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OZET

TEZ BASLIGI: KARBOKSIiL FONKSIYONEL GRUPLARA

SAHIP ILETKEN POLIMERLERIN SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU VE AMPEROMETRIK SENSOR
UYGULAMASINDA KULLANILMASI

YAZARIN ADI: YUSUF OZDEMIR

Bu tez ¢alismasinda, Tiyofen (Th), 3-Metiltiyofen (3MeTh), 3-Biitiltiyofen
(3BuTh), 3-Hekziltiyofen (3HeTh) monomerleri ile karboksil grubuna sahip 3-
Tiyofenasetik Asit (T3A) monomerinin elektrokimyasal yontemle kopolimerizasyon

reaksiyonlar1 gerceklestirildi.

Sentezlenen iletken polimerler ATR-FTIR, TGA, DSC, SEM, AFM, CV,
Temas acis1 ve Dort noktalr iletkenlik Olgiim metodlart ile karakterize edildi.
Kopolimerlerdeki T3A oran1 degistik¢e polimer filmlerin yilizey morfolojileri, termal
kararliliklar1 ve iletkenliklerinin degistigi gdzlemlendi. Iletken polimer filmlerde
uygun fonksiyonel gruplarin bulunmasi ile redoks enzimler, proteinler ve
aminoasitler kovalent olarak polimer filmi yiizeyinde immobilize edilebilirler. Bu
baglamda, sentezlenen kopolimerlerden birisi glukoz biyosensorii uygulamasinda
kullanildi. Glukoz biyosensorii i¢in kullanilan enzim elektrodu, 3HeTh ve T3A’nin
elektrokimyasal olarak polimerizasyonuyla sentezlenen iletken polimer film {izerinde
glukoz oksidaz’in (GOx) kovalent immobilizasyonuyla hazirlandi. Enzim
elektrodunun modifikasyonu ic¢in optimum kosullar spektrofotometrik yontemlerle

belirlendi. Medyatér grup tasiyan enzim elektrodu, glukoz algilama sisteminin

reaktifsiz islemi i¢in ¢alisildi.

Yapilan ¢aligsmalar, hazirlanan enzim elektrodunun glukoz molekiiliiniin

reaktifsiz ortamta amperometrik olarak algilanmasinda kullanilabilecegini gosterdi.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: SYNTHESIS AND

CHARACTERIZATION OF THE CONDUCTING POLYMERS
CONTAINING CARBOXYL FUNCTIONAL GROUPS AND
THEIR USE IN AMPEROMETRIC SENSOR APPLICATION

NAME OF AUTHOR: YUSUF OZDEMIR

In this study, Thiophene (Th), 3-Metylthiophene (3MeTh), 3-Butylthiophene
(3BuTh), and 3-Hexylthiophene (3HeTh) monomers were electrochemically
copolymerized with 3-Thiopheneacetic acid (T3A) monomer containing carboxyl

groups.

Synthesized conducting polymers were characterized by ATR-FTIR, TGA,
DSC, SEM, AFM, CV, Contact angle and four-probe techniques. The
characterizations of the polymeric films showed that the change of the molar ratio of
T3A in electrolysis medium resulted in the polymeric films possessing the different
surface morphology, thermal stability, and electrical conductivity. If a conducting
polymer has functional groups available as covalent binding sites, redox enzymes,
proteins and aminoacids can be immobilized firmly on its surface. In this
connection, one of the the synthesized copolymers films was employed in glucose
biosensor application. Enzyme electrode for glucose biosensor was fabricated by the
covalent immobilization of glucose oxidase (GOx) on the film of the conducting
copolymer synthesized by electrochemical copolymerization of 3HeTh and T3A. The
optimum conditions for modification of enzyme electrode was determined by
spectrophotometric methods. The enzyme electrode bearing mediator-groups were

operated for reagentless process of glucose sensing system.

The study clearly indicated that the enzyme electrode can be employed for

amperometric sensing of glucose molecule in reagentless medium.
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1.GIRIS

Sarz edilebilen piller, membranlar, optik gostergeler, sensorler (biyo ve gaz),
elektrokromik aletler ve enzim immobilizasyonu gibi ¢ok genis bir alandaki
uygulamalarindan dolay1 elektrigi ileten polimerler gittikge biiyliyen bir aragtirma
konusu olmustur [1-6]. Iletken polimerler, polimerlerin mekanik ve kimyasal
ozellikleri ile metal ve yari metallerin elektronik ozelliklerini kapsadigindan
“sentetik metaller” olarak da adlandirirlar. Politiyofen, polipirol, poliasetilen,
polianilin, polifenilen, polikarbazol, polikinolin ve polifitalosiyen iletken

polimerlerden bazilaridir.

Elektriksel, elektrokimyasal ve optik dzelliklerinden dolay1 politiyofen (PTh)
ve polipirol (PPy) gibi =z -konjlige polimerler sahasi aktif bir arastirma konusu
olmustur [7-15]. Politiyofen’ler (PTh) baslica kimyasal ve elektrokimyasal yollarla
sentezlenirler. Film kalinliginin ve morfolojinin ayarlanmasi ve daha temiz polimer
elde edilmesinden dolay1 elektrokimyasal yontem, kimyasal yonteme gore genellikle
tercih edilir. Kimyasal yontem ile ince toz seklinde polimer hazirlanirken,
elektrokimyasal metod ile polimer elektrot ylizeyinde serbest film halinde iiretilir.
Genellikle, kimyasal yontem ile hazirlanan poli(heterosiklik) yapilar oksidatif
birlesme ve kondensasyon reaksiyonlar1 ile gerceklesir. Diger taraftan,
elektrokimyasal yontemde polimer sentezi anodik ve katodik birlesme ile

gercgeklestirilir.

Iletken polimerler biyosensér uygulamalarinda, biyolojik bilesiklerin
miktarlarinin belirlenmesinde, hizi ve duyarliligi arttirmasindan otiirii (6zellikle

amperometrik enzim biyosensor tasarimlarinda) genis kullanim alanina sahiptir[16].

Bir biyosensor herhangi bir biyolojik 6rnek i¢cindeki kimyasal bir ajanin miktari
ve/veya aktivitesine secici ve tersinir olarak cevap veren analitik cihazlardir.
Elektrokimyasal biyosensorler potansiyometrik ve amperometrik biyosensdrler

olmak iizere ikiye ayrilirlar.

Potansiyometrik biyosensorler, sabit akimda bir iiriinlin ya da reaktantin

yiikseltgenmesi veya indirgenmesi esnasinda potansiyeli Olger.



Amperometrik biyosensorler ise sabit potansiyelde bir iirlinlin ya da reaktantin
yiikseltgenmesi veya indirgenmesi esnasinda akimi Olger. Amperometrik
biosensorlerin iglevini belirleyen en 6dnemli parametre, oksidaz ya da dehidrojenaz
gibi katalitik molekiillerin (enzimlerin) iletken polimer ya da medyator igeren
elektrot ylizeyi arasindaki elektron transferidir. Elektron transferinin etkin olarak
gerceklesmesi ile daha hassas biyosensorler elde edilir. Iletken polimerler

kullanilarak biyosensor’iin duyarliligr arttirilabilir.

Iletken polimerler, enzimlerin tutuklanarak (entrapment) ve kovalent
immobilizasyon teknikleri i¢in elverisli bir matriks olarak biiytik ilgi ¢cekmektedir
[17-18]. Entrapment yonteminde elektrot yiizeyine iletken polimerlerin biriktirilmesi
esnasinda, redoks enzimleri olusan yapimin icinde hapsolur. Elde edilen film
tizerindeki mikro gozenekler, belirli boyutta ve geometrideki biyolojik molekiillerin
matriks igerisine girig ¢ikisina olanak saglar. Bir diger yontem fonksiyonel gruba
sahip iletken polimerlere enzimlerin kovalent immobilizasyonudur [19-20]. Biitlin bu

ozellikler kullanilarak amperometrik biyosensdrler tasarlanabilir [21].

Bu tez calismasinda, ilk olarak tiyofen halkasinin 3 pozisyonunda alkil ve
karboksil gruplar1 bulunan monomerler kullanarak, iletkenlik &zellikleri olan
polimerik malzemeler hazirlanmistir. Elektrokimyasal yolla sentezlenen iletken
poli(3-Alkiltiyofen) (P3ATh) filmlerin karakterizasyonlart ATR-FTIR, TGA, DSC,
SEM, AFM, CV, Temas acis1 ve DoOrt Noktali iletkenlik 6l¢iim teknikleri ile
yapilmustir. TGA ve DSC ile termal kararliliklar analiz edilmistir.

Calismanin  devaminda, sentezlenen polimerlerden P(3HeTh-ko-T3A), glukoz
oksidaz enziminin kovalent immobilizasyonunda kullanilmistir. Bunun igin
oncelikle, karboksil grubu modifiye edilerek aktiflestirildi. Daha sonra, glukoz
oksidaz enzimi polimer filmine aktiflestirilmis karboksil gruplarindan kimyasal
olarak baglanmistir. Son olarak, hazirlanan enzim elektroduna medyatér grupta
kovalent olarak takilmigtir. Boylece, hazirlanan enzim elektrodu reaktifsiz ortamda

glukozun amperometrik yontemle algilamasinda biyosensor olarak kullanilmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1 Polimerler Hakkinda Genel Bilgi

Polimer sozciigli anlam olarak Eski Yunancada ““Gok’ anlamina gelen poly ve
“parca” anlamina gelen meros kelimelerinden tiiretilmistir [Seymour and Carraher,
1981]. Polimerler sayica ¢ok olan kiigiik molekiillerin bag olusturup biraraya gelmesi
sonucunda olusan makromolekiillerdir. Polimerleri olusturan kii¢iik yapihi
molekiillere monomer denilirken, bu monomerlerle gergeklesen reaksiyona ise
polimerizasyon denir. Bir polimer molekiiliinde yiizlerce, binlerce veya daha fazla
monomerler birleserek bulunabilirler [Odian, 2004]. Polimerlerin hafif olmalari,
sekillendirebilme kolayligi, esnek yapilari, diisiik yogunluklu olmalari, anti-korozyon
ozellik gostermeleri, kimyasal olarak inert oluslari, elde edilis maliyetlerinin diigiik
olmasi, istenilen 1s1sal ve mekanik 6zelliklere sahip olarak sentezlenebilir oluslari ile
bazilarinin elektrigi iletme ozelligi bize sagladiklar1 avantajlardir. Bu avantajlar

sayesinde genis uygulama alanlarina sahiptirler.
2.2 iletken Polimerler

Elektrigi ileten polimerler yani iletken polimerlerin bilim ve teknoloji
ilerledikce kullanimi artmustir. Iletken polimerlere olan ilginin sebebi, metalik
iletkenler ve anorganik yari iletkenler yerine kullanilabilir olmalarindandir (Kang et
al. 2001). iletken polimerler, bir konjuge polimer olan poliasetilenin elektrigi
ilettiginin bulunmasinin ardindan, 1977°den beri sentetik metaller arastirmalarinda
boy gostermektedir [22]. Sentezlenen iletken polimerlerin genellikle ¢ogu, bilhassa
konjuge m-bagi sistemine sahip olanlar, doping prosesine maruz birakildiklarinda
elektriksel iletkenlikleri ylikselmektedir. Yiiksek iletkenlik 6zelligine sahip iletken
polimerler, 6rnegin anorganik (Polisiilfonitril), organometalik (Ftalosiyaninler) ve
organik (Politiyofenler) polimerler olmak iizere kategorilere ayrilmaktadirlar. Bagka
bir deyisle, monomerik {initeler kovalent olarak baglandiginda organik polimerler
olarak kullanilir ve sentetik olan bu malzemelerin iletkenliklerindeki birinci sart
uzatilmig polikonjugasyonun varliginin olmasidir. Polikonjugasyonda tek ve gift

baglar tasiyan - konjuge sistemler bulunur. Bu alanla ilgili olarak yapilan



arastirmalarin temelinde polimerin tekrar eden {initesinin kimyasal yapist ve onun
elektriksel ozellikleri arasindaki iliskiyi anlamak yatmaktadir. Iletken polimerler
giiniimiizde elektronik iletkenlikleri sayesinde bilimde ve endiistriyel uygulamalari
hizla artan araclar olarak elektrokromik araglarda [23-24], pillerde [25], yapay
kaslarda [26], biyoyakit hiicrelerinde [27], biyosensorlerde [28], gaz sensorlerinde
[29], nem sensorlerinde [30], pH sensorlerinde [31], iyon segi¢i sensorlerde [32],

alkol sensorlerinde [33] insanoglunun hizmetine sunulmaktadir.

2.2.1 Iletken Polimerlerin Kronolojisi

Shirakawa sanseseri poliasetileni bulduktan sonra 1971 yilinda H. Shirakowa,
A. Heeger, A. Mac Diamid ile poliasetilen polimer filminin brom, iyot ve klor
buhariyla tepkimesi sonucu (dop etme) yalitkan poliasetilen malzemenin
biinyesindeki tek ve ¢ift baglarin yiikseltgenme ve indirgenme etkileri ile elektrigi
ilettigi kanitlamistir (Chiang et al. 1977). Bu doplanma ile elektrigin artigina karsin,
oksitlenme ve neme karsi dayanikli degillerdir. Bunun sonucunda c¢alismalarda,
oksitlenmeye karsi kararli olan halkali yapidaki iletken polimerler iizerine
yogunlasilmistir. Poliasetilen literatiirde bilinen en basit konjuge polimer 1977°de
doplanmis komplekslerindeki yiiksek iletkenligin ilk rapor edilmesinden beri biiyiik
bir kapsamda ve siirekli bir arastirma konusu olmustur [22, 34]. Poliasetilenin yapisal
ve elektronik sadeliginden dolay1, hem fazla doplanmis iletken hem de indirgenmis
(doplanmamis) yari iletken formlarinda sahip oldugu bu essiz 6zellikleriyle iletken
polimerlerin diinyasinda, bu malzemelerin hem elektronik hem de fiziksel
Ozelliklerini geligtirmekte bir model olarak hizmet etmeye devam etmektedir.
Doplanmamis poliasetilenin oda kosullarindaki iletkenlik degeri cis izomeri igin 1,7
x 10” S/cm trans izomeri i¢in 4,4 x 10™ S/cm iken iyot ile doplanmis durumda 1,43 x
10° S/cm degerine kadar ulasmistir (Naarmann and Theophilow 1987). Poliasetilende
asirt derecede kristalin bir 6zelligi bulunmaktadir ki bu doplanmis ile doplanmamis

formlariin analizinde dogrudan yapisal analizine yon gosterir [35-39].

Pirol bes tiiyeli bir heteroaromatiktir. Halkasinda azot bulundurmasindan
dolay1 farkli bir davranisa sahiptir ve bu 6zelliginden dolayidir ki oksidatif olarak
polimerlesmeye meyili daha fazladir. Elektropolimerizasyon yontemiyle ve 0.1N

stilfiirik asit icinde elde edilen polipirol ve siyah bir film olarak sentezlenmistir. Bu



sentez igsleminden beri ayrintili olarak ¢oziicli ve elektrolit aragtirmalarindan aciga
cikan ilerlemeler, polipiroliin elektrokimyasal sentezini yaygin sekilde calisilan bir
yontem yapmustir [40-42]. Elektrokimyasal olarak sentezlenmis polipiroliin
ozellikleri elde edildigi elektrokimyasal ortama oldukc¢a hassastir ve bu yilizden
sentezlenen polipiroliin filmin yiizey morfolojisi, iletkenligiyle birlikte diger
ozellikleri elektropolimerizasyonda calisilan elekrolitlere baglidir [43-45]. Bununla
birlikte, piroliin suda ¢oziinebilirligi sulu ¢ozeltilerde elektrokimyasal galigmalara
izin verir [46] ve bu da biyolojik uygulamalar i¢in Onem arzetmektedir [47].
Polipiroliin (PPy) elektriksel iletken ozelligi ile ilgili ilk olarak Dail’Olio ve
arkadaslar1 elektrokimyasal yontem ile sulu H,SO4’lii ortamda piroliin anodik
yiikseltgenmesi ile Pt elektrot ilizerinde 1968 yilinda kirillgan polipirolii liretmeleri
sonucu ortaya cikmustir [48]. Bu calismalarin akabinde, 1979 yilinda Diaz ve
arkadaslan iletkenligi 100 S/cm degerinde ilk esnek kararli PPy filmi piroliin
asetonitril ¢oziiclisii i¢inde anodik olarak yiikseltgenmesi sayesinde Pt elektrot

yiizeyinde elde ettiklerini rapor etmislerdir.

Tiyofen, Furan, indol ve Azulen gibi heterosiklik ve homosiklik bilesiklerin
anodik olarak yiikseltgenmesi ile sirasiyla PTh, PFu, PIn, PAz iletken oOzellikte

polimerler elde edilisi literatiirde yer edinmistir (Heinze et al.1990).

Politiyofenlere (PTh) gelince, bu malzemelerin kendilerine has elektriksel
ozellikleri, doplanmis ve doplanmamis durumlarinda c¢evresel sartlara karsi
dayanikliliklari, lineer olmayan optiksel 6zellikleri ve tersinir redoks degisimlerinden
(redox switching) dolay1 iletken polimerlerin diinyasinda bir ayricalia sahiptir.
Politiyofenler konjuge poliheterosikliklerin en fazla arastirilani olmustur. Tiyofenin
kontrollii polimerizasyonu ilk 1980’lerde gergeklestirildi. Elde edilen politiyofen
umut verici optiksel ve elektronik 6zellikler gdstermistir. Politiyofenin islenmesinde
karsilagilan zorluklar, bu polimerin ilgi ¢ekici 6zelliklerinin arastirilmasinda daha

ileri safhalara gidilmesine engel olmustur.

Polianilinden (PANI) 1862’ye dek uzanan referanslari, anilin siyahi olarak
bahsetmektedirler [49]. PANI iizerine 1960’larda yaymlanan birka¢ makale
bulunmustur [50-53]. Bu makalelerden ilgi c¢ekici olam1 ise PANI’larin iletkenligi

lizerine asitlerin etkisinin incelendigi bir aragtirmaydi [54]. Ancak, 1980’lere kadar



onun elektriksel iletkenlik 6zellikleri tam olarak anlagilamadi [55]. Farkli kosullar
altindaki kararlilig1 ve sentezindeki maliyetinin diisiik olmasindan dolay1 PANI son
derece iinlii bir iletken bir polimer haline geldi. Bu kosullar, PANI’n bir¢ok
teknolojik uygulamalar igin tercih edilen bir konjuge polimer olmasina ve onun ticari
bir iiriin olarak gelisimine yol act1 [56-57]. Iletken polimerler de dahil olmak iizere

maddelere ait iletkenlik degerleri Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1 Iletken polimerlerin iletkenlik sinir1 (s/cm)

En ¢ok bilinen iletken polimerlerin bazilarinin kimyasal yapilar1 Sema 2.1°de

gosterilmektedir.
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2.2.2 Band Teorisi

fletken polimerlerin hepsi ortak bir yapisal 6zelligi paylasmaktadirlar ve sp’
hibritlesmis karbona dayal1 iskeletlerinden dolayi rijit bir yapiya sahiptirler. Konjuge
yapinin kullanilmasi polimer zincirlerinin uzatilmis m-sistemlerine sahip olmasini
saglar. Bu Ozelliklerinden dolay1 iletken polimerler diger polimerlerden
ayrilmaktadir. En diisiik enejili molekiiler orbital gosterimi m-sistem modeli
tarafindan gosterildigi gibidir ve © sistem modeli sekilde gosterildigi gibi bir miktar

Tvern seviyelerinden olusan bu aglar tarafindan iiretilir (Sekil 2.2).

N N

n

Sekil 2.2. n-sistem modeli

Bununla birlikte, konjuge organik molekiillerle iliskilendirilen kesikli ve
devamsiz orbitallerin aksine, polimerlerin MO’lerinin enerjileri enerjice o kadar
yakindir ki ayirt edilemezler. Esasen, uzun zincirler i¢in orbital yarilmasi o kadar
kiictiktlir ki band olusumu MO diyagram tarafindan gosterildigi gibi olusur (Sekil
2.3).
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Sekil 2.3. Molekiiler orbital (MO) diyagrami

Herhangi bir maddenin elektriksel 6zelligi, maddelerin elektronik yapisina
baglidir. iletken polimerlerin molekiiler orbitallerinin iist iiste ¢akismasiyla bandlar
olusturmasi 6n kabulii, elektronik 6zelliklerinin band teorisi tarafindan agiklanabilme
varsayimina yol agmaktadir. Bu tarz bir yaklagim ile bandlar ve onlarin elektronik
populasyonlar1 bir maddenin iletkenligi konusunda ana belirleyicilerdir. Maddeler
iletkenliklerine gore ii¢ ayr1 gruba ayrilirlