 UV-
visible diode array spektrofotometre cihazi Gamry Referans 600 model potantiostat cihazi ile
birlikte kullaniimigtir. Potantiostat cihazi ile farkli potansiyel uygulanan iletken polimerin

uygulanan her potansiyel degeri igin UV spektrumu alinmistir (Sekil 3).

Sekil 2.Spektroelektrokimyasal denemelerin yapildigi dizenek

4
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1.4 Biyosensorler

Biyosensorler, analit konsantrasyonu ile orantili élgulebilir bir sinyal olusturmak icin, bir
biyolojik taniyici ve bir fiziksel iletici sistemi birlestiren analitik cihazlardir. Bir biyosensorin
genel prensibinde, biyolojik taniyici hedef bilesige yanit verir ve iletici sistem biyolojik cevabil,
elektrokimyasal, optik, akustik, mekanik, kalorimetrik ve elektronik olarak dl¢ilebilen ve analit

konsantrasyonu ile iligkilendirilebilen bir sinyale gevirir (Liang, et al. 2011).

Sekil 3. Bir biyosensorin sematik gosterimi

Sekil 3’de gosterildigi gibi bir biyosensor bir biyoelement (sensér elementi) ve bir iletici
sistemden olusur. Biyoelement enzim, antikor, canli hiicre ya da doku olabilir. Olgi]m
elementi ise elektrik akimi, elektrik potansiyeli olabilir. Farkli biyoelement ve sensor

elementlerinin bir listesi sekil 4’de gdsterilmektedir (Mohanty ve Kougianos 2006).
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Biyokomponent

Enzim Elektrik
potansiyeli
Immuno
ajanlar Elektrik akimi
Organeller Kitle
Doku Sicaklik
kesitleri
Viskozit
Niikleik asitler Iskozite

Mikroorganizmalar

Reseptdr molekiilleri

Sekil 4. Biyosensor elementleri

1.4.1 Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensorleri

Amperometrik Esasli Enzim Sensérleri

Amperometri en genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin dlgimini esas alir.
S6z konusu akim yogunlugu galisma elektrodunda ylkseltgenen yada indirgenen elektro
aktif tirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak tanimlanir. ikinci elektrod referans
elektrod olarak is gorur. Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan ilgili turlerin

konsantrasyonlarinin belirlenmesinde yararlanilir (Dingkaya 1999).

Oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyen dehidrogenaz enzimleri monoenzimatik sistemlerde

amperometrik enzim elektrodunda kullanilan genel enzimlerdir.
Substrat + Dehidrogenaz (yik.) ———  Urlin + Dehidrogenaz (ind.)

Dehidrogenaz (ind.) + NAD*—— Dehidrogenaz (yuk.) + NADH



rhelran

NADH + Mediator » NAD" + Mediator (ind.)
Mediator (ind.)  Elektrod Ylzeyi Mediator + e
_

Potansiyometrik Esasli Enzim Sensérleri

Elektrokimyasal esasli enzim sensoérlerinin ikinci énemli grubunu potansiyometrik enzim
elektrodlar olusturmaktadir. Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda calisma ve
referans elektrod arasindaki potansiyel farkinin dlgimunid esas alir. Elektrod potansiyelinin
belirlenmesi dogrudan analit konsantrasyonunu tanimlar. Elde edilen sinyal Nerst Kanunu
uyarinca konsantrasyonunun logaritmasi ile orantiidir. Potansiyometrik enzim
elektrodlarinda kullanilan temel sensérler pH yada tek degerlikli iyonlara duyar cam
elektrodlar, anyon yada katyonlara duyar iyon segimli elektrodlar ve karbondioksit yada
amonyaga yonelik gaz duyar elektrodlardir. Potansiyometrik esasli enzim elektrodlari s6z
konusu sensorler Gzerine bir veya birden ¢ok enzimin uygun immobilizasyon ydntemleriyle

genelde pratik metodlarla monte edilmesiyle hazirlanir (Mohanty ve Kougianos 2006).

Yari iletken Esasli Enzim Sensérleri

Temel sensor olarak metal oksit yari iletken alan etkili transistorleri yada iyon duyar alan
etkin transistorleri esas alan bu tir enzim sensorleri, enzim ile alan etkin transistorlerinin
birlestiriimesini ifade edecek sekilde enzim alan etkili transistoru olarak adlandirilir (Mohanty

ve Kougianos 2006).

lletken polimerler uygun enzim matriksleri olmalari nedeniyle buyuk ilgi ¢ekmektedir.
Diagnostikte iletken polimerler; vital analitleri 6lcmek igin biyosensdrlerin  hizini ve
duyarhhgini arttirmak icin kullanilir (Gerard, Chaubey ve Malhotra tarih yok). Fiziksel
adsorbsiyon, elektrokimyasal tutuklama ve kovalent baglama gibi birgok teknik iletken
polimerlerle biyomolekul immobilizasyonu i¢in kullaniimistir. Biyomolekdullerle iletken
polimerlerin inkorporasyonu igin kullanilan teknikler elektrot ylzeyinde istenilen boyutta ya da
geometride biyolojik olarak aktif olan molekllin lokalizasyonuna imkan saglarlar (Malhotra,
Chaubey ve Sings 2006).

Bu nedenle gesitli biyo(analitik) ve teknolojik uygulamalari vardir. iletken polimerler, kolay
sentezlenirler ve monomer ¢ozeltisinden elektrokimyasal polimerizasyon ile iletken ylzeyinin
uzerine biriktirilebilirler. Ayrica olusum hizlari ve kalinliklari elektrokimyasal olarak kontrol
edilebilir (Vidal, Ruiz ve Castillo 2003).
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2. Kullanilan Malzemeler ve Kimyasallar

Kullanilan butin kimyasallar Aldrich Chemical ve Alfa Easer firmasindan satin alinmistir.
Elektrokimyasal c¢alismalarda kullanilan asetonitril (AN) ve diklorometan (DCM) c¢oziclleri
kullaniimadan o6nce distillenmistir. Redoks ve elektrokromik &zelliklerin incelenmesi
deneylerinde g¢alisma ve karsit elektrot olarak sirasiyla platin ve indiyum tin oksit (ITO, Delta
Tech. 8-12 Q, 0.7 cm x 5 cm) kapli cam elektrot kullaniimistir. Referans elektrot olarak ise
gumus tel (R=1mm) kullanihgtir. Polimer filmleri goklu déngl veya sabit potansiyel elektroliz
yontemleriyle hazirlanmistir. Sentezlenen monomerler Argon atmosferi altinda buzdolabinda

muhafaza edilmistir. Elektrokromik 6zelliklerin incelenmesinde platin kargit elektrot, Ag/Ag

referans ve camsi karbon elektrot ise ¢calisma elektrodu olarak kullaniimigtir.

2.1 Arag ve Geregler
2.1.1 Proje Biitcesinden Satin Alinan Tecghizatlar

Proje bltgesinden asagida fotograflari verilen iki adet makine techizat alinmistir. Bunlardan
birincisi elektrokimyasal tim deneylerin gergeklestirilecegi Gamry Referans 600 potentiostat-
galvanostat cihazi digeri ise 6zellikle kinetik ve spektroeletrokimyasal ¢alismalarin yapilacagi
Agilent 8453 UV-visible diode array spektrofotometredir (Sekil 2).

b)

a)

Sekil 5.a. Gamry Referans 600 potentiostat-galvanostat cihazicihazi b. Agilent 8453 UV-
visible diode array spektrofotometre
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3.Tiim Maddelerin Sentez Semalari ve Elektrokromik Ozellikleri

Bu boélimde sentezlenen malzemelerin sentez prosedurleri, bu malzemelerin incelenen

elektrokromik ve biyosensor ozellikleri 6zetlenecektir.

3.1 O-2-(tiyofen-3-yl)etil ferrosenil ditiyofosfonat (ThFc)

3.1.1 ThFc’ nin Sentezi

ThFc, [FcP(=S)(u-S)]. ile 2-(3-tiyoenil) etanolln toluen igindeki reaksiyonu ile sentezlenmistir
(Sekil 4). Detayli sentez bilgileri su sekildedir. 0,50 g (0,89 mmol) [FcP(=S)(m-S)], 25 ml
toluen igerisinde 0,23 g (1,78 mmol) 2-(3-tiyoenil) etanol ile (1:2 mol oraninda) reaksiyona
sokulmus boylece O-2-(tiyofen-3-yl)etil-ferrosenilditiyofosfonat bilesigi elde edilmistir.
Reaksiyon karsimi tum kati bilesenler ¢dzulup kahverengi bir ¢ozelti elde edilinceye kadar
isitilmistir. Daha sonra reaksiyon karisimi siizilmis ve ¢ozelti -18°C’de sogumaya
birakilmistir. Sari-turuncu renkli kristal sizilmuis ve vakumda kurutulmustur. 0,42 g (% 58
verimle) rlin elde edilmistir (erime noktasi 47-4 °C’dir). Bilesik (C1sH1,FeOPS:;) icin analitik
olarak hesaplanan C, H %’si %47,06 C, %4,19 H seklindedir, deneysel olarak bulunan
yuzdeler teorik degerler ile oldukga uyumlu olup %47,01 C ve %4,27 H seklindedir.
Bilesigin'H NMR (CDCl) verileri &: 7.23(m, 1H, CH), 7.04(m, 1H, CH, 6.97( dd, 1H, CH),
4.51(m, 2H, CsH,),4.39(m, 2H, CsH,), 4.19(s, 5H, CsHs), 3.04(t, 2H, CH,), 2.06(br, 2H, CH,)
seklinde IR(cm™) verileri ise 655 (Vasym PS») and 589 (ve,m PS,) seklindedir.

OH @

Fe s Fe s Fe s
I,S\P_@ +2 /i \\ toluene ZQB—SH& é—B—SH
sl s — " ] BFEE $
S Fe o
E/ \5 I/ \
S S$" /n
Poly(ThF
ThFc oly(ThFe)

Sekil 6. ThFc ve P(ThFc) sentez semasi

Sentezlenen ThFc ve ThFc-Ni *H-NMR, **C-NMR ve *P-NMR spektrumlari ile karakterize
edilmistir. 'H ve *C NMR spektrumlari igin referans olarak TMS kullaniimigtir. **P NMR
spektrumu icin ise (& = 0) ortofosforik asit ( HsPO,) kullaniimigtir.
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Sekil 7. ThF¢’ nin 1TH-NMR (a), 13C-NMR (b) ve 31P-NMR (c) spekturumu
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3.1.2 ThFc¢’ nin Redoks 6zellikleri ve Polimerlestirilmesi

ThFc polimerlestiriimesinde birgok ¢dziclu ve destek elektrolit ¢ifti denenmis fakat
polimerlestirlememistir. Polimerlesme sadece Bortriflorid:dietileter kompleksi (BFEE)
icerisinde ve ilave destek elektrolit kullanilmadan gercgeklestirilebilmistir. BFEE; ThFc’nin
polimerlestiriimesinde hem ¢dzicl hem de destek elektrolit gorevini Ustlenmistir. ThFc
bilegiginin -0,6:+1,6V potansiyel araliginda, 200 mV/s tarama hizinda alinmis dongulu
voltamogrami Sekil 6.a’ da verilmistir. ilk déngiide ferrosenin oksidasyonuna ait olan ve
0,12 V’ ta gozlenen pik ikinci dongide monomerin polimerizasyonundan dolayi 0,27 V’a
kaymistir. Takip eden déngllerde ferrosenin oksidasyon piki, polimere ait oksidasyon
pikinin altinda kalmistir. indirgenme piki -0,08 V’ta gézlenmistir. Sekil 6.b de karsilastirma
amacl ayni kosularda cekilmis tiyofen CV si verilmistir. Sekilden de goérildugua gibi
politiyofene ait oksidasyon piki genis bir aralikta gézlenmekte (0,0-1,1 V) ve indirgenme
piki -0,3 V olarak belirlenmektedir.

I
=
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2 2 06
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o o
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3 =
© O o6
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Sekil 8. ThFc (a) ve Th (b) bilesiklerine ait BFEE icinde 200 mV/s tarama hizinda alinmig
Dongusel Voltamogramlar

3.1.3 ThFc¢’ nin Yiizey ozellikleri

Polimerin ylzey 6zellikleri Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Her iki
polimerde BFEE icerisinde destek elektrolit kullaniimaksizin sentezlenmistir. Ayni ana
zincire sahip olduklari i¢cin P(ThFc) (Sekil 7a) ve PTh (Sekil 7b) SEM goéruntuleri
benzerdir. SEM géruntulerinden P(ThFc)’'nin P(Th)’ye oranla daha puriuzsuz bir yapiya
sahip oldugu anlagiimaktadir.

11
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Sekil 9. P(ThFc) (a) ve P(Th) (b) bilesiklerine ait SEM goruntuleri

3.1.4 P(ThFc)’ nin spektroelektrokimyasal 6zellikleri

Spektroelektrokimya deneyleri igcin P(ThFc) sabit 1,5 V potansiyel altinda ITO elektrot
uzerinde film halinde kaplanarak sentezlenmigtir. Spektroelektrokimya deneyleri
monomer icermeyen BFEE c¢ozeltisi iginde gerceklestirilmigtir. P(ThFc)’nin politiyofen
anazincirine ait 320-600 nm araliginda (417 nm’de maksimum ile) absorpsiyonuna ek
olarak, ferrosen gruplarinin boron triflorur dietil eterat (BFEE) grubu ile etkilesiminden
kaynaklanan 600-800 nm aralidinda bir absorpsiyon gézlenmistir. Spektroelektrokimya
¢alismalari P(ThFc)'nin 1* elektronik gecisinden kaynaklanan 2,14 eV bulyukliginde
band boslugu enerjisi oldugunu gOstermektedir (Sekil 10).

Absorbance

Sekil 10. P(ThFc) nin spektoelektrokimya deneyi sonucunda elde edilen grafigi (a) ve

P(ThFc)’'nin BFEE igindeki redoks renkleri: (b) yesil renk 0,0 V'ta (L:71,a:-27, b:52), (c) Mavi
renk +1,2 V'ta (L:47, a:3, b:-30).

12
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Rengin tam olarak o6lgumini saglayan kolorimetre (Renk olgumu) elektrokromik
polimerler icin 6nemli bir teknik haline gelmistir. Kolorimetre élgiimleri igin Minolta CS-100
markall spektrofotometre kullaniimigtir. P(ThFc) noétral ve yukseltgenmis halleri icin
sirasliyla yesil ve mavi renklerine sahiptir. P(ThFc)’nin reox renklerine karsilik gelen L*a*b

degerleri sekil 10b-c’de verilmistir (Ayni kosullar ile sentezlemis P(Th)’e ait renkler sekil
10b-c’de verilmistir).

15 T;,;’"_
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Absorbance

Sekil 11. P(Th)’ nin spektoelektrokimya deneyi sonucunda elde edilen grafidi (a) ve P(Th)’nin
BFEE icindeki redoks renkleri: (b) kimizi renk -0,8 V'ta (L42,a:36, b:31), (c) Mavi renk +0,8
V’ta (L:46, a:3, b:-26).

Polimerizasyon ¢bézicu sisteminin arastirilmasi ¢alismalarinda; ferrosen grubu ile hem
¢ozucu hemde destek elektrolit gorevi yapan BFEE arasinda kalici bir etkilesmenin
olustugu fark edilmistir. Bu etkilesim sonucunda 600-800 nm arasinda ilave bir
absorbsiyon go6zlenmigtir. Dolayisiyla politiyofen anazincirinin - 370 nm  deki
absorpsiyonuna ek olarak 600-800 nm arasindaki ferrosen-BFEE etkilesimi absorpsiyonu
sebebiyle P(ThFc) nétral halde yesil renktedir. Bilindigi gibi ayni yapida iki farkli
absorpsiyonun gerekmesi sebebiyle ndtral halde yesil renkli polimer elde etmek oldukga
zordur. Literaturde ndétral halde mavi ve kirmizi renkli birgok polimerin bulunmasina

ragmen ana renklerin Uglncu ayagi olan yesil renkli polimer oldukga sinirhdir.

ThFc’'nin Asetonitril (ACN) ve BFEE c¢oéziclleri icindeki UV spektrumlari Sekil 10.a’da
verilmistir. ThFc’'nin BFEE ¢6ziclsu igerisinde alinmis spektrumunda 650 nm’de BFEE-ThFc

13
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etkilesiminden kaynaklanan pik gozlenirken ayni pik ACN icinde alinan spektrumda
gbzlenmemistir. Benzer absorbsiyon ferrosenin BFEE icinde alinmis UV spektrumunda da
gbzlenmektedir (Sekil 10b). BFEE-ferrosen arasindaki etkilesim kalici olup ¢6zicinidn
sonradan uzaklastirimasi ya da degistiriimesi durumlarinda da devam etmektedir. Bu

etkilesim Uzerinde daha detayli incelemelerin yapilmasi gerekmektedir.

1.0 1.0
a) b)
o 0.84 —— ThFc-ACN 0.84 —— FC-ACN
]
£ o
C 0.6 0.6
. c O.
S =
o
2 0.4 2 0.4
< <
0.0 : : . r . 0.0 . . ; ; ,
300 400 500 600 700 800 900 300 400 500 600 700 800 900
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Sekil 12.ThFc (a) ve ferrosenin (b) asetonitril (ACN) ve BFEE c¢o6zuculerindeki UV
spektrumlari

3.1.5 O-2-(thiophen-3-yl)ethyl ferrocenyl dithiophosphonat’in (ThFc ) Nikel
Kompleksinin(ThFc-Ni) Sentezi

CH3;COOH (5 mL) igerisinde hazirlanmis Nikel(ll)asetat (0.07g, 0.4 mmol) ¢dzeltisi, CHCI;
icerisinde hazirlanan O-2-(tiyofen-3-il)etil-4 ferrosenilditiyafosfanat (0.42g, 0.8 mmol) ¢ozeltisi
icerisinde eklenmis ve 2 saat boyunca karistiriimigtir. Kahverengi bir ¢ozelti elde edilmistir.
Birkag glin sonra kahverengi kristaller filtrasyon ile izole edilmis ve n-hekzan ile yikanip,

kurutulmustur. Hesaplamalar sonucu %48 verimle rin elde edilmistir.
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y
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[\ Fe
}Zs) <
-‘, i [ W\
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Sekil 13. THFc-Ni kompleksinin sentez semasi
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ThFc-Ni *H-NMR ve *P-NMR spektrumlari ile karakterize edilmistir. Sekil 12 a ve b’ de ThFc-
Ni malzemesinin ThFc-Ni *H-NMR ve *'P-NMR spektrumlari verilmistir.

r T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0.0
f1 (ppm)

Sekil 14. ThFc-Ni 1H-NMR ve 31P-NMR spektrumlari

-0.5 ile 2.2 V arasinda, 200 mV/s tarama hiziyla ThFc-Ni'ye ait dénusumli voltomogrami

Sekil 15.a da gosterilmektedir. ThFc-Ni polimerlestiriimesinde, biri ferrosen igeren kisma ait

15
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(anodik pik potansiyeli 0.60 V ve katodik pik potansiyeli 0.27 V) tersinir, digeri ise tiyofenin
yukseltgenmesinden olusan ~2.0 V'da goézlenen anodik pik potansiyeline sahip tersinir
olmayan iki redoks sureg¢ oldugu bulunmustur. Bu kosullarin hig biri iletken elektroaktif bir film
olusmasina neden olmamistir. Sabit potansiyel, sabit akim ya da CV' den herhangi biri
kullanilarak ITO kapli cam yuzey Uzerinde Th ile ThFc-Ni'in elektrobirikimli olarak elde
edilebilecedi bulunmustur. Blyime sirasinda elde edilen voltamogramlar, potansiyel déngu
sayisinin artmasi ile akimda beklenen artig, buyuyen elektroaktif polimerin, iletken oldugunu
goOstermektedir. Ayni kosullarda alinan ThFc'nin artis gosteren CV'si ile karsilastirildiginda,
ferrosen redoks ciftine benzer bir redoks cift tespit edilmistir. Yardimci monomerin
yukseltgenmesi ferrosenin oksidasyonundan sonra gergeklesmekte olup 1.64 V potansiyelde
baslamaktadir.

) a) = Y
s :
< < 31 Joument increase
g 14 E lcu:'rerltdeeresse
> ~ 24
@ z
 — [72] 14
=] c
(] o
— 04 ] 0
€ gl 2
(o] c
= o
= c 14
O =
-1 T T T 0 T T T T T
0 1 2 05 0,0 0,5 1,0 15
Potential (V) Potantial(V)

Sekil 15. ThFc-Ni'ye ait Donligimli Voltamogram (a) ThFc-Ni ve Th (b) )200 mV/s tarama
hizinda (1:1) BFEE/ACN iginde)

3.1.5 P(Th), P(ThFc) ve P(ThFc-Ni) spektroelektrokimyasal 6zellikleri

P(ThFc-Ni-co-Th) filmi, ThFc-Ni (0.05 M) ve Th (0.01) igeren ACN iceresinde, ITO Uzerinde,
1.8 V sabit potansiyelde sentezlenmigtir ve ardindan monomer icermeyen BFEE c¢ozeltisi
icerisinde spektroelektrokimyasal ¢alismalar yapilmistir.(Sekil 14.a) P(ThFc-Ni-co-Th)
polimerine ait sirasiyla nétral ve ylkseltgenmis halde sari ve mavi arasinda renk degisikligi
oldugu saptanmistir. P(ThFc)’nin yikseltgenmis haldeki rengi Sekil 14’ de verilmigtir.

16
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Sekil 16.Spektroelektrokimya (a) P(ThFc-Ni)'in BFEE-ACN (1:1) igerisindeki ylkseltgenmis
haldeki rengi (b) +1.6 V’da mavi renk (L:49,a:1, b:-14) (c) -0.5 V’da Yesil renk (L:77, a:-3,
b:42)

Th, ThFc, ve ThFc-Ni spektroelektrokimyasal 6zellikleri ve redoks renkleri Sekil 17’ de
karsilastirilmali olarak verilmigtir.

1%y

ATeFolico™

Sekil 17. ThFc, ThFc-Ni, ve Th’in spektroelektrokimyasal 6zellikleri ve redoks renkleri

17



rhelran

3.2 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)bitan-1-amin (TPA)

3.2.1 TPA’ nin Sentezi
[\

N
0 HaN—(CH,),-NH; \
AICI AN 74 PTSA,Toluene
2N+ mWL s | 4
s i Cl ~chycr, s 0d s 110 °C TPA

NH,

AN 7
S S/

Sekil 18. TPA’ nin sentez semasi

Sentezin ilk basamaginda tiyofen ve siksinildiklorir AICI; katalizorliglndeki Friedel Craft
reaksiyonu ile 1,4-bis(2-tiyenil)bitan-1,4-dion sentezlenmistir. Daha sonra katalitik miktarda
p-toluen sulfonik asit varhiginda 1,4 diamino bitan ile reaksiyon sonucunda 4-(2,5-di(tiyofen-
2-yl)-1H-pirol-1-yl)bGtan-1-amin (TPA) sentezlenmistir (Sekil 16).

100 ml’lik balona 16 ml DCM c¢oziclisu ve AICI; (16g, 0,12 mol) konularak damlatma
hunisine yardimiyla tiyofen( 9.6 ml, 0,12 mol) , suksinil diklortr( 5.6 ml ,0.5 mol) ve 10 ml
DCM cozicusu eklendi. Sicaklik 20 dereceyi gegcmeyecek sekilde 4 saat boyunca manyetik
karistirici ile karistirildi. Bu slrenin sonunda karisima 7 ml HCI eklenerek sirasiyla DCM, 2M
HCI ve % 5 lik NaHCO; ¢ozeltileriyle ekstrakte edildi. CdzUcunin uzaklastiriimasindan sonra

madde etanolde kristallendirilerek % 53 verimle 1,4-bis(2-tiyenil)butan-1,4-dion sentezlendi.

3.2.2 TPA’ nin *H-NMR Spektrumu
TPA'nin *H-NMR spektrumu Bruker marka 400MHz NMR cihazi ile gekilmis ve yapiya ait
pikler ve bu piklere ait integraller Sekil 17’ de verilmistir. NMR spektrumundan da goéraldigu

gibi hedeflenen yapi saf olarak elde edilmistir.

18
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Sekil 19. TPA monomerinin 1H-NMR spektrumu

3.2.3 TPA’ nin elektrokimyasal polimerlestirilmesi

TPA elektrokimyasal olarak polimerlestirimesi ACN-DCM
elektrolit varliginda gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal

elektrodu, pilatin tel karsit elektrodu ve gumus tel referans elektrodundan olusturulmustur.
Sekil 18'de gosterilen TPA’ nin Dongllt -0.2:1.2 V araliginda 250 mV/s tarama hizinda

alinan doéngulu voltametresinden de gorulebilecegi gibi T
olan P(TPA) olusturmaktadir.

0.8

(9:1 v:v) igerisinde LiCIO, destek

hicre; ITO kapli cam c¢alisma

PA polimerleserek iletken polimer

0.6 4

0.4 4

0.24

0.0

Current (mA)

-0.2 4

-0.44

-0.6

02 00 02 04 06 08
Potential (V)

Sekil 20. TPA'nin -DCM (9:1 v:v) icerisinde LiCIO4 destek elektrolit varliginda 250 mV

tarama hizi uygulanarak alinan déngulu voltametre grafigi
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TPA’nin elektrokimyasal polimerlesme mekanizmasi Sekil 19°da gosterilmistir.

Sekil 21. TPA'nin elektrokimyasal polimerlesme mekanizmasi

TPA’'da diger tiyofen ve pirol tlrevleri ile ayni mekanizma ile elektropolimerlestigi
dugsundlmektedir. Buna gbére o6nce monomer Uuzerinde yukseltgeme ile radikal katyon
olusmakta olusan radikal diger bir monomer Uzerindeki radikalle birleserek di-katyonik dimeri
olusturmakta ve yapidan iki hidrojen ayriimasiyla yapinin dimeri olugsmaktadir. Dimerik
yapilar ayni sekilde yukseltgenerek daha yuksek molekdl agirlikli oligomerleri ve polimerik

yaplilari olusturmaktadir.

3.2.4 P(TPA)’ nin Tarama Hizina Bagh Pik Akim Degerleri

P(TPA)'nin sabit potansiyelde filmi hazirlanarak, monomer icermeyen elektrolitik ¢ozeltide
farkli tarama hizlarinda dénusumlla voltametrisi alinmigtir. Sekil 20’ de belirtilen polimerin
farkh tarama hizlarinda alinan dénusumlu voltamogrami gésteriimektedir. Akim degerlerinin
tarama hizlariyla dogru orantilh olmasi polimer filmin elektroaktif oldugunu ve elektroda iyi

baglandigini gostermektedir.
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Sekil 22. Farkli tarama hizlarinda (0.02 V- 0.3 V/s) P(TPA)e ait dontsumli voltametri grafigi

3.2.5 P(TPA)’ nin spektroelektrokimyasal 6zellikleri

Spektroelektrokimyasal 6zellikler Bolim 2.2.2" de bahsedilen yontemle incelenmistir. 0,0V ile
1,0 V arasinda potansiyel degisimleri ile alinan UV spektrumlari ile olusturulan grafik Sekil 21’
de gosterilmistir. En indirgenmis haldeki spektrumdan u-u* gecisine ait absorbans pikinden
dalga boyu eksenine (x-ekseni) cizilen tegetin kesim noktasindan hesaplanan band boglugu
enerjisi 2,7 eV’ dur. P(TPA) nétral durumda sari ylkseltgenmis halde ise mavi renklidir. Bu

renkler Sekil 21’ de gosterilmistir.
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Sekil 23. P(TPA)’ nin iki ve Ug boyutlu spektroelektrokimyasal grafigi ve notral (acik sari) ve
yukseltgenmis (mavi) hallerinin renkleri

3.2.6 TPA’nin EDOT ile kopolimerlestiriimesi
TPA elektrokimyasal olarak polimerlestiriimesi ACN-DCM (9:1 v:v) icerisinde LiClO, destek

elektrolit varhiginda gercgeklestiriimistir. Elektrokimyasal hicre; ITO kaplh cam c¢alisma
elektrodu, pilatin tel karsit elektrodu ve gumus tel referans elektrodundan olusturulmustur.
TPA polimerleserek iletken polimer olan P(TPA) yi olusturmaktadir. TPA’ nin elektrokimyasal

polimerlestiriimesi ve EDOT ile kopolimerlestiriimesi reaksiyonlari Sekil 22’de verilmigtir.
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s” N7 s7/n
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7
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Sekil 24. P(TPA) ve P(TPA-co-EDOT)’un sentez semasi
22
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3.2.7 P(TPA-co-EDOT)’un sentezi

TPA, EDOT ve EDOT varliginda TPA ayri ayri donlisumli voltametri ile polimerlestirilmigtir.
P(TPA) +0,5:+1,0 V araliginda yukseltgenirken 0,35 V’'da indirgenmektedir (Sekil 23a).
EDOT ise 0,25 V yukseltgenirken -0,50 V civarinda indirgenmektedir (Sekil 23b). Bu iki
monomeri iceren ¢ozelti polimerlestirildiginde ise -2,0:+1,2 V araliginda yukseltgenirken 0,0 V'
da indirgenmektedir (Sekil 23c). ACN: DCM(9:1)/LiCIO, c¢o6zicl:destek elektrolit cifti
kullanilarak ve 250 mV tarama hizinda alinan doéntsimlU voltametri grafiklerinin sekil ve
potansiyel degerleri farkliligindan TPA ve EDOT monomerlerinin P(TPA-co-EDOT) polimeri
olusturmak Uzere kopolimerlestigini gostermektedir. Kopolimerlesme; spektroelektrokimyasal
deneyler ile de dogrulanmigtir.
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Sekil 25. a) TPA, b) EDOT ve c¢) EDOT-TPA (1:1) ayni sartlar uygulanarak alinan dontsumlu
voltametri grafikleri

3.2.8 P(TPA) ve P(TPA-co-EDOT) Pik Akim Degerlerinin Tarama Hizi ile Degisimi

P(TPA) ve P(TPA-co-EDOT) filmleri sabit potansiyel elektrolizi ile hazirlanmig ve filmler DCM
ile yikanaraki monomer kalintilari ve oligomerler uzaklastiriimigtir. Bu filmlerin monomersiz
¢ozlcu-destek elektrolit sistemindeki redoks dongusu incelenmistir. Sekil 24, P(TPA) ve
P(TPA-co-EDOT) farkli tarama hizlarindaki dénlisumlu voltametrilerini gostermektedir. Bu
grafikler incelendiginde akimin direk olarak tarama hiziyla orantih dogru orantili olmasi
polimer filmlerinin elektroaktif ve elektrot ylzeyine iyi bir sekilde tutundugunu géstermektedir.
P(TPA) ve P(TPA-co-EDOT) igin anodik ve katodik pik akimlarinin tarama hizinin bir
fonksiyonu olarak dogrusal degisim grafikleri sirasiyla Sekil 24 (c ve d)’ de gosterilmigtir. Bu
grafikler elektrokimyasal prosesin difuizyon kontrolli olmadigini ve yiksek tarama hizlarinda

bile tersinir oldugunu gostermektedir.
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Sekil 26.a) P(TPA) and b) P(TPA-co-EDQOT) filmlerinin farkli tarama hizlarindaki CV
grafikleri. c) P(TPA) ve d) P(TPA-co-EDOT) icin tarama hizlarina karsi pik akimlarinin
degisim grafikleri

3.2.9 P(TPA-co-EDOT)’un spektrokimyasal 6zellikleri

ilk olarak sabit potansiyel 1,3 V uygulanarak LiClO, (0,1 M) destek elektrolit ve DCM-ACN
(1:9 viv) ¢6zlci ortaminda esit molariteye sahip TPA ve EDOT monomerleri (0.05 M) ITO
kapli cam elektrot tizerinde kopolimerlestiriimistir. Elde edilen ITO cam Uzerindeki kopolimer
DCM ile muamele edilerek kalintt monomer ve oligomerler uzaklastiriimigtir.
Spektroelektrokimya denemeleri igin igerisinde destek elektrolit ve ACN bulunan UV kivetine
ITO cam elektrot Gzerindeki kopolimer konularak degisen potansiyel degerleri icin UV
spektrumlari alinmigtir. -1.3V ile 1,3 V arasinda potansiyel degisimleri ile alinan UV

spektrumlari ile olusturulan grafik Sekil 25’ te gosterilmigtir.
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Sekil 27. P(TPA-co-EDOT) kopolimerine ait iki ve U¢ boyutlu spektroelektrokimya grafigi
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En indirgenmis haldeki spektrumdan p-p* gecisine ait absorbans pikden dalgaboyu eksenine
(x-ekseni) cizilen tegetin kesim noktasindan hesaplanan band boslugu enerjisi 1,59 eV’dur.
Dolayisiyla kopolimerle ile P(TPA)nin 2,70 eV olan bant boslugu enerjisi 1,59 eV’a kadar
dusmustur. P(TPA)'nin nétral ve yukseltgenmis haldeki renkleri mavi ve sar iken; bu
monomerin EDOT’la kopolimerinin (P(TPA-co-EDOT) nétral ve ylkseltgenmis halleri
arasinda toplam sekiz farkli renk olusmaktadir. Bu renkler ve ait olduklari potansiyel degerleri

Sekil 26’ da gosterilmigtir.

Sekil 28.P(TPA-co-EDOT)’un uygulanan farkli potansiyellerde sahip oldugu renkler

3.2.10 Filmlerin iletkenlikleri

Elde edilen filmlerin iletkenlikleri dort nokta temas yontemi ile délgtiimuastir. P(TPA), PEDOT
ve kopolimer P(TPA-co-EDOT) filmlerinin iletkenlikleri Tablo 1’ de verilmigtir. PEDOT 0.1
Scm™ gibi iyi bir iletkenlik gosterirken, P(TPA)nin iletkenligi 3.0x10° Scm™ dir. Tablo 1’den
de gorilecegi gibi (P(TPA-co-EDOT)'un iletkenligi P(TPA) ve PEDOT’ un iletkenliklerinin
arasinda ¢ikmigtir. EDOT Unitelerinin P(TPA)’ nin yapisina girmesiyle iletkenlikte artisa sebep
olmus ve P(TPA)’ nin potansiyel uygulama alanlarini genigletmigstir.

Tablo 1. Polimerlerin iletkenlikleri

Polimer iletkenlik (Scm™)

P(TPA) 3.0x107
P(TPA-co-EDOT) 5.0x107
PEDOT 1.0x10™
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3.2.11 Jel Elektrolit Hazirlanmasi
Polimetilmetakrilat (PMMA - MW: 350,000) bazli jel elektrolit PMMA ve Tetrabutil amonyum
tetrafloroborat (THFPg) elektrolitinin propilen karbonat (PC) yardimiyla hazirlanmigtir. PC
plastiklestirici olarak kullaniimigtir. Asetonitril (ACN) ylksek buhar basingli ¢ézicl olarak
hammaddelerin kolayca karismasini saglamaktadir. Agirlikga oran olarak ¢ozeltinin igerigi
ACN:PC:PMMA:THFPg is 70:20:7:3. Hazirlanan jel elektrolit polimer elektrokromik cihazinin

hazirlanmasi amaciyla kullaniimigtir.

3.2.12 Elektrokromik Cihazlarin Hazirlanmasi (ECDs)

ECDs iki tamamlayici polimerle hazirlanmistir. P(TPA) ve P(TPA-co-EDOT) anodik olarak
renklenen malzeme ve PEDOT ise katodik olarak renklenen malzeme olarak disundimustar.
P(TPA) ya da P(TPA-co-EDOT) ve PEDOT filmleri elektrokimyasal olarak ITO kapli cam
elektrot ylzeylerine kaplanmis ve arada jel elektrolit olacak sekilde iki polimer kapli cam
elektrot (biri ylkseltgenmis halde iken digeri indirgenmis halde) yapistirilarak ECDs sandwich

konformasyonunda hazirlamistir. ECDs icin kullanilan tasarim Sekil 27°de gosterilmistir.

L 1O CORted glass slide ]

[ Anodically coloring polymer |

— Gel electrolyte ]
| Cathodically coloring polymer ]

- ]

EE— 1 ITO coated glass slide

Sekil 29. Elektrokromik cihazlarin sematik gdsterimi

P(TPA)/PEDOT ve P(TPA-co-EDOT)/PEDOT olugan ECDs hazirlanarak her birinin
spektroelektrokimyasal 6zellikleri incelenmistir. ECDs hazirlanirken katodik olarak renklenen
(PEDOT) tamamen yukseltgenmis durumda, anodik olarak renklenen P(TPA) yada P(TPA-
co-EDOT) tamamen indirgenmis durumda bulunmaktadir. P(TPA)/PEDOT cihazi 0.2 V ve
1.6 V arasinda donusum yaparken, P(TPA-co-EDOT)/PEDOT cihazi ise -1.0 ve 1.5 V
arasinda donusum yapmaktadir. Spektroelektrokimyasal sonuglardan 0.0 V'da P(TPA)
katmani nétral durumda iken PEDOT katmani yukseltgenmis durumda oldugu ve cihazin

renginin bu nedenle sar oldugu saptanmistir. Uygulanan potansiyel yukseldikce P(TPA)
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katmani ylkseltgenirken PEDOT katmani indirgenmektedir. Bu sebeple 1,6 V'da indirgenmis

PEDOT'un mavi rengi ve yukseltgenmis P(TPA) da mavi renginden dolayi cihaz mavi

renklidir. (Sekil 28)
|
, L I
| || 1ev
e

posorbance

Sekil 30. P (TPA)/PEDOT cihazinin spektroelektrokimyasal 6zellikleri ve farkli
potansiyellerde olusan renkler

P(TPA-co-EDOT)/PEDOT elektrokromik cihazinin farkh potansiyellerde (-1.0 V’dan ve +1.5
V’a kadar) alinan UV spektrumlarindan olusan spektroelektrokimyasal grafigi Sekil 29'da
gOsterilmistir. Pozitif potansiyellerde yaklasik 580 nm’de m-m* gegisinden kaynaklanan pik
goOzlenir. Bu durumda PEDOT UV-vis bdlgesinde herhangi bir absorpsiyon gdzlenmez.
Negatif potansiyellerde anodik olarak renklenen P(TPA-co-EDOT) 1r-11* gegis absorpsiyonu
azalirken PEDOT katmaninin indirgenmesiyle 615 nm’de yeni bir absorpsiyon gozlenir (Sekil

29). Acik gri renk -0.2 V’da gozlenirken, agik yesil renk ise 0.4 V’da gozlenir.
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Sekil 31. P(TPA-co-EDOT)/PEDOT elektrokromik cihazinin spektroelektrokimyasal 6zellikleri
ve farkli potansiyellerde goézlenen renkleri

Polimer ve cihazlarin spektroelektrokimyasal 6zellikleri Tablo2’de verilmistir.
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Tablo 2.Polimer ve cihazlarin elektronik ve elektrokromik 6zellikleri

Potential
V)
P(TPA) 321 ' 2.39
1.6 60 3 -29
-1.0 ; ; -
PEDOT 620 1.60
1.4 ; - -
-1.3 40 9 5
0.8 49 18 15
0.4 57 9 10
0.2 61 2 25
P(TPA-co-EDOT) 580 1.68
0.2 64 -7 19
0.4 61 -3 8
0.7 58 -2 2
1.0 40 1 2
P(TPA)/PEDOT 325 0.0 78 -16 46
Cihazi 610 1.6 54 -7 17
-1.0 65 -4 21
P(TPA-co-PEDOT) 575 -0.2 % 9 13
/PEDOT Cihazi 610 0 = = =
15 50 29 4

3.2.13. Kolorimetri
Elektrokimyasal malzemelerin renginin tam olarak tanimlanmasi kolorimetri olcimleri ile
gerceklestirilir. The Commission Internationale de [I'Eclairage (CIE) systemi renkleri

karsilastirma ve kantitatif skala kullanarak renkleri tanimlar. Kolorimetri élgiimleri Minolta CS-
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100 spektrometresi kullanilarak gergeklestiriimistir. Rengin 3 6zelligi renk (a), doygunluk (b)

ve l[iminans (L) 6l¢cliimus ve Tablo 2'de verilmigtir.

3.2.14. Renk Degigimi

iletken polimerlerin hizli ve keskin renk degisimini gdstermesi son derece 6nemlidir.
Kronoamperometri elektrokromik cihazlarin tepki zamanini élgmek amaciyla kullanilir. Belli
bir zaman diliminde polimer film en yukseltgen hali ve en indirgen hali arasinda surekli olarak
donusum yaptirilir. Deney suresince maksimum kontrastaki yizde transmitans degerleri UV-
vis spektrofotometresi ile dlgulir. P(TPA) cihazi icin 0.0 V ve +1.6 V arasinda 5 s. Sureyle
yapilan Olgumlerde maksimum kontrast (AT%) ve tepki zamani 20% ve 1.3 s olarak
Olctimustar. (Sekil 30). P(TPA-co-EDOT) cihazi igin tepki zamani ve AT% degerleri -1.0 V ve

+1.5 V arasinda yapilan dl¢imler sonucunda 0.8 s and 25 % olarak dl¢ulmustur (Sekil 31).

I i
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1 T 1
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Time (s)

Sekil 32. P(TPA)/PEDOT elektrokromik cihazi igin potansiyel uygulamasi ile transmitans
degisimi grafigi
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Sekil 33. P(TPA-co-PEDOT)/PEDOT elektrokromik cihazi igin potansiyel uygulamasi ile
transmitans degisimi grafigi

3.3 Bis(4-(3-tiyenil etilen)-oksikarbonil)diazobenzen(TDAZO)

3.3.1 TDAZO sentezi

TDAZO sentezi Sekil 32’de verilen sentez semasina goére sentezlenmistir. Bu amagla, 4,4'-
Azodibenzoil klorid, Sekil 32'de goésterilen tipik prosedire gore hazirlanmigtir. 4-Nitrobenzoik
asit ,60°C’de sodyum hidroksit varliginda glukoz ile reaksiyona sokulup ve 4,4-azodibenzoik
asit kantitatif verimle elde edilmigtir. Daha sonra 4,4'-azodibenzoik asit, tiyonil klorid ile
reaksiyona sokularak 4,4’-azodibenzoil’e dénusuturilmustir. Monomer, 3-tiyofen etanol’'un
diasit klorid ile kondenzasyonuyla sentezlenmistir. 4,4'-Azodibenzoik asit, literaltire gore
kantitatif verimle sentezlenmistir. Erime noktasi >300°C; FT-IR (KBr): 3600-3000 (m, br),
1691 (s), 1600 (s), 1579 (s), 1426 (s), 1300-1200 (s, br), 868 (s), 773 (s) cm™.
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4,4'-Azodibenzoik asit (2 g, 7.4 mmol), 8 ml tiyonil klorid ve 0.1 ml trietilamin iceren yuvarlak
dipli bir balona konulmustur. Sispansiyon halindeki karisim, berrak bir ¢ozelti halina
donusene kadar yag banyosunda isitiimistir. Daha sonra, ¢ozelti oda sicakhiginda bir gece
boyunca karigtirlmistir. Reaksiyona girmeyen tiyonil klorid azaltlmis basing altinda
cOzeltiden uzaklastiriimis ve ¢oken kisim 4,4’- Azodibenzoil klorid’'in 2,1 g (93%) kirmizi
kristallerini elde etmek igin iki kez kuru hekzan ile yikanmistir. Erime Noktasi 177-179 °C,
FT-IR (KBr): 1776 (s), 1732 (m, br), 1595 (m), 1408 (m), 1195 (s, br), 885 (s), 804 (m), 646

(m) cm™.

2.40 g (21 mmol) 3-tiyofen etanol ve 2.02 g (20 mmol) kuru trietil amin (TEA) geri sogutuculu
dizenek altinda iki boyunlu yuvarlak dipli balona konulmus ve 100 ml kuru kloroform icinde
¢6zlilmis 3.07 g (10 mmol) of 4,4'-azodibenzoik asit damlatma hunisi yardimiyla ¢ozelti
karistirilirken damlatilarak balon icerisine ilave edilmistir. Reakisyon surekli karistirma
yapilarak 3 gln boyunca geri sogutuculu dizenek altinda tutulmustur. Daha sonra reaksiyon
cozeltisi 1% HCI ve damitilmis su le yikanip, CaCl, Gzerinde kurutulmustur. Cézict déner
buharlastirici ile uzaklastiriip, 3-tiyofen etanol ve 4,4’-azodibenzoik asit gibi reaksiyona
girmeyen maddeler sicak metanol ile ekstrakte edilmigtir. Ham trin THF’dan hekzana tekrar
¢oktirme ydntemiyle turuncu renkli kati elde edilene kadar aritilmistir. Stzuldikten sonra,

saf driin TDAZO vakum firininda kurutulmustur.

1) NaOH (17%w/w)

o)
OZN@COZH Glucose, 50 °C g @N o
2) CH3COOH HO N@—{

Jsocb )
CH A0 oo,

TDAZO

Sekil 34. TDAZO’nun sentez semasi
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3.3.2 TDAZO’ya ait NMR ve FTIR Spektrumlari

Monomerin, *H-NMR spektrumunda protonlarinin tipine ve sayisini karsilik gelen bagil
siddetin,benzen protonlari, tiyofen (Th) ve Th-CH,nin rezonans sinyallerinin varlig
kanitlanmistir. (Sekil 33). HMTA icin *H NMR (8, ppm) verileri: 7.4-6.9 ppm (m 6H), 5.6 (br,
2H), 3.7 ppm (s 4H), 3.22 ppm (m 4H), 1.54 (m 4H), 1.25 ppm (m 4H).

Kopolimer P(TDAZO-co-Py)'Un FTIR spectral karakteristigi monomer ile birlikte ele alinmigtir.
C=0 gerilme titresim hareketlerine ait keskin pik 1711 cm™ gériilmiis ve TDAZO karakteristik
bir 6zellik gdstermistir. Alifatik metilen gerilmelerine ait iki pik, 2948 cm™ ve 2867 cm™
goriilmiistir. C-O-C ester grubu titresimlerini igeren pik 1251 cm™ ve tiyofen birimlerinde
aromatik C-H, gerilmelerinin neden oldugu pik 740 cm™de gérilmistiir. FTIR spectrum of
P(TDAZO-co-Py)'in FTIR spektrumunda dopant iyonlardan kaynaklanan keskin pikler 1044,
1121 and 1127 cm™ gérilmistir. Alifatik metilen geriimelerine ait pikler 2924 cm™ ve 2854
cm™ bulunmaktadir. TDAZO’nun karbonil gruplarina ait karakteristik pik 1690 cm™ ’de

gozlenmistir. Bu sonugclar kopolimerizasyonu gergeklestigini kanitlamistir.

DL H,0

Sekil 35. TDAZO’nun 1H-NMR spektrumu
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3.3.3 TDAZO’nun Elektrokimyasal Ozellikleri
TDAZO’nun redoks davranigi Doéndsimlli Voltametri(CV) ile incelenmistir. AN-TBAFB
sistemindeki TDAZO’'nun CV’'nda redoks piklerin yoksunlugundan ©6ncu monomerin
elektroaktif olmadigi anlagiimistir. (Sekil 34.a). Reaksiyon ortamina Th'in ilavesinden sonra,
artan tarama sayisiyla birlikte redoks piklerinde de artis gorulmustir (Sekil 34.c). Déngu

sayisinin belirli bir akim degerine kadar saf tiyofenden farkh oldugu gézlenmistir.(Sekil 34.b).

0.44

Current Density (mA)

Current Density (mA)
Current Density (mA)

<1 0.1 02

00 05 10 5 20 25 00 08 10 18 20 28 00 05 10 15 20
Potential (V) Potential (V) Potential (V)

Sekil 36. Donlsumli Voltamogramlar (a) TDAZO, (b) Politiyofen, (c) 0.1M TBAFB/AN
icerisinde, Tiyofen varliginda TDAZO

3.3.4 TDAZO’nun Foto ve Termo Duyarli Davranisi

TDAZO’'nun fotoizomerizasyonu asetonitril ve kloroform icerisinde gerceklestirilmistir. 230
nm’deki azonbenzenin cis formlarinin absorpsiyon yogunlugu isinlama sdresiyle yavasca
artarken,328 nm’deki azobenzenin trans formlarinin absorpsiyon yogunlugu azalir. Bu,
azobenzen kromoforlarinin trans-cis arasinda fotoizomerizasyonunu belirtmektedir.
Asetonitril icerisinde, isinlama slresiyle n—n* (trans hali) gecislerine karsilik gelen 328
nm’deki pik azalirken, n—rn*(cis hali) gecislerine karsilik gelen 230 nm’deki pik artmaktadir
(Sekil 35.a). Kloroform igersindeki pikler trans hal igin 332 nm ve cis hal i¢cin 250 nm’dir.
(Sekil 35.b).

Sekil 35.a ve Sekil 35.b’de TDAZO’nun fotoizomerizasyon kinetidine ait ilave sekil verilmigtir.
IN[(Ao—Ae)/(Ar—Ac)] zamana bagh olarak dogrusal olmasi (Ag, A; ve AJnin 328 nm’deki
absorbanslari sirasiyla zaman 0, zaman t and the fotoyatigkin haldir) TDAZO’nun trans-cis
arasindaki fotoizomerizasyonunun birinci dereceden kinetige uydugunu gdstermektedir.
IN[(Ao—Ae)/(Ar—Ac)I'nin  zamana karsi grafiginde egim, TDAZO’nun trans-cis arasindaki
fotoizomerizasyonu igin birinci dereceden hiz sabitini (kr) vermektedir. TDAZO’nun disrasiyla
DCM ve ACN igerisindeki fotoizomerizasyon hiz sabitleri 0.195 ve 0.308'dir.
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Sekil 35.c’de ACN icerisinde TDAZO'nun optik absorbansinin sicakliga baghligi
gosterilmektedir. Isitma islemiyle, cis-trans isomerizasyonu, 230 nm’deki absorpsiyonda bir

artisa sebep olurken, 328 nm’deki absorpsiyonda disuse yol agcmaktadir.
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Absorbance
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Sekil 37. 25 °C’de 360 nm 1sik uyariimasi ile TDAZO’'nun a) ACN ve b) DCM ¢6zucusl
icerisindeki UV spektrumlari. I¢ grafikler ise birinci mertebe trans-cis izomerizasyon kinetigini
g0Ostermektedir. c) TDAZO’nun termo duyarlilik 6zelligini gostermektedir.

3.3.5 P(TDAZO-co-Th)’nun Spektroelektrokimyasi

Spektroelektrokimyasal deneyler, iletken polimerlerin bant araligi (Ey) ve doping gibi 6nemli
Ozelliklerini ortaya c¢ikarmaktadir. Polimer filmi, 1.8 V'da AN icerisinde Th ve TBAFB
varliginda TDAZO (0.01 M)nun potansiyostatik elektrokimyasal kopolimerizasyonu ile ITO
uzerinde biriktirilmistir. +0.4 V ve +1.0 V arasinda gecis yaparak monomer icermeyen
elektrolitik sistemin spektroelektrokimyasal deneyleri yapiimistir (Sekil 36). —=* gegiglerine
ait (elektronik bant boslugu) enerji baslangici 1.95 eV ve Anax 439 nm olarak bulunmustur.
720 nm gevresindeki pik gériinimi, polaron band olusumunudan kaynaklanmaktadir. ileri
yukseltgenmelerde farkli bir absorpsiyon goérinimi bipolaron yapidaki tasiyici degisimleri
nedeniyle (~1000 nm) uzun dalga boylarinda goértulmektedir. 328 nm’de diazo gruplarina ait

absorpsiyon acgikga gorulebilmektedir.
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Sekil 38. P(TDAZO-co-Th) icin Spektroelektrokimya Grafigi

3.3.6 immobilize Edilmis Enzimlerin Kinetik Parametreleri

Lineweaver-Burk grafiginden maximum reaksiyon hizi, V., Michaelis-Menten sabiti ve K,
elde edilmistir. Enzim bir matris icerisinde tutuklandigindan dolayi, reaksiyon hizinda ani bir
dusus gozlenmektedir. P(TDAZO-co-Py) matrisi serbest invertazdan daha kuglik bir K,
degerini gdsterir. Serbest enzimden daha kl¢ik bir K, degeri, ¢ozelti igerisinde uygun birden
fazla mikroortamin matrise yararli oldugunu gdstermektedir. Serbest ve immobilize edilmis

invertaze icin kinetic parametreler Tablo 3’de gdsteriimektedir.

Tablo 3. Serbest ve immobilize edilmis invetazin kinetic parametreleri

Km V max

mM (nmol/min.mg) protein
Serbest invertaz 26.0 82.3
PPyl/invertaz 58.0 3.0
Kopolimer/invertaz 23.0 1.8
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3.3.7 Enzim Aktivitesine pH Etkisi

Denatiirasyona sebebiyle pH degisiminin etkisi enzim yapisi Uzerinde 6nem kazanmaktadir.
Serbest enzim icin maksimum aktivite pH 4.6 da elde edilmistir. P(TDAZO-co-Py) icin
maksimum pH 6 da bulunmustur (Sekil 26a) Serbest enzim ile karsilastirildiginda, matris
icindeki dopant iyonlarinin varligindan dolay! optimum pH degerinin alkalin tarafina dogru
kayigi gérulmastir. Kopolimer matris pH 3-5 gibi disik pH larda ylksek stabilite vermigtir.
Dolayisiyla kopolimer matris enzim reaksiyonlari igin duguk pH degerlerinde guvenle

kullanilabilir.

3.3.8 Enzim Aktifligine Sicakhgin Etkisi

10-80°C arasindaki sicakliklarin enzim aktivitesi Gzerine etkisi arastiriimis ve Sekil 26b de
gosterilmistir. Serbest enzim icin maksimum sicaklik 50°C bulunmustur. Matris icin
maksimum enzim aktivitesi 40°C’dedir. Kopolimer matriksin dusuk sicakliklarda ylksek

stabilite gostermis olmasina ragmen, yuksek sicakliklarda enzim aktivitesi hizla dUgsmektedir.

3.3.9 Enzim Elektrodunun Operasyonel Kararhhgi

Elektrotlarin tekrar kullanilabilirlikleri agisindan kararliliklari tahmin edilmeye cailisiimistir. 40
ardigik olcum alinmis ve kopolimer matriksinde c¢ok kuglk dalgalanmalar gozlenmigtir.
Sonuglar Sekil 26¢c de gozlenmistir. Enzim aktiviteleri 1 gun iginde 25 ° C'de yapilan 40

deney esnasinda hemen hemen sabit kalmistir.
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Sekil 39. a) P(TDAZO-co-Py)’a immobilize edilen intervaz aktivitesi Uzerinde pH etkisi b)
P(TDAZO-co-Py)'a immobilize edilen intervaz aktivitesi Uzerinde sicakligin etkisi c)
P(TDAZO-co-Py)'nun operasyonel stabilitesi
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3.4 2-Hidroksi Karbazol Ferrosenil Ditiyofosfanat (Cz-Fc)

3.4.1 2-Hidroksi Karbazol Ferrosenil Ditiyofosfanat (Cz-Fc)Sentezi ve Elektrokimyasal
Ozellikleri

Geri sogutucu takilmig bir balona 0.76 g [FcPS(p-S)], konulduktan sonra uzerine 20 mL
toluen ilave edildi. Bu karisima 0.53g 2-hidroksikarbazol ilave edilerek kati madde
kalmayincaya kadar isitildi. Kahverenginde bir c¢ozelti elde edildi. Oda sicakhdina
sogutulduktan sonra suzilldiu. -20 °C’'de 2 saat sogutuldu ve lUzerine 1 mL t-butil amin ilave
edildi. -20 °C’de bekletildi ve 1 gun sonra ¢okmeye basladi. Cozeltiye 20 mL n-hekzan ilave
edildi ve 1 glin icinde ¢dkmeye basladi. Daha sonra stzildi ve kati madde 3-4 kez n-hekzan
ile yikandi. Agik havada kurutuldu. % 34 verimle 2-Hidroksi Karbazol Ferrosenil
Ditiyofosfanat (Cz-Fc) sentezlendi. Sentez semasi Sekil 40’ da verilmigtir.

|
Toluen v

g p
n_s 1
=52 QD on 741
N =
H 2-Hidroksi karbazol ferrosenil ditiyofosfanat

Sekil 40. 2-Hidroksi Karbazol Ferrosenil Ditiyofosfanat (Cz-Fc) Sentezi

Sekil 41'de sirasiyla, 2-Hidroksi karbazol (Cz), 2-Hidroksi karbazol ferrosenil ditiyofosfat(Cz-
Fc) ve ferrosenin LiCIO, iceren Asetonitril gozeltisi icerisinde 250 mV/s tarama hiziyla alinan

doénusumli voltametri grafikleri karsilastiriimali olarak verilmistir.

Bu grafikler incelendiginde Cz-Fc'nin ferrosenin redoks pikine benzer 6zellik tasiyan bir
redoks pik icermesi yapisinda ferrosen oldugunu ve bu piklerin ferrosenin redoks pik
degerlerinden farkh olmasi sebebiyle de ferrosenin yapiya baglanmis oldugunu

gbstermektedir.
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Sekil 41. Sirasiyla, 2-Hidroksi karbazol (Cz), 2-Hidroksi karbazol ferrosenil ditiyofosfat(Cz-Fc) ve
ferrosenin CV Grafikleri

Cz-Fc icin farkli ¢ozlculerde donusimli voltametri grafikleri alinmis ve en uygun ¢oéziclye
karar verilmistir. Sirasiyla polikarbanot (PC), diklorometan(DCM) ve asetonitrii (ACN)
¢ozlculerinin destek elektrolit olarak tetra butil amonyum hekza floro fosfat(TBAPFg)'In
kullanildigr sistemlere 0V- 1.6V arasinda potansiyel uygulanmis ve CV grafikleri
karsilastiriimistir. (Sekil 42) En iyi sonucun ACN- (TBAPFs) sisteminde gozlendigi gorilmus

diger ¢alismalara bu sistemle devam edilmistir.
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Sekil 42. Cz-Fcigin a) PC b) DCM c) ACN igindeki CV Grafikleri

P(Cz-Fc), nin sabit potansiyelde filmi hazirlanarak monomer icermeyen elektrolitik ¢ézeltide
farkli tarama hizlarinda dénisimlu voltametrileri alinmistir. Sekil 43'te belirtilen polimerlerin
farkh tarama hizlarinda alinan dénusumli voltamogramlarini gésterilmektedir. Tarama hizi

arttikga akim degerlerinin arttigi gézlenmektedir. Akim degerlerinin tarama hizlariyla dogru
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TERITAN

orantih olmasi polimer filmlerin elektroaktif oldugunu ve elektroda iyi baglandigini
gOstermektedir.
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Sekil 43. Cz-Fc igin farkl tarama hizlarinda karsgilastirilan CV Grafigi

3.4.2 Cz-F¢’ e Ait Spektroelektrokimyasal Calismalar

Bu ¢alismada P(Cz-Fc) filmi ACN- (TBAPFg) elektrolit sisteminde ITO elektrot tizerinde 1,6
V sabit potansiyel uygulanarak elektrokimyasal olarak sentezlenmistir. ACN- (TBAPFg)
¢oziicii sisteminde farkli potansiyellerde UV-spektrumlari alinmis, m-n* gecislerine ait

maksimum dalga boylar1 (Amax) Ol¢iilmiis ve renk degisimleri kaydedilmistir.

Sekil 44. Cz-Fc nin UV-Vis Spektrumu
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P(Cz-Fc)'nin spektroelektrokimya grafiginden P(Cz-Fc)'nin 1-1m* gegiglerine ait maksimum
dalga boyu (Amax) 600 nm olarak dl¢iimustir. Bu polimere ait redoks rekler ise acgik yesil ve
mavi olarak gézlenmigtir.
3.4.3 P(Cz-Fc)’ye AitTepki Zamani
Maksimum kontrast elde edilen dalga boyu olan 600 nm de ve polimerin indirgenme ve
yukseltgenme potansiyelleri olan -0.5V +1.6 V arasinda 5 saniyede bir potansiyel verilmistir.

Sekil 45'te Potansiyel, absorbans ve akim grafikleri gizilmigtir.

a)

Potansiyel
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© o o
@) P P
(06} N (o))
1 1 1

0.00 +
-0.74 -

Akim Yodunlugu

-1.48 4
O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Zaman (s)

Sekil 45.P(Cz-Fc) igina) Potansiyel-Zaman ¢)600 nm igin Absorbans-Zaman d) Akim-Zaman
Grafikleri

3.4.4 Cz-Fc’nin BFEE Destek Elektrolit Varliginda Elektrokimyasal Ozellikleri

Cz-Fc maddesine yapilan ¢alismalardan sonra P(Cz-Fc) filmi bor triflorid dietil eterat (BFEE)
icinde Cz-Fc'nin dogrudan yikseltgenmesiyle elektrokimyasal olarak sentezlenmistir. Bu
sartlar altinda BFEE sadece ¢o6zicl olarak kullaniimamis ayni zamanda destek elektrolit
olarak kullaniimigtir. BFEE’ nin polimerlesmeye etkisini incelemek amaciyla sirasiyla 1/2

ACN+1/2 BFEE ve tamamen BFEE sistemleri icinde donidsimli voltametri ve UV

spektrumlari incelenmistir.

1/2 ACN+1/2 BFEE i¢in -0.5 V ile 1.5 V arasinda doniisiimlii voltametri grafigi ¢izilmistir.
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Akim Yogunlugu (mA/cm ?)

1
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Potansiyel (V)

Sekil 46. 1/2 ACN+1/2 BFEE iginde P(Cz-Fc) CV si

Tamamen BFEE iginde -0.5 V ile 1.5 V arasinda donusumli voltametri grafigi cizilmigtir.

Akim Yogunlugu (mA/cm ?)

T
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Potansiyel (V)

Sekil 47. BFEE i¢inde Cz-Fc icin CV grafigi
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3.4.5 P(Cz-Fc)’ e Ait Tarama Hizina Baglh Pik Akim Degerleri

P(Cz-Fc) ‘nin BFEE icinde 1,5 V sabit potansiyelde filmi hazirlanarak monomer icermeyen
elektrolitik ¢dzeltide farkli tarama hizlarinda déntsumll voltametrileri alinmigtir. Artan tarama

hizlarina kargilik verilen akim cevabinin da giderek arttigi gézlenmektedir.

2

m— 50 MV/s
w100 MV/s
200 mV/s
m— 300 mV/s
400 mV/s
-2 =500 mV/s

Akim Yogunlugu (mA/cm?)
o
1

T T

T T T T T T T T
-04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14
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Sekil 48. BFEE icinde CZ-Fc icin farkli tarama hizlarindaki CV grafigi

3.4.6 Cz-Fc’nin BFEE Destek Elektrolit Varliginda Spektroelektrokimyasal Ozellikleri

Bu galismada P(Cz-Fc) filmi BFEE iginde ITO elektrot tzerinde 1,5 V sabit potansiyel
uygulanarak elektrokimyasal olarak sentezlenmistir. Farkh potansiyellerde UV-spektrumlari
alinmig, 1-* gecislerine ait maksimum dalga boylari (Amax) Olclimis ve renk degisimi

kaydedilmistir.
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Sekil 49.BFEE icinde P(Cz-Fc)'nin Spektroelektrokimya Grafigi

Sekil 60 da goésterilen P(Cz-Fc)nin spektroelektrokimya grafiginden, P(Cz-Fc) T1r-1*
gecislerine ait maksimum dalga boyu (Anax) 670 nm olarak Olgulmastir. Bu polimere ait

redoks renkleri ise transparent ve mavi olarak gézlenmistir.

3.4.7 P(Cz-Fc) iginTepki Zamani

P(Cz-Fc) igin maksimum kontrast elde edilen dalga boyu olan 670 nm’de ve polimerin
indirgenme ve yukseltgenme potansiyelleri olan -0.5V +1.4V arasinda 5 saniyede bir
potansiyel verilmistir ve Sekil 50'de zamana karsi gizilen potansiyel, absorbans ve akim

grafikleri gosterilmigtir.
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Sekil 50. P(Cz-Fc) i¢in a) Potansiyel-Zaman c¢) 670 nm i¢in Absorbans-Zaman d) Akim-
Zaman Grafikleri
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3.5 2-biitil-5,12-dihidro-2H-pirol[3’,4’:2,3][1,4]dioksosino[6,7-b]kinoksalin (BuDQP)
3.5.1 2-biitil-5,12-dihidro-2H-pirol[3’,4’:2,3][1,4]dioksosino[6,7-b]kinoksalin Sentezi
Monomerin sentezine ait sema Sekil 51° de gosterilmektedir. Detayli sentez prodesuru

asagidaki gibidir;

Dietil N-bitil iminodiaseta (1): ilk olarak 200 MI’ lik balon igerisine, n-bltilamine ( 4.24 g,
5.75 mL, 58 mmol, d:0.74 g/mL) ve kuru K,CO3(24.9 g, 180 mmol) eklenerek lzerine susuz
asetonitril ilave edildi ve ¢ozelti oda sicakliginda, homojen reaksiyon ortami saglamak icin 10
dakika da nitrojen atmosferi altinda karistirildi. Daha sonra etilkloro asetat (13.4 g, 11.7 mL,
110mmol, d: 1.145g/mL) 9 saat boyunca reflaks edilecek olan karisima 1 saatlik periyotla
damla damla eklendi. Reaksiyon TLC analizi ile kontrol edildi. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra, K,COj; filtrelendi ve asetonitrii ortamdan uzaklastirildi. Sonrasinda kalan madde
destillenerek saflastirildi ve yesil renkli sivi halde 12,9 g (85%) dietil N-butil iminodiasetat (bp:
230-235 °C/ 100-150mmHg) elde edildi.

'H-NMR (400MHz, CDClI,) 84/ppm: 0,85 (t, J=8,1 Hz, 3H, butyl -CHs), 1,2 (t, J=7,1 Hz, 3H,
ester -CHy), 1,25 (sexlet, J=7,3 Hz, 2H, butyl -CH,), 1,4 (p, J=6,2 Hz, 2H, butyl -CH,), 2,65 (t,
J=8,0 Hz, CH,, N-CH,), 3,5 (t, 2H), 4,1 (g, J=6,1 Hz, 2H, ester -CH,).

MS (El)m/z (%) calcd. for C1,HxsNO,: 245.3; found: 245.2(M*, 6), 202(6.3), 172(100), 154(2),
144(3), 130(30), 116(6), 98 (5), 88(3.5), 59(7), 42(15), 29(5.4).

IR (KBr), vmax/cm™: 2982-2874(alifatik C-H), 1747(ester, C=0), 1467, 1376, 1190 (ester, C-
O-C gerilmesi), 1031 (C-N-C gerilmesi), 976, 917.

Dietil 1-biitil-3,4-dihidrooksipirol-2,5-dicarboksilat (2): Oncelikle 200 mL’ lik balona temiz
Sodyum metali (1.61g, 70 mmol) ve 30 mL susuz etanol eklenerek nitrojen atmosferi altinda
karistirildi. Reaksiyon sicak su banyosunda 75-80°C’ de karistirildi ve dietil N-bdtil
iminodiasetat(1) (7.36 g, 30mmol) ve dietil oksalat (4.38 g, 4 mL, 30 mmol, d: 1.076 g/mL)
karigimi balon igerisine damla damla eklendi. Reaksiyonun hizlica sari-kahve haline geldigi
gérildi ve 4 saatlik reflaksin sonunda sari kati parcalari elde edildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra yaklasik 1 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi. Karisim buz
banyosunun igerisine dokilerek, glasiyal asetik asit ile yaklasik pH~5 olacak sekilde asidik
hale getirildi. Olusan katilar methanol ile kristallendirilerek filtrasyon ve saflastirma yoluyla
ayrildi ve urun elde edildi. (beyaz kati halde 6.75 g (75%) dietil 1-butil-3,4-dihidroksipirol-2,5-
dikarboksilat (m.p: 58-60 °C))
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IH-NMR (400MHz, CDCls) &./ppm: 0,9 (t, J=7,2 Hz, 3H, butyl -CHs), 1,3 (sexlet, J=8,0 Hz,
2H, butyl -CH,), 1,4 (t, J=6,8 Hz, 3H, ester -CHs), 1,6 (p, J=7,6 Hz, 2H, butyl -CH,), 4,4 (q,
J=7,2 Hz, 2H, ester -CH,), 4,5 (t, J=7,8 Hz, 2H, N-CH,), 7,8 (s, 1H, -OH).

MS (El)m/z (%) calcd. for C14H»NOg: 299.3;found: 299 (M, 28), 253 (100), 223 (1,5), 207
(60), 197 (4), 179 (18), 163,9 (94), 150,9 (14), 138 (2), 96 (1,5), 83 (1,8), 69 (4), 57 (5), 44
(78), 28 (22).

IR (ATR), vmax/cm™: 3337, 3248 (O-H stretching), 2984-2864 (z, alifatik C-H gerilmesi),
1676,1641 (ester, C=0 gerilmesi), 1467-1305 (alifatik C-H bagi), 1262-1126 (ester,C-O-C
ssimetrik ve asimetrik gerilme), 1023 (C-N-C gerilme), 911, 871, 767, 695.

Elemental analiz: anal. calcd. for C14H,1NOg(299.3): C 56.18 H 7.07 N 4.68; bulgu: C 55.80
H 6.87 N 4.59.

1,4-Dibromo-2,3-butandion (3): 250 mL’ lik balon igerisine 2,3-bltandion (10 g; 116 mmol)
ve 20 mL CHCI; konuldu. Bromin (37g, 12mL, 232 mmol, d: 3,1028 g/mL) 25 mL CHCl; ile
seyreltilerek damla damla reaksiyon karisimina eklendi. Sonrasinda reaksiyon 50°C’ de HBr
uretiimeden devam ettirildi ve karisim buzdolabinda gece boyunca sogutuldu. Cokelti filter
edildi ve sari kati elde edildi. Sonrasinda ham madde 1,4-dibromo-2,3-butandion CHCI; ile
kristallendirilerek elde edildi.( 23 g (82%) (m.p: 116 °C))

'H-NMR (400MHz, CDCl5) &,/ppm: 4.30 (s, 4H, -CH;,Br).
Elementel analysis: anal. calcd. for C4H;Br,0O, (243.9): C 19.70 H 1.65 found: C 18.86 H 1.50.

2,3-Bis(bromometil)kinoksalin (4): o-fenilendiamin (3 g, 22 mmol) 5 mL etanolda
¢odzllerek balon igersine konuldu. Baska bir balonda 1,4-dibromo-2,3-butaedion (3) (6.4g, 22
mmol) 5 mL etanol igerisinde ¢dzuldu. Her iki karisim yavasca karistirilarak buz banyosunda
1 saat boyunca karistirildi. Karisim gece boyunca buzdolabinda sogutulduktan sonra
cokturlimuas 2,3-bis(bromometil)kinoksalin (6.3 g) 82% verimle acik kahverengi toz halinde
elde edildi. (m.p: 150°C).

'H-NMR (400MHz, CDCI3) dy/ppm: 4.9 (s, 4H, -CH;Br), 7.8 (d, 2H, arom.), 8.1 (d, 2H, arom.).

IR (ATR), vmax/cm™: 3019 (aromatik, C-H gerilme), 2978-2901 (alifatik, C-H gerilme), 1456
(alifatik C-H bag), 764 (s, aromatik, C-H bagr).

Elemental analiz: anal. calcd. for C1oHgBr2N, (316): C 38.01 H 2.55 N 8.87; found: C 36.95 H
2.32 N 7.94.
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Dietil-2-butil-5,12-dihidro-2H-pirol[3',4":2,3][1,4]dioksokino[6,7-b]
kinoksalinl,3dikarboksilat (5): Dietil 1-butil-3,4-dihidroksipirol-2,5-dikarboksilat (2) (0.9 ¢,3
mmol) 15 mL susuz DMF igerisinde ¢dzUllp nitrojen atmosferi altinda balon igerisine konulup
geri sogutuculu dizenek altinda reaksiyon basglatildi. Kuru K,CO; (1.24g, 9 mmol) ve 2,3-
bis(bromometil) kinoksalin (0.95 g, 3 mmol) ¢ozelti igerisine eklendi ve karigim 100°C’ de 6
saat boyunca karistirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra karisim 100 mL buzlu su igerisine
alindi ve ham urun filter edilerek ayrildi ve sonra bir kez 25 mL su ile ve iki kez 0.1 N
potasyum hidroksit ¢cozeltisiyle yikandi. Dietil eterden kristallendirilerek kahverengi kati Griin
dietil-2-butil-5,12-dihidro-2H-pirol[3',4":2,3][1,4]dioksokino[6,7-b]kinoksalinl,3dikarboksilat 1.2
g, %88 verimle elde edildi (m.p: 145-147 °C).

2-Butil-5,12-dihidro-2H-pirol[3',4":2,3][1,4]dioksosino[6,7-b]kinoksalin-1,3-dikarboksilik
asit  (6): Diethil-2-butil-5,12-dihidro-2H-pirol[3',4":2,3][1,4]dioksosino[6,7-b]kinoksalin-1,3-
dikarboksilat (5) (0.91 g, 2 mmol) ve 15 mL etanol geri sogutuculu diizenek altinda bir balon
icerisine eklendi. Uzerine 1mL saf su ve KOH (85%, 0.4 g, 6 mmol) eklendikten sonra,
karisim sicak su banyosunda 5 saat boyunca karistirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
fazla bulunan etanol atmosfer basincinda distile edilerek ¢ozeltiden uzaklastirildi ve sonra
balonda kalan madde buzlu su igerisine dokuldi ve soguyan sulu faz derisik HCI (pH~2-3) ile
asidik hale getirildi. Elde edilen krem rengi Ur(n filtrasyon ile ayrilarak grit oz halinde 2-Butil-
5,12-dihidro-2H-pirol[3',4":2,3][1,4]dioksosino[6,7-b]kinoksalin-1,3-dikarboksilik asit 0.76 ¢
(95%) elde edildi (m.p: 199 °C).

2-Butil-5,12-dihidro-2H-pirol[3',4":2,3][1,4]dioksosino[6,7-b]kinoksalin (7): Dikarboksilik
asit tdrevleri ; Butil-5,12-dihidro-2H-pirol[3',4":2,3][1,4]dioksosino[6,7-b]kinoksalin-1,3-
dikarboksilik asit (6) (0.225 g, 0.57 mmol) ve 5 mL trietanolamin nitrojen gazi altinda yag
banyosunda 130°C’ de 30 dakika boyunca karistirildi. Balon oda sicakligina geldigi zaman,
karisim buzlu su icerisine dokiildi. Uriin diklorometan ile ekstrakte edilip, tuzlu su ve sui le

yikandi. DCM uzaklastirildiktan sonra organik faz susuz sodyum sulfat Gzerinde kurutuldu.

Ham madde kolon kromatografisiyle saflastirilarak (SiO,, CH,Cl,/Hekzan, 1:1, v/v) agik sari
renkli kati  2-Butil-5,12-dihidro-2H-pirol[3',4":2,3][1,4]dioksosino[6,7-b]kinoksalin  (0.114
g) %65 verimle elde edildi.

Sentezlenen monomere ait H-NMR ve C™-NMR spektrumlari asagida verilmistir.
Spektrumlardan da anlasilabilecegi gibi monomer kimyasal yapisindaki proton ve karbon

atomlarinin spektrumlardaki pik degerleri yapiyr dogrulamaktadir.
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Sekil 51. a) BUDQP’In *H-NMR b) *C-NMR spekturumu
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Sekil52. BuDQP’ In sentez semasi,kosullar: (i) K.COz, ACN, refluks, 9 h, 85%; (ii) 1, NaOEt
(yenihazirlanmis Na ¢ozeltisi ve EtOH N, atmosferi altinda), EtOH, 0°C, dietilokzalat, 6 h,
AcOH (pH~5), 75%; (iii) Br,, CHCI3, 450C, 82%; (iv) EtOH, 00C, 1 h, 82%; (v) K,CO3, DMF,
refluks, 6 h, 88%; (vi) KOH, EtOH, 5 h, 95%; (vii) trietanolamin, 1300C, 1 h, 65%.

3.5.2 2-bitil-5,12-dihidro-2H-pirol[3’,4’:2,3][1,4]dioksosino[6,7-b]kinoksalin’in Pirol(Py)
ile kopolimerlestirilmesi
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0.01 M BUDQP ile 0.05 M TBAFP PC icinde ¢6zuldi ve daha dnce detaylari verilen 3
elektrotlu hicreye konularak elektroliz yapildi. P(BDQP) ITO lzerine 1.2 V potansiyelde
kaplandi. Kaplama igleminden sonra polimer filmi reaksiyona girmeden kalan monomer
varligindan dolayi birka¢ kez PC ile yikandi.Elektrokromik galismalar, spektroelektrokimyasal

¢alismalar ve switching ¢alismalari monomer yoklugundaki ortamda caligiimigtir.

QP’nin iletken kopolimer sentezi igcin komonomer olarak Pirol (Py) kullanildi. Monomer
komonomer orani (Py:QP) 1:4 olacak sekilde secildi.QP 10 mL PC icerisinde ¢ozilerek
elektrot hiicresinin igerisine konuldu ve icerisine Py (2,5mM) eklendi. inert ortamda 10 dakika

boyunca 1.2 V sabit potansiyelde kopolimerlestirme gergeklestirildi.

N N N
1.2V /i \ 1.2V
(o) oO——> O O BuDQP + — (o) o)
PC/TBAFP N PC/TBAFP
IS @ H BVAVE
N N
N Lo H <N YR
C4H9 C4H9 C4H9

Sekil 53. P(BuDQP) ve P(BuDQP-co-Py)’lin elektrokimyasal sentez semasi

3.5.3 BuDQP’a ait Dénligiimli Voltametri Grafikleri

0.01 M BuDQP daha 6nce belirtilen elektrot hucresi kullanilarak farkli ¢dzuculer igerisinde
(DCM,ACN ve PC) 0.05 M TBAFP destek elektroliti kullanilarak inert ortamda
polimerlestiriimigtir. Polimerizasyon boyunca, elektroaktif polimer filmi elektrot ylzeyine
kaplanmistir. BuDQP’ un farkli ¢dézicller igerisinde indirgenme ve ylkseltgenme pikleri ve

buna iat ait donligimlU voltamogramlar Sekil 54 ‘te verilmigtir.
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Sekil 54. BuDQP’in a) ACN b) PC ve c) DCM igerisindeki indirgenme ve ylkseltgenme
pikleri ve donlsumla voltametrileri

BuDQP’ a ait kopolimerin elektroaktivitesini arastirmak igin Py varliginda doénusumli
voltametri ¢caligmalari yapiimistir. 0.01 M BuDQP 10mL PC igerisinde ¢6zulmuUs ve igerisine
2.5 Mm Py eklenerek elektrokimyasal ¢alismalari yapiimistir. Destek elektrolit olarak TBAFP
kullaniimistir. Ul elektrot sistemi kullanilarak kopolimerlestirme gergeklestirilmis ve
kopolimer ile pirolin déntsumlu voltametrileri alinmigtir. (Sekil 55)
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Sekil 55. a) Saf pirol ve b) P(BuDQP-co-Py)’ e ait Donlisumli Voltamogramlar

3.5.4 P(BuDQP) ve P(BuDQP-co-Py)’ e ait Spektroelektrokimyasal Caligmalar

P(BuDQP) filmi DCM/TBPg ¢oziicu elektrolit sisteminde ITO elektrot Gizerinde elektrokimyasal
olarak sentezlenmigtir. P(BuDQP)'nin spektroelektrokimya calismalari -0.6 ve +1.0 V
arasinda monomersiz PC/TBAFP ¢dzlcu sisteminde gergeklestiriimistir. m-n* gecisleri
maksimum dalga boyunun (Ama) 328 nm oldugunu gézlenmis ve band araligi 2,30 eV olarak

hesaplanmistir (Sekil 56). Ayrica polaran bandlarin olusumundan kaynaklanan yaklasik 500
nm’ de bir pik artisi gdézlenmisgtir.

AN

400 600 800 1000 1200 1400

Wavelength (nm) T lorrcrey, Gy g "0-8
)

Sekil 56. P(BuDQP) filmine ait (a) 2D ve (b) 3D spektroelektro grafikleri
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Kopolimer P (BuDQP-co-Py)un ve spektroelektrokimya davraniglarini incelemek icin,
TBAFP/PC varliginda -1.0 ile 1.0 V arasinda ITO cam yuzeyine polimer filmi kaplanmistir.
Spektroelektrokimyasal 6zellikleri incelemek icin ayni ortmada calisiimis fakat monomer
icermeyen ¢ozelti kullaniimistir. Saf polipirol ve P (BuDQP)’ tan édnemli dlgtide farkl olan agik
bir turuncu renk ortaya ¢cikmis ve kopolimerin nétr halde 11-11 * gegisleri icin Ay degeri 346
nm ve band arali§i 2.24 eV olarak bulunmustur. Uygulanan potansiyel artisina bagl olarak
518 nm’ de yeni bir absorpsiyon bandi olustugu gézlenmis ve ylk tasiyicilarin degisiminde

dolayl Amax ‘daki band yogunlugunda kademeli olarak bir azalma gézlenmistir.(Sekil 57)

. = bipolaron bands
b) "

a) 0.5

0.45 polaron bands

=
5

Absorbance
(=]
i
o

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Wavelength

Sekil 57. P(BuDQP-co-Py)’ e ait (a) 2D ve (b) 3D spektroelektro grafikleri

3.5.5 Kolorimetri

Elketrokromik malzemelerin renkleri kolorimetre dlgtimleri ile tanimlanmistir. CIE sistemi
renkleri tanimlamak ve karsilastirmak icin bir nicel dlgek olarak kullaniimigtir . Renk (a) ,
doygunluk (b) ve parlaklik (L) élciimis ve kaydedilmistir. Tablo 4’de sonugclar

Ozetlenmektedir.
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Tablo 4: Polimerlerin elektrokromik ve elektronik ozellikleri

Polimer Potential Luminesans (L) Renk (a) Doygunluk (b)

P(BUDOP) 06V 85 -4 21
10V 73 -2 -3
-1.0V 77 -10 60
06V 51 -5 33

P(BuDQP-co- 0.2V 37 7 4

Py) 05V 46 5 11
0.7V 43 -7 2
10V 39 -11 -4

P(BuDQP) filmi 0 V’'indirgendiginde mavi 1.0 V'da yikseltgendiginde sari renk gosterir. Piroliin band
arahg yiksektir. Ancak elektrokromik 6zellikleri diistiktiir. Gozlenen gri ve turkuaz renkleri arasinda
elektrokromik ara¢ yapmak kullanish degildir. Bu iki koyu renk arasindaki tepki zamani disiktir.
Ancak P(BuDQP-co-Py) kopolimerii¢in -1.0 V ve 1.0 V arasinda multielektrokromik 6zellik gbzlenmistir.
5 farkh renk gozlenmistir. P(BuDQP) nin redoks renkleri sekil 58’de P(BuDQP-co-Py)'nin redoks

renkleri ise sekil 59’da gosterilmistir.

Sekil 58. P(BuDQP)’nin redoks renkleri
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Sekil 59. P(BuDQP-co-Py)’nin redoks renkleri
3.5.6 Tepki Zamani

Polimer filmin tamamen oksitlenmis ve ndétral halleri arasinda 5 saniyede bir potansiyel
verilmistir. P(BUDQP) ve P(BuDQP-co-Py) icin maksimum kontrast elde edilen dalga
boylarinda polimerin indirgenme ve ylkseltgenme potansiyelleri olan -0.6 V +1.0 V arasinda
5 saniyede bir potansiyel verilmistir ve Sekil 60’da zamana karsi ¢izilen potansiyel,
absorbans ve akim grafikleri gosterilmistir.P(BUuDQP) igcin 1200 nm’de tepki zamani 0.4s
maksimum kontrast %32 iken, P(BuDQP-co-Py) 1200 nm’de tepki zamani 1,1s maksimum
kontrast %21 olarak bulunmustur.

), 90

=— 1200 nm
80 4

70 4

60 -

Transmittance T%

90

— 1200 Nm

80 -

70 -

60 -

10 15 20 25 30 35
Time (s)

Transmittance T%

Sekil 60. Elektrokromik tepki zamani, optic absorbans degisimi a) P(BuDQP) b) P(BuDQP-co-Py)
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3.5.7 Tarama hizinin polimerlegsmeye etkisi

P(BuDQP) ve P(BuDQP-co-Py)'un sabit potansiyelde filmleri hazirlanarak monomer
icermeyen elektrolitik ¢ézeltide farkl tarama hizlarinda déntsimli voltametrileri alinmistir.
Sekil 61 ve Sekil 62’ de belirtilen polimerlerin farkli tarama hizlarinda alinan dénisimli
voltamogramlarini gosteriimektedir. Akim degerlerinin tarama hizlariyla dogru orantili olmasi
polimer filmlerin elektroaktif oldugunu ve elektroda iyi baglandigini géstermektedir. Sekil 61
ve Sekil 62 de igerisindeki i¢ grafikte de gosterildigi gibi anodik ve katodik pik akimlari
tarama hizinin bir fonksiyonu olarak dogrusal bagimhlik gostermektedir. Bu sonugtan yuksek
tarama hizlarinda bile elektrokimyasal surecin difizyonun kontrolli olmadigini ve tersinir bir

reaksiyon oldugu kanitlanmaktadir.

a) 0.8
08 — 100 mVis
< B Ipy —— 200 mV/s

JE
0.61=06) | o - —300mVis

5 04 —— 400 mV/s
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£ § 02

- =

= 3 0.0

@ 0.2 4 100 200 300 400 500 600 A

) Scan Rate (mV/s) /

[a)]

= 0.04

)

S
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]

O .0.2-

0.4 4
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Sekil 61. a) BUDQP’nin farkh tarama hizlarindaki CV grafikleri
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Sekil 62. P(BuDQP-co-Py)’nin farkli tarama hizlarindaki CV grafikleri

3.5.8 Stabilite

Birden cok redoks gevrim sirasindaki elektroaktif polimerlerin zamanla redoks stabilitesinin
yitirmesi elektrokromik cihaz uygulamalarindaki elektrokromik malzemelerin kullanimini
kisitlayici faktorlerdendir. Elektrokromik malzemelerin redoks stabilitesinin dusukligundn
baslica nedenleri yuksek gerilimler ve cevresel kosullardir. Donligsumla voltametri iletken
polimerlerden uzun vadeli stabilitesinin 6lgimuinde kullanilabilmektedir. Polimerin kararlihgini
test etmek icin, P(BuDQP) i¢in 0.0 V ve -2.3 V arasinda P(BuDQP-co-Py) icin -0.7 V ve +1.3 V
arasinda 500 mV / sn 'lik bir tarama hizi ile defalarca potansiyel uygulanmistir. Sekil 63’den
anlasilacagi gibi P(BuDQP)'nin c¢evresel ve redoks stabilitesinin iyi oldugu gézlenmistir. Sekil

64’de ise P(BuDQP-co-Py)’nin makul gevresel ve redoks stabilitesine sahip oldugu goézlenmistir.
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Sekil 63. P(BUDQP)’nin redoks stabilitesi
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Sekil 64. P(BuDQP-co-Py)'nin redoks stabilitesi
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3.6 4-amino-N-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)benzamit (HKCN)

3.6.1 HKCN’nin Sentezi ve Elektrokromik Ozellikleri

Sentezin ilk basamaginda tiyofen ve suiksinildiklorur AICI3 katalizorligundeki Friedel Craft
reaksiyonu ile 1,4-bis(2-tiyenil)blitan-1,4-dion sentezlenmigtir. Daha sonra katalitik miktarda
p-toluen stlfonik asit varliginda 4-aminobenzamit ile reaksiyon sonucunda 4-(2,5-di(tiyofen-
2-yI)-1H-pirol-1-yl)bitan-1-amin (HKCN) sentezlenmistir (Sekil 40).

/\ /\ /\
I

1.5V
XAO 0 d o
e AAYAYARAYAWA
Nz ZI—S\S s” 87 N7 s s
0N

P(HKCN-co-EDOT)

9 @ HN -NH,
C|)j\/\n/c' — I\ 7 I —_—
CH,Cl, S 0O O S toluen

o AICI;

NH,

Sekil 65. HKCN, P(HKCN) ve P(HKCN-co-EDQOT) sentez semalari

100 ml'lik balona 16 ml DCM ¢dzicusu ve AICI; (16g, 0,12 mol) konularak damlatma
hunisine yardimiyla tiyofen( 9.6 ml, 0,12 mol) , sUksinil diklortar( 5.6 ml ,0.5 mol) ve 10 ml
DCM c¢obzicust eklendi. Sicaklik 20 dereceyi ge¢meyecek sekilde 4 saat boyunca
manyetik karistirici ile karistirildi. Bu slrenin sonunda karisima 7 ml HCI eklenerek
sirasiyla DCM, 2M HCI ve % 5 lik NaHCO; ¢ozeltileriyle ekstrakte edildi. Cozicunin
uzaklastiriimasindan sonra madde etanolde kristallendirilerek % 53 verimle 1,4-bis(2-
tiyenil)bttan-1,4-dion sentezlendi.

Sentezlenen monomere ait H-NMR ve C™-NMR spektrumlari asagida verilmistir.
Spektrumlardan da gorilebilecegi gibi monomer kimyasal yapisindaki proton ve karbon

atomlarinin spektrumlardaki pik degerleri yapiyr dogrulamaktadir.
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Sekil 66.HKCN monomerine ait H'-NMR ve C**-NMR spektrumu
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3.6.2 HKCN’nin EDOT ile Elektrokimyasal Kopolimerizasyonu

P(HKCN-co-EDOT) iletken polimeri EDOT varliginda sentezlendi (Sekil 3). 1.3x10° M HKCN
0.1M TBPg iceren DCM iginde ¢dziildii ve 1.3x10° M EDOT ile birlikte daha énce detaylari
verilen 3 elektrotlu hiicreye konularak elektroliz yapilmistir. Kopolimer ITO Uzerine1.5 V
potansiyelde kaplandi. Farkli besleme oranlariyla yapilan HKCN ile EDOT un elektrokimyasal

kopolimerizasyon oksidasyonu da 1.5 V potansiyelde yapilmistir.

3.6.3 Donusiimli voltametri

HKCN'nin indirgenme ve yukseltgenme davraniglari 0.1 M TBP¢/DCM icinde CV ile
arastirilmistir. D6ntsimli voltamogramin ilk déngistinde HKCN 0,75V dan sonra okside
olmustur ve +1,2 V'da yukseltgenme ve -0.37 V da da indirgenme piki goézlenmistir. Artan
tarama hizlarinda elektroaktivite de artmistir. Dontsumlu voltametri boyunca elektrokromizim
sarl ve mavi arasinda gozlenmistir. Ancak diger SNS tlrevlerinin aksine dogrusal
oligomerlerin kismi ¢dézliinmesinden dolayi elektrot etrafinda yesilimsi bulut olusmamistir.
Sonuglar ve gbézlemler bu yeni SNS tirevinin iyi elektroaktivite gosterdigini ve elektroda daha

iyi baglandigini géstermektedir.

HKCN monomer asetonitril (ACN) icinde tamamen farkli redoks davranislari gostermistir.
HKCN’nin ACN icindeki donlisumll voltamograminda monomer DCM icinde oldugu gibi 0.75
V da radikal katyonuna okside olmustur. Ancak oksidasyon piki gézlenmemistir. Monomer
oksidasyonu oligomerlerin elektroda kimyasal baglanmasiyla devam eder. Bu oligomerlerin
uzamaya devam ederek elektrot yizeyinde ¢okelip polimerin g¢alisma elektrodu Ustlinde
biriktigi katodik yonde tarama yaparken polimer indirgenme piki 0.36 V da pik vermesinden
anlasiimistir. ikinci pozitif taramada okitlenmis polimerden dolayi oksidasyon piki 0.66 V da
gobralmustur (Sekil 42a ve Sekil 42b).

HKCN'in EDOT ile kopolimerinin elektrokimyasal davranislarini incelemek icin CV
calismalari DCM icinde ayni deney sartlarinda yapilmistir. Sekil 4’te gosterildigi gibi HKCN
(Sekil 42a) ve EDOT’un (Sekil 42c) donusumla voltametri grafikleri hem ardigik déngulerin
sekilleri hem de malzemenin redoks potansiyelleri kopolimerin dénidsumlu voltametrisinden
baylk farklihk gostermektedir. Bu sonuglardan kopolimerin basarili bir sekilde olusturuldugu

sonucu c¢ikarilabilmektedir.
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Sekil 67. a) DCM icerisinde HKCN b) ACN igerisinde HKCN c¢) EDOT d)DCM igerisinde
HKCN ve EDOT Do6nusumlia Voltamogramlari

3.6.4 Tarama hizina bagl pik akim degerleri

P(HKCN) sabit potansiyelde filmi hazirlanarak monomer icermeyen elektrolit iceren ¢ozeltide
farkl tarama hizlarinda donisimll voltametrileri alinmistir. Sekil 4 P(HKCN)' nin farkh
tarama hizlarinda alinan donusumll voltamogramlarini gostermektedir. Alinan akim
degerlerinin tarama hizlariyla dogru orantili olmasi polimer filmlerin elektroaktif oldugunu ve
elektroda iyi baglandigini géstermektedir. Sekil 43 icerisindeki i¢ grafikte de gosterildigi gibi
anodik ve katodik pik akimlari tarama hizinin bir fonksiyonu olarak dogrusal bagimlilik
g6stermektedir. Bu sonugtan ylksek tarama hizlarinda bile elektrokimyasal strecin

difuzyonun kontrolli olmadigini fakat tersinir bir reaksiyon oldugunu kanitlanmaktadir.
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Sekil 68. P(HKCN) nin DCM/ TBP6iginde farkl tarama hizlarinda donusumli
voltammogramlari. (I¢ grafik tarama hizina karsi pik akim degerlerini gostermektedir.)

3.6.5 P(HKCN)’nin Elektrokromik Ozellikleri

iletken polimerlerin voltaj degisimi Uzerindeki optik 6zelliklerini incelemenin en iyi yolu
spektroelektrokimyadir. Ayrica bant aralhdi (Eg) ve doping gibi polimerin elektronik yapisi
hakkinda bilgi verir. P(HKCN) filmi DCM/TBPg ¢6zlcu elektrolit sisteminde ITO elektrot
Uzerinde elektrokimyasal olarak sentezlenmisti. P(HKCN) nin spektroelektrokimya
¢alismalari 0.0V-1.0V arasinda monomersiz DCM/TBP¢ (0.1 M) ¢ozlcu sisteminde
gergeklestirilmistir. n-1* gegisleri maksimum dalgaboyunun (Amax) 445 nm oldugunu
gbzlenmis ve band araligi 1.95 eV olarak hesaplanmistir (Sekil 44). Sonuglar literatlrdeki
diger SNS turevleri ile kiyaslandiginda, bu yeni tipi SNS tlrevinin n-n*gegisinde yuksek
dalgaboyuna ve duslik band araligi enerjisinine sahip oldugu anlasiimistir (Tablo 4). Bilindigi
Uzere, elektron verici gruplar HOMO enerji dizeyi artirmaktadir. Yapilan incelemeler
sonucunda azot atomunun konjuge SNS halkasina sagladigi elektron transferinden dolayi

daha dusuk band aralikli polimerin elde edilebildigi sonucunu gikarmaktayiz.
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Sekil 69. P(HKCN)’nin Spektroelektrokimya grafigi

Tablo 5. Benzer SNS turevleri igin spektroelektrokimyasal veriler

Structure Amax E, %AT Referans
\\s
18 (440nm)
ZN-NH 445 1.95 Bu c¢alisma
{. & W 36 (800nm)
\\s
NH 430 2.88 . [1]
7]
\\s
13 (400nm)
N—C)No: 400 2.15 2]
J~s 23 (800nm)
)-S 5 (345nm)
)0, 345 2.18 [3]
s 15(1050nm)
\\S
N ) 423 233 18(423nm) [4]
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3.6.6 Switching

Hizli tepki zamani ve keskin bir renk degisimi yetenegdi elektrokromik bir polimer icin gok
onemlidir. Polimer filmin tepki sidresini saptamak icin kronoamperometrik cift potansiyel
yontemi uygulanmigtir. Polimer filmin tamamen oksitlenmis ve notral halleri arasinda 5
saniyede bir potansiyel verilmistir. Deney sirasinda, maksimum kontrast dalga boyunda
yuzde gecirgenlik (AT%) bir UV-vis spektrofotometre kullanilarak élgtimustir. P(HKCN) icin
bu degerler -0.5V +1.0 V arasinda 5 saniyede bir potansiyel verildiginde maksimum kontrast

ve tepki zamani 800 nm icin %36 ve 2.5 s ve 445 nm igin %18 ve 3s olarak
Olgulmustur.(Sekil45)
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Sekil 70. Potansiyel-zaman (a), 800 nm igin gegirgenlik—zaman (b), 445 nm i¢in gegirgenlik -zaman (c),
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3.6.7 Besleme oranina karsi kopolimer kompozisyonu

Bir polimerin kimyasal yapisi sadece makromoleklll olusturan iki monomere degil, ayni
zamanda bu tar birimlerin makromolekll zinciri boyunca nasil dagildigina baghdir. Bu
dagilim her bir molekilin kopolimer olustururken ¢oézelti igindeki reaktivitesinin dogrudan
sonucudur. Kopolimer kompozisyonunun bilinmesi maddenin hangi amagla kullaniimasi igin
degerlendiriimesinde dnemli bir adimdir. Kopolimerizasyonda en yaygin matematiksel model
kopolimer kompozisyonu ve monomer reaktiflik oranini tespit edebilecek parametrelerin
oldugu monomer besleme kompozisyonunu arasindaki iliskiyi bulmaya dayanir. Kopolimer
kompozisyonunun ve karaliliginin monomer reaktivite oraniyla dogru rahmin edilmesi,
kopolimerlerin gerekli fiziksel kimyasal ozellikleri ile belirli uygulamalarinin degerlendirilmesi

icin oldukga 6nemlidir.

Coézinmezlikleri nedeniyle iletken kopolimer kompozisyonlarinin saptanmasi oldukga zordur.
Bu calismada iletken kopolimerlerin kopolimer kompozisyonunun saptanmasi icin kolay ve
etkili bir metot dnerilmistir. Ancak tabiki bu yéntem simdilik daha fazla ispata ihtiyag
duymaktadir. Bilindigi gibi kopolimerlerin optik dzellikleri kopolimer kompozisyona baghdir.
Kopolimerlerin  optik  &zelliklerinin  lineer olarak degistigi dustndltrse, kopolimer
kompozisyonu kolayca hesaplanabilir. Bu amagla elektropolimerizasyonla elde edilen her bir
kopolimerin n-n*gecisleri ve Ana degerleri karsilastirilarak kopolimer kompozisyonlari tahmin

edilmigtir.

Farkli besleme oranlarina sahip monomer karigimlarini igceren ¢dzeltilerin elektrokimyasal
polimerlestiriimesi ile olusan kopolimerlerin n-n*gegcisleri ve maksimum dalga boylari (Amax)
Olcliimustur. Bu c¢ozeltiler icin spektroelektrokimyasal dlcumler sekil 7 de verilmigtir. Elde
edilen kopolimerler ve ilgili homopolimerlerin L.« degerleri karsilastirilarak kopolimer

kompozisyonlari kabaca hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 2 igcinde 6zetlenmektedir.

HKCN (monomer 1) ve EDOT (monomer 2) kopolimerizasyonu igin kopolimer bilesimi F; e

kars1 monomer besleme orani f; degerleri kullanilarak gizilen grafik Sekil 8 de gdsterilmigtir.

Grafiktende goérilebildigi gibi HKCN icin radikalin kendi monomerini ekleme hiz sabiti ile
radikali diger monomeri ekleme hiz sabitlerinin orani olan reaktif orani r; birden buyuk bir

degere sahip oldugu bulunmustur.
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Tablo 6. Farkl besleme orani iceren monomer ¢ozeltilerinin elektrokimyasal
polimerlestiriimesi ile olusan kopolimerlerin 6zellikleri

Solution f1 F1 Amax E,

HKCN 1 1 445 1.97
A 0.75 0.823 468 1.95
B 0.529 0.726 485 1.93
C 0.333 0.681 493 1.70
D 0.158 0.411 539 1.65
E 0.125 0.304 558 1.63
F 0.061 0.089 595 1.60

EDOT 0 0 610 1.57
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Sekil 71. . Polimer ve kopolimerlerin spektroelektrokimya grafikleri: a)P(HKCN) b) P(A) c)
P(B) d)P(C) e)P(D) f) P(E) g) P(F) h) P(EDOT)
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Sekil 72. HKCN kopolimerleri icin monomer besleme oranina (f1) karsi kopolimer
kompozisyonlari (F1) grafigi.

3.6.8 P(HKCN)’ nin Redoks Stabilitesi

Birden cok redoks cevrim sirasindaki elektroaktif polimerlerin zamanla redoks stabilitesinin
yitirmesi elektrokromik cihaz uygulamalarindaki elektrokromik malzemelerin kullanimini
kisitlayici faktérlerdendir. Elektrokromik malzemelerin redoks stabilitesinin disukliginin
baslica nedenleri yuksek gerilimler ve cevresel kosullardir. Donlisumli voltametri iletken
polimerlerden uzun vadeli stabilitesinin 6lcimunde kullanilabilmektedir. Polimerin kararlihgini
test etmek icin, -1.0 V ve 1.2 V arasinda 500 mV / sn 'lik bir tarama hizi ile defalarca
potansiyel uygulanarak ilk ve 500. donguler arasinda akimda ve yuk degerinde herhangi bir
azalma gdézlenmemigtir (Sekil 48a ve b). Bu da P(HKCN)'nin mikemmel gevresel ve redoks

stabilitesine sahip oldugunu gostermigtir.

72



rhelran

0.75

0.50

0.25 1

0.00

— 1% cycle
500" cycle

Current (mA)

0.75 4

— 1% cycle
500" cycle

0.50 4

Q (mC)

0.25 1

-0.25 T T T T T T T T
-1.00 -0.75 -050 -0.25 000 025 050 0.75 1.00

Potential (V)

Sekil 73. P(HKCN)’nin 500mV/s tarama hiziyla art arda yapilan déntgtimli voltametri
grafikleri a) Akim-Potansiyel b) YUk-Potansiyel grafikleri
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3.6.9 HKCN’nin Biyosensoér Uygulamalari ve Yontemler

3.6.9.1 Oksijen Tiiketiminin Amperometrik Olarak izlenmesi

lletici sistem olarak bir amperometrik sensoriin kullaniimasi durumunda
potansiyometrik sensodrlerden en blyuk fark; drUnlerden sinyal olusturan tirin
elektrod ylUzeyinde tlketilmesidir. Oksijen tlketimine iligkin reaksiyonlar asagida

verilmistir.
Katodik reaksiyon: O, + 2H,0 — H,0,
H,O, + 260 — 2HO’
Anodik reaksiyon: Ag* + CI —— AgCl + ¢

Toplam reaksiyon: 4Ag* +O,+ 2H,0 + 4CI—> 4AgCl + 4HO"

3.6.9.2 HKCN/G. oxydans Biyosensorlerinin Hazirlanmasi

Mikrobiyal biyosensdrler gunlik inokulasyonlar sonucu elde edilen canh hucrelerin HKCN
vasitasiyla grafit elektrodu ylzeyine immobilizasyonuyla hazirlandi. Log fazin sonundaki
hicrelerin optik yogunluklari spektrofotometrik olarak oél¢uldi. G. oxydans hicrelerinin optik
yogunluklari 600 nm’de izlendi. Hazirlanan her mikrobiyal biyosensérin ayni sayida hiicre
icermesi biyosensoérlerin performans faktorleri agisindan dnemlidir. Bu nedenle elde edilen
optik yogunluk sonuglarina bagl olarak gerekli seyreltmeler yapilarak biyosensorler
hazirlandi. Biyosensoérlerin hazirlanigi sirasinda ilk olarak htcreleri iceren 10 ml blylime
ortami 4000 g’de 5 dakika santriftjlendi. Ust faz atildi, géken hiicreler %0,1’lik NaCl gdzeltisi
ile yikandi (4000g’de 5 dakika). Ust faz atildi uygun hacimde pH: 7,0; 50 mM fosfat

tamponunda ¢6zuldu ve bu karisim biyosensor hazirlanmasinda kullanildi.
Mikrobiyal biyosensorin hazirlanma asamalari:

1. Grafit (FIA icin camimsi karbon elektrot) elektrot ylzeyi temizlendi. Daha sonra 0,1
M TBAPFs, 1mg/ml HKCN dikolorometan c¢oézeltisi igcinde hazirlandiktan sonra
dongusel voltammetrik yéntemle 1,0 ile -1,0 V arasinda 0,1 V/s tarama hizinda 10
dongu ile elektropolimerizasyon islemi uygulanarak elektrot yuzeyi monomer ile
modifiye edildi.
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2. 5 yl hiucre ve 5 pl glutaraldehid ¢ozeltisi (% 1’lik) elektrot ylzeyine damlatildi ve
yuzeyi kurumasi i¢in 1 saat boyunca oda sicakliinda bekletildi.

3. Elektrot yuzeyi distile su ile yikanarak ¢alisma sicakhgi ve tamponunda 10 dakika
bekletildi.

3.6.9.3 HKCN/G. oxydans Biyosensorleri ile Olgiim ilkesi

Biyosensor hazirlandiktan sonra 10 dakika calisma tamponunda bekletildi, daha sonra
tampon degistirilip ¢d6zinmuUs oksijen miktarinin sabitlenmesi igin beklendi. CézUnmus
oksijen miktari sabitlendikten sonra substrat (glukoz) ilave edildi. Substrat konsantrasyonu
farklandikga buna bagh olarak degisen ¢dzinmuis oksijen miktari -0,7 V da izlendi. Buna
bagl olarak da Al degerleri pA olarak kaydedildi. Reaksiyon ortamindaki substratin miktarina

bagl olarak farklanan Al de@erleri arasinda kalibrasyon grafikleri olusturuldu.

3.6.10 Kesikli (batch) sistem ile yapilan galigmalar

3.6.10.10ptimum pH’nin Belirlenmesi

Glukoz biyosensorinin optimum pH’sini belirlemek amaciyla 50 mM konsantrasyonda
sodyum fosfat ile pH’s1 farkli tamponlar hazirlanarak en iyi biyosensér cevabinin hangi pH

degeri ile alindig1 belirlendi.

3.6.10.2 Biriktirme Siiresinin Optimizasyonu

Biyoaktif tabaka olusturuimadan énce elektrot ylizeyinde monomerin elektrokimyasal
polimerizasyon sureleri farklandirilarak biyosensérler hazirlandi. Bu amag dogrultusunda 5,
10 ve 20 dongu ile yizey modifiye edildi ve sabit hiicre miktari kullanilarak glukoz tayini igin

grafikler olusturuldu.

3.6.10.3 Hiicre Miktarinin Optimizasyonu

Monomerin elektrokimyasal polimerizasyon sliresinin optimizas- yonundan sonra ikinci olarak
hicre miktarinin optimizasyonu yapildi. Santriflij sonrasi elde edilen hilicre pastasi sirasiyla
55, 110, 220 uyl 50 mM, pH 7,0 sodyum fosfat tamponunda ¢o6zildi. HKCN ile modifiye
edilmis grafit elektrot ylzeyine 5 pl glutaraldehid ¢ozeltisi ile birlikte 5 pl hucre pipetlenerek 3

farkl G. oxydans biyosensdru hazirlandi.
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3.6.10.4 HKCN/G.oxydans Biyosensorlerinin Karakterizasyonu

Dogrusal Tayin Araligi

Geligtirilen biyosensoérlerin biyoaktif tabaka bilesenleri, hiicre miktari ve ¢alisma kosullarinin
optimizasyonu sonrasi karakterizasyonu amaciyla standart grafikler cizilerek glukoz &lgiim

araligi belirlendi.

3.6.11 FIA-HKCN/G. oxydans Biyosensoriine iligkin ¢caligmalar

3.6.11.1 Analitik karakterizasyon

Dogrusal Tayin Araligi

Geligtirilen FIA sistem baglantili mikrobiyal biyosensoérin karakterizasyonu amaciyla standart
grafik gizilerek lineer dlgim arali§i saptandi. Olglimler sodyum fosfat tamponunda (50mM,

pH:7), oda sicakliginda gercgeklestirildi.

Analiz Sonuglarinin Tekrarlanabilirligi ve Yeniden Uretilebilirlik

Optimize edilmis calisma kosullarinda hazirlanan HKCN/G.oxydansbiyosensoru ile dogrusal
tayin araligina giren bir glukoz konsantrasyonu segilerek tekrarli 10 dlcim alindi. Kalibrasyon
grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri saptanarak standart sapma (S.D) ve varyasyon
katsayilari (c.v) hesaplandi.

Optimize edilmis c¢alisma kosullarinda hazirlanan HKCN/G. oxydans biyosensért farkh

glnlerde hazirlandi ve farkli glinlerde 1mM glukoz i¢in alinan sensoér cevaplari kargilastirildi.
Operasyonel Stabilite

Hazirlanan HKCN/G. oxydans biyosensérinin operasyonel kararliliginin belirlenmesi
amaciyla daha dnce optimizasyonu yapilan kosullarda FIA sisteminde akis durdurulmaksizin

art arda odlgiimler alindi. Baslangicta elde edilen biyosensér cevabi % 100 kabul edilerek 3

saat boyunca yapilan 6lgumlerde elde edilen biyosensor cevaplari ile kiyaslandi.
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3.6.11.2 Substrat Spesifikligi
Hazirlanan mikrobiyal sensor ile diger bazi bilesiklerin tayin edilip edilemeyeceginin
anlasiimasi icin fruktoz, ksiloz, etanol ve gliserol kullanilarak élgiimler yapildi. Olgiimler

sodyum fosfat (50 mM; pH 7,0), oda sicakliginda ve -700 mV’da gercgeklestirildi.
3.6.11.3 Farkh Bilesiklerin Biyosensor Cevabina Girigsim Etkisinin Belirlenmesi
Glukoz yaninda diger bilesiklerin (askorbik asit, fenol, Urik asit) varliginin biyosensor

cevabina etkisi incelendi.

Ornek Uygulama

Ticari olarak alinan gazli icecekte, glukoz miktarini belirlemek amaciyla hem referans metod

(Trinder reaksiyonu) hem de G. oxydans biyosensoérleri kullanildi.

D-Glukoz + O, + H,O Gliikn7 D-Glukonat + H,0,

2H,0, + 4-klorofenol + Aminoantipirin Peroksidaz Kinonimin boya + H,0O

Tablo 7. Referans metot proseduri

Kor (pul) Standart (pl) Ornek (pl)
Reaktif 1000 1000 1000
Distile Su 10 - -
Standart - 10 -
Ornek - - 10

Karigtirdiktan sonra 10 dk. 37 °C de inkiibe edilir. Kére karsi 6rnek ve standart absorbanslari

510 nm de okunur.

3.6.12 Batch Uygulamalarda Elde Edilen Bulgular
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3.6.12.1 G. oxydans Hiicrelerini Temel Alan Biyosensérlerin Optimizasyonuna iligkin
Veriler

Optimum pH’nin Belirlenmesi

G. oxydans biyosensorinin optimum pH’sini belirlemek amaciyla 50 mM konsantrasyonda
sodyum fosfat ile pH’lari 6,0 ve 8,0 arasinda farklanan tamponlar hazirlandi. En iyi cevap pH

7; 50 mM fosfat tamponunda alindi.

100 - I
1
£ 0-
I
8
L&)
5 604
0
T
8
s i L
g 4« /
= ;
T T T T T ! 1 ' I
6,0 6,5 7.0 75 8,0
pH

Sekil 74. Biyosensor cevabi tzerine pH’nin etkisi (50mM; sodyum fosfat tamponu; oda
sicakhgi; -700mV hata ¢ubuklari 3 élgime iligskin standart sapmayi ifade etmektedir).

Biriktirme Siiresinin Optimizasyonu

G. oxydans biyosensodrlerinin optmizasyon calismalarinda pH optimizasyounundan sonra
iletken polimerin biriktirme sdresinin  optimizasyonu gergeklestiriimistir. Bu c¢alismada
biriktirme slresinin biyosensdr cevabi Uzerindeki etkisi belirlenmistir. Bu amaca ydnelik
olarak; biyosensdr hazirlanmasinda kullanilan déngu sayisi ile biyosensor cevabi arasindaki
iliski Sekil 50’de verilmigtir. Ayni hlcre miktarlariyla hazirlanmis biyosensdrlerle glukoz
standart grafikleri cizildi. En iyi biyosensdr cevabi 10 dongu ile hazirlanan biyosensor ile

alindi.
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Sekil 75. Biyosensor cevabi Uzerine biriktirme suresinin etkisi (Sodyum fosfat tamponu; pH 7;
50 mM; oda sicakligi; -700mV, hata gubuklari 3 dlgtime iligkin standart sapmayi ifade
etmektedir).

Hiicre Miktarinin Optimizasyonu

HKCN ile modifiye edilmis grafit elektrot yiizeyine; hiicre pastasi sirasiyla 55ul (1,36.10°
hiicre), 110 pl (0,68.10° hiicre) ve 220 ul (0,34.10° hiicre) fosfat tamponunda ¢oziilmiis ve
her birinden 5ul alinarak 5ul glutaraldehid c¢ozeltisi ile birlikte pipetlenerek Ug¢ farkli G.
oxydans biyosensoérl hazirlanmistir ve glukoz tayini amaciyla kullaniimiglardir. Sekil 51°de
farkli htcre miktarlari ile gizilen grafikten gorilecegi Uzere en yuksek akim degerlerinin 110pl
tamponda ¢ozilerek hazirlanmis hiicre kullanilarak hazirlanan G. oxydans biyosensoérleri ile

elde edilmigtir.
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Sekil 76. Biyosensor cevabi Uzerine hicre miktarinin etkisi (Sodyum fosfat tamponu; pH 7;
50mM; oda sicakligr; -700mV, hata ¢ubuklari 3 dl¢cime iligkin standart sapmayi ifade
etmektedir).

3.6.13 HKCN/G.oxydans Biyosensorlerinin Karakterizasyonu

Dogrusal Tayin Araligi

HKCN/G.oxydans biyosensortnin farkh substrat konsantrasyon- larinda biyosensor cevabini
incelemek amaciyla glukozun farkli konsantrasyonlari kullanildi. Belirlenen c¢alisma
kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensdr cevaplari Sekil

52’de verilmistir. 0,25-2.50 mM glukoz konsantrasyonu araliginda dogrusallik gdzlenmisgtir.
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Sekil 77. . HKCN/G.oxydans biyosensoru ile glukoz tayinine yonelik kalibrasyon grafigi
(Sodyum fosfat tamponu; pH 7; 50 mM; oda sicakligi; -700mV, hata gubuklari 3 élgime
iliskin standart sapmayi ifade etmektedir).

3.6.14 FIA Uygulamalari

3.6.14.1 Dogrusal Tayin Arahgi

Belirlenen ¢alisma kosullarinda, HKCN/G. oxydans biyosensoérleri kullanilarak glukoz tayini
gercgeklestirilmistir. Glukoz konsantrasyonu ve akim arasindaki iliskiden yaralanarak
olusturulan kalibrasyon grafigi Sekil 53’'de verilmistir.0,1-7.5 mM glukoz konsantrasyonu

araliginda dogrusallik gézlenmistir.
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Sekil 78.HKCN/G.oxydans biyosensoru ile glukoz tayinine yonelik kalibrasyon grafigi
(Sodyum fosfat tamponu; pH 7; 50 mM; oda sicakligi; -700mV, hata gubuklari 3 élgime
iliskin standart sapmayi ifade etmektedir).

3.6.14.2 Analiz Sonuglarinin Tekrarlanabilirligi ve Yeniden Uretilebilirlik

Hazirlanan HKCN/G. oxydans biyosensorinin belirli glukoz konsantrasyonlarinda calisma
tamponu ve calisma sicakliginda tekrar kullanilabilirligi incelendi. Tekrarlanan &l¢cimler
sonrasinda ilgili substratin kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri saptandi.
Bu islemler sonrasinda G. oxydans biyosenséri ile glukoz igin standart sapma (S.D) :

1+0,035mM (n=10) ve varyasyon katsayisi (c.v) : % 1,87 olarak bulundu.
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Sekil 79. HKCN/G. oxydans biyonsensoéru igin tekrarlanabilirlik denemesinde elde edilen
sinyaller. (Sodyum fosfat tamponu; pH 7; 50 mM; oda sicakligi; -700mV; 2,5mM glukoz)

Yeniden uretillebilirlik icin ise U¢ ayrn gunde hazirlanan elektrodlarda 1 mM glukoz ile
olctimler alindi. Olglimler kalibrasyon grafiginde yerine kondu ve konsantrasyon degerleri
hesaplandi. Elde edilen sonuglarda (S.D) 1,11+£0,051962mM (n=3) ve varyasyon katsayisi

(c.v) % 4,6 olarak bulundu.

3.6.14.3 Operasyonel Stabilite

Hazirlanan mikrobiyal biyosensdrlerin operasyonel kararliiginin belirlenmesi amaciyla daha
once optimizasyonu yapilan kosullarda art arda olgimler alinmistir. Bu c¢alisma sonunda
HKCN/G.oxydans igin 3 saat (66 dlcim) sonunda % 11 aktivite kaybi gézlenmistir.
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Sekil 80. Biyosensor cevabinda zamanla meydana gelen degisim grafigi. (Sodyum fosfat
tamponu; pH 7; 50 mM; oda sicakligi; -700mV)

3.6.14.4 Substrat Spesifikligi

Farkl substratlar kullanilarak biyosensor sisteminin cevaplari olguldd. Belirlenen galisma
kosullarinda, farkli substratlar (fruktoz, ksiloz, etanol, gliserol) kullanilarak elde edilen

biyosensor cevaplari Sekil 56’da verilmistir. Olglimler 3 kez tekrarlanmustir.

0,3 -

0,2
0,1 -
0,0 r r r r

Glukoz Fruktoz Ksziloz Etanol Glizserol

I {ph)

Sekil 81. Farkh substratlara iligkin alinan biyosensoér cevabi. (Sodyum fosfat tamponu; pH 7;

50 mM; oda sicakligi; -700mV, hata gubuklari 3 dlgtime iligkin standart sapmayi ifade
etmektedir).
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3.6.14.5 Farkh Bilesiklerin Biyosensor Cevabina Girigsim Etkisinin Belirlenmesi
Glukoz yaninda diger bilesiklerin (askorbik asit, fenol, Urik asit) varliginin biyosensor

cevabina etkisi incelendi. Elde edilen sonuglar Sekil 9°da verilmistir.

0,20 -

4},15:
% 4},14}:
4},05:
-I},{H}‘ ' r T .

Glukoz Glukoz + Askorblk asit  Glukoz + fanol Glukoz + Urik asit

Sekil 82. Diger bilesiklerin varliginda biyosensoérin glukoza verdigi cevap. (Sodyum fosfat
tamponu; pH 7; 50 mM; oda sicakligi; -700mV, hata ¢ubuklari 3 dl¢ime iligkin standart
sapmayi ifade etmektedir).

Akim degerlerine bakildiginda urik asit haricinde diger bilegiklerin glukoz ile birlikte ortama

eklenmesi biyosensoér cevaplarinda herhangi bir girisime yol agmamistir.

3.6.14.6 Ornek Uygulama
Ticari olarak temin edilen ve ayni glukoz igerigine sahip olacak sekilde seyrelmeleri
hazirlanmig gazl icecek 6rneginde mikrobiyal biyosensor kullanilarak glukoz tayini yapildi.

Olglimler 3’er kez tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglara iliskin degerler Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 8. Ornek uygulama sonucu

Ornek Biyosensor cevabi Referans metod % Geri kazanim

Gazliigcecek 1,02mM £ 0,03 1,05mM £ 0,07 97,1
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3.7 [FcP(=S)(u-S)].ile 4-(1-H-Pirol-1-yl) fenol reaksiyonu (TP-Fc)

3.7.1 TP-Fc’in sentezi

TP-Fc, [FcP(=S)(u-S). ile 4-(1-H-Pirol-1-yl)fenol'un toluen igindeki reaksiyonu ile
sentezlenmistir (Sekil 1). Detayll sentez bilgileri su sekildedir. 0,25 g (0,446 mmol)
[FcP(=S)(m-S)], , 10 ml toluen igerisinde 0,142 g (0.892 mmol) 4-(1-H-Pirol-1-yl) fenol ile
(1:2 mol oraninda) reaksiyona sokulmus bdylece TP-Fcbilesigi elde edilmigtir. Reaksiyon
karsimi tim kati bilesenler ¢ozulip sarimsi bir ¢ozelti elde edilinceye kadar isitiimistir.Sari-

turuncu renkli kristal stzilmus ve kurutulup, 0.40 g Urin elde edilmistir (Sekil 69).

Sekil 83. TP-Fc sentez semasi

3.7.2 TP-Fc Monomerine Ait 1H-NMR ve FTIR Spektrumu

Sentezlenen acik sari renkli monomerin yapisal karakterizasyonlari *H-NMR, spektrumu ile
karakterize edilmistir.

Sekil 70'te verilen *H-NMR spektrumu igin CH,Cl, solvent olarak kullaniimis ve tetrametilsilan
referansina gore kimyasal kayma (&) degerleri verilmistir.
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M

Sekil 84. TP-Fc maddesinin 1H -NMR Spektrumu

Sentezlenen monomerin kimyasal olarak incelenebilmesi igin FTIR analizi de yapilmistir.

Sekil 71°de FTIR analizine ait pik degerleri verilmistir.
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Sekil 85. TB-Fc maddesinin FTIR Spektrumu
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3.7.3 TP-Fc’ nin Farkh Coziicuilerdeki Redoks 6zellikleri ve Polimerlestiriimesi
TP-Fc’in polimerlestiriimesinde birgok ¢dzlicl ve destek elektrolit ¢ifti denenmis ve her biri ile
elektrokimyasal ¢alismalar yapilimistir.

3.7.3.1 TP-Fc’ nin Diklorometan (DCM) icerisindeki Redoks o6zellikleri ve
Polimerlestiriimesi

Polimerlesme,Diklorometan (DCM) igerisinde ve Tetrabutilamonyum hekzaflorofosfat (TBFF)
destek elektrolit kullanilarak gergeklestirilebilmigtir. TP-Fc bilegiginin -0,3:+1,8V potansiyel
araliginda, 250 mV/s tarama hizinda alinmig dénguli voltamogrami Sekil 70°de  verilmistir.
ilk dénglide ferrosenin oksidasyonuna ait olan ve 0,95 V' ta gézlenen pik ikinci déngiide
1.05 V’a kaymistir. indirgenme piki 0.60 V'ta gézlenmistir. Dénlisimli voltametri grafiklerinin
sekil ve potansiyel degerleri farklihiindan TP-Fc monomerinin P(TP-Fc) polimeri olusturmak
Uzere kopolimerlestigini gdéstermektedir. Kopolimerlesme; spektroelektrokimyasal deneyler ile
de dogrulanmistir.
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Sekil 86. TP-Fc'ye ait DCM/TBFF6 iginde 250 mV/s tarama hizinda alinmis
Doéngusel Voltamogram

3.7.3.2 TP-Fc’nin Asetonitril (ACN) icerisindeki Redoks o6zellikleri ve
Polimerlestiriimesi

Bu c¢alismada polimerlesme Asetonitrii (ACN) icerisinde ve TBFF¢ destek elektrolit
kullanilarak gerceklestirilebilmigtir. TP-Fc bilesiginin -0,3:+1,8V potansiyel araliginda, 250
mV/s tarama hizinda alinmis déngilii voltamogrami Sekil 73'te verilmistir. ik déngiide
ferrosenin oksidasyonuna ait olan ve 0,87 V' ta go6zlenen pik ikinci dénglide 0,90 V’a

kaymistir. indirgenme piki 0.64 \V'ta gézlenmistir.
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Sekil 87. TP-Fc'ye ait ACN/TBFF6 icinde 250 mV/s tarama hizinda alinmis
Doéngusel Voltamogram

3.7.4 TP-F¢’ nin Farkli Géziiciilerdeki Redoks ozellikleri ve Pirol ile Kopolimerlestirme
Caligmalari

Bu calismada, sentezlenen TP-Fc ile Piroliin (Py) farkh ¢oztcller (DCM, ACN) icinde TBFF¢
destek elektroliti kullanilarak kopolimerlestirme calismalari gerceklestiriimistir.(Sekil 74)
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Sekil 88.TPFc-co-Py kopolimerlestirme semasi

3.7.4.1 TP-F¢’ nin Diklorometan (DCM) igcerisinde Pirol(Py) ile Kopolimerlestirme
calismasi

Kopolimerlestirme,DCM igerisinde ve TBFF¢ destek elektrolit ve Py kullanilarak
gerceklestirilebilmistir. TP-Fc bilesiginin -0,5:42.0V potansiyel araliyinda, 250 mV/s tarama
hizinda alinmig dongulli voltamogrami Sekil 73.a’" da verilmistir. Sekil 73.b’ de kargilastirma
amagl ayni kosularda cekilmis Py CV’ si verilmistir. Polipirole (P(Py)) ait oksidasyon piki

genis bir aralikta gézlenmekte 0.1-1.15 V) ve indirgenme piki -0,11 V olarak belirlenmigtir.
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Sekil 89. P(TPFc-co-Py) (a) ve P(Py) (b) bilesiklerine ait TBFF6 icinde 250 mV/s
tarama hizinda alinmis Déngusel Voltamogramlar

3.7.4.2 TPFc/Py Kopolimerinin (P(TPFc-co-Py) ) DCM igerisindeki
spektroelektrokimyasal 6zellikleri

Spektroelektrokimya deneyleri igin TP-Fc/Pirol sabit 1,8 V potansiyel altinda ITO elektrot
uzerinde film halinde kaplanarak sentezlenmistir. Spektroelektrokimya deneyleri Py
monomeri iceren, TBFFg ¢ozeltisi icinde gerceklestiriimistir. P(TPFc-co-Py)'nin ve P(Py)
spektroelektrokimya grafikleri Sekil 74’de verilmistir.
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Sekil 90. P(TPFc-co-Py) (a) ve P(Py) (b) ait spektroelektrokimya grafikleri

3.7.4.3 TP-Fc¢’ nin Asetonitril (ACN) igcerisinde Pirol (Py) ile Kopolimerlestirme
calismasi

ACN icerisinde ve TBFFs destek elektrolit ve Py kullanilarak kopolimerlestirme
gerceklestirilebilmistir. TP-Fc bilesiginin -0,5:+2.0V potansiyel araliginda, 250 mV/s tarama

hizinda alinmis déngiili voltamogrami Sekil 77.a da verilmistir. ilk déngiide ferrosenin
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oksidasyonuna ait olan ve 0,83 V' ta gdzlenen pik ikinci dénglide 0.93 V'a kaymistir.
indirgenme piki 0.55 V'ta gézlenmistir. Sekil 77.b’de karsilastirma amagh ayni kosularda
cekilmis pirolin CV’ si verilmigtir. Sekilden de goruldugu gibi P(Py) ait oksidasyon piki 1,5 V
ve indirgenme piki 0,36 V olarak belirlenmisgtir.
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Sekil 91. P(TPFc-co-Py) (a) ve Py (b) bilesiklerine ait TBFF6 icinde 250 mV/s tarama
hizinda alinmis Déngusel Voltamogramlar

3.7.4.4TP-Fc/Py Kopolimerinin ACN icerisindeki spektroelektrokimyasal 6zellikleri
TPFc/Py sabit 1,8 V potansiyel altinda ITO elektrot Uzerinde film halinde kaplanarak
sentezlenmistir. Spektroelektrokimya deneyleri Py monomeri igceren, TBFF¢ ¢ozeltisi icinde

gercgeklestirilmistir. P(TPFc-co-Py) ve P(Py) ait spektroelektrokimya grafikleri Sekil 78'de
verilmigtir.
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Sekil 92. a. P(TPFc-co-Py) (a) ve P(Py) (b) ait spektroelektrokimya grafikleri
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3.7.5 Biyosensor Uygulamalari

3.7.5.1 Enzim Elektrodu Hazirlanmasi
Bu calismada, enzim biyosensoérlerinin ana bileseni olarak Glukoz/GOx enzimini iceren
medyatorlli enzim biyosensoér tasarimi gerceklestirilmistir. Biyosensoér ¢alismalarinin sematik

gOsterimi Sekil 79'da dzetlenmisgtir.

Bu amacla, ilk olarak TP-Fc ve TPA monomerleri kopolimer yapilarak grafit elektrotlarinin
ylzeyi modifiye edilmistir. Daha sonra GOx, g¢apraz baglayici olan GA vasitasiyla modifiye
elektrot  ylzeyine immobilize edilmistir. Hazirlanan  TPFc-co-TPA/GOx  enzim
biyosensoérlerinin performansini etkileyen dnemli parametrelerin optimizasyonu sonrasinda

analitik karakterizasyonu yapilmistir.

3.7.5.2 Elektrot Performans Calismalari

Enzim elektrodunun tasarimi sirasinda kullanilan ve sonrasinda da performansinin
incelendigi sistem, elektroliz hiicresi ve elektrotlari muhafaza eden hiicre standindan
olusmaktadir. Deneyler Ucli elektrot sistemi ile yurttilmuastir. Karbon elektrotlarin modifiye
edilmesiyle olusturulan enzim elektrodu sisteme calisma elektrodu olarak baglanmis;
referans elektrodu olarak gimus/gumus klorir (Ag/AgCl) elektrot ve karsit elektrot olarak da

platin (Pt) elektrot kullaniimistir.

3.7.5.3 Ferrosenin Redoks Ozelliginden Faydalanarak Amperometrik Olarak Sensér
Cevabinin izlenmesi

Ferrosenin redoks 6zelliginin amperometrik olarak izlenmesi su sekilde gergeklestiriimistir.
Biyosensor hazirlandiktan sonra 10 dakika boyunca ¢alisma tamponunda bekletiimis, daha
sonra tampon degistirilip ¢6zinmis akim degerinin sabitlenmesi igin beklenmistir.
Sabitlendikten sonra substrat (glukoz) ilave edilerek, substrat konsantrasyonu farklandikga,
buna bagh olarak degisen akim degerleri amperometrik olarak -0,7 V da izlenmistir ve Al
degerleri pA olarak kaydedilmistir. Reaksiyon ortamindaki substratin miktarina bagli olarak

farklanan Al degerleri arasinda kalibrasyon grafikleri olusturulmustur.
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Sekil 93. Biyosensor calismalarinin sematik gosterimi

3.7.5.4 Lineweaver-Burk Km, Imax Degerlerinin Hesaplanmasi
Lineweaver ve Burk, Michelis ve Menten'’in esitligini diiz bir dogru lzerinde isaretlemeye

imkan taniyan bir formda yazmiglardir. Bu forma gore;

lsz+1

I Imax [ S] Imax

1/S’ye karsi 1/1 grafidi ¢izildiginde diz bir dogru elde edilmektedir. Bu dogrunun egimi Ki/lmaxs

y eksenindeki kesim noktasi ise 1/l | vermektedir.(Sekil 80)
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Sekil 94. TPFc-co-TPA/GOx enzim elektrodunun Lineweaver-Burk egrisi

Buna gdre deneysel verilerle gizilen grafik sonucu; Ky /lnhaxdederi 11.33, 1/lna degeri 0.171

bulunmus ve bu veriler kullanilarak -1/K,, hesaplanmis ve 66.108 bulunmustur.

3.7.5.5 pH Optimizasyonu
TPFc-co-TPA/GOx biyosensoru ile yapilan deneyler sonunda 0,450 V’da elde edilen
amperometrik cevaplarin bagil degerleri pH’ ya kargi grafige gecirilerek elde edilen pH grafigi

Sekil 81’ de verilmigtir.
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Sekil 95. TPFc-co-TPA/GOXx biyosensorlerine pH’'nin etkisi
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Sekil 81 incelendiginde maksimum cevap akimi pH 4.5’te gézlenmistir. Enzim ve substrat
molekillerinde asidik ve bazik gruplarin iyonlasma durumu, Enzim-Substrat (E-S) aktiflesmis
kompleksinin olusum hizini belirlemektedir. E-S kompleks olusumunun maksimum oldugu
kosuldaki iyonlasma durumunun saglandigi pH degeri (4.5) calisma pH degeri olarak

secilmistir

3.7.5.6 Enzim Elektrodunun Kalibrasyonu

TPFc-co-TPA/GOx ile hazirlanan enzim elektrodu igin, substrat konsantrasyonunun akim
yogunluguna etkisi incelenerek, kalibrasyon egrileri ¢cikariimistir. Bu amacla hazirlanan enzim
elektrotlarinin amperometrik cevaplari, kronoamperometri yénteminde 0.45 V’da olgllerek

grafige gegirilmistir.
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Sekil 96. Elektrokimyasal immobilizasyon yontemiyle hazirlanmis TPFc-co-TPA/GOx
kalibrasyon egrisi (Sodyum Asetat Tamponu, pH 4.5)

Sekil 82 incelendiginde, akim yogunlugunun 1-100 mM glukoz derigimi araliginda dogrusal
olarak arttigi, 100 mM glukoz derisiminden sonra ise sabit kaldigi goériimustar. 2.5-75 mM
glukoz konsantrasyonu araliginin dogrusal bdlge oldugu bulunmustur. Dogrusal oldugu
belirlenen bdlgede, orta deder secilerek (50 mM) analiz sonuglarinin tekrarlanabilirligi icin bu

deger kullaniimistir.
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3.7.5.7 Analiz Sonuglarinin Tekrarlanabilirligi

Optimize edilmis c¢alisma kosullarinda hazirlanan TPFc-co-TPA/GOx biyosensoérl igin
dogrusal tayin araligina giren bir glukoz konsantrasyonu (50 mM) kullanilarak 12 &lguim
alinmistir. Alinan degerlere bagl ¢izilen kalibrasyon grafikleri yardimiyla standart sapma (S.S)
10,445 mM (n=12) ve varyasyon katsayisi (cv) % 4,84 (n:12) olarak hesaplanmistir. Tablo 1’
de deneysel veriler ve bu verilerle hesaplanan standart sapma ve varyasyon katsayisi

gosterilmistir.

3.7.5.8 Ornek Uygulama

Hazirlanan TPFc-co-TPA/GOx biyosensoru kullanilarak iki farkl ticari ornekte glukoz analizi
gerceklestiriimistir. GOx bazli biyosensoérler igin, ticari 6rneklere 6n hazirlama iglemi
uygulanmasi gerekli olmadigindan, 6érnek substrat olarak kullaniimak Uzere direk olarak
sodyum asetat tamponu igeren hiicre igerisinde uygulanmistir. (pH:4.5 50 mM) Tablo 8’ de
glukoz oksidaz biyosensoérleri ve spektrofotometrik ydntem kullanilarak iki farkh ticari érnekte

glukoz analizine ait veriler gosterilmektedir.

Tablo 9. TPFc-co-TPBA/GOx ve spektrofotometrik yontem kullanilarak iki farkh 6rnekte
glukoz analizi

Spektrofotometrik TB/TP/GOx % Geri Kazanim
metod
5,141+0,122 5,433+1,017 95
5,810+0,388 6,332+0,037 92

*Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak verilmistir (n:3).

3.7.5.9 Girigsimci Testi

Biyosensorlerin farkli 6rneklerde uygulanabilirligi kisittayan en énemli etmenlerden bir tanesi
de girisim yapabilecek bilesiklerin ortamda varhigidir. Alkolll iceceklerde glukoz tayini igin
etanol ve meyve sularinda glukoz tayini i¢in fenolikler potansiyel girisimci bilesikleridir. TP-
Fc-co-TPBA/GOx biyosensorunun cesitli érneklerdeki uygulanabilirligini test etmeden énce

etanol ve fenolik bir bilesigin biyosensoér cevabina etkisi test edilmigtir. (Tablo 9)
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Tablo 10. Etanol ve 3-asetamido fenol bilesiklerinin TP-Fc-co-TPBA/GOXx ait biyosensor
cevabina etkisi

0,512+0,018 =
0,5515+0,015 107
0,6312+0,019 123

[Glukoz]: 50 mM; [Etanol]: 50 mM;

3.7.5.10 Enzim Elektrodunun Déniisiimlii Voltametri incelemesi

Yukaridaki ¢calismalarda pH optimizasyonu, enzim elektrodu i¢in substrat konsantrasyonunun
akim yogunluguna etkisi gibi parametrelerin elektrot performansi Uzerindeki etkisi
kronoamperometrik yontemlerle incelenmigstir. Bu parametreler kullanilarak, 0.1 M TBAPF¢ ve
DCM c¢ozeltisi icerisinde ayri ayri TP-Fc, TPA ve TPFc-co-TPA iceren c¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra déngusel voltametrik yontemle -0.5 V ile 1.8 V arasinda 0.25 V/s
tarama hizinda 5 donguile elektropolimerizasyon islemi uygulanarak elektrot ylzeyleri
modifiye edilmistir ve sonrasinda belirlenen potansiyel araliklarinda bu elektrotlarin tampon
ortaminda (pH 4.5 sodyum asetat tamponu) ve 50 mM glukoz varliginda (pH 4.5 sodyum
asetat tamponu) elde edilen déntsumli voltametri incelemesi Sekil 81 de verilmigtir. Elde
edilen voltammogramlardan goérildigu tzere glukoz eklendikten sonraki akim degerlerindeki
farklanma kopolimer ile gorilmustir. Tek basina TP-Fc ile hazirlanan elektrotta monomer
serbest amino gruplarina sahip olmadigi icin stabil bir enzim immobilizasyonu
gerceklestiriliememistir, tek basina TPA ile hazirlanan elektrotta ise biyosensér cevabini

olusturan ferrosenin bulunmadigindan dolayi akimda farklanma gbzlenmemektedir.
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Glukoz yoklugunda
s Glukoz varliginda

s Glukoz yoklugunda
s GlukoZ varliginda

POTANSIYEL (V)

Sekil 97. Glukoz yoklugunda ve glukoz varliginda, sirasiyla, TP-Fc ; TPA ; ve TPFc-co-
TPA elektrotlara ait, donigumlu voltagramlar
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3.8 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1yl)anilin (RF) ve 3-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-
lyDanilin
3.8.1 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1yl)anilin (RF) ve 3-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-

1yl)anilin Sentezi ve Elektrokimyasal Ozellikleri

4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-piroll-1-yl)anilin Sentezi (RF)

100 ml'lik balona 16 ml DCM c¢oézicusu ve AICI; (16g, 0,12 mol) eklenmistir. Damlatma
hunisine tiyofen( 9.6 ml, 0,12 mol) , suksinil diklorir (5.6 ml, 0.5 mol) ve 10 ml DCM
¢6zlcusu eklenip sicaklik 20 dereceyi ge¢cmeyecek sekilde 4 saat boyunca karistirma islemi
uygulanmistir. Karistirmanin sonunda karisima 7 ml HCI eklenmistir ve karisim sirasiyla
DCM, 2M HCI ve % 5 lik NaHCO; ¢ozeltileriyle ekstrakte edilmistir. Cozlcisl ugurulan
madde etanolde kristallendirilmigtir ve % 53 verimle Sekil 3.1 de gosterilen 1,4-di(tiyofen-2-

yhbutan-1,4-dion baslangigc maddesi sentezlenmigtir. (E.N. 120 °C)

AICI
2 () )l\/\[( — m
S
Sekil 98. 1,4-di(tiyofen-2-yl)bitan-1,4-dion sentezi

Daha sonra 100 ml’lik bir balona 1,4-bis(2-tiyenil)bitan-1,4-dion (1g, 0,004 mol) , p-fenilen
diamin (0.648 g, 0,006 mal), glasiyel asetik asit (5 ml) ve 50 ml toluen eklenmistir. Karisim
Dean-Stark tuzagiyla birlikte 4 gin boyunca reflaks edilmis ve olusan maddeye flash
kromotografisi uygulanmigtir. % 76 verimle 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1yl)anilin (RF)
monomeri sentezlenmistir[35]. Sekil 85°de RF maddesinin sentez semasi gosterilmistir.
(E.N.180 °C)

]\
AsetlkAS|t TN 7 /
S S
Toluen
NH,
RF

Sekil 99.4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1yl)anilin sentezi
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3-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-piroll-1-yDanilin Sentezi (RMF)

Ayni prosedur uygulanarak, 100 mr’lik bir balona 1,4-bis(2-tiyenil)bltan-1,4-dion (1g, 0,004
mol) , m-fenilen diamin (0.648 g, 0,006 mol), glasiyel asetik asit (5 ml) ve 50 ml toluen
eklenmistir. Karisim Dean-Stark tuzagiyla birlikte 4 gun boyunca reflaks edilmis ve olusan
maddeye flash kromotografisi uygulanmistir. % 69 verimle 3-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-
lyhanilin (RMF) monomeri sentezlenmistir. Sekil 86°’da RMF maddesinin sentez semasi
gOsterilmistir. (E.N.190 °C)

NH2 / \
. . AN z
| AN 7 | Asetik Asit 1\ d N 4 /
+ 4’
S OO S Toluen @
NH,

NH,

RMF

Sekil 100. 3-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1yl)anilin sentezi

4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-piroll-1-yl)anilin (RF) Elektropolimerizasyonu

Karsit elektrot olarak Pt telin, referans elektrot olarak gimdis telin kullanildigi hiicre icinde
0.01 M RF maddesi destek elektrolit olarak 0,05 M Tetrabitilamonyumhegzaflorofosfat
(TBAPFs)' in kullanildigi diklorometan ¢ozlcusu icinde polimerlestiriimistir. Dondsimli
voltametri ile -0.5 V ile 1,5 V arasinda 250 mV/s hizla tarama yapilmis ve renk degisimleri

kaydedilmigtir.
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Akim Yogunlugu (mA/cmZ)

_2 T T T
0 1

Sekil 101.DCM/TBAPFG6 icerisinde 250 mV/s tarama hiziyla alinan RF
maddesine ait donlisumli voltametri grafigi

3-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-piroll-1-yl)anilin (RMF) Elektropolimerizasyonu

Karsit elektrot olarak Pt telin, referans elektrot olarak gimis telin kullanildigi hiicre i¢inde
0.01 M RMF maddesi destek elektrolit olarak 0,05 M Tetrabitilamonyumhegzaflorofosfat
(TBAPFg) In kullanildigi diklorometan ¢ézlcusi iginde polimerlestiriimistir. DénGsUmId
voltametri ile -0.5 V ile 1,5 V arasinda 250 mV/s hizla tarama yapilmis ve renk degisimleri

kaydedilmistir.

Akim Yogunlugu (mA/cmz)

Potansiyel(V)

Sekil 102.DCMI/TBAPF; icerisinde 250 mV/s tarama hiziyla alinan RMF maddesine ait
doénusumll voltametri grafigi
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Bu grafiklerden goéraldugua gibi akim degerlerinin her déngide artmasi c¢ozeltideki
monomerlerin polimerleserek elektrot ylzeyinde iletken polimer ya da kopolimer olarak

sentezlendigini gostermektedir.

3.8.2 RF ve RMF ninTarama Hizina Bagli Pik Akim Degerleri

P(RF), P(RMF) nin sabit potansiyelde filmleri hazirlanarak monomer igermeyen elektrolitik
¢ozeltide farkh tarama hizlarinda déndsimli voltametrileri alinmistir. Sekil 89 ve $Sekil 90
dabelirtilen polimerlerin farkh tarama hizlarinda alinan doénugumlu voltamogramlarini

gOsterilmektedir.

2.0

| m— 100 mV/sn
1.5 =200 mV/sn
| w300 mV/sn

1.0 4 = 400 mV/sn
= 500 mV/sn

0.5 1

0.0

Akim Yogunlugu (mA/cmz)

. . T . .
-0.5 0.0 0.5 1.0 15

Potansiyel(V)

Sekil 103.P(RF) nin farkli tarama hizlarindaki CV grafigi
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Sekil 104. P(RMF) nin farkh tarama hizlarindaki CV grafigi

3.8.3 RF ve RMF’ nin Spektroelektrokimyasal Ozellikleri

Spektroelektrokimya bant araligi (E,) ve doping gibi polimerin elektronik yapisi hakkinda bilgi
verir. Bu galismada ilk olarak P(RF), P(RMF) filmleri 0,05 M TBAPF¢ iceren DCM ¢dzlcusu
icindeki elektrolit sistemde ITO elektrot Uzerinde 1,5 V sabit potansiyel uygulanarak
elektrokimyasal olarak sentezlenmigstir. Karisim monomersiz 0,05 M TBAPFg /DCM ¢6zlcu
sisteminde farkl potansiyellerde UV-spektrumlari alinmig, 1-1* gegislerine ait maksimum

dalga boylari (Anax) OlclimuUstir. Heer karigimdaki renk degisimi kaydedilmistir.

Sekil 91’de RF maddesinin UV spektrumu ve redoks renkleri verilmistir.
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Sekil 105. RF Maddesinin UV Spektrumu ve Redoks Renkleri
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Sekil 106.RF Maddesinin UV Spektrumu ve Redoks Renkleri
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3.8.4 Biyosensor Uygulamalari

3.8.4.1 Elektrot Yiizeyine Kaplanan RF Maddesinin Optimizasyonu

5 ml Diklormetan(DCM) icerisinde 5 mg RF ve destek elektrolit olarak 0,193 g tetra bdtil
amonyum hekza floro fosfat(TBAPF¢) eklenerek 1,6 V sabit potansiyelde 5 dakika boyunca
grafit elektrot ylizeyine kaplama yapildi.Kaplama yizeyinin Gzerine GOx ve Gal ilave edilip

kurumasi icin beklendi.

3.8.4.2 Elektrot Yiizeyine Kaplanan RMF Maddesinin Optimizasyonu

5 ml Diklormetan(DCM) icerisinde 5 mg RMF ve destek elektrolit olarak 0,193 g tetra bditil
amonyum hekza floro fosfat(TBAPF¢) eklenerek 1,6 V sabit potansiyelde 5 dakika boyunca
grafit elektrot ylzeyine kaplama yapildi.Kaplama yizeyinin Uzerine GOx ve Gal ilave edilip

kurumasi icin beklendi.

Glukoz

Y
- 0 iy,
".~ ’ .d,\'~“, ‘n'.’.
..f.,_».‘);sh\’. o \‘} }
.-'n“"%},& -t
5 t".
L5
y (L A

Glukonik Asit

GOx

Glukoz + 0, = Glukonik Asit + 11,0,
P(RME-1)
1,0 ——p O, + 207+ 2¢
P(RFT)

Sekil 107.Karbon elektrot tGizerine RF immobilizasyonun temsili gdsterimi
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3.8.4.3 pH Optimizasyonu

RF ve RMF ile hazirlanan glukoz oksidaz biyosensérinin optimum pH’sini belirlemek
amaciyla sodyum asetat tamponlari kullanildi. 50 mM konsantrasyonda sodyum asetat ve

sodyum fosfat ile pH’lari 3,5 ve 6,5 arasinda farklanan tamponlar hazirlandi.

T\
/I

e Serj 1

3.5 4.5 5.5 6.5

Sekil 108.RMF ile hazirlanan glukozoksidaz biyosensor cevabi tzerine pH’nin etkisi (50mM,;
asetat tamponu; oda sicakligi; -700mV)

T\
N

e Serj 1

3.5 4.5 55 6.5

Sekil 109.RF ile hazirlanan glukozoksidaz biyosensor cevabi Uzerine pH'nin etkisi (50mM,;
asetat tamponu; oda sicakligi; -700mV)
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3.8.4.4 Glukoz Biyosensoriuniin Karakterizasyonu

Dogrusal Tayin Araligi

Glukoz oksidaz biyosensérindn farkh substrat konsantrasyonlarinda biyosensér cevabini
incelemek amaciyla glukozun farkli konsantrasyonlari kullanildi. Belirlenen c¢alisma
kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensdr cevaplari Sekil 96

ve 98'de verilmistir. 0,05-1,0 mM glukoz konsantrasyonu araliginda dogrusallik gézlendi.

A

K ©
I s
™M,

RF7

£ 3
A 2
R 1
X

i 0

0 20 40 60 80 100 120

GLUKOZ

Sekil 110.RF ile hazirlanan glukozoksidaz biyosensoérinin degisen glukoz
konsantrasyonlarindaki akim degerleri (Sodyum asetat tamponu; pH 4,5; 50 mM; oda
sicakhgi; -0.7 mV)

35
RMF-1

w

i - )

0 20 40 60 80 100
GLUKOZ
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Sekil 112. RF ile hazirlanan glukozoksidaz biyosensorinin degisen glukoz
konsantrasyonlarindaki akim degerleri (Sodyum asetat tamponu; pH 4,5; 50 mM; oda
sicakhgi; -0.7 mV

3.8.4.5 Analiz Sonuglarinin Tekrarlanabilirligi

Hazirlanan glukoz oksidaz biyosensorinin belirli glukoz konsantrasyonlarinda calisma
tamponu ve calisma sicakliginda tekrar kullanilabilirligi incelendi. Tekrarlanan oélgtimler
sonrasinda ilgili substratin kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri saptandi.
Bu islemler sonrasinda glukoz oksidaz biyosenséri ile glukoz standardi igin standart
sapmas! RF 6rnegi icin (S.D) £0.153 mM (n=10) RMF (S.D) £0.142 mM (n=10) 06rnegi icin

olarak bulunmustur.

3.8.4.6 Ornek Uygulama

RF ile RMF karsilastirildiginda RF nin daha iyi sonuggdsterdigi goriimus ve érnek uygulama
sadece RF maddesine yapilmigtir. Hazirlanan glukoz oksdiaz biyosensorleri ile ticari
orneklerde glukoz analizine yodnelik uygulanabilirligini izlemek amaciyla kola ve gazoz

ornekleri kullaniimistir. Reaksiyon ortamina glukoz yerine icecekler seyreltme yapiimadan
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eklenmis ve ilgili standart grafiginden orneklerdeki glukoz miktari hesaplanmigtir. Ayrica
referans yoOntem olarak spektrofotometrik bir yontem ile o6rneklerdeki glukoz miktari
belirlendikten sonra sonuglar birbiri ile kiyaslanmistir. Alkolsuz iceceklerdeki glukoz analizinin
spektrofotometrik ve glukoz biyosensérlerinin kullanimiyla elde edilen sonuglari Tablo 10 da

Ozetlenmistir.

Tablo 11. RF glikoz biyosensorunin 6rnek uygulamasi

Glukoz (mg/dL)*
Ornek Spektrofotometrik
RF/GOXx
metod
Fruko 141.75 142.85+16.82
Kola 212.4 213.40+19.87

Sonugclar ortalamatstandart sapma olarak verilmistir (n:3).

3.9 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-piroll-1-yDanilin (RF-Fc)
3.9.1 RF-Fc Sentezi

100 ml'lik bir balona 1,4-bis(2-tiyenil)butan-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 gun 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. Sekil 98 'de RF maddesinin sentez semasi gosterilmistir. (E.N.180 °C)

NH, 7\

. . N 7
| AN % Asetik Asit |\ N /
. | & — 3y %s S

00 S Toluen
NH,
NH,
110 RF

Sekil 113. 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1yl)anilin sentezi
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Sentezlenen RF maddesine ditiyofosfanat ve ferrosen igceren grup baglanarak olusturulan
RF-Fc  monomerinin  sentezi Sekil 99'da gosteriimektedir. Bunun igin  ferrosenil
ditiyadifosfetandisilfir [FcP(=S)(2-S)]2 (0.21 g, 0.39 mmol) ve 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-
pirol-1ylanilin (0.25g, 0.78 mmol) toluen (25mL) icinde karistirildi. Tim katilar ¢éziinene
kadar isitildi ve kahverengi bir ¢ozelti elde edildi. Reaksiyon karigimi sitizildi ve solusyon -
18 derecede bekletildi. Olusan sari-turuncu kristalin Grln suzildi ve vakum altinda

kurutuldu.% 60 verimle Uriin elde edildi.

/\
< W)

I\
F
e ISI s \\ N // S S
PN —
P + 2 S S
s7U Toluen
S Fe
f HN
NH, i ~SH
Fe S
RF-Fc

Sekil 114. 4-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)amido ferrosenil ditiyofosfanat sentezi
Sekil 28.

RF-Fc Maddesinin *H-NMR Spektrumu

Sekil 100'de verilen 'H-NMR spektrumu igin CDCl; solvent olarak kullanimis ve

tetrametilsilan referansina goére kimyasal kayma (&) degerleri verilmistir.

C1gH14N2S,, 8H 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,qQ)
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Sekil 115. RF-Fc Maddesinin 1H-NMR Spektrumu

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

Sentezlenen (RF-Fc) monomeri (0.01 M) ve EDOT (0.01M) monomerinden, destek elektrolit
olarak Tetrabutilamonyumhegzaflorofosfat(TBAPFs) ve ¢ozlici olarak da diklorometan
kullanilarak EDOT miktarinin giderek arttigildigi 4 farkli karisim hazirlanmistir. Karisim

oranlari Tablo 11’de gdsterilmistir.

Tablo 12.Kopolimer Karisim Oranlari

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
g o
AL ° aYaYaYs
S S o o TBAPFg S N S S
. 2/ \g DCM
s
@EE s e
—SH QI'D—SH
Fe g Fe g

Sekil 116. RF-Fc ile EDOT kopolimerizasyonu
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Bu karigimlarin her birine 20 saniye boyunca 1,5V’luk sabit potansiyel uygulanarak
kopolimerler sentezlenmistir. Kopolimerizasyon reaksiyonu Sekil 101'de gdsterilmigtir.
A,B,C,D olarak adlandirilan bu karisimlarin herbirine -0.5 V ile 1.5 V arasinda 250 mV/s hizla
doénusumli voltametri uygulanmis ve her bir kopolimere ait optik 6zellikler belirlenmistir.

Ayrica kopolimer reaktive oranlari belirlenmis ve kopolimer bilesimi incelenmigtir.
3.9.3 D6énusiimli Voltametri Grafikleri

Sekil 102° de RF, RF-Fc nin ve ferrosenin 0,1M TBAPF¢ iceren DCM ¢dzeltisi icerisinde 250
mV/s tarama hiziyla alinan déntstumli voltametri grafikleri kargilastiriimali olarak verilmistir.
Bu grafikler incelendiginde RF-FC’nin ferrosenin redoks pikine benzer 6zellik tasiyan bir
redoks pik icermesi yapisinda ferrosen oldugunu ve bu piklerin ferrosenin redoks pik
degerlerinden farkli olmasi sebebiyle de ferrosenin yapilya baglanmig oldugunu
gOstermektedir. Tablo 5 RF, RF-Fc ve ferrosenin CV grafiklerinde gézlenen indirgenme ve

yukseltgenme pik potansiyel dederlerini géstermektedir.

0.30

a 104 b

025 ) - ) 0 ¢)
B 00 § o
3 015 2 05 §
E E g o0s
S 010 8 g
0
2 005 3 0.0 2 0.0
z Z %
3 0 3 2
0 o 4
> 005 S 3 08
g e =
¢ o0 z E

0.15 < -10

-10
020 . . . y g T
05 0.0 05 10 00 05 10 15 02 00 02 04 06 08 10 12 14
POTANSIVEL (V) POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V)

Sekil 117.DCM/TBAPF6 igerisinde 250 mV/s tarama hiziyla alinan RF (a), RF-Fc (b) ve
ferrosene (c) ait dontisimli voltametri grafikleri

113



rhelran

Tablo 13. RF, RF-Fc ve Fc nin indirgenme ylkseltgenme potansiyelleri

RF 0.5V 1.02V
RF-Fc (b) Epa= 0,65V Ep=0.9V Eps=0,51V Ep,=0.95V
Fc 0.54 V 0.11V

Sekil 103 DCM/TBAPF; igerisinde 250 mV/s tarama hiziyla alinan RF-Fc (a), EDOT(b) ve
bilesimleri Tablo 4’de verilen farkl oranlara sahip RF-Fc/EDOT c¢ozeltilerinin dontsumliu
voltametri grafiklerini gostermektedir. Bu grafiklerden gorildigi gibi akim degerlerinin her
dongude artmasi ¢ozeltideki monomerlerin polimerleserek elektrot yluzeyinde iletken polimer
ya da kopolimer olarak sentezlendigini gostermektedir. Ayni ¢6zicu ve elektrolit ortaminda
RF-Fc, EDOT ve bu iki maddenin farkli oranlarda karistirilarak hazirlanan ¢ézeltilerinin Sekil
103 ’de gosterilen donisumli voltametrisi incelendiginde ise RF-Fc ve EDOT a ait CV
grafiklerinin sekilsel ve potansiyel degerleri bakimindan hem kendi aralarinda hem de
karisimlarin CV grafiklerinden c¢ok farkl 6zelliklere sahip oldugu goérilmektedir. Bu sonu¢ RF-
Fc ve EDOTun farkli oranlarda Kkaristirilarak hazirlanan c¢ozeltilerinin  kopolimer

olusturdugunu gdsteren bir kanittir.
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Sekil 118.a) RF-Fc b) EDOT c¢) A d) B e) C f) D’ ye ait Dontistimlii Voltametri grafikleri

3.9.4 Tarama Hizina Bagh Pik Akim Degerleri

P(RF-Fc), P(RF-Fc-co-EDOT)un sabit potansiyelde filmleri hazirlanarak monomer
icermeyen elektrolitik ¢ozeltide farkli tarama hizlarinda dénidsumlu voltametrileri alinmigtir.
Sekil 104 ve Sekil 105’ de belirtilen polimerlerin farkli tarama hizlarinda alinan donidstumli
voltamogramlarini gosterilmektedir. Akim degerlerinin tarama hizlariyla dogru orantili olmasi
polimer filmlerin elektroaktif oldugunu ve elektroda iyi baglandigini géstermektedir. Sekil 104
ve Sekil 105’ de igerisindeki i¢ grafikte de gdsterildigi gibi anodik ve katodik pik akimlari
tarama hizinin bir fonksiyonu olarak dogrusal bagimlilik géstermektedir. Bu sonugtan yuksek
tarama hizlarinda bile elektrokimyasal surecin diftizyonun kontrolli olmadigini ve tersinir bir

reaksiyon oldugu kanitlanmaktadir.
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Sekil 119.P(RF-Fc) nin farkli tarama hizlarindaki CV grafigi

1.0+

0.5+

0.0

AKIM YOGUNLUGU (mA/cm?)

-1.0

100 200
TARAMA HIZI (mV/s

300

m— 50 MV/s

— 100 mV/s
— 200 mV/s
= 300 mV/s

Sekil 120.P(RF-Fc-co-EDOT) un farkh tarama hizlarindaki CV grafigi

POTANSIYEL (V)

3.9.5 Spektroelektrokimyasal Ozellikler

iletken polimerlerin voltaj degisimi Uzerindeki optik 6zelliklerini incelemenin en iyi yolu
spektroelektrokimyadir. Ayrica bant araliyi (Ey) ve doping gibi polimerin elektronik yapisi
hakkinda bilgi verir. Bu galismada ilk olarak P(RF-Fc), P(RF-Fc-co-EDOT) ve P(EDOT)
filmleri 0,1 M TBAPF iceren DCM ¢dzuclsu igindeki elektrolit sistemde ITO elektrot Gzerinde

1
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1,5 V sabit potansiyel uygulanarak elektrokimyasal olarak sentezlenmistir. Burada herbiri 1,5
V sabit potansiyel ile kaplanan 4 farkl karisgimin monomersiz 0,1 M TBAPF¢ /DCM c¢ézicl
sisteminde farkli potansiyellerde UV-spektrumlari alinmig, m-1* gegislerine ait maksimum
dalga boylari (Anax) OlcUimustir. Kopolimer reaktivite oranlari belirlenmis ve her karigimdaki
renk degisimi kaydedilmigtir.

Sekil 106’da gosterilen P(RF-Fc)'nin  spektroelektrokimya grafiginden P(RF-Fc) r-1*
gegislerine ait maksimum dalga boyu (Amax) 435 nm ve bu gecislere ait bant boslugu enerjidi
(Eq degeri) 2,31eV olarak olgulmugtur. Bu polimere ait redoks renkler ise sari ve mavi olarak

g6zlenmistir.

0.6
435 nm — 02V |

Absorbans
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400 600 800 1000 1200
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Sekil 121. P(RF-Fc)nin Spektroelektrokimya Grafigi ve Redoks Renkleri

Sekil 107°de 0,01 M 2,0 ml RF-Fc ile 0.01 M 0,5 ml EDOT karigimindan hazirlanan ¢ozelti (A
¢oOzeltisi) kullanilarak sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi gosterilmigtir.
Bu kopolimere ait maksimum dalgaboyu 437 nm ve band bosglugu enerjisi (Ey) 2,18eV olarak
Olgulmastur. A karisimi monomer besleme oraninda RF-Fc miktari EDOT’a gére daha fazla
oldugu igin 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 farkhhk gostermektedir.
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Sekil 122. A karisimindan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi ve
redoks renkleri

Sekil 108’ de RF-Fc miktarinin (0,01 M) 1.5 ml EDOT (0.01 M) miktarinin 1.0 ml oldugu B
karisiminindan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi gosterilmistir. Bu
kopolimere ait maksimum dalgaboyu 454 nm ve E, degeri 2.0(eV) olarak hesaplanmistir.
Spektroelektrokimyasal olgimlerde bu kopolimerin -0,5 V ile 1.0 V arasinda multikromik

renklere sahip oldugu gozlenmistir.
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Sekil 123. B karisimdan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi ve redoks
renkleri
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Sekil 109°da RF-Fc miktarinin (0,01 M) 1.0 ml EDOT (0.01 M) miktarmin 1.5 ml oldugu C
karisiminindan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi verilmistir. Bu grafige
gore elde edilen kopolimerin maksimum dalgaboyu 503 nm ve Eg degeri 1.71eV olarak

Olclilmiistiir. Elde edilen kopolimer -0.8 V ile 1.0 V arasinda multikromik renklere sahiptir.
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Sekil 124. C karisimdan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi ve redoks
renkleri

Sekil 110’ 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 1-1* gegigine ait maksimum dalgaboyu 560 nm ve E, degeri 1.68eV olarak
hesaplanmistir. . Elde edilen kopolimer -0.8V ile 1.0 V arasinda verilen potansiyel degerine

bagl olarak 6 farkh renk gdézlemlenmistir.
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Sekil 125. D karisimdan sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi ve
redoks renkleri

Sekil 111°’de elde edilen kopolimerle kiyaslama yapilabilmesi amaciyla P(EDOT)’ un
spektroelektrokimya grafigi gosterilmistir. Kopolimerlerin sentezlenmesinde kullanilan
coziicli/destek elektrolit cifti kullanilarak sentezlenen PEDOT’un =n-n* gecislerine ait

maksimum dalgaboyu 600 nm olarak &l¢iilmiis ve Eq degeri 1.63eV olarak hesaplanmustir.
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Sekil 126.P(EDOT)un Spektroelektrokimya Grafigi

Kopolimerleri kendi aralarinda ve elde edildikleri monomerlerin homopolimerleri ile
karsilastiriidiginda kopolimer icerisindeki EDOT miktari arttik¢a elde edilen kopolimerlerin
band boslugu enerjisinin distigunl, m-1* gegislerine ait maksimum dalgaboylarinin ise
artarak PEDOT’un maksimum dalgaboyuna yaklastigini ve bu o6zelliklere bagh olarak da

kopolimerlerin multielektrokromik 6zellik gésterdikleri saptanmistir.
3.9.6 Monomer besleme oranina karsi kopolimer kompozisyonunun degisimi

Bir polimerin kimyasal yapisi monomerlerin makromolekul zinziri boyunca nasil dagildiklarina
baghdir. Bu dagilim her bir molekulin kopolimer olustururken ¢ozelti icindeki reaktivitesinin
dogrudan sonucudur. Kopolimer kompozisyonunun bilinmesi maddenin hangi amacla
kullaniimasi i¢in degerlendiriimesinde onemli bir adimdir. Kopolimerizasyonda en yaygin
matematiksel model kopolimer kompozisyonu ve monomer reaktiflik oranini tespit edebilecek
parametrelerin oldugu monomer besleme kompozisyonunu arasindaki iliskiyi bulmaya
dayanir. Kopolimer kompozisyonunun ve karalihldinin monomer reaktivite oraniyla dogru
tahmin edilmesi, kopolimerlerin gerekli fiziksel kimyasal 6zellikleri ile belirli uygulamalarinin

degerlendirilmesi igin olduk¢a dnemlidir.

Farkli besleme oranlarina sahip monomer karigimlarini iceren ¢dzeltilerin elektrokimyasal
polimerlestiriimesi ile olusan kopolimerlerin spektroelektrokimya grafiklerinde -11* gegcisleri
ve maksimum dalga boylari Anax Olctlmastir. Bu ¢ozeltiler icin elde edilen kopolimerler ve
ilgili  homopolimerlerin  Anox degerleri  karsilastirilarak  kopolimer kompozisyonlari
hesaplanmistir. Hesaplamada kopolimer kompozisyonu ile 1-* gecislerine ait maksimum

dalgaboyunun lineer degistigi varsayilmistir. Sonuglar Tablo 13 icinde 6zetlenmektedir.
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Tablo 14. Farkh besleme orani iceren monomer gozeltilerinin elektrokimyasal
polimerlestiriimesi 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
Karigim D 0.20 0.26 560 1,68
P(EDOT) 0 0 600 1.63

Kopolimer bilesimi oranini gdsteren asagidaki 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.

dM;] _ [M] < 1 [My] + [M,] >
d[M,]  [M,] [M]+ 1, [My]

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

kopolimerizasyon sekli ve bilesimi hakkinda bilgi verir.

r,=r,=1, rastgele kopolimer, ideal kopolimerizasyona r;=0, r,=0 ardisik polimerlere 6rnek

gosterilebilir.
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Sekil 127. P(RF-Fc-co-EDOT) kopolimerleri icin monomer besleme oranina (f1) karsi
kopolimer kompozisyonlari (F1) grafigi

RF-Fc (monomer 1) ve EDOT (monomer 2) kopolimerizasyonu icin kopolimer bilesimi F; e
karsi monomer besleme orani f; degerleri kullanilarak cizilen grafik Sekil 112’ de
gosterilmistir. Kopolimerlerin optik 6zellikleri kopolimer kompozisyona baghdir. Kopolimerlerin
optik Ozelliklerinin lineer olarak degistigi dusunulirse, kopolimer kompozisyonununda
kolayca hesaplanabilecegi distntimus ve bu amagla elektropolimerizasyonla elde edilen her
bir kopolimerin -1 gegisleri ve Anax degerleri karsilastirilarak kopolimer kompozisyonlari

tahmin edilmigtir.

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

daha yakin oldugu saptanmistir.
3.9.7 Kopolimerlesmeye Uygulanan Polimerlesme Potansiyelin Etkisi

Belli bir monomer besleme orani secilerek hazirlanan c¢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 iceren karisim D

secilmigtir.

Calismada D c¢ozeltisine sirasiyla 1.0V, 1.3V ve 1.5V sabit potansiyeller uygulanarak her
potansiyel degerine ait kopolimerler elde edilmigtir. Elde edilen kopolimerler 0,1M
TBAPF6/DCM sistemi iginde spektroelektrokimyasal 6lguimler yapilarak optik 6zellikleri

incelenmistir.
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Sekil 113’ 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 hesaplanmistir.

Absorbans
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Sekil 128. P(RF-Fc-co-EDOT) un 1.0 V sabit potansiyeldeki spektroelektrokimyasi
Sekil 114’ de P(RF-Fc-co-EDOT)un 1.3V sabit potansiyelde sentezlenen kopolimere ait

spektroelektrokimya grafigi gdsterilmistir. Bu kopolimere ait maksimum dalgaboyu 440 nm ve
E, degeri 2.10eV olarak hesaplanmistir. -0.4 V ve 1.0 V arasinda multikromik renk

g6zlenmistir.
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Sekil 129. P(RF-Fc-co-EDOT) D karisiminin 1.3 V sabit potansiyeldeki spektroelektrokimyasi

Sekil 115’de 1.5V sabit potansiyelde sentezlenen kopolimere ait spektroelektrokimya grafigi
gosterilmistir. Maksimum dalgaboyu 560 nm ve Eg degeri 1,68eV olarak Olglimustir.

Kopolimer -0.8 V ve 1.0 V arasinda multikromik renk gbézlenmistir.
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Sekil 130. P(RF-Fc-co-EDOT) D karisiminin 1.5 V sabit potansiyeldeki spektroelektrokimyasi

Tablo 15. Polimerlestirme potansiyelinin kopolimerlesmeye etkisi

Mo Eg(eV)

P(RF-Fc) 435 2.31
Kopolimer | (1.0V) 425 2.26
Kopolimer 11 (1.3V) 440 2.10
Kopolimer 111 (1.5V) 560 1.68
P(EDQOT) 600 1.63
Tablo 7 de kopolimer |, II, lll igin A Ve Eg(eV) degerleri verilmistir. Kopolimerlesmeye

uygulanan potansiyelin etkisini incelemek amaciyla ayni monomer besleme oranina sahip
¢ozeltilere farkh polimerlesme potansiyelleri uygulanarak elde edilen kopolimerlerin optik

Ozellikleri incelendiginde asagidaki sonuglar bulunmustur;
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a- Kopolimerlegsmeye, uygulanan polimerlesme potansiyelinin etkisi buyuktur.

b- Polimerlegtirme potansiyeli arttikga band boslugu enerjisi digmektedir.

c- Polimerlesme potansiyeli arttikga kopolimer yapisina daha fazla EDOT girmektedir.

d- Dusuk polimerlesme potansiyellerinde zincir uzamasi yeterince
gerceklesemediginden polimer yerine oligomerler olugsmakta ve bu nedenle de Tr-11*
gegcislerine ait maksimum dalga boyu hopolimer yapilarindan bile kiigik kalmaktadir.

e- Uygulanan potansiyel arttikga elde edilen kopolimerin multielektrokromik &zelligi

ortaya ¢cikmaktadir.

3.9.8 Tepki Zamani

Dalgaboyundaki gecirgenlik degisimi ile polimerin redoks bdlgeleri arasindaki tepkime
zamani spektroelektrokimyasal olarak belirlenmistir. Polimer filmin tepki suresini saptamak
icin kronoamperometrik cift potansiyel yontemi uygulanmistir. Polimer filmin tamamen
oksitlenmis ve notral halleri arasinda 5 saniyede bir potansiyel verilmistir. P(RF-Fc) icin
maksimum kontrast elde edilen dalga boylari olan 430 nm ve 700 nm de ve polimerin
indirgenme ve yukseltgenme potansiyelleri olan -0.5V +1.2 V arasinda 5 saniyede bir
potansiyel verilmistir ve Sekil 116’da zamana karsi cizilen potansiyel, absorbans ve akim
grafikleri gosterilmigtir. P(RF-Fc co-EDOT) icin maksimum kontrast elde edilen dalga boylari
olan 550 nm ve 1000 nm de ve polimerin indirgenme ve yukseltgenme potansiyelleri olan -
1.0V +1.6 V arasinda 5 saniyede bir potansiyel verilmistir Sekil 117’de zamana karsi ¢izilen

potansiyel, absorbans ve akim grafikleri gosterilmistir.

P(RF-Fc) i¢in 800 nm de tepki zamani 2,5s 430 nm i¢in 1,5s olarak P(RF-Fc-co-EDOT) igin
1000 nmigin 2,2s 550 nm igin 1.98 s olarak &lgtlmusgtir.
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Sekil 131. P(RF-Fc) icin a) Potansiyel-Zaman b)700 nm igcin Absorbans-Zaman c) 430 nm
icin Absorbans-Zaman d) Akim-Zaman Grafikleri
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Sekil 132. P(RF-Fc-co-EDOT) igin a) Potansiyel-Zaman b)1000 nm icin Absorbans-Zaman c)
550 nm igin Absorbans-Zaman d) Akim-Zaman Grafikleri

3.9.9 In-Situ Polimerizasyon

A, B, C, D karisimlarinin her birine her 10 saniyede bir 1.5 V sabit potansiyel verilerek UV-vis
spektrofotometrede in- situ elektrokimyasal kopolimerizasyonlari arastirilmis absorbsiyona
karsi dalgaboyu grafikleri gizilmistir. Zaman arttikga elektrot yizeyinde kaplanan kopolimer
miktari artmis dolayisiylada absorbans degerleri artmistir. Her bir kopolimere ait in-situ
kopolimerlesme dalga boylarinin ayni olmasi kopolimerlesme mekanizmasinin monomer

besleme oranina bagli olmadi§ini gostermektedir.
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Sekil 133. a) A b) B ¢) C d) D Karisimlarinin In-situ polimerizasyonlari

3.9.10 Biyosensor Caligsmalari

3.9.10.1 Elektrot Yiizeyine Kaplanan Kopolimer Oraninin Optimizasyonu

Bu calismada elektrot ylzeyine kaplanan kopolimer oranlari degistirilerek biyosensoér
hazirlanmig ve bu oranlarin biyosensor cevabi Uzerindeki etkisi belirlenmigtir. Bu amaca
yonelik olarak; biyosensoér 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 biyosensor
cevabi arasindaki iligki Sekil 119°da verilmigtir. En iyi biyosensor cevabi 1 mg RF/ 4 mg RF-

Fc ile hazirlanan biyosensérde gorulmustur.
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Sekil 134. Biyosensor cevabi Uzerine biriktirme slresinin etkisi (Sodyum asetat tamponu; pH
4,5; 50 mM; oda sicakhgi -0.7 mV; RF/RFFc (mg/mg monomer miktari) oranlari i¢in 1: 1
mg/4 mg; 2: 2 mg/3 mg; 3: 0,5 mg/4,5 mg; 4: 5 mg/5mg ).

3.9.10.2 pH Optimizasyonu

Glukoz oksidaz biyosensorunin optimum pH’sini belilemek amaciyla sodyum asetat
tamponlari kullanildi. 50 mM konsantrasyonda sodyum asetat ve sodyum fosfat ile pH’lari 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 135. Biyosensor cevabi Uzerine pH’nin etkisi (50mM; asetat tamponu; oda
sicakhgi; -700mV)

3.9.10.3 Glukoz Biyosensoriinun Karakterizasyonu

Dogrusal Tayin Araligi

Glukoz oksidaz biyosensorinin farkli substrat konsantrasyonlarinda biyosensér cevabini
incelemek amaciyla glukozun farkli konsantrasyonlari kullanildi. Belirlenen ¢alisma
kosullarinda, farkli substrat konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensor cevaplar $ekil

121 ’de verilmigtir. 0,05-1,0 mM glukoz konsantrasyonu araliginda dogrusallik gozlendi.
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Sekil 136. Glukoz oksidaz biyosensorlerinin dedisen glukoz konsantrasyonlarindaki akim
degerleri (Sodyum asetat tamponu; pH 4,5; 50 mM; oda sicakhgi; -0.7 mV)

Analiz Sonuglarinin Tekrarlanabilirligi

Hazirlanan glukoz oksidaz biyosensorunun belirli glukoz konsantrasyonlarinda c¢alisma
tamponu ve calisma sicakliginda tekrar kullanilabilirligi incelendi. Tekrarlanan olgumler
sonrasinda ilgili substratin kalibrasyon grafikleri yardimiyla konsantrasyon degerleri saptandi.
Bu islemler sonrasinda glukoz oksidaz biyosensoru ile glukoz standardi i¢in standart sapma

(S.D) £0.103 mM (n=5) ve varyasyon katsayisi (c.v) % 5,0 olarak bulundu.
Ornek Uygulama

Hazirlanan glukoz oksdiaz biyosensorleri ile ticari orneklerde glukoz analizine yodnelik
uygulanabilirligini izlemek amaciyla kola ve gazoz 6érnekleri kullaniimigtir. Reaksiyon
ortamina glukoz yerine igcecekler seyreltme yapilmadan eklenmis ve ilgili standart grafiginden
orneklerdeki glukoz miktari hesaplanmistir. Ayrica referans yéntem olarak spektrofotometrik
bir yéntem ile o&rneklerdeki glukoz miktari belirlendikten sonra sonuglar birbiri ile
kiyaslanmistir. Alkolstiz igceceklerdeki glukoz analizinin spektrofotometrik ve glukoz

biyosensoérlerinin kullanimiyla elde edilen sonuglari Tablo 8'de dzetlenmisgtir.
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Tablo 16. Glukoz oksidaz biyosensoérleri ve spektrofotometrik yontem kullanilarak iki farkli
ornekte glukoz analizi.

Glukoz (g/1)*

Ornek Spektrofotometrik Glukoz oksidaz
metod biyosensorii
Coca Cola 70,043,0 69,1+1,9
Sprite 54,2+9,3 55,7+1,7

*Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak verilmistir (n:3).
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SONUG

0-2-(tiyofen-3-yl)etil-ferrosenilditiyofosfonat (THFc) %58 verimle sentezlenmis, bilesik *H-
NMR, **C-NMR ve *'P-NMR ile karakterize edilmistir. (THFc) tiyofen (Th) ile karsilastiriimis
ferrosenilditiyofosfonat grubunun kimyasal yapiya baglanma etkisi arastinimistir. (THFc) ve
(TH) nin sadece Bortriflorid:dietileter kompleksi (BFEE) icerisinde ilave destek elektrolit
kullaniimadan dénisumla voltametrileri alinmistir. Donusumla voltametriler
karsilastiriidiginda (THFc) de ferrosenin spesifik piki gbzlenmistir. Polimerlerin ylzey
Ozellikleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Ayni ana zincire sahip
olduklari icin P(ThFc) ve P(Th)in SEM goérintuleri benzerdir. Ancak P(ThFc)'nin SEM

goéruntisi P(Th)’ye oranla daha pirizsiz bir yapidadir.

P(ThFc) nin spektroelektrokimyasal 6zelliklerini incelemek amaciyla P(ThFc) sabit 1,5 V
potansiyel altinda ITO elektrot Uzerinde film halinde kaplanarak sentezlenmistir. P(ThFc) nin
politiyofen anazincirine ait 320-600 nm araliginda (417 nm’de maksimum ile) absorpsiyonuna
ek olarak, ferrosen gruplarinin borontriflorirdietileterat (BFEE) grubu ile etkilesiminden
kaynaklanan 600-800 nm araliginda bir absorpsiyon goézlenmistir. Spektroelektrokimya
¢alismalari P(ThFc)'nin 1 elektronik gegisinden kaynaklanan 2,14 eV blyikliginde band
boslugu enerjisi oldugunu gdstermektedir. P(ThFc) nétral ve ylkseltgenmis halleri igin

siraslyla yesil ve mavi renklerine sahiptir.

Polimerizasyon ¢6zicl sisteminin arastirimasi c¢alismalarinda; ferrosen grubu ile hem
¢6zlcu hemde destek elektrolit gérevi yapan BFEE arasinda kalici bir etkilesmenin olustugu
fark edilmigtir. Bu etkilesim sonucunda 600-800 nm arasinda ilave bir absorbsiyon
gOzlenmistir. Dolayisiyla politiyofen anazincirinin 370 nm deki absorpsiyonuna ek olarak 600-
800 nm arasindaki ferrosen-BFEE etkilesimi absorpsiyonu sebebiyle P(ThFc) nétral halde
yesil renktedir. Bilindigi gibi ayni yapida iki farkli absorpsiyonun gerekmesi sebebiyle nétral
halde yesil renkli polimer elde etmek oldukga zordur. Literatirde nétral halde mavi ve kirmizi
renkli bircok polimerin bulunmasina ragmen ana renklerin Gglincu ayag! olan yesil renkli
polimer oldukga sinirlidir. P(Th) nétral ve ylkseltgenmis halleri igin sirasiylakirmizi ve mavi

renklerine sahiptir.

O-2-(tiyofen-3-yl)etilferrosenilditiyofosfonat (ThFc ) Nikel Kompleksi (ThFc-Ni) %48 verimle

sentezlenmistir. ThFc-Ni*H-NMR ve *P-NMR spektrumlari ile karakterize edilmistir.

P(ThFc-Ni-co-Th) filmi, ThFc-Ni (0.05 M) ve Th (0.01) iceren ACN iceresinde, ITO Uzerinde,
1.8 V sabit potansiyelde sentezlenmistir ve ardindan monomer icermeyen BFEE ¢ozeltisi

icerisinde spektroelektrokimyasal caligmalar yapilmigtir. P(ThFc-Ni-co-Th) polimerine ait
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siraslyla nétral ve ylkseltgenmis halde sari ve mavi arasinda renk degisikligi oldugu

saptanmistir.

4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)blatan-1-amin  (TPA) %53 verimle sentezlenmigtir.
Sentezlenen madde 'H-NMR ile karakterize edilmistir. P(TPA) nin ACN-DCM igerisinde
LiCIO, destek elektrolit varliginda doéntsimlli voltametrisi alinarak elektrokimyasal

polimerlestiriimesi gergeklestirilmigtir.

P(TPA)'nin sabit potansiyelde filmi hazirlanarak, monomer icermeyen elektrolitik ¢ozeltide
farkl tarama hizlarinda dénisumla voltametrisi alinmistir. Akim degerlerinin tarama hizlariyla
dogru orantili olmasi polimer filmin elektroaktif oldugunu ve elektroda iyi baglandigini
gobstermektedir. P(TPAYnIn p-p* gegisine ait band boslugu enerjisi 2,7 eV’ dur. Nétral

durumda sari yukseltgenmis halde ise mavi renklidir.

TPA ve EDOT monomerleri P(TPA-co-EDOT) polimerini olusturmak Gzere
kopolimerlestiriimistir. . P(TPA), P(EDOT) ve P(EDOT-TPA)nin donisimli voltametrileri
alinmis ve grafikler karsilastirildiginda 3 grafiginde farkh olmasi kopolimerlesmenin oldugunu

kanitlamistir.

P(TPA) ve P(TPA-co-EDOT) icin anodik ve katodik pik akimlarinin tarama hizinin bir
fonksiyonu olarak dogrusal degisim gostermistir. Bu grafikler elektrokimyasal prosesin
difizyon kontrolli olmadigini ve yuksek tarama hizlarinda bile tersinir oldugunu

gostermektedir.

P(TPA-co-EDOT)'nin p-u* gegisine ait band boslugu enerjisi 1.59 eV’ dur. Nétral durumda
sarl yukseltgenmis halde ise mavi renklidir. P(TPA)'ninnétral ve ylkseltgenmis haldeki
renkleri mavi ve sari iken; bu monomerin EDOT’la kopolimerinin (P(TPA-co-EDOT) nétral ve

yukseltgenmis halleri arasinda toplam sekiz farkh renk olusmaktadir.

Elde edilen filmlerin iletkenlikleri dort nokta temas yontemi ile dlgtlmuagstir. P(TPA), PEDOT
ve kopolimer P(TPA-co-EDOT) filmlerinin iletkenlikleri Tablo 1’ de verilmigtir. PEDOT 0.1
Scm™ gibi iyi bir iletkenlik gésterirken, P(TPAYnin iletkenligi 3.0x10° Scm™ dir. Tablo 1’den
de gorulecegi gibi (P(TPA-co-EDOT)'un iletkenligi P(TPA) ve PEDOT’ un iletkenliklerinin
arasinda ¢ikmigtir. EDOT Unitelerinin P(TPA)’ nin yapisina girmesiyle iletkenlikte artisa sebep

olmus ve P(TPA)’nin potansiyel uygulama alanlarini genigletmigtir.

P(TPA) ya da P(TPA-co-EDOT) ve PEDOT filmleri elektrokimyasal olarak ITO kapli cam

elektrot ylzeylerine kaplanmig ve arada jel elektrolit olacak sekilde iki polimer kapli cam
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elektrot (biri yikseltgenmis halde iken digeri indirgenmis halde) yapistirilarak ECDs sandwich

konformasyonunda hazirlamigtir.

Spektroelektrokimyasal sonuglardan 0.0V’da P(TPA) katmani nétral durumda iken PEDOT
katmani ylkseltgenmis durumda oldugu ve cihazin renginin bu nedenle sari oldugu
saptanmistir. Uygulanan potansiyel yukseldikge P(TPA) katmani yukseltgenirken PEDOT
katmani indirgenmektedir. Bu sebeple 1,6 V’da indirgenmis PEDOT'un mavi rengi ve

yukseltgenmis P(TPA) da mavi renginden dolayi cihaz mavi renklidir.

P(TPA-co-EDOT)/PEDOT elektrokromik cihazinin farkli potansiyellerde alinan UV
spektrumlarindan olusan spektroelektrokimyasal grafikte pozitif potansiyellerde yaklasik 580
nm’de -1 gegisinden kaynaklanan pik goézlenir. Bu durumda PEDOT UV-vis bdlgesinde
herhangi bir absorpsiyon gbézlenmez. Negatif potansiyellerde anodik olarak renklenen
P(TPA-co-EDOT) m-mm* gegis absorpsiyonu azalirken PEDOT katmaninin indirgenmesiyle
615 nm’de yeni bir absorpsiyon gozlenir. Agik gri renk -0.2V’da goézlenirken, agik yesil renk

ise 0.4 V'da gozlenir.

P(TPA) cihazi icin 0.0 V ve +1.6 V arasinda 5 s. slreyle yapilan dlcimlerde maksimum
kontrast (AT%) ve tepki zamani 20% ve 1.3 s olarak dlgulmastar. (Sekil 30). P(TPA-co-EDOT)
cihazi icin tepki zamani ve AT% degerleri -1.0 V ve +1.5 V arasinda yapilan dlguimler

sonucunda 0.8 s and 25 % olarak olgllimustar.

Bis(4-(3-tiyeniletilen)-oksikarbonil) diazobenze (TDAZO) literatire goére kantitatif verimle

sentezlenmistir. Monomer'H-NMR ve FTIR ile karakterize edilmistir.

Donlsimlu Voltamogramlar TDAZO, politiyofen, tiyofen varlhiginda TDAZO’ nun dénusumlu
voltometrileri karsilagtirilmistir. TDAZO’nun CV’nda redoks piklerin yoksunlugundan 6ncu
monomerin elektroaktif olmadigi anlasiimistir. Reaksiyon ortamina Th’in ilavesinden sonra,
artan tarama sayisiyla birlikte redoks piklerindede artis goriimustir.DOnglu sayisinin belirli

bir akim degerine kadar saf tiyofenden farkli oldugu gézlenmistir.

TDAZO’nun sirasiyla DCM ve ACN icerisindeki fotoizomerizasyon hiz sabitleri 0.195 ve
0.308dir. Isitma islemiyle, cis-trans isomerizasyonu, 230 nm’deki absorpsiyonda bir artiga

sebep olurken, 328 nm’deki absorpsiyonda dislse yol agmaktadir.

n—n* gegislerine ait (elektronik bant boslugu) enerji baglangici 1.95 eV ve Anmax439 nm olarak

bulunmustur.
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Hidroksikarbazol ferrosenilditiyofosfanat (Cz-Fc) %34 verimle sentezlenmistir. Sirasiyla, 2-
Hidroksi karbazol (Cz), 2-Hidroksi karbazolferrosenilditiyofosfat (Cz-Fc) ve ferrosenin
donusumli voltametri grafikleri alinmis ve Cz-Fc'nin ferrosenin redoks pikine benzer 6zellik
tasiyan bir redoks pik icermesi yapisinda ferrosen oldugunu ve bu piklerin ferrosenin redoks
pik degerlerinden farkli olmasi sebebiyle de ferrosenin yapilya baglanmis oldugunu

gOstermektedir.

P(Cz-Fc)'ninspektroelektrokimya grafiginden P(Cz-Fc)'nin m-1m* gegislerine ait maksimum
dalga boyu (Amax) 600 nm olarak dlgulmastir. Bu polimere ait redoks renkleri ise agik yesil

ve mavi olarak goézlenmistir.

Cz-Fc igin ikinci olarak bor ftrifloriddietileterat (BFEE) icinde elektrokimyasal
polimerlerlestirme gergeklestiriimistir. Bu sartlar altinda BFEE sadece c¢o6zicu olarak
kullanilmamis ayni zamanda destek elektrolit olarak kullaniimistir. BFEE’ nin polimerlesmeye
etkisini incelemek amaciyla sirasiyla 1/2 ACN+1/2 BFEE ve tamamen BFEE sistemleri icinde
donusumli voltametri ve UV spektrumlari incelenmistir. P(Cz-Fc)'nin spektroelektrokimya
grafiginden, P(Cz-Fc) m-m* gegcislerine ait maksimum dalga boyu (Ana) 670 nmolarak

Olculmustar. Bu polimere ait redoks renkleri ise transparent ve mavi olarak gézlenmistir.

2-butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3’,4:2,3][1,4]dioxocino[6,7-b]quinoxaline  (BuDQP) %65
verimle sentezlenmistir. Sentezlenen monomer H!-NMR, MS, IR(ATR) ve C3-NMR ile
karakterize edilmigtir. BUDQP’un elektrokimyasal oksidatif polimerizasyonu PC i¢cinde TBAFP

destek elektroliti ile potansiyodinamik metod kullanilarak gerceklegtirilmistir.

P(BuDQP) icin n-n* gegisleri maksimum dalga boyunun (Amax) 328 nm oldugu gézlenmis ve
band araligi 2.3 eV olarak hesaplanmigtir. P(BuDQP) tamamen indirgendiginde acik sari,

tamamen yukseltgendiginde ise mavi renk gostermistir.

Maddenin farkli monomerle kombinasyonu elektrokromik uygulama acisindan o6nemli

olmustur. Kopolimerizasyon sonucu multielektrokromik 6zellik gézlenmistir.

P(BuDQP-co-Py) igin m-n* gegigleri maksimum dalga boyunun (Amax) 346 nm oldugu
g6zlenmis ve band aralhigi 2.24 eV olarak hesaplanmigtir. P(BuDQP-co-Py) redoks
potansiyellerinde 6 farkli rengiyle multielektrokromik 6zellik gdstermigtir. Bu 6zellikler akill

pencere gibi optoelektronik aygitlar igin aktif tabaka olarak kullanilabilirlikte oldukga énemlidir.

Copolymerization of distinct monomer scan lead to an interesting combination of the
properties observed in the corresponding homopolymers and is a logical approach for color

fine-tuning with a view to electrochromic applications. The P(BuDQP-co-Py) film has an
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electronic band gap (due to Tr-1m* transition) of 2.24 eV at 346 nm. Furthermore, the
copolymer films are multielectrochromic, exhibiting six distinct colors depending on the
applied potential, not to mention their high absorption in the NIR region. These features are
interesting for application of this material as active layer in optoelectronic devices, such as
displays and smart windows.

4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)blatan-1-amin  (HKCN) %53 verimle sentezlenmistir.
Sentezlenen monomer H-NMR ve C**-NMR ile karakterize edilmistir. P(HKCN)’ nin0.1 M
TBP¢/DCM  ¢bzicl sisteminde doéndsimll  voltametrisi  alinarak  elektrokimyasal

polimerlestiriimesi gergeklestirilmistir.

P(HKCN)’ nin sabit potansiyelde filmi hazirlanarak monomer icermeyen elektrolit iceren
¢ozeltide farkli tarama hizlarinda donisimli voltametrileri ahinmigtir.  Alinan  akim
degerlerinin tarama hizlariyla dogru orantili olmasi polimer filmlerin elektroaktif oldugunu ve
elektroda iyi baglandigini gostermektedir. Anodik ve katodik pik akimlari tarama hizinin bir
fonksiyonu olarak dogrusal bagimhlik géstermektedir. Bu sonugtan yuksek tarama hizlarinda
bile elektrokimyasal surecin difuzyonun kontrolli olmadigini fakat tersinir bir reaksiyon

oldugunu kanitlanmaktadir.

P(HKCN) i¢in n-1* gecisleri maksimum dalga boyunun (Amax) 445 nm oldugunu gozlenmis ve
bandaraligi 1.95 eV olarak hesaplanmistir. Sonuglar literatlirdeki diger SNS tirevleri ile
kiyaslandiginda, bu yeni tipi SNS turevinin n-n*gegisinde ylksek dalga boyuna ve dusuk
band arali§i enerjisinine sahip oldugu anlagiimigtir. Bilindigi Uzere, elektron verici gruplar
HOMO enerji duzeyi artirmaktadir. Yapilan incelemeler sonucunda azot atomunun konjuge
SNS halkasina sagladigi elektron transferinden dolayr daha disik band aralikli polimerin

elde edilebildigi sonucu ¢ikmaktadir.

Polimer filmin tepki slresini saptamak icin kronoamperometrik cift potansiyel yontemi
uygulanmistir. P(HKCN) icin bu degerler -0.5V +1.0 V arasinda 5 saniyede bir potansiyel
verildiginde maksimum kontrast ve tepki zamani 800 nm igin %36 ve 2.5 s ve 445 nm

icin %18 ve 3s olarak olgiimugtir.

Kopolimer kompozisyonunun ve karaliiginin monomer reaktivite oraniyla hesaplamak
amaciyla bir yontem uygulanmistir. . Bu amacla elektropolimerizasyonla elde edilen her bir
kopolimerin n-n*gegisleri ve Anax degerleri karsilastirilarak kopolimer kompozisyonlari tahmin

edilmistir. HKCN icin radikalin kendi monomerini ekleme hiz sabiti ile radikali diger monomeri
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ekleme hiz sabitlerinin orani olan reaktif orani r; birden blylk bir degere sahip oldugu

bulunmustur.

Polimerin kararlihgini test etmek igin, -1.0 V ve 1.2 V arasinda 500 mV / sn 'lik bir tarama hizi
ile defalarca potansiyel uygulanarak ilk ve 500. dénguler arasinda akimda ve ylik degerinde
herhangi bir azalma gézlenmemistir. Bu da P(HKCN)'nin mukemmel cevresel ve redoks

stabilitesine sahip oldugunu gostermistir.

HKCN monomeri ¢alismanin ikinci kisminda biyosensor uygulamalarinda kullaniimistir. Bu
amagla, yuzeyleri HKCN ile modifiye edilmis grafit elektrotlari temel alan mikrobiyal
biyosensorler hazirlanmistir. G. oxydans hicreleri, elektrot yilizeyinde elektrokimyasal
polimerizasyonu gerceklestiriimis olan HKCN monomerine glutaraldehid vasitasiyla kovalent
baglar olusturularak immobilize edilmistir. Karbohidrat tayini amaciyla hazirlanan
biyosensoérlerin ilk olarak ¢alisma kosullari (pH, monomerin elektrokimyasal polimerizasyon
suresi, hlcre sayisi) optimize edilmistir. Daha sonra dogrusal tayin aralidi belirlenmistir.
Biyosensore ait diger karakterizasyon c¢alismalarina (tekrarlanabilirlik, operasyonelstabilite,
substrat spesifikligi, girisim etkisi ve drnek uygumla) proses kontrolliintin kolaylgi ve ylksek
tekrarlanabilirlikte dlglimler alinabilmesi nedeniyle Akigsa Enjeksiyonlu Analiz-FIA sistemi ile

devam edilmisgtir.

Bu sistemi diger glukoz biyosensoérlerinden farkli kilan stabiliteyi, hizi ve duyarlhgi
arttiran iletken polimerlerin kullaniimasidir. Ayni zamanda mikrobiyal biyosensorlerin de
kattigi bazi avantajlar vardir. Gelistirilen biyosensodrlerin buyuk bir kismi enzim katalizli ya da
mikrobiyal katalizli reaksiyonlari temel almaktadir. Enzim sensorleri ilgili substratlarina kargi
yuksek spesifiklik gésterir, ancak enzimler genelde pahaldir ve stabil degildir. Mikrobiyal
biyosensorler ise ekonomik olmalari, saflagtirma islemlerine gerek duyulmamasi, koenzim
kullanimi gerektirmemeleri ve kararli olmalari nedeniyle biyosensérlerde édnemli kullanima
sahiptirler. Biyomolekuller igin uygun bir matriks olan ve bu nedenle biyosensor
uygulamalarinda stabiliteyi, hizi ve duyarliigi artirmak amaciyla kullanilabilen iletken
polimerler araciligiyla hazirlanan mikrobiyal biyosensorin dogrusal tayin araliginin genis
olmasi, operasyonel kararliliginin iyi olmasi ve sensor sistemi ile tekrarlanabilir sonuglar elde
edilebilmesi gelistirilen biyosensorun biyoteknolojik uygulamalarda kullanim alanina sahip
olabilecegini gostermektedir.

Substrat spesifikligi denemesinde diger bilesiklere de cevap alinmigtir. Gluconobacter
hucreleri goklu dehidrogenaz aktivitesine sahiptirler ve bu yuzden substrat araliklari genistir.
Ancak G. oxydans ile hazirlanan biyosensodrlerin spesifikligi hucrelerin dehidrogenaz

aktiviteleri kontrol edilerek degistirilebilir.
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Ticari érneklerde glukoz tayini yapildi ve referans metod ile tutarli sonuclar elde edildi.

Sonug olarak, batch(kesikli) ve FIA sistemi ile entegre edilerek hazirlanan mikrobiyal
biyosensoér, etkin, stabil calisan ve dogal 6rneklere uygulama potansiyeli yiksek olan bir

sistem olmasi ile diger elektrokimyasal sistemlere alternatif olusturmaktadir.

[FCP(=S)(u-S)]. ile 4-(1-H-Pirol-1-yl)fenol'un toluen igindeki reaksiyonu ile TP-Fc
sentezlenmistir. Sentezlenen madde 'H-NMR ve FTIR ile karakterize edilmistir. TP-Fc
polimerlesmesi icin, farkli ¢ozicl sistemleri kullanimistir. TP-F¢’ ninTBP¢/DCM ve

TBPe/ACN c¢bzlcl sistemleri igerisinde déontsumli voltametrileri alinmigtir.

Sentezlenen TP-Fc ile Pirol (Py) farkl ¢céztciler (DCM, ACN) icinde TBPg destek elektroliti
kullanilarak kopolimerlestiriimis ve déntsimli voltametrileri alinmistir. DontsimlU voltametri
grafiklerinin sekil ve potansiyel degerleri farklihigindan TP-Fc monomeri ile pirolin P(TPFc-

co-Py) olusturmak Gzere kopolimerlestigini gdstermektedir.

TP-Fc maddesinin spektroelektrokimyasal 6zelliklerini incelemek amaciyla P(TPFc-co-

Py)'nin farkl ¢ézicilerde UV spektrumlari ainmis ve P(Py) ile karsilastiriimistir.

TP-Fc icin calismanin ikinci kisminda glukoz/GOx enzimini iceren medyatorli enzim
biyosensor tasarimi gercgeklestiriimistir. Bu amacla, TP-Fc ve TPA monomerleri grafit elektrot
Uzerinde kopolimerlestirilmistir. Hazirlanan TPFc-co-TPA/GOx enzim biyosensorlerinin
performansini  etkileyen 6nemli parametrelerin optimizasyonu sonrasinda analitik

karakterizasyonu yapilmistir.

TPFc-co-TPA/GOx enzim elektrodunun Lineweaver-Burk egrisi ¢izilmis ve -1/K; degeri
66.108 bulunmustur. Optimize edilmis calisma kosullarinda hazirlanan TPFc-co-
TPA/GOxbiyosensoru igin analiz sonuglarinin tekrarlanabilirligi incelenmis ve 12 6lgiim igin
standart sapma (S.S) £0,445 mM (n=12) ve varyasyon katsayisi (cv) % 4,84 (n:12) olarak

hesaplanmistir.

TPFc-co-TPBA/GOx biyosensoéruyle ticari orneklerde analiz yapilmis spektrofotometrik
yontem kullanilarak dogruluk kontrol edilmistir. Biyosensdr cevaplari gergek sonuclar ile

tutarhhk gostermigtir.

3-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-piroll-1-yhanilin % 76 verimle 3-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-piroll-1-
ylanilin %69 verimle sentezlenmistir. Bu iki malzemeye amin grubunun farkli pozisyona
baglanmasinin elektrokimyasal ve biyosensor uygulamalarini aragtirmak amaciyla ilk olarak

dénusumli voltametri uygulanmis ve CV grafiklerinde farklanmalar gozlenmistir. Her iki
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maddenin de farkli tarama hizlarinda CV grafikleri c¢izilmis ve tarama hizi arttikga

polimerlesmenin arttigi gézlenmistir.

Her iki maddenin de monomersiz TBAPFg /DCM ¢dziicu sisteminde farkli potansiyellerde
UV-spektrumlari alinmig, -1 gegcislerine ait maksimum dalga boylari (Ana) RF igin 430
RMF icin 502 olarak Olgllmustir. Her karisimdaki renk degisimleri kaydedilmistir. Amin
grubunun benzen halkasina para konumundan bagh oldugu RF de multielektrokromik 6zellik
go6rilmustidr. Amin grubunun benzen halkasina meta konumundan bagh oldugu RMF de ise
indirgen halde sari yukseltgen halde mavi olmak tUzere 2 farkli renk gorulmuagstir. Bu da

elektrokromizm igin baglanma geklinin dnemli oldugunu gosteren bir sonugtur.

Bu calisma igin ikinci olarak biyosensdr uygulamalari incelenmistir. iki maddede glukoz
biyosensori olarak hazirlanmis kosullar optimize edilmistir. Belirlenen ¢alisma kosullarinda,
farkll substrat konsantrasyonlarinda elde edilen biyosensdr cevaplari 0,05-1,0 mM glukoz
konsantrasyonu araliginda dogrusallik géstermistir. RF RMF Glukozoksidaz biyosensorinin
belirli glukoz konsantrasyonlarinda calisma tamponu ve calisma sicakliginda tekrar
kullanilabilirligi incelenmis, degerleri saptanmistir. Bu islemler sonrasinda glukozoksidaz
biyosensori ile glukoz standardi icin standart sapmasi RF 6rnegi icin (S.D) £0.153 mM (n=10)
RMF (S.D) £0.142 mM (n=10) o6rnegi icin olarak bulunmustur.

RF biyosensor cevabi daha iyi sonug getirdigi icin 6rnek uygulama testleri RF’ye yapilmistir.
Hazirlanan RF glukozoksdiaz biyosensorinin ticari orneklerde glukoz analizine yonelik
uygulanabilirligini izlemek amaciyla kola ve gazoz 6rnekleri kullaniimigtir. Referans yontem
olarak spektrofotometrik bir yontem ile &rneklerdeki glukoz miktari belirlendikten sonra

sonuglar birbiri ile kiyaslanmis ve tutarli sonuglar elde edilmistir.

Literatirde benzer tlrevi bulunmayan ferrosenilditiyofosfanat igeren monomer RF-Fc
sentezlenmis, *H-NMR spektrumu ile karakterize edilmistir. RF-Fc, ferrosen ve RF ile CV
grafikleri Uzerinden karsilastirimis ve farkli indirgenme ylkseltgenme piklerine sahip

olduklari gézlenmistir.

RF-Fc iyi iletken Ozellik gbsteren EDOT ile belli oranlarda karistirilarak hazirlanan
¢ozeltilerinin déndsimll voltametrisi incelenmistir. RF-Fc ve EDOT’ a ait CV grafiklerinin
sekilsel ve potansiyel degerleri bakimindan hem kendi aralarinda hem de karigsimlarin CV
grafiklerinden ¢ok farkl 6zelliklere sahip oldugu gérilmektedir. Bu sonu¢ RF-Fc ve EDOT’un
farkh  oranlarda karigtirilarak  hazirlanan  ¢oézeltilerinin -~ kopolimer  olusturdugunu

gOstermektedir.

P(RF-Fc), P(RF-Fc-co-EDOT) un sabit potansiyelde filmleri hazirlanarak farkli tarama

hizlarinda doéntsimli voltametrileri alinmistir. Alinan akim dederlerinin tarama hizlariyla
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dogru orantili olmasi polimer filmlerin elektroaktif oldugunu ve elektroda iyi baglandigini
gOstermektedir. Tarama hizina kargi gizilen akim grafigindeki dogrusallik elektrokimyasal

surecin difuzyonun kontrolli olmadigini ve tersinir bir reaksiyon oldugu gostermektedir.

Kopolimer kompozisyonunun monomer reaktivite oraniyla dogru tahmin edilmesi,
kopolimerlerin gerekli fiziksel kimyasal 6zellikleri ile belirli uygulamalarinin degerlendirilmesi
icin oldukga énemlidir. Bu amagla P(RF-Fc-co-EDOT) igin karisim oranlari ve spektrumlari

karsilastirilarak kopolimer reaktive orani belirlenmis ve kopolimer bilesimi aydinlatiimistir.

P(RF-Fc-co-EDOT) igin farkh oranlardaki karisimlardaki calisma elektrodu sabit
potansiyellerde kaplanmig renk degisimleri kaydedilmistir. (m-1*) gegisleri ve Eg
hesaplanmistir. Kopolimer icerisindeki EDOT miktari arttik¢ca elde edilen kopolimerlerin band
boslugu enerjisinin dustagiand, T-1* gecislerine ait maksimum dalgaboylarinin ise artarak
PEDOT'un maksimum dalgaboyuna yaklastigini ve bu 0&zelliklere baglh olarak da

kopolimerlerin multielektrokromik 6zellik gésterdikleri saptanmistir.

Elektrokimyasal kopolimerlestirme isleminde monomer besleme oranlari yaninda uygulanan
polimerlestirme potansiyelin kopolimer bilesimine ve 6zelliklerine etkisini incelemek amaciyla
sabit monomer bilesimine sahip c¢ozeltilere farkh potansiyeller uygulanarak kopolimerler
sentezlenmistir. Sabit derisime sahip bu c¢ozeltilerin artan polimerlestirme potansiyeliyle
sentezlenen kopolimerlerin optik ozellikleri saptanmistir. Farkli potansiyeller uygulanarak
elde edilen kopolimerlerin 6zellikle -1 gecislerine ait maksimum dalgaboylari ve band
boslugu enerjileri (Ey) hesaplanarak Kkarsilastirlmigtir. Bu karsilagtirma sonucunda
uygulanan polimerlesme potansiyelinin kopolimer bilesimine etkisi oldugu ve artan potansiyel
ile kopolimer yapisina daha fazla EDOT girdigi saptanmigtir. Ayrica artan potansiyel ile band
boslugu enerjisinin dustigu goridlmuistir. Bu sonug¢ dusik band bosluguna sahip EDOT’un

artan potansiyelle kopolimer bilesiminde daha fazla bulundugunun diger bir gostergesidir.

Dalga boyundaki gecirgenlik degisimi ile polimerin redoks bélgeleri arasindaki tepkime
zaman spektroelektrokimyasal olarak belirlenmistir. P(RF-Fc) nin ve P(RF-Fc-co-EDOT) un
tepki zamanlari kronoamperometrik cift potansiyel yontemi ile dl¢ilmustir. P(RF-Fc) igin 800
nm de tepki zamani 2,5s 430 nm igin 1,5s olarak P(RF-Fc-co-EDOT) icin 1000 nm’de 2,2s

550 nm igin 1.98 s olarak dlgulmustr.

Sentezlenen P(RF-Fc) maddesinin ferrosen igermesi biyosensoér igin iletici sistem olabilir
disuncesini dogurmus ve c¢alismanin ikinci kisminda maddenin biyosensér 6zellikleri
incelenmistir. Ditiyofosfanat iceren maddenin (RF-Fc) ferrosen gibi katalitik redoks 6zelligi
gOsteren bir medyator iceriyor olmasi biyosensor uygulamasi igin avantaj tegkil etmis olsada,

biyoreseptorin elektrot yuzeyine kovalent immobilizasyonu igin primer amin (-NH,)
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fonksiyonelligine sahip grup igcermiyor olmasi dezavantaj olusturmustur. Fonksiyonel primer
amin grubuna sahip olan RF maddesi ile RF-Fc maddesi grafit elektrot ylzeyinde
kopolimerlestirilerek dezavantaj ortadan kaldiriimigtir. Kopolimere glukoz oksidaz enzimi
immobilize edilerek polimerin glukoz sensorinde cgevirici eleman olarak uygulanabilirligi

arastiriimigtir.

Glukozoksidaz enzimi kullanilarak glikoz biyosenséru tasarlanmis ve kopolimer
kompozisyonu ve pH optimizasyonu yapilarak kalibrasyon grafigi cizilmigtir. Tasarlanan
biyosensor ile gercek ornekler Gzerinde (ticari kola ve gazoz) glikoz tayini yapilmis ve

referans metod ile tutarli sonuglar elde edilmistir.
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23 Abstract

24 .. .. . .

o5 A new photosensitive and thermosensitive monomer; namely bis(4-(3-thienyl ethylene)-

g? oxycarbonyl)diazobenzene (TDAZO), was synthesized. The photochemical and thermal cis-trans
;g isomerization of the monomer has been investigated. . The rate constants of the

30 photoisomerization of TDAZO in ACN and DCM were 0.195 and 0.308 min ' respectively.

31

32 For spectroelectrochemical investigation and enzyme immobilization application, TDAZO

gi copolymerized with thiophene and pyrrole. Electrochemical and spectroelectrochemical

gg properties of P(TDAZO-co-Th) were investigated and invertase was immobilized in P(TDAZO-
37 co-Py) copolymer. Immobilization of enzymes was carried out by the entrapment of the enzyme
38

39 in conducting polymer matrices during electrochemical polymerization of pyrrole through

32 thiophene moieties of the TDAZO. Optimum conditions for this electrode, such as pH,

jé temperature, kinetic parameters (K, and Vy,.x) and operational stability were investigated.

44 Kinetic parameters invertase immobilized in copolymer were smaller than free enzyme. The

45

46 optimum operational temperature was 10°C higher for immobilized enzyme than that of the free
47

48 enzyme. Due to strong interaction between enzyme and diazo group in the polymer main chain,
gg thermal, pH and operational stability of enzyme has been enhanced.

51

gg Keywords: conducting polymer, photosensitive azobenzene, enzyme immobilization, invertase
54
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1

2

2 1. Introduction

5

6

7 A responsive macromolecule is one that changes its conformation and/or properties in a

g controllable, reproducible, and reversible manner in response to an external stimulus (e.g. photo,
ig solvent, pH, or temperature). These changes in conformation/physicochemical properties of the
ig stimuli-responsive materials can be utilized to create a large variety of smart devices, such as

14 sensors, actuators and control release systems, for various practical applications. The good

ig processability of most stimuli-responsive materials facilitates their incorporation into devices and
g adds additional advantages for the development of smart devices with novel features (e.g. all

:zlg plastic electronic/optical sensors) [1].

21 Azobenzene containing polymers are widely employed in a variety of research fields. The rigid
5:2; rod like azobenzene groups can be used to provide the mesogenic units and a number of liquid
gg crystalline (LC) polymers with azobenzene units have been reported [2-6] One of the most

g? special properties of the azobenzene group originates from trans-cis photoisomerization. The

28 trans form is generally thermodynamically more stable than the cis form. The stable trans form
ég can be photoisomerized to the cis form when excited by light. Cis-to-trans isomerisation can

g; occur either photochemically or thermally. Since the trans state is more stable, the cis state

gi thermally isomerizes back to the trans form even in the dark. The time scale of this thermally

gg isomerisation occurs on time scale of milliseconds to several days depending on the substituents
37 of the azobenzenes and the environment [7].

as

22 The azobenzene chromophores have also been extensively used in designing nonlinear optical
jé (NLO) polymers over the past decade. In systems are receiving increasing attention due to their
44 special properties and their potential applications [8-9].

p

47

48

gg Since the discovery of the high electrical conductivity of n-conjugated polymers, they have been
g; also attracting growing interest due to their broad range of applications, including sensors,

53 batteries and capacitors, organic light-emitting diodes (OLEDs), optical displays, catalytic

gg electrodes, actuators and anticorrosion coatings. Conjugated polymers are also good candidates
gs for photonic materials due to their strong delocalization of electrons contributing to the large and
58

59
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1

2

2 fast optical response [10]. Polythiophenes are well known for their relatively easy

5 functionalization among other conjugated polymers and having relatively little impact on

6

7 electronic properties as the substituent was attached through 3 carbons. Moreover, the presence
8

9 of substituents can modify physical and electronic properties of resulting polymers [11-15].

10

11

12 The combination of polythiophene with photoactive azobenzene could provide a new approach to
13 . . . . . . .

14 develop other novel materials with unique electronic and optical properties. These polymeric

ig systems can also be interesting for enzyme entrapment applications. Enzymes are biological

g catalysts that increase the rate of chemical reactions taking place within living cells by lowering
19 the energy of activation, without themselves appearing in the reaction products. Unlike most

20

21 inorganic catalysts, enzymes are generally soluble and unstable; thus, these organics can be used
22 . . - . . .-

23 only once in solutions. Enzymes may be used in industry in free or immobilized forms [16].

24

25

26 Immobilization of enzymes makes heterogeneous catalysis possible, which has great advantages:
27

28 it is possible to use a single batch of enzymes repetitively and to stop the reaction by physical

29 . .. . . .

30 removal of the immobilized enzyme from the solution. Also, in many cases, the enzyme is

g; stabilized by bonding. Additional advantages include easy analyte determination in complex

gi mixtures and use of small sample volumes. The enzyme will still be active and largely

35 uncontaminated, hence can be used again. Also, longer life, predictable decay rate and

36

37 elimination of reagent preparation are further advantages of immobilization [17]. Invertase,

gg known as -froctofuranosidase (E.C.3.2.1.26), catalyzes the hydrolytic breakdown of sucrose to
22 glucose and fructose. The mixture of these products has a lower crystallinity than sucrose at high
42 concentrations. The use of invertase hence ensures that the products remain fresh and soft even
43

44 when kept for a long time. Therefore, it is widely used in the production of artificial honey and to
45 . . . . . . o- .

46 a small extent in the industrial production of liquid sugar [18]. The immobilized form of invertase
j; has so far only been employed experimentally, since the soluble enzyme is available at little cost;
gg however, the use of invertase in the entrapment process sheds light on the immobilization of

51 expensive enzymes in conducting polymer matrices.

52

53 In literature there are quite a number of papers on conducting polymers bearing diazo group in
gg side chain. However, there is little research on such a diazo group in the main chain [19]. In this
gs paper the polymer that contains photosensitive diazo group in the main chain was synthesized

58
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1

2

2 and its enzyme immobilization application and spectroelectrochemical properties were

5 investigated.

6

7

8

9

10 .

11 2. Experimental

12

13

14 2.1. Materials

15

16 Invertase, B-froctofuranosidase (E.C. 3.2.1.26) and sodium dodecyl sulfate (SDS) were purchased
g from Sigma. Pyrrole (Merck) was distilled before use and stored at 4 °C. Sodium hydroxide, 4-
:zlg nitrobenzoic acid, glucose, acetic acid, thionyl chloride, triethylamine, n-hexane, 3-thiophene

21 ethanol were purchased from Aldrich and used without further purification. For the preparation of
22

23 the Nelson Reagent, sodium carbonate (Riedel de Haen), sodium potassium tartarate (Riedel de
24 . . . .

o5 Haen), sodium bicarbonate (Merck), and sodium sulfate (Merck), and for the preparation of the
g? arsenomolybdate reagent; ammonium heptamolybdate (Merck) and sodium arsenate (Merck)

;g were used as received.

30

31

32 2.2. Instrumentation

gi Three-electrode cell geometry was used in all electrochemical experiments. ITO (indium tin

gg oxide) coated glass rectangular (0.9 cm x/2.7 cm) slide was used as the working electrode. Pt and
37 Ag wires were used as the counter and reference electrodes respectively. All potential values are
38

39 referred to Ag/Ag’ reference electrode. An Ivium potentiostat/galvanostat interfaced with a

32 personal computer was used in all electrochemical measurements. In situ UV-vis

jé spectroelectrochemical measurements were carried out in three-electrode quartz cell. The

44 working electrode was an ITO glass slide; Ag and Pt wires were used as the reference and

45

46 auxiliary electrodes, respectively. The spectra were recorded with a Diode Array UV-vis

47

48 spectrophotometer (Agilent 8453), interfaced with a PC. The structure of the monomer was

gg confirmed by NMR and IR spectral analysis. Thermoresponsive properties of the TDAZO were
g; investigated by Agilent 8453 Diode Array UV-vis spectrophotometer equipped with peltier

53 temperature control accessory. 'H-NMR spectra of the monomer were taken by using a Bruker-
54

55 instrument NMR spectrometer (DPX-400) with CDCl; as the solvent and tetramethylsilane as the
gs internal standard. Nicolet 510 FTIR Spectrophotometer was used for FTIR studies.

58

59

60 4

Editorial Office, Max-Planck-Institut fir Polymerforschung, Ackermannweg 10, 55021 Mainz, Germany. Phone: +49 (6131) 379 308



Page 5 of 21 Polymer Bulletin

1

2

3

4

5 2.3. Synthesis of Monomer

6

7 4,4'-Azodibenzoyl chloride was prepared according to a typical procedure that was shown in

8

9 Scheme 1. 4-Nitrobenzoic acid was reacted with glucose in the presence of sodium hydroxide at
12 50 °C and 4,4-azodibenzoic acid was obtained in quantitative yield. Then 4,4'-azodibenzoic acid
ig was converted to 4,4'-azodibenzoyl chloride by reaction with thionyl chloride. Monomer was

ig synthesized by condensation of this diacid chloride with 3-thiophene ethanol.

16

17

18 2.3.1. 4,4'-Azodibenzoyl chloride

19

20 4,4'-Azodibenzoic acid was synthesized in quantitative yield according to literature [20].

21

29 Melting-decomposition point >300 °C; FT-IR (KBr): 3600-3000 (m, br), 1691 (s), 1600 (s), 1579
gi (s), 1426 (s), 1300-1200 (s, br), 868 (s), 773 (s) cm’".

gg 4,4'-Azodibenzoic acid (2 g, 7.4 mmol) was placed into a 50 mL round-bottomed flask

27 containing 8 mL of thionyl chloride and 0.1 mL triethylamine. The mixture was heated on an oil
28

29 bath up to 60 °C, until the suspension mixture was converted to a clear solution. Then, the

30 . . . . .

31 solution was stirred for overnight at room temperature. Unreacted thionyl chloride was removed
gé under reduced pressure and the residue was washed twice with dry n-hexane to obtain 2,1 g

2‘51 (93%) of red crystals of 4,4’- Azodibenzoyl chloride; mp 177-179 °C, FT-IR (KBr): 1776 (s),
36 1732 (m, br), 1595 (m), 1408 (m), 1195 (s, br), 885 (s), 804 (m), 646 (m) cm'".

37

38

39

22 2.3.2. Bis(4-(3-thienyl ethylene)-oxycarbonyl) diazobenzene

4§ To a mixture of 2.40 g (21 mmol) 3-thiophene ethanol and 2.02 g (20 mmol) dry triethyl amine
4

44 (TEA) in a two necked round bottom flask equipped with a reflux condenser and a dropping

45

46 funnel, 3.07 g (10 mmol) of 4,4'- Azodibenzoyl chloride dissolved in 100 mL of dry chloroform
j; was added drop wise while stirring. The reaction was kept at reflux for 3 days with continuous
gg stirring. Then, the reaction mixture was washed with 1% HCI solution and distilled water (each
51 one for four times) and dried over CaCl,. The solvent was evaporated out with a rotary

52

53 evaporator and the residue was extracted with hot methanol to remove unreacted traces of 3-

54

55 thiophene ethanol and 4,4’- Azodibenzoyl chloride. The crude product was purified by

56

57

58

59
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reprecipitation three times from THF solution to hexane and an orange colored solid was

obtained. After filtration, pure TDAZO was dried in vacuum oven.

©CoO~NOUTA,WNPE

<<Scheme 1>>

14 2.4. Photoresponsive and thermoresponsive properties of TDAZO

16 The photoisomerization behavior of the TDAZO in ACN, DCM and chloroform solutions was

18 investigated by UV—vis spectroscopy after irradiation with 360 nm UV light. While irradiation at
360 nm, the absorption changes were recorded with a UV spectrometer. The peak at 230 nm,

21 corresponding to the n—m* transition (cis state) increased, while that at 328 nm corresponding to
23 the m—m* transition (trans state) decreased with irradiation time in acetonitrile. The peaks in

25 chloroform were 250 nm for cis state and 332 nm for the trans state.

27 Optical changes of materials can also be induced through conformational changes caused by
temperature changes. Thermoresponsive properties of the TDAZO was investigated with a peltier

30 temperature control accessory equipped Diode Array UV-vis spectrophotometer.

34 2.5. Spectroelectrochemistry

Spectroelectrochemical studies were carried on a Agilent 8453 UV—vis spectrophotometer. To
37 carry out spectroelectrochemical and electrochromic studies, copolymer films were synthesized
39 on ITO-coated glass. Copolymer films deposited on ITO-coated glass were used both for

41 spectroelectrochemistry and electrochromic measurements in TBAFB (0.1 M)/AN with Ag/Ag"

43 as the reference electrode and a Pt wire as the auxiliary electrode.

48 2.6 Synthesis of Poly(TDAZO-co-Py)

50 Pyrrole was polymerized electrochemically on platinum (Pt) electrode that was previously coated
with TDAZO (1% w/v in DCM). SDS was used as the supporting electrolyte in water, and

53 electropolymerization yielded a black film on the electrode after 30 min by applying 1.0 V

55 against the Ag/Ag" reference electrode.

60 6
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1

2

2 2.7. Immobilization of invertase in Poly(TDAZQO-co-Py)

5 Electropolymerization was performed in a three compartment cell. This cell contains Pt foils as

6

7 the working and counter electrodes with a Ag/Ag’ (0.001 M) reference electrode. Electrolysis

8

9 solution consists of 10 mL acetate buffer (50 mM pH = 5.0) 0.6 mg/mL invertase, 0.6mg/mL

ig SDS, and 40 pL pyrrole. The working electrode was coated with TDAZO from its

ig dichloromethane solution. Electrolyses were done at 1.0V constant potential for 30 min.

14

15

16 2.8. Determination of enzyme activity

g For immobilized invertase, different concentrations of sucrose in buffer solution (acetate buffer
:zlg pH = 5.0) were placed in test tubes and put in a water bath at 25°C for 10 min. After

21 reincubation, enzyme electrodes were immersed in test tubes and shaken in the water bath for 2-6
22

23 min. Aliquots (1.0 mL) of these solutions were withdrawn, and 1.0 mL Nelson's Reagent was

24 . 3 . . .

o5 added. The tubes were then placed in boiling water for 20 min. Samples were cooled in an ice-
g? bath, and 1.0 mL of arsenomolybdate solution was added to the tubes and mixed by vortexing.

;g Finally, 7.0 mL of distilled water was added to each of the test tubes. After mixing, absorbance
30 was measured at 540 nm using a Agilent 8453 model UV—vis spectrophotometer.

31

32

gi 2.9. Determination of optimum pH and optimum temperature

gg The reaction temperature was changed between 10°C and 80°C while sucrose concentration was
37 kept constant at about 10 K,, for each system. For pH optimization at 25°C, the pH of the reaction
38

39 medium was changed between pH 2 and 9 while sucrose concentration was kept constant at about
32 10 K,,, for each system. The activities were determined as previously described.

42

43

44

jg 3. Results and discussion

47

48

49

50 3.1. NMR and FTIR spectra

51

gg 'H-NMR spectrum of the monomer evidences resonance signals of thiophene (Th), Th-CH, and
2‘51 benzene protons of relative intensities corresponding to the number and type of protons (Fig 1).
56

57

58

59
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'H NMR (8, ppm) data for HMTA: 7.4-6.9 ppm (m 6H), 5.6 (br, 2H), 3.7 ppm (s 4H), 3.22 ppm
(m 4H), 1.54 (m 4H), 1.25 ppm (m 4H).

<<Fig.1>>

©CoO~NOUTA,WNPE

12 The FTIR spectral characteristics of the copolymer P(TDAZO-co-Py) were discussed together
with that of the monomer. TDAZO showed a characteristic, intense peak at 1711 cm'l, which
15 belongs to C=0 stretching vibrations. Two peaks at 2948 cm™ and 2867 cm™ correspond to
17 aliphatic methylene stretchings. The peak at 1251 cm™ indicates C-O-C ester group vibrations
19 while the peak at 740 cm™ is the result from aromatic C—H,, stretching in thiophene units. FTIR
20 spectrum of P(TDAZO-co-Py) showed intense peaks at 1044, 1121 and 1127 cm™ which belongs
22 to dopant ions. Two peaks at 2924 cm” and 2854 cm™ correspond to aliphatic methylene
24 stretching. A characteristic peak 1690 cm™ belonging to carbonyl group of TDAZO was also

26 observed. These results prove copolymerization.
3.2 Cyclic Voltammetry

33 Redox behavior of TDAZO was investigated via cyclic voltammetry (CV). CVs of TDAZO in
35 AN-TBAFB system implied that the precursor monomer is not electroactive since it lacks any
redox peaks (Fig.2a). Upon addition of Th into the reaction medium, an increasing redox peak
38 with increasing scan number was observed (Fig. 2c). The number of cycles observed up to a

40 certain current value was different than that of pure thiophene (Fig. 2b).

43 <<Figure 2>>

3.3. Photoisomerization and thermoresponsive behavior TDAZO

50 Photoisomerizations of TDAZO in acetonitrile and chloroform were investigated. The absorption
52 intensity of the trans-form of azobenzene at 328 nm decreases, while the intensity of the cis-form
of azobenzene at 230 nm slightly increases with the irradiation time. This is indicate the trans-to-
55 cis photoisomerization of the azobenzene chromophores. The peak at 230 nm, corresponding to

57 the n—rt* transition (cis state) increased, while that at 328 nm corresponding to the n—m*

60 8
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transition (trans state) decreased with irradiation time in acetonitrile (Fig.3a). The peaks in
chloroform were 250 nm for cis state and 332 nm for the trans state (Fig.3b).

The photoisomerization kinetics of TDAZO are presented in the inset figure in Fig.3a and Fig 3b.
It can be seen that In[(49—A.)/(4~A.)] 1s linearly dependent on time (where 4, A; and A, are the

©CoO~NOUTA,WNPE

absorbances at 328 nm at time 0, time ¢ and the photostationary state, respectively), confirming
12 that the trans-to-cis photoisomerizations of TDAZO obey first-order kinetics. The slope of the
14 plots of In[(Ay—A.)/(4—A.)] against time gives the first-order rate constants (kp) for the trans-to-
16 cis photoisomerization of TDAZO. The rate constants of the photoisomerization of TDAZO in
ACN and DCM were 0.195 and 0.308 min_' respectively.

Figure 3¢ shows the temperature dependence of the optical absorbance of TDAZO in ACN. Cis-
22 trans izomerization caused by heating leads to an increase absorption at 230 nm while a decrease

24 absorption at 328 nm.

30 << Figure 3>>

35 3.4. Spectroelectrochemistry of P(TDAZO-co-Th)

33 Spectroelectrochemistry experiments reveal key properties of conjugated polymers such as band
gap (E,) and the intergap states that appear upon doping. The film was deposited on ITO via
potentiostatic electrochemical copolymerization of TDAZO (0.01 M) in the presence of TBAFB
43 and Th in AN at 1.8 V. spectroscopy in the monomer free electrolytic system by switching

45 between +0.4 V and +1.0 V (Fig. 4). The onset energy for the n—n* transition (electronic band
47 gap) was found to be 1.95 eV and An.x was 439 nm. Appearance of the peak around 720 nm

49 could be attributed to the evolution of polaron band. Upon further oxidation, appearance of
another absorption was observed at longer wavelengths (~1000 nm) due to bipolaron change

carriers. Also diazo group absorption in 328 nm can be seen clearly in spectrum.

60 9
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<<Figure 4>>

3.5. Kinetic parameters of immobilized enzyme

©CoO~NOUTA,WNPE

10 The maximum reaction rate, Vn.x, and Michaelis-Menten constant, K., were obtained from

12 Lineweaver-Burk plot. Reaction rate decreased sharply since enzyme was entrapped in a matrix.
Poly(TDAZO-co-Py) matrice shows a smaller K,,, value than free invertase. A smaller K,,, value
15 than free enzyme indicates that this matrix provides a microenvironment that is more suitable

17 than the one in the solution. Kinetic parameters for free and immobilized invertase were shown in

19 Table 1.

<<Table 1>>

3.6. Effect of pH on enzyme activity

29 Due to the denaturation, effect of changes in pH on the enzyme structure becomes important. The
31 maximum activity was obtained at pH 4.6 for the free enzyme [21]. The maximum pH was found
33 to be 6.0 for the P(TDAZO-co-Py) (Fig. 5a). The optimum pH was shifted towards the alkaline
35 side when compared with the free enzyme because of the presence of dopant ions in the matrice.
The copolymer matrice gave the high stability at lower pHs, such as pH 3-5. Therefore, the

38 copolymer matrix can be used reliably at low pH values for enzyme reactions.

3.7. Effect of temperature on enzyme activity

45 The effect of temperature between 10 and 80°C on enzyme activity was investigated, and
47 illustrated in Figure 5b. The maximum temperature for the free enzyme was found to be 50°C
49 [22]. Maximum enzyme activity for the matrices was at 40°C. Although the copolymer matrix at
low temperatures showed higher stability, at high temperatures the enzyme activity for this

matrix reduces rapidly.

56 3.8. Operational stability of the enzyme electrode
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It is tried to estimate the stability of the electrodes in terms of repetitive uses. In 40 successive
measurements, we observed very small fluctuations for copolymer matrix. The results are shown

in Figure 5c. The enzyme activities were almost stable during 40 experiments performed at 25°C

©CoO~NOUTA,WNPE

in 1 day.

12 <<Figure 5>>

16 4. Conclusion

18 Bis(4-(3-thienylethylene)-oxycarbonyl) diazobenzene (TDAZQO) was synthesized by means of the
reaction between 4,4'-azodibenzoyl chloride and 3-thiophene ethanol. Photoresponsive and

21 thermoresponsive properties of TDAZO were investigated. Conducting copolymer of TDAZO

23 with thiophene, P(TDAZO-co-Th), was synthesized electrochemically using TBAFB (0.1 M)/AN
25 with Ag/Ag" as the reference electrode and a Pt wire as the auxiliary electrode and
spectroelectrochemical properties of P(TDAZO-co-Th) were investigated. Conducting copolymer
28 of TDAZO with pyrrole, P(TDAZO-co-Py), was synthesized using sodium dodecyl sulfate as the
30 supporting electrolyte via constant potential electrolyses and characterized via IR spectroscopy.
32 The immobilization of invertase was done via entrapment within P(TDAZO-co-Py). This study
34 shows that P(TDAZO-co-Py) electrodes can be used for the immobilization of invertase, based
on kinetic studies, temperature and pH optimization and stability studies. Due to strong

37 interaction between enzyme and diazo group in the polymer main chain, thermal, pH and

39 operational stability of enzyme has been enhanced.
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Figure, Scheme and Table Captions

Scheme 1. Synthesis route of TDAZO

©CoO~NOUTA,WNPE

Figure 1."H-NMR spectrum of the TDAZO

12 Figure 2. Cyclic voltammogram of (a) TDAZO, (b) polythiophene, (c) TDAZO in the presence of
13 thiophene in 0.1M TBAFB/AN.

15 Figure 3. Changes in the UV-vis absorption spectrum of TDAZO in a) ACN and b) DCM
solution at 25 °C with different irradiation times under 360 nm light irradiation. Inset figures are

18 first-order trans-to-cis isomerization kinetics of TDAZO c¢) Thermoresponsive behavior of the
19 TDAZO

21 Figure 4. Spectroelectrochemistry of the P(TDAZO-co-Th)

Figure 5 a) Effect of pH on invertase activity immobilized in P(TDAZO-co-Py) b)Effect of
25 incubation temperature on invertase activity in P(TDAZO-co-Py) c) Operational Stability of
26 P(TDAZO-co-Py)

28 Table 1. Kinetic parameters for free and immobilized invertase
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Scheme 1. Synthesis route of TDAZO
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Table 1. Kinetic parameters for free and immobilized invertase

I<m Vmax

mM (pmol/min.mg) protein
Free invertase 26.0 82.3
PPy/invertase 58.0 3.0
Copolymer/invertase 23.0 1.8

©CoO~NOUTA,WNPE
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Abstract

Here we present the fabrication of conducting polymer based enzymatic and microbial
biosensors. To obtain immobilization platforms for pyranose oxidase (PyOx) and
Gluconobacter oxydans, the graphite electrode surface was modified with the polymer of 4-
amino-N-(2,5-di(thiophen-2-yl)-1H-pyrrol-1-yl)benzamide (HKCN) which has free amino
groups on the surface for the further bioconjugation reactions with the biomolecules. Initially,
the electrode surface was covered with HKCN via electropolymerization. Then either PyOx or
G.oxydans was stabilized using glutaraldehyde as a cross-linker. After optimization of
biosensors, analytical characterization and surface imaging studies were investigated. The
change of current depends on glucose concentration between 0.05-1.0 mM and 0.25-2.5 mM
with HKCN/PyOx and HKCN/G.oxydans biosensors in batch system, respectively. And also
calibration graphs were obtained for glucose in FIA mode, in this case linear ranges were
found to be 0.01-1.0 mM and 0.1-7.5 mM for HKCN/PyOx and HKCN/G.oxydans,

respectively.

Keywords: Conducting polymers; HKCN monomer; pyranose oxidase; G. oxydans;

biosensing



1. Introduction

Biomolecule-based detection technology has become a dynamic area of research
because of its remarkable potential for a variety of applications such as food/beverage
industries [1-4], diagnosis of disease [5-9], bioprocess monitoring [10-12] and screening of
environmental pollutants [13-17] etc. To improve stability of the biosensors for different
requirements, modification of transducer surface for immobilization of bio-molecule is key
point. Different strategies such as self-assembly monolayers [18-19], natural polymers
(gelatin, chitosan etc.) [20-21], sol-gel method [22], conducting polymers [23-25] have been
used to prepare immobilization platform. The use of conducting polymers in the design of
biosensors is very common because of homogeneous and manageable film character, ability
of modification of physical and optical properties, stability and biocompatibility, availability
of various type of monomers, reproducible and easy production, efficient electron transfer
ability [26-28]. The synthesis of novel conducting polymers donates the creativity of the
fabricated bio-detection systems. And also the addition of functional groups to the monomer
backbone provides special and targeted immobilization of bio-components and also improves
the stability of bio-component onto conducting polymers because of linkage via covalent
attachment [29]. For this aim, a new monomer containing amino groups has been designed in
this study. In first part, novel type 2,5-di(2-thienyl)pyrrole derivative namely 4-amino-N-(2,5-
di(thiophen-2-yl)-1H-pyrrol-1-yl)benzamide (HKCN) have been synthesized via reaction of
1,4-di(2-thienyl)-1,4-butanedione and p-aminobenzoyl hydrazide. Using hydrazide instead of
amine is not only increase product yield but also improve properties of the corresponding
polymer. Also optical properties of HKCN were described [30]. Herein, we present an
electrochemical detection-based enzymatic and microbial biosensor for the determination of
glucose. To immobilize biocomponent, electrochemical polymerization of HKCN on the

surface of graphite electrodes was obtained. In the presence of glutaraldehyde as a cross-



linker, biocomponent was immobilized on the surface of HKCN-modified electrodes. After

optimization of the biosensors, the characterization studies were carried out.

2. Materials and Method

Reagents

Pyranose oxidase (PyOx; pyranose: oxygen 2-oxidoreductase, E.C 1.1.3.10, from Coriolus
sp.), D-glucose, D(+)-xylose, ethanol, glycerol, ascorbic acid were purchased from Sigma
Chem. Co. and tetrabutylammoniumhexafluorophosphate (TBAPFg) was purchased from
Aldrich. Dichloromethane (DCM) was obtained from Merck. Glutaraldehyde solution (25%,
v/v) was purchased from Sigma Aldrich. Commercial enzyme assay kit (Glucose MR, Cat.
No. 1129010) was obtained from Cromatest. Aluminum chloride (AICl3) (Aldrich), succinyl
chloride (Aldrich), hydrochloric acid (Merck), NaHCOs; (Aldrich), MgSO, (Aldrich),
propionic acid (Aldrich), toluene (Aldrich) were used as synthesis of monomer. All other

chemicals were of analytical grade.

Apparatus

All the amperometric measurements were carried out by PalmSens Electrochemical
Measurement Unit (Palm Instruments, Houten, Netherlands). In batch operations, experiments
were performed in a reaction cell (10 mL) at room temperature using of three electrodes
configuration, consisting of graphite working electrode, Ag/AgCl reference electrode (3M

KCI, Metrohm, Switzerland) and a platinum counter electrode (Metrohm, Switzerland).

For the flow injection measurements the electrodes were mounted into an electrochemical
flow-through cell of the cross-flow type with glassy carbon working, Ag/AgClI reference, and
platinum wire counter electrodes (CHI130, Austin, www.chinstruments.com). FIA system

contains a peristaltic pump (FIAtron, Oconomovoc, WI, USA), an eight-port injection valve



(F1Atron, Oconomovoc, WI1) and a cross-flow cell with three electrodes. The peristaltic pump
equipped with Teflon tubing (0.50 mm inner diameter) carried 1.6 mL buffer solution per
minute. Samples were injected with eight-port injection valve with a 100 pL sample injection
loop. The FIA system was connected to a PalmSens potentiostat for the electrochemical

measurements.

Colorimetric experiments were performed with spectrophotometer Pharmacia LKB Novaspec
Il spectrophotometer (LKB Biochrom, England). Olympus BX53F Flureoscence microscope,
Olympus DP72 camera and Uplanapo 100x objective were used in fluorescence images of

monomer and prepared biosensors.

Cell cultivation

The strain of G. oxydans DSMZ 2343 was obtained from German Collection of
Microorganisms and Cell Culteres (Braunschweig, Germany) and was sub-cultured on the
agar containing (g/L): D-glucose, 100; yeast extract, 10; calcium carbonate, 20; agar, 20.
Then, the cells were inoculated into liquid medium of the following composition, g/L: D-
glucose, 5.0 and yeast extract, 5.0. Cells were grown at 28°C on a rotary shaker (175 rpm) in
250 mL flasks with 50 mL medium. Cell growth was followed spectrophotometrically by
measuring the optical density at 600nm. Cells were collected in their late exponential phase,
separated from culture medium by centrifugation (4000 rpm, 10 min), washed with sterile
0.9% NacCl solution and re-centrifuged. The obtained cellular paste was used for biosensor

preparation [31].

Synthesis of HKCN

The monomer and it’s reagents (1,4-di(2-thienyl)-1,4-butanedione and p-aminobenzoyl

hydrazide) were prepared according to the methods the literature [30]. All experiments were



carried out under dry argon by using Standard Schlenk techniques. Solvents were dried,

distilled and saturated with argon.

A round-bottomed flask equipped with an argon inlet and magnetic stirrer was charged with
2.5 g (10 mmol) 1,4-di(2-thienyl)-1,4- butanedione, 1,51 g (10 mmol) p-aminobenzoyl
hydrazide, 0,2 g (1.2 mmol) PTSA, 1ml DMSO and 20 ml toluene. The resultant mixture was
stirred and refluxed for 18 h under argon. Darkened solution was filtered hot to remove oily
decomposition products. Then, the mixture was cooled to room temperature and the solid
product was filtered off to give a yellow powder that was washed with pentane (3 x 15 ml)

and air-dried, yield 3,1 g %85.

Preparation of HKCN/PyOx and HKCN/G. oxydans biosensors

Before each experiment, graphite rods (Ringsdorff Werke GmbH, Bonn, Germany, 3.05 mm
diameter and 13% porosity) were polished on wet emery paper and rinsed thoroughly with
distilled water to be used in batch operations. Glassy carbon electrodes (GCE) were cleaned
by polishing with 0.05 um alumina slurry followed by ultrasonication in ethanol and distilled

water for 5 min to be used in flow injection mode of analysis (FIA).

A working electrode coated with the conducting polymer layer was used to immobilize either
PyOx or G. oxydans. The polymer film was formed on the working electrode using ten
voltammetric cycles betwen 1.0 V and -1.0 V at a scan rate of 0.1 V/s in TBAPFg (0.1M) /

dichloromethane medium.

For the immobilization of enzyme, proper amounts of PyOx solution (0.5 mg in 5.0 pL, 50
mM sodium phosphate buffer, pH 7.0) and glutaraldehyde solution (5.0 puL, 1.0% in sodium

phosphate buffer, pH 7.0) were spread over the polymer coated graphite electrode (in the case



of FIA mode, a glassy carbon electrode was used). Then the electrodes were allowed to stand

at ambient conditions for 90 min.

For the immobilization of bacteria, 5.0 pL of G. oxydans cell (0.68.10° cell titer), suspended
in sodium phosphate buffer (50 mM, pH 7.0), was spread over the polymer coated graphite
electrode (glassy carbon electrode for FIA) and glutaraldehyde solution (5.0 pL, 1.0% in
sodium phosphate buffer, pH 7.0) added and the electrodes were allowed to dry at ambient
conditions for 60 min. Daily inoculated cells were used for biosensor construction. Microbial

biosensors containing fresh cells were daily prepared.
Measurements

The basic principle of the measurement was based on the following of oxygen consumption
due to the catalytic activity of the enzyme or the respiratory activity of microorganisms
(depending on the biological material) in the presence of glucose as a substrate. The decrease

in the amount of oxygen was monitored at -0.7V versus the Ag/AgCl reference electrode.

Biosensing system was optimized at batch system and characterization studies were
performed at Flow Injection Analysis (FIA) system. In the batch mode operations, the
measurements were performed under constant magnetic stirring of the solution in the cell
containing 10 mL sodium phosphate buffer (50 mM, pH 6.5 or pH 7.0). The three electrodes
were immersed into the cell and kept in working buffer solution for 5 min and working buffer
solution has been refreshed after each measurements. After the current became constant,
glucose was added to the reaction cell. Current value was recorded after a steady state current
had been achieved. Biosensor response was obtained as the difference between first and
second steady state currents. The electrodes were washed with distilled water after each
measurement. In the flow injection analysis system, the three electrodes were integrated into a

flow through cell and the measurements were carried out at room temperature in working



buffer. Glucose standard solutions and samples were applied as substrates by computer-
controlled injection valve. The obtained current signals were plotted as a calibration curve and
glucose concentrations in samples were determined using the calibration curve.

Sample application

The developed biosensors were examined with real samples (coke and fruit juice). Samples
were degassed and diluted with working buffer and then injected into the FIA system.
Calibration curves were used to determine the glucose contents in measured samples. The
samples were also applied to a commercial enzyme assay kit based on spectrophotometric
Trinder reaction (Cromatest, Glucose MR, Cat. No. 1129010) as the reference method and
results were compared with those obtained with the constructed biosensors. In the Trinder
reaction, the glucose is oxidized to D-gluconate by glucose oxidase (GOx) with the formation
of hydrogen peroxide. In the presence of peroxidase (POD), a mixture of phenol and 4-
aminoantipyrine (4-AAP) is oxidized by hydrogen peroxide to form e red quinoneimine dye

proportional to the glucose concentration in the sample [32].

3. Results and Discussion

Synthesis and characterization studies of N-(2,5-di(thiophen-2-yl)-1H-pyrrol-1-yl)4-
aminobenzamide was performed and published in our previous studies [30]. In the present
study, pyranose oxidase (PyOx) and Gluconobacter oxydans were used as biological material
for conducting polymer based biosensor systems. Conducting polymer of HKCN was
electrochemically deposited onto a graphite electrode by cyclic voltammetry technique. For
the electrochemical deposition of monomer cyclic voltammetry were used. Repeated potential
scan electropolymerization of monomer in dichloromethane / TBAPFs (0.1 M) solvent-

electrolyte system at a scan rate of 0.1 /s on graphite up to ten cycles are shown in Figure 1.

<Figure 1>



After deposition of monomer, thickness of prepared conducting polymer film has been
calculated as 6.8 nm and 4.7 nm for HKCN based PyOx and G.oxydans biosensors,
respectively. After that, biological component of biosensor was immobilized on the surface of
conducting polymer-modified electrodes via covalent attachment using glutaraldehyde

(Scheme 1).

<Scheme 1>

Immobilization of biological materials was performed through covalent binding using
the glutaraldehyde as bifunctional agent. Glutaraldehyde forms covalent bond between amino
groups of electropolymerized monomer and amino groups of enzyme or free amino groups of
cell surface. Poly(HKCN) deposition and immobilization of biocomponents were also

monitored by fluorescence microscopy after formation on the ITO glass (Figure 2).

<Figure 2>

3.1 HKCN/PyOx biosensors

Optimization studies

In batch mode operations, the effect of several parameters such as pH,
electrochemically deposition time and amount of biological material were optimized.
Afterwards, developed biosensors were characterized at FIA mode. Firstly, the effect of pH
and electrochemical polymerization time of monomer on the sensitivity of the HKCN/PyOx
biosensor for glucose were optimized. The pH of buffer was varied from acidic to neutral (pH
5.0-7.0). The results were plotted against different pH to biosensor response %. According to
Figure 3A, it has been found out that maximum activity was at pH 6.5. The optimum pH for
free PyOx was 7.0-7.5 [33]. This decrease of pH is mainly because of the cationic character of

HKCN. For the glucose biosensing using HKCN/PyOx with high sensitivity, the effect of



scan number of electrochemical deposition on the biosensor response was tested. The
electrodes were modified with different scan numbers (10, 20 and 40 cycles) to determine the
relationship between biosensor performance and conducting polymer film thickness (Figure
3B). 20 scans of electrochemical polymerization were found for high current levels. The
diffusion distance becomes longer causing lower charge transfer rates because of increasing
of the thickness of the polymer layer. When the number of scans was decreased lower
thicknesses are considered, the functional groups on the electrode surface may not be enough
to attach enzyme molecules on it. This may cause the decrease of stability. The results were

coherent with other studies [34].

<Figure 3>

Analytical characteristics

After completing of optimization studies, chronoamperometric responses of HKCN/PyOx
biosensors were recorded by adding of standard solutions of glucose to reaction buffer
solution. Figure 4 shows the calibration curves for glucose (insets show current change
depends on time after glucose addition). It can be seen that there is a linear relationship
between the obtained current and the concentration of glucose in the concentration range of
0.05-1.0 mM (Figure 4A) and 0.01-1.0 mM (Figure 4B) with HKCN/PyOx biosensors in
batch and FIA mode, respectively. To test repeatability of HKCN/PyOx biosensors, the
biosensor signals corresponding to 0.5 mM glucose solutions were measured. The standard
deviation and variation coefficient % were calculated as +0.019 and 3.5% (n: 10) in batch
mode, respectively. Also in FIA mode, standard deviation and variation coefficient % were
calculated as +0.003 and 4.8% (n: 12), respectively. To achieve operational stability of the
HKCN/PyOx biosensor in FIA mode, 81 measurements were carried out and no decrease of

activity was obtained.

10



<Figure 4>

To test the amperometric responses of HKCN/PyOx biosensor in FIA mode to
different monosaccarides, galactose, xylose, mannose and fructose were injected into the
reaction medium instead of glucose. When the biosensor response to glucose was admitted to
100, the responses of HKCN/PyOx biosensor to galactose, xylose, mannose and fructose were
calculated as 27%, 31.2%, 28.5%, 32.7%, respectively (Figure 5A). The effects of common
interfering compounds on the amperometric responses of the prepared HKCN/PyOx biosensor

were also studied. The obtained current values were shown in Figure 5B.

<Figure 5>

Finally, the application of HKCN/PyOx biosensors to measure glucose content of real
samples such as fruit juice, coke and drinks were carried out. Fort his aim, diluted samples
were injected to the reaction medium instead of glucose. By utilization of calibration graphs

to glucose, content of real samples were calculated and results were summarized in Table 1.

<Table 1>

3.2 HKCN/G. oxydans biosensors

Optimization studies

For the examination of the optimum pH values of the microbial biosensors, different buffer
solutions were tested. The effect of the pH on the biosensor performance for 1.0 mM glucose
was investigated by using 50 mM sodium phosphate buffer systems between pH 6.0-8.0. As
given in Figure 6, the best result obtained at pH 7.0, it was chosen as the optimum working

pH and used for the other experiments.

<Figure 6>
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The second parameter investigated was the thickness of the conducting polymer films
produced. The film thickness has a direct effect on the biosensor response, since stability of
the polymer layer and response time of the biosensor highly depend on film thickness [35].
The amount of the conducting polymer on the electrode surface can be controlled by adjusting
scan number of electropolymerization, which enhances homogeneous film formation on the
electrode surface, regardless of its shape or size [36].

In order to detect the effect of polymer film thickness, polymers were deposited on the
graphite working electrode with scans of 5, 10 and 20 cycles respectively. After the
modification of electrodes, microbial biosensors were prepared as given in materials and
method part. The relationship between the biosensor response and electropolymerization time
is exhibited in Figure 7A. The best performance of the biosensor was recorded, when the
polymer was deposited with 10 scan number. When, polymer layer thickness was increased,
lower biosensor responses were observed. This might be due to the restricted adsorption and
diffusion capacities to interact with target analyte. On the other hand, decreased responses
were obtained with decreased film thickness due to lack of enough functional groups of the
conducting polymer to keep the cells on the surface. As a result, the electrode prepared with

10-cycle electropolymerization was selected for subsequent experiments.

Finally, the effect of cell amount on biosensor response was tested. For this purpose,
biosensors containing different amount of bacterial cell (0.34.10°, 0.68.10° and 1.36.10° cell
titer, respectively) were prepared and the obtained current signals for glucose standard
solutions were plotted as calibration curves for each biosensor (Figure 7B). The best current
responses were measured when cell titer of 0.68.10° was used for biosensor construction.

Therefore, all measurements were conducted by using this cell amount.

<Figure 7>
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Analytical characteristics

The analytical characteristics of the developed microbial biosensor were investigated under
the optimized experimental conditions. Linear calibration graphs were plotted for current
(nA) versus glucose concentration (mM) for both batch and FIA modes. When the microbial
sensor was applied for batch system, the linear range of the current response to glucose was
found to be in the range from 0.25 mM to 2.5 mM of glucose with the equation, y=0.102x +
0.216 (R* = 0.997) (Figure 8A).The response time of the developed biosensing system was
within 20 s after glucose addition. For the FIA combined microbial biosensor, linearity
between current and glucose concentration was obtained in the range of 0.1-7.5 mM glucose
given by the equation of y= 0.046x + 0.118 (R? = 0.998) (Figure 8B). The response time of
the microbial biosensor was 10 s. The FIA combined microbial biosensor showed higher
performance compared with the batch system with a corresponding short-response time and
good linear range. In view of the general characteristics of FIA, it is highly automated system
and it is suitable for process control owing to its intrinsic characteristics of rapidity, simplicity
and versatility [37], [38].

<Figure 8>

The further characterization studies of the proposed microbial biosensing system were
performed at FIA. During the FIA experiments, the same experimental conditions that were
determined in batch experiments such as optimal pH, electropolymerization time and cell
amount were used. The repeatability of the microbial biosensing system was examined for 2.5
mM glucose solution by 10 repetitive injections and standard deviations (SD) and coefficient
of variation (cv) were calculated as +£0.035 mM and 1.87%, respectively. Furthermore, the
reproducibility of three electrodes, which were prepared under the same conditions on
different days, was examined. The relative standard deviation (RSD) for three different

electrodes was found as 4.6% for 1.0 mM glucose. Additionally, 66 repetitive measurements
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were done using 7.5 mM glucose to investigate the operational stability of the system. 11%
decrease of the response was observed after 3 h. According to our findings, it can be said that
this biosensing system had a good repeatability and operational stability in our optimized
working conditions. In order to increase performance of a biosensor, the basic requirement is
relevant to usage a suitable immobilization method [39]. Conducting polymers form suitable
environment for biomolecules and the usage of them for biomolecule immobilization provides
construction of advanced biosensor devices because of its relative stability, ease of

preparation and good conductivity [40], [29].

Our results reveal that the polymer provides a good platform and enables cells to keep their
metabolic activity during the optimum experimental conditions. In order to examine the
amperometric responses of HKCN/G. oxydans biosensors to different monosaccarides such as
fructose, glucose, xylose and some alcohols such as ethanol and glycerol were used as
substrate instead of glucose. The obtained results were given in Figure 9A. To evaluate the
selectivity of HKCN/G. oxydans biosensors, the influences of common interfents on the
detection of glucose were also tested. No current response was observed for ascorbic acid,
phenol and uric acid, after that these interfering compounds were injected together with

glucose and also no interfering effect of them was obtained for glucose detection (Figure 9B).

<Figure 9>

HKCN/G. oxydans biosensor was successfully applied to the determination of glucose in
drinks. The obtained results were also compared to results which were found with
spectrophotometric method. The good agreements were between the obtained values indicated
that HKCN-based biosensors have a great potential in the practical glucose analysis in sample

applications.
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Conclusion

A novel monomer containing functional amino group was synthesized and characterized.
PyOx and Gluconobacter oxydans cells as a model bio-component for enzyme and microbial
sensors were chosen and immobilized on the surface of graphite electrodes which were
modified with HKCN. Immobilization was carried out using glutaraldehyde as a cross-linker
reagent. Because of simple fabrication procedure, easy application to automatized FIA system
and low cost, it has been suggested that it has good potential for real sample analysis and they

can be used in bio-fuel cell applications.
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Tablel. Results of determination of total glucose using HKCN/PyOx biosensor and

spectrophotometric method in beverages.

Table 2. Results of determination of total glucose using HKCN/G.oxydans biosensor

and spectrophotometric method in beverages.
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Schemes and Figures

Scheme 1.

Figure 1.

Figure 2.

Figure 3.

Figure 4.

Figure 5.

Figure 6.

Schematic representation of the proposed HKCN-based biosensors.

Repeated  potential-scan  electropolymerization ~ of  monomer in
dichloromethane/TBAPF; (0.1 M) solvent-electrolyte system at a scan rate of

0.1 V/s on graphite (up to ten cycles).

Fluorescence images of poly(HKCN) before (A) and after immobilization of
PyOx (B) and G. oxydans (B) under optimized conditions on ITO glass (with
40x and 100x magnification for HKCN/PyOx and HKCN/G.oxydans

respectively).

Effect of pH (A) and scan number of electropolymerization (B) on the
biosensor response of HKCN/PyOx biosensor (in sodium phosphate buffer, 50

mM, pH 6.5, -0.7 V). Error bars show S.D. of three measurements for each.

Calibration curve for glucose in batch mode (A) andFIA mode (B). (in sodium
phosphate buffer, 50 mM, pH 7.5, -0.7 V). Error bars show S.D. of three
measurements for each. Inset: Time dependent current response with the

addition of 1 mM glucose for batch and FIA mode.

Substrate specificity of biosensor (A) (in sodium phosphate buffer, 50 mM, pH
6.5, -0.7 V). Effects of various interferents to electrode response in the

presence of glucose (B) (in sodium phosphate buffer, 50 mM, pH 6.5, -0.7 V).

Effect of pH on the biosensor response. (pH 6.0-8.0 sodium phosphate buffer,
50 mM, -0.7 V, room temperature, 1.0 mM glucose). Error bars show S.D. of

three measurements for each.
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Figure 7.

Figure 8.

Figure 9.

Effect of deposition time (A) and effect of cell amount on the biosensor
response (B). (in sodium phosphate buffer, 50 mM, pH 7.0, -0.7 V). Error bars

show S.D. of three measurements for each.

Calibration curve for glucose in batch mode (A) and FIA mode (B). (in sodium
phosphate buffer, 50 mM, pH 7.0, -0.7 V). Error bars show S.D. of three
measurements for each. Inset: Time dependent current response with the

addition of 1 mM and 2.5 mM glucose for batch and FIA mode, respectively.

Substrate specificity of biosensor (A) (in sodium phosphate buffer, 50 mM, pH
7.0, -0.7 V). Effects of various interferents to electrode response in the

presence of glucose (B) (in sodium phosphate buffer, 50 mM, pH 7.0, -0.7 V).
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Tables

Tablel
Glucose (M)*
Sample
HKCN/PyOx Spectrophotometric Recovery %
Coke 0.130+£0.016 0.126 = 0.006 103
Fizzy 0.112 £0.009 0.113 +£0.002 99
Fizzy (with orange) 0.175+£0.015 0.163 £ 0.001 107

*Results were given as mean+standard deviation (n:3).
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Table 2

Glucose (M)*

Sample
HKCN/G.oxydans | Spectrophotometric Recovery %
Fruit juice 0.131 +0.009 0.135+0.001 97
Coke 0.106 M £+ 0.0003 0.111+£0.013 95.5
Fizzy (with orange) 0.102 + 0.003 0.105 +0.007 97

*Results were given as meantstandard deviation (n:3).
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Abstract:

We synthesized a new electroactive pyrrole functionalized monomer; 2-butyl-5,12-dihydro-
2H-pyrrolo[3°,4”:2,3][1,4]dioxocino[6,7-b]quinoxaline (BuDQP) where B-positions of the
pyrrole ring are blocked. With the help of this strategy, formation of o-f linkages during
polymerization was prevented, resulting in a more regiochemically defined material.
Characterization of newly synthesized compounds was performed by FTIR, GC-MS, 'H-
NMR, *C-NMR techniques and elemental analysis. Polymerization and copolymerization of
BuDQP and characterization of the resulting polymers were also performed.
Spectroelectrochemical investigations, switching abilities, colorimetry studies and stability
experiments were performed on both for polymer and copolymer. Spectroelectrochemical
analysis of P(BUDQP) reflected electronic transitions at 328 nm (n-7* transition) and 500 nm
(polaron bands) with an electronic band gap of 2.30 eV, while copolymer (P(BuDQP-co-Py))
revealed electronic transitions at 346 nm (n-* transition) and 518 nm (polaron bands) with an
electronic band gap of 2.24 eV. Colorimetry studies revealed that P(BuDQP) has only two
colors (blue and yellow) whereas copolymer film has six different colors in its oxidized and

neutral states.
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1. Introduction

Electrochromism arises from the generation of different electronic absorption bands in the
visible region, which corresponds to the changes between at least two redox states [1].
Conducting polymers (CPs) have attracted considerable interest as electrochromic materials
since ingenious modifications on the monomer can significantly alter the spectral properties
of the polymer. Such modifications may also alter the switching ability of the material
between its oxidized and neutral states over many redox cycles [2-6]. They are usually
colored in their reduced states due to the energy difference between m-bonding orbitals and
the m*-antibonding orbitals in the visible region. When a polymer is oxidized, the lower
energy transitions become dominant and another color is formed.

Polypyrrole can easily be synthesized chemically or electrochemically and has a wide range
of optoelectronic properties available through alkyl and alkoxy substitution which gives it an
extensive value as an electrochromic material. The pristine polypyrrole however, has low
quality electrochromic properties. It switches between gray and turquoise color which makes
it unusable in electrochromic devices since it switches between two dark colors with a low
optical contrast and moderate switching time in the visible region [7-9]. The material is also
highly susceptible to degradation upon color switching. Compared to the immense literature
on functionalized conducting polymers such as polythiophenes, [10-11] the number of
functionalized polypyrrole derivatives are quite low, [12-16] though numerous studies have
been conducted on pristine polypyrrole [17]. Polypyrrole is promising for several applications
such as batteries, supercapacitors, electrochemical biosensors, conductive textiles and fabrics,
mechanical actuators, electromagnetic interference shielding, anti-static coating,
electrochromic devices and drug delivery systems [18-20]. Polypyrrole films with better
chemical and physical properties can be produced by gaining better control on the structure

[20-24].



Electrochemically prepared polypyrroles and other CPs suffer from undesired o—f and —3
couplings during polymerization.[25] Such defects not only deteriorate the conductive
properties of the materials but also cause cross-linking which is particularly efficient in
decreasing the solubility of the polymers.[26] The presence of B-capping moieties is thus the
best solution. Also since the oxidized form of polypyrrole may be deprotonated by basic
anions [27] and since the NH group may not favor solubility, a protection of the N-position
may be desirable. Thus, a complete 1,3,4-substitution is the optimal achievement and this
strategy may introduce novel features in its conductive properties [28].

In order to improve vital properties of pyrrole, we synthesized and characterized a new
electroactive 3,4- substituted quinoxaline functionalized pyrrole monomer; 2-butyl-5,12-
dihydro-2H-pyrrolo[3°,4”:2,3][ 1,4]dioxocino[6,7-b]quinoxaline where B-positions of the
pyrrole ring are blocked. With this strategy formation of a-B or B-B linkages during
polymerization is prevented, resulting in a more regiochemically defined material.
Polymerization and copolymerization of BuDQP and characterization of the resulting
polymers were performed. Spectroelectrochemical investigations, switching abilities,
colorimetry studies and stability experiments were performed on both for polymer and

copolymer.

2. Experimental

2.1 Materials

N,N-Dimethylformamide (DMF) (Sigma-Aldrich) was dried over 4A molecular sieves and
freshly distilled under reduced pressure prior to use. Doubly distilled water was used in the
experiments. Dry solvents were stored over molecular sieves under nitrogen. The other

reagents and chemicals; n-Butylamine (Merck), dichloromethane (DCM) (Sigma-Aldrich),



chloroform (Sigma-Aldrich), diethyl ether (Sigma-Aldrich), acetonitrile (ACN) (Merck), ethyl
chloroacetate (Sigma-Aldrich), o-phenylenediamine (Sigma-Aldrich), diethyl oxalate (Sigma-
Aldrich), 2,3-butanedione (Sigma-Aldrich), bromine (reagent grade, Sigma-Aldrich), acetic
acid (Merck), ethanol (absolute, Sigma-Aldrich), potassium carbonate (anhydrous, Fluka),
potassium hydroxide (ACS reagent, %85, Sigma-Aldrich), triethanolamine (Sigma-Aldrich),
hydrochloric acid (ACS reagent, %37, Sigma-Aldrich), propylene carbonate (Sigma-Aldrich),
tetrabutyl ammonium hexafluorophosphate (TBAFP) (Sigma Aldrich)] were purchased from

the indicated commercial sources and used as received without any further purification.

2.2 Equipment

A Gamry Reference 600 potentiostat was used for the cyclic voltammetry studies and
electrochemical syntheses. *H-NMR and *C-NMR spectra of the synthesized compounds
were recorded at room temperature on a Varian-Mercury 400MHz high performance digital
Fourier Transform (FT)-NMR Spectrometer (Mercury-400BB) using CDClI; as the solvent
and tetramethylsilane as the internal standard (0.00 ppm) relative to which the chemical shifts
(0) were given. The FT-IR spectra were recorded on a Perkin-Elmer spectrometer (Spectrum
100). IR measurements for characterization of molecules were carried out with KBr pellets
and/or ATR. Mass spectra were recorded with an Agilent Technologies 6890N Network GC
system and Agilent Technologies 5975B VL MSD Mass Spectrometer operating at an
ionization potential (EI) of 70 eV. Elemental analysis for C, H and N were performed with an
Eurovector CHNS Elemental Analyser. Melting points (up to 350°C, uncorrected) were
determined on an Electrothermal Programmable Melting Point Apparatus (IA9300). During
the experiments, thin layer chromatography (TLC) was used to monitor the progress of

reactions. To separate the desired product from unreacted starting materials, byproducts



and/or other impurities, column chromatography technique was performed. Therefore, TLC
aluminum sheets (Merck, 20x20, Silica Gel 60 F,s4) and silica gel (SiO;) (Merck, Silica Gel
60, 0,063-0,200mm, 70-230 mesh ASTM) were used, respectively.

UV-vis-NIR spectra were recorded on a Varian Cary 5000 spectrophotometer at a scan rate of
2000 nm/min. Spectrophotometer was used to conduct the spectroelectrochemical
experiments of polymer and copolymer. The indium tin oxide (ITO) coated glass plates of
thickness of 0.7 mm with resistance of 8-12 Q.sq™* were purchased from Delta Technologies
Limited, USA, and used as such for spectroelectrochemical studies. The polymer films were
deposited on ITO plates electrochemically using ITO coated plate as working electrode, a Pt
counter electrode and silver wire (Fc/Fc+ (0.3V)) pseudo reference electrode in Gamry
Reference 600 potentiostat.

Conductivity measurements were carried out on the pressed compact disc pellets of polymers
having 12.7 mm of diameter and 0.5 mm of thickness using a four-point probe connected to a
home-made conductivity meter. Conductivities were calculated based on the average of at

least ten pairs of consistent readings taken at different points on the pressed polymer pellets.

2.3 Synthesis of 2-butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3°,4°:2,3][1,4]dioxocino [6,7-
b]quinoxaline (BuDQP)
Synthesis of the monomer was carried out following the route as shown in Scheme 1. The

detailed synthetic procedures are as follows:

Diethyl N-butyl-iminodiacetate (1): To a 200-mL round bottomed flask containing a stirring
bar; n-butylamine (4.24 g, 5.75 mL, 58 mmol, d: 0.74 g/mL) and dry K,COj3 (24.9 g, 180
mmol) in 50 mL of anhydrous acetonitrile were added and the mixture was stirred at room

temperature, under nitrogen atmosphere for a period of time (~10 minutes) in order to provide



a homogeneous reaction environment. Ethyl chloroacetate (13.4 g, 11.7 mL, 110 mmol, d:
1.145 g/mL) was added drop-wise to the stirred reaction mixture over a period of 1 hour, after
which the mixture was allowed to reflux for 9 hours. The reaction was monitored by TLC
analysis. After completion of the reaction, K,COj3 was filtered off and the acetonitrile solution
was evaporated. The remaining crude product was purified by distillation under reduced
pressure to yield 12,9 g (85%) of diethyl N-butyl iminodiacetate as slightly yellow liquid (bp:
230-235 °C/ 100-150 mmHg).

'H-NMR (400MHz, CDCls) 8n/ppm: 0,85 (t, J=8,1 Hz, 3H, butyl -CH3), 1,2 (t, J=7,1 Hz,
3H, ester -CHj3), 1,25 (sextet, J=7,3 Hz, 2H, butyl -CH), 1,4 (p, J=6,2 Hz, 2H, butyl -CHy),
2,65 (t, J=8,0 Hz, CH,, N-CH,), 3,5 (t, 2H), 4,1 (g, J=6,1 Hz, 2H, ester -CH,).

MS (EI) m/z (%) calcd. for C1,H23NO,: 245.3; found: 245.2 (M7, 6), 202 (6.3), 172 (100), 154
(2), 144 (3), 130 (30), 116 (6), 98 (5), 88 (3.5), 59 (7), 42 (15), 29 (5.4).

IR (KBr), vmax/cm™: 2982-2874 (aliphatic C-H), 1747 (ester, C=0), 1467, 1376, 1190 (ester,

C-O-C stretching), 1031 (C-N-C stretching), 976, 917.

Diethyl 1-butyl-3,4-dihydroxypyrrole-2,5-dicarboxylate (2): To a 200-mL round bottomed
flask containing a stirring bar and connected with a reflux condenser and a dropping funnel,
clean sodium metal (1.61g, 70 mmol) and 30 mL of absolute ethanol were added carefully
under nitrogen atmosphere. When the evolution of hydrogen gas was observed to diminish,
the reaction mixture was heated in a hot water bath at 75-80°C and a mixture of diethyl N-
butyl iminodiacetate (1) (7.36 g, 30mmol) and diethyl oxalate (4.38 g, 4 mL, 30 mmol, d:
1.076 g/mL) was added drop wise. Color of the mixture immediately became yellow-brown,
and after refluxing for 4 hours, formation of a solid yellow chunk was observed. The reaction
was maintained for an additional 1 hour and then flask contents were cooled to room

temperature. The mixture was poured in an ice-water mixture and the solution was acidified to



pH~5 by adding glacial acetic acid. Primarily, the solution became like a milky liquid and
then the formation of the crude product has occurred. The solids were separated from the
solution by filtration and purified by recrystallization from ethanol to yield 6.75 g (75%) of
diethyl 1-butyl-3,4-dihydroxypyrrole-2,5-dicarboxylate as off-white solid (m.p: 58-60 °C).
'H-NMR (400MHz, CDCls) 8u/ppm: 0,9 (t, J=7,2 Hz, 3H, butyl -CHs), 1,3 (sextet, J=8,0 Hz,
2H, butyl -CH,), 1,4 (t, J=6,8 Hz, 3H, ester -CH3), 1,6 (p, J=7,6 Hz, 2H, butyl -CH,), 4,4 (q,
J=7,2 Hz, 2H, ester -CH,), 4,5 (t, J=7,8 Hz, 2H, N-CH,), 7,8 (s, 1H, -OH).

MS (EI) m/z (%) calcd. for C14H21NOs: 299.3; found: 299 (M*, 28), 253 (100), 223 (1,5), 207
(60), 197 (4), 179 (18), 163,9 (94), 150,9 (14), 138 (2), 96 (1,5), 83 (1,8), 69 (4), 57 (5), 44
(78), 28 (22).

IR (ATR), vmax/cm™: 3337, 3248 (O-H stretching), 2984-2864 (z, aliphatic C-H stretching),
1676,1641 (ester, C=0 stretching), 1467-1305 (aliphatic C-H bending), 1262-1126 (ester,
C-O-C symmetric and asymmetric stretching), 1023 (C-N-C stretching), 911, 871, 767, 695.
Elemental analysis: anal. calcd. for C14H2:NOg (299.3): C 56.18 H 7.07 N 4.68; found: C

55.80 H 6.87 N 4.59.

1,4-Dibromo-2,3-butanedione (3): This compound was prepared according to the procedure
used by Y. Zou [29]. Into a 250-mL round bottomed flask fitted with a reflux condenser and
a dropping funnel, 2,3-butandione (10 g; 116 mmol) and 20 mL CHCI; were added. Bromine
(379, 12mL, 232 mmol, d: 3,1028 g/mL) diluted with 25 mL CHCI; was dropped slowly to
the reaction mixture, and then the reaction proceeded at 50 °C until no HBr evolution was
observed. The crude mixture was chilled in the refrigerator overnight, and the precipitate
product was filtered out. A yellow solid was obtained after recrystallization of the crude
product from CHCI; to yield 23 g (82%) of 1,4-dibromo-2,3-butanedione (observed m.p: 116

°C, lit. m.p:116-117 °C).



'H-NMR (400MHz, CDCls) 8n/ppm: 4.30 (s, 4H, -CH,Br).
Elementel analysis: anal. calcd. for C4H4Br,0O, (243.9): C 19.70 H 1.65 found: C 18.86 H

1.50.

2,3-Bis(bromomethyl)quinoxaline (4): This compound was prepared according to a
previously used literature procedure [30]. According to this method, o-phenylenediamine (3 g,
22 mmol) was dissolved in 5 mL ethanol in an Erlenmeyer flask. In a separate flask 1,4-
dibromo-2,3-butanedione (3) (6.4g, 22 mmol) was also dissolved in 5 mL ethanol. Both
solutions were mixed together slowly over an ice bath and were stirred for 1 h. After cooling
the solution in the refrigerator overnight, precipitated 2,3-bis(bromomethyl)quinoxaline (6.3
g) was obtained as light brown powder with a yield of 82% (observed m.p: 150 °C, lit. m.p:
151-152°C).

'H-NMR (400MHz, CDCl3) dn/ppm: 4.9 (s, 4H, -CH,Br), 7.8 (d, 2H, arom.), 8.1 (d, 2H,
arom.).

IR (ATR), vmax/cm™ 3019 (aromatic, C-H stretching), 2978-2901 (aliphatic, C-H
stretching), 1456 (aliphatic C-H bending), 764 (s, aromatic, C-H bending).

MS (EI) m/z (%) calcd. for C1oHgBr2N,: 316; found: 316 (M*, 28), 235 (100), 156 (81), 142

(8), 129 (17), 102 (13), 89 (17), 76 (19), 63 (10), 50 (17).

Diethyl  2-butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3,4':2,3][1,4]dioxoxino[6,7-b]quinoxaline-1,3-
dicarboxylate (5): Diethyl 1-butyl-3,4-dihydroxypyrrole-2,5-dicarboxylate (2) (0.9 g,
3 mmol) was dissolved in 15 mL anhydrous DMF in a 100-mL round bottomed flask under
nitrogen atmosphere. Dry K,CO3 (1.24g, 9 mmol) and 2,3-bis(bromomethyl)quinoxaline
(0.95 g, 3 mmol) were added to the solution and the mixture was heated at 100 °C for 6 hours.

After completion of the reaction, the mixture was poured into 100 mL ice-water. The



precipitated crude product was filtered off, washed with 25 mL water once, and with 25 mL
0.1 N potassium hydroxide solution twice. Recrystallization was performed from diethyl ether
to yield 1.2 g (88%) of diethyl 2-butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3',4":2,3][1,4]dioxoxinol[6,7-
b]quinoxaline-1,3-dicarboxylate as brown solid (m.p: 145-147 °C).

'H-NMR (400MHz, CDCl5) du/ppm: 0,9 (t, J=7,2 Hz, 3H, butyl -CHj3), 1,29 (sexlet, J=7,9 Hz,
2H, butyl -CH,), 1,43 (t, J=6,8 Hz, 6H, ester -CHs), 1,63 (p, J=7,6 Hz, 2H, butyl -CH,), 4,37
(g, J=7,2 Hz, 4H, ester -CH,), 4,6 (t, J=7,8 Hz, 2H, N-CHy), 5,74 (s, 4H), 7,78 (dd, 2H,
arom.), 8,07 (dd, 2H).

MS (EI) m/z (%) calcd. for C4H27N3Og: 453.2; found: 453.2 (M, 90), 380 (90), 352 (45), 324
(30), 297 (100), 278 (20), 268 (22), 194 (20), 156 (35).

IR (ATR), vmax/cm™: 2962, 2932, 2872 (aliphatic, C-H stretching), 1713, 1689 (ester, C-O
stretching), 1463, 1439 (aliphatic, C-H bending), 1309 (C-H symmetric bending), 1263 (ester,
C-O-C asymmetric stretching), 1153, 1069, 1031 (ester, C-O-C symmetric stretching).
Elemental analysis: anal. calcd. for Cy4H,7N306 (453.5): C 63.56 H 6.00 N 9.27; found: C

63.02 H 5.45 N 8.89.

2-Butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3',4":2,3][1,4]dioxocino[6,7-b]quinoxaline-1,3-

dicarboxylic acid (6): Diethyl 2-butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3',4":2,3][1,4]dioxoxino[6,7-
b]quinoxaline-1,3-dicarboxylate (5) (0.91 g, 2 mmol) and 15 mL ethanol were put into a
round bottomed flask fitted with a reflux condenser. After the addition of KOH (85%, 0.4 g, 6
mmol) and 1 mL distilled water, the mixture was refluxed in hot water bath for 5 hours. After
completion of the reaction, the excess ethanol was removed by distillation. Unreacted ester
was extracted with ether and then the residue was mixed with crushed ice. The cooled water
phase was acidified with concentrated HCI (pH~2-3). The resulting cream-colored product

was separated by filtration to vyield 0.76 g (95%) of 2-butyl-5,12-dihydro-2H-



pyrrolo[3',4":2,3][1,4]dioxocino[6,7-b]quinoxaline-1,3-dicarboxylic acid as gray powder (m.p:
199 °C).

IR (ATR), vmax/cm™: 3374-2516 (O-H stretching), 2961-2873 (aliphatic, C-H stretching),
1705 (carboxylic acid, C-O stretching), 1440 (C-H symmetric bending), 1237 (C-O-C

asymmetric bending), 1074 (C-O-C symmetric stretching).

2-Butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3',4':2,3][1,4]dioxocino[6,7-b]quinoxaline  (7): The
dicarboxylic acid derivative; 2-butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3',4":2,3][1,4]dioxocino[6,7-
b]quinoxaline-1,3-dicarboxylic acid (6) (0.225 g, 0.57 mmol) and 5 mL triethanolamine were
stirred under a nitrogen flow in a preheated oil bath at 130 °C for 30 minutes. The flask
content was cooled down to room temperature, and mixed with ice-water. Organic phase was
extracted with dichloromethane, washed with brine and water. DCM was removed under
reduced pressure after drying the organic layer over anhydrous sodium sulfate.

The crude product was purified by column chromatography (SiO,, CH,Cl,/Hexane, 1:1, v/v)
to give 2-butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3',4":2,3][1,4]dioxocino[6,7-b]quinoxaline as light
yellow solid (0.114 g) in 65% yield (m.p: 98 °C).

'H-NMR (400MHz, CDCls) 8u/ppm: 0,9 (t, J=7,5 Hz, 3H, butyl -CH3 ) 1,3 (sextet, J=7,9 Hz,
2H, butyl -CH,), 1,65 (p, J=7,8 Hz, 2H), 3,65 (t, J=7,5 Hz, 2H), 5,5 (s, 4H), 6,2 (s, 2H), 7,75
(dd, 2H, arom.) 8,0 (dd, 2H, arom.).

3C-NMR (400MHz, CDCls) 8c/ppm: 14, 20, 33, 50, 77, 106, 129, 130, 136, 141, 152.

MS (EI) m/z (%) calcd. for C1gH19N302: 309.2; found: 309.2 (M, 65), 238 (35), 197 (25), 169
(100), 134 (15), 102 (10), 68 (15), 41 (20).

IR (ATR), vmax/em™: 2964, 2942, 2924, 2870 (aliphatic, C-H stretching), 1352 (C-H

symmetric bending), 1037, 1019 (C-O-C symmetric stretching).
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Elemental analysis: anal. calcd. for C1gH19N30; (309.2): C 69.88 H 6.19 N 13.58; found: C

68.94 H 6.05 N 12.98.

<<Scheme 1>>

2.4 Cyclic voltammetry (CV)

The oxidation/reduction behaviors of the monomer were investigated by cyclic voltammetry
technique. The system consisted of a potentiostat and a CV cell containing indium tin oxide
coated glass slide (ITO) as working, platinum wire as counter and silver wire reference
electrode. Ag wire was calibrated with respect to ferrocene/ferrocenium redox couple
(Fc/Fc"). Measurements were carried out in different solvents and TBAFP supporting

electrolyte.

2.5 Electrochemical polymerization and copolymerization

Electrochemical polymerization of the monomer via constant potential electrolysis was
performed in a single compartment cell equipped with ITO coated glass slide working and
platinum wire counter electrodes and a Ag wire reference electrode in the presence of 0.01 M
monomer (BuDQP), 0.05 M TBAFP in propylene carbonate (PC) with the application of 1.2
V. After electrolysis, polymer film was washed with PC several times to remove unreacted
monomer. The electrochromic measurements; spectroelectrochemistry, and switching studies

of the polymer were carried out in same media in the absence of monomer.

Pyrrole was used as the co-monomer for the synthesis of conducting copolymer of BuDQP.
The ratio of the monomers (Py: BuDQP) was 1:4 Since BUDQP is a bulky electroactive

monomer, use of excess BUuDQP was found to be appropriate. BuDQP (0.01M) was dissolved

11



in 10 ml of PC and Py (2,5 mM) were introduced into the single compartment electrolysis
cell. TBAFP was used as the supporting electrolyte. A constant potential of 1.2 V was applied

for 10 min under an inert atmosphere.

<<Scheme 2>>

2.6. Colorimetry measurements
The sample was illuminated from behind by a D50 (5000 K) light source in a light booth
specially designed to exclude external light. Background measurements were taken using a

blank electrochemical cell containing solvent and ITO glass.

3. Results and discussion

3.1. Synthesis and Characterization

The synthetic route to obtain desired monomer is shown in Scheme 1. In the first step,
starting compounds 2 and 4 prepared as shown in the reaction scheme, were reacted to
produce diethyl 2-butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3',4":2,3][1,4]dioxoxino[6,7-b]quinoxaline-
1,3-dicarboxylate (5). Then, the synthesis of BUDQP was accomplished by hydrolysis (vi)
and decarboxylation (vii) reactions of diester 5, respectively. The structure of BuDQP was
confirmed by NMR spectral analysis. *H-NMR and **C-NMR spectrum of the BuDQP has the
characteristic peaks, as shown in Fig. 1 and supports the chemical structure of the monomer
satisfactorily.

<<Figure 1>>
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3.2. Cyclic voltammetry

0.01 M solution of BUuDQP was polymerized by repeated potential scanning (250 mV/s)
between 0.0 and +1.0 V vs Ag wire in different solvents (DCM, ACN and PC) using a
standard three electrode cell on a Pt wire working electrode under an inert atmosphere. 0.05
M TBAFP was used as supporting electrolyte in all solvents. During the polymerization, an
electroactive polymer film forms on the electrode surface. However, oxidation and reduction
peak values of the polymer and shapes of cyclic voltammograms are different in each solvent.
Fig. 2 shows cyclic voltammograms and oxidation-reduction peak values of BuDQP in

different solvents.

<<Figure 2>>

To investigate the electroactivity of the copolymer, we performed CV studies in the presence
of pyrrole. BUDQP (0.01M) was dissolved in 10 ml of PC and Py (2.5 mM) were introduced
into the single compartment electrolysis cell. TBAFP was used as the supporting electrolyte.
A three-electrode cell containing ITO-coated glass slide as the working electrode, a platinum
foil as the counter electrode, and a silver wire as the pseudo reference were used. There was a
drastic change in the voltammogram, both the increase in the increments between consecutive
cycles and the oxidation potential of the material was different than those of pure pyrrole and
BuDQP, which in fact could be interpreted as the formation of copolymer, which needs to be

supported by other means of characterization (Fig. 3).

<<Figure 3>>
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3.3. Spectroelectrochemistry of P(BuDQP)

The best way of examining the changes in optical properties of conducting polymers upon
voltage change is spectroelectrochemistry. These experiments reveal key properties of
conjugated polymers such as band gap (Eg) and the intergap states that appear upon doping.
The energy gap between bipolaron band and conduction band determines the color in oxidized
state. These are all dependent on the conjugation of the polymer, the electrochemical nature of
side groups and their effects on the polymer backbone. There are basically five documented
contributors that influence the band gap of the conjugated polymer, namely the energy related
to the bond alternation (E*"), the mean deviation from planarity (E%), the aromatic resonance
energy (ER®), the inductive and mesomeric electronic effects of substituents (ES*) and
interchain interactions (E™).

Spectroelectrochemical analysis of the P(BuDQP) film was studied in order to elucidate
electronic transitions upon doping of the polymer (Fig.4). P(BuDQP) was coated on ITO and
spectral changes were explored by UV-vis-NIR spectrometer in a monomer-free 0.05M
TBAFP in PC via incrementally increasing applied potential between —0.6 and +1.0 V. Upon
applied voltage, decrease in the intensity of the n—n* transition (328 nm) and formation of
charge carrier bands were observed. There was a gradual decrease in the peak intensity at
around 328 nm upon increase in the applied potential, which was accompanied by the increase
in the intensity of peaks at around 500 nm due to the formation of polaron bands at interval
potentials. The onset energy for the n—r* transition (electronic band gap) was found to be

2.30eV.

To investigate the spectroelectrochemical behavior of the copolymer P(BuDQP-co-Py), films

were deposited onto ITO-coated glass slides in TBAFP/PC potentiodynamically between -1.0

14



and 1.0 V. Spectroelectrochemical properties were studied in the same environment but
monomer free solution. The Amax value for the m-m* transitions in the neutral state of
copolymer was found to be 346 nm, revealing light orange color which are all significantly
different than pure polypyrrole and P(BuDQP). The electronic band gap defined as the onset
energy for the m-n* transition was found to be 2.24 eV. Upon increase in the applied voltage,
the evolution of a new absorption band at 518 nm was observed due to evolution of charge

carriers (Fig. 5), which was accompanied by gradual decrease in the intensity of the bands at

}\,max.

<<Figure 5>>

3.4. Colorimetry

The colors of the electrochromic materials were defined accurately by performing colorimetry
measurements. CIE system was used as a quantitative scale to define and compare colors.
Three features of color; hue (a), saturation (b) and luminance (L) were measured and recorded
in Table 1. The P(BuDQP) film shows two different colors in the fully reduced (0.0 V) and
oxidized states (+1.0 V). The color of the film switches from a blue color in the oxidized form
to yellow in the reduced state (Fig 6a). The pristine polypyrrole has electrochromic properties
of low quality. It has a high band gap. It switches between gray and turquoise which makes it
not usable in electrochromic devices. Since it switches between two dark colors its optical
contrast is low with a moderate switching time in the visible region [9]. However the

copolymer P(BuDQP-co-Py), reveals multichromic property with five different colors with
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applied potentials between —1.0 and +1.0 V. Fig. 6b. Colors of the P(BuDQP) and P(BuDQP-
co-Py) were shown in Fig 6.

<<Figure 6>>

<<Table 1>>

3.5. Electrochromic switching of P(DDQ)

The spectroelectrochemistry experiments showed the ability of P(BuDQP) to switch between
its neutral and doped states with a change in transmittance at a fixed wavelength. A square-
wave potential step method coupled with optical spectroscopy, known as
chronoabsorptometry was used to probe switching times and contrast in these polymers. In
this double potential step experiment, the potential was set at an initial potential for a set
period of time (5 s) and was stepped to a second potential for another set period of time (5 s),
before being switched back to the initial potential again. The polymer films are synthesized on
ITO-coated glass slides using constant potential and the experiment performed in monomer
free solution. The transmittance, AT, was then monitored at 1200 nm while the polymer was
switched from -0.6 to +1.0 V. Maximum contrast of the P(BuDQP) and P(BuDQP-co-Py) was
measured at 1200 nm, and found as 32% with a switching time of 0.4 s for P(BuDQP) while
21% with a switching time of 1.1 s for P(BuDQP-co-Py) (Fig. 7).

<<Figure 7>>

3.6. Scan rate dependence of the peak currents
One of the characteristics of a CV of a conducting polymer (CP) film is the dependence of the

peak current (ip) on the scan rate (v). According to electrochemical treatments, for a behavior
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dominated by diffusion effects, ip is proportional to v, whilst for a material localized on the
electrode surface, such as a CP film, ip is proportional to v. However, this is so only for CP
films that are not inordinately thick, not inordinately compact and not doped with very large
or sluggish dopant ions which have inordinately small diffusion coefficients. If any of the
latter conditions prevail ip can be proportional to n'2. P(BuDQP) and P(BuDQP-co-Py) films
prepared via constant potential electrolysis (1.2 V) were washed with AN and their cyclic
voltammograms in monomer free electrolyte showed a single, well-defined redox process (Fig
8a and b). The current response was directly proportional to the scan rate indicating that the
polymer film was electroactive and adhered well to the electrode. The scan rate for the anodic
and cathodic peak currents shows a linear dependence as a function of the scan rate as
illustrated as inset in Figures 8a and 8b for the P(BuDQP) and P(BuDQP-co-Py) films
respectively. This demonstrates that the electrochemical processes are not diffusion limited

and reversible even at very high scan rates.

<<Figure 8>>

3.7. Stability

Redox stability of the conducting polymers toward multiple redox switching usually limits the
utility of electrochromic materials in ECD applications. The main reasons for device failure
are; high applied voltages and environmental conditions. Cyclic voltammetry was employed
to figure out the long term stability of the conducting polymers. To test the stability of the
polymers, the potential was swept repeatedly between 0.0 and —2.3 V for P(BuDQP) and
between -0.7 V and +1.3 V for P(BuDQP-co-Py) with a scan rate of 500 mV/s™'. As seen from
Fig. 9a, almost all initial electroactivity was maintained proving that P(BuDQP) has good

environmental and redox stability. Between the 1st and 1000th cycles only a limited decrease
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(~10%) in the current response was observed (Fig 9b), which shows that the P(BuDQP-co-
Py) have reasonable environmental and redox stability.

<<Figure 9>>

4. Conclusions

Synthesis of monomer; 2-butyl-5,12-dihydro-2H-pyrrolo[3°,4°:2,3][1,4]dioxocino[6,7-
b]quinoxaline (BuDQP) was successfully achieved. The electrochemical oxidative
polymerization of BUDQP was performed via potentiodynamic method using TBAFP as the
supporting electrolyte in PC. Spectroelectrochemical analyses showed that P(BuDQP) has an
electronic band gap (due to n-n* transition) of 2.30 eV at 328 nm. It has a light yellow color

in the fully reduced form and a blue color in the fully oxidized state.

Copolymerization of distinct monomer scan lead to an interesting combination of the
properties observed in the corresponding homopolymers and is a logical approach for color
fine-tuning with a view to electrochromic applications. The P(BuDQP-co-Py) film has an
electronic band gap (due to m-mn* transition) of 2.24 eV at 346 nm. Furthermore, the
copolymer films are multielectrochromic, exhibiting six distinct colors depending on the
applied potential, not to mention their high absorption in the NIR region. These features are
interesting for application of this material as active layer in optoelectronic devices, such as

displays and smart windows.
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Figure Captions:

Figure 1 a) 'H-NMR b) 13C-NMR spectrum of BuDQP

Figure 2 Cyclic voltammograms and oxidation-reduction peak values of BuDQP in a) ACN
b) PC and c) DCM

Figure 3 Cyclic Voltammograms of the a) pure polypyrrole and b) P(BuDQP-co-Py)

Figure 4 Optoelectrochemical spectrum of P(BuDQP) film (a) 2D and (b) 3D

Figure 5 Optoelectrochemical spectrum of P(BuDQP-co-Py) film (a) 2D and (b) 3D

Figure 6 Redox colors of the a) P(BuDQP) and b) P(BuDQP-co-Py) film

Figure 7 Electrochromic switching, optical absorbance change monitored for a) P(BuDQP)
and b) P(BuDQP-co-Py)

Figure 8 Cyclic voltammograms of a) BuDQP and b) P(BuDQP-co-Py) at different scan
rates. Inset figures show peak current vs scan rate graph for corresponding polymers.

Figure 9 Redox stability experiments of a) P(BuDQP) and b) P(BuDQP-co-Py) .

Table Captions:

Table 1 Electronic and electrochromic properties of the polymers

Scheme Captions:

Scheme 1. Synthetic route to the monomer BuDQP, conditions: (i) K,CO3;, ACN, reflux, 9 h,

85%; (ii) 1, NaOEt (freshly prepared from Na(s) and EtOH under N, atmosphere), EtOH, 0°C, diethyl oxalate, 6
h, then treated with AcOH (pH~5), 75%; (iii) Br,, CHCl;, 45°C, 82%; (iv) EtOH, 0°C, 1 h, 82%; (v) K,COs,

DMF, reflux, 6 h, 88%; (vi) KOH, EtOH, 5 h, 95%; (vii) triethanolamine, 130°C, 1 h, 65%.

Scheme 2 Electrochemical synthesis route for P(BuDQP) and P(BuDQP-co-Py)

23



Tablel

Table 1. Electronic and electrochromic properties of the polymers

Polymer Potential Luminance (L) Hue(a)  Saturation (b)
-0.6V 85 -4 21
P(BUDQF) 10V 73 -2 -3
-1.0V 77 -10 60
-0.6V o1 -5 33
P(BuDQP- -0.2V 37 7 4
co-Py) 05V 46 5 11
0.7V 43 -7 2

10V 39 -11 -4
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Figure 2 Cyclic voltammograms and oxidation-reduction peak values of BuDQP in a) ACN
b) PC and c) DCM



Figure3

25

2.0 4

1.54

1.0 4

0.5 4

Current Density (mA)

0.0 4=

-0.5 4

4 4 ' T T T T T T T
03 00 03 06 09 12 -03 00 03 06 09 12
Potential (V) Potential (V)

Figure 3. Cyclic Voltammograms of the a) pure polypyrrole and b) P(BuDQP-co-Py)



Figure4

= b) 187 & /////////""
A 06V A5 IR\ f/""’ ///////////// I'l
1= o FRARNS //////// ////Il i
o | \
i ‘%W himn-%//;,%////%////////////////////////
e oos'f' ' //////%%%Jéllllllllllllll /IIIII”I
005 ' . . \\ 0,00/ = | ”II ”’ Eae
Wavelength (nm) o § ‘ o

Fveye,
29, =
flwh

§ s
Figure 4 Optoelectrochemical spectrum of P(BuDQP) film (a) 2D and (b) 3D



Figure5

b) o8

bipolaron bands

A
4 max polaron bands

=
[~

Absomance
=
o

*
=

<
=

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Wavelength

s
w, s

-

|Fve /e,
2,
o npy,

&

Figure 5 Optoelectrochemical spectrum of P(BuDQP-co-Py) film (a) 2D and (b) 3D




Figure6a

Figure 6a.



Figure6b

Figure 6b



Figure?7

90

— 1200 nm
80 -

70 -

60 -

Transmittance T%

b) 90

80 -

70 -

60 - L

10 15 20 25 30 35
Time (s)

= 1200 nm

Transmittance T%

Figure 7. Electrochromic switching, optical absorbance change monitored for (a) BUuDQP and
(b) P(BuDQP-co-Py)



Figure8a

a) 0.8
- 08 =100 mV/s
< u Ipg) —— 200 mV/s
£
0.6 =061 | o -pg —— 300 mVis
3 04 = 400 mV/s
< § : —— 500 mV/s
044% — 600 mV/s
S €02
= o
2 3 /
= O o0 /
] 0.2 - 100 200 300 400 500 600
) Scan Rate (mV/s)
[a)]
= 0.0-
[
L.
L.
>
O .0.2-
-0.4 -
T T T T T T T T

-06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 12

Potential (V)

Figure 8a



Figure8b

b) 2.5 —
2.04 i(E,z.o
F
—~ 1542~
< 3 10
E 10455
2 3 00
‘5 0.5
o
a 0.0 = 50 mV/s
= ' —100
S -0.54 — >0
= — 300
6 -1.0- =400
— 500
154 — 600
1.5 .
-2.0 —— 80

Potential (V)

Figure 8b



Figure9a

QD
=

0.4 4

0.3 4

0.2 4

0.14

— 1% cycle

0.04 ——1000" cycle

-0.1 1

Current density (mA)

-0.2 4

-0.3 T T T T T T T T
-06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 12

Potential (V)

Figure 9a



Figure9b

0.8

(=3
~

0.6 4

0.4

Current Density (mA)

— 1% cycle
——1000" cycle

Figure 9b

0.0 0.4
Potential (V)

0.8 12



Schemel

C4HgNH, + 2 CICH,COOEt —  Etooc”™“N"“COOEt
C4H9
1
/ \
EtOOC/\r;l/\COOEt + Et/om)]\o Bt Ftooc COOEt
I
C4Ho o &,
2
o o o
i Br
T Br
o
3

X, o=,

o ——> O O ——> 0O o

(¥ o M > >
N N —;y_yl\ v vi vii
\ /N + Et0OC—N\ A ~COOEt — > O
|
a it iyt e Iy
EtOOC N COOEt HOOC COOH

Br Br \ , N
6 7
BuDQP

Scheme 1. Synthetic route to the monomer BuDQP, conditions: (i) K,COs, ACN, reflux, 9 h, 85%;
(ii) 1, NaOEt (freshly prepared from Na(s) and EtOH under N, atmosphere), EtOH, 0°C, diethyl oxalate, 6 h,
then treated with AcOH (pH~5), 75%; (iii) Br,, CHCl3, 45°C, 82%; (iv) EtOH, 0°C, 1 h, 82%); (v) K,CO3, DMF,
reflux, 6 h, 88%; (vi) KOH, EtOH, 5 h, 95%; (vii) triethanolamine, 130°C, 1 h, 65%.
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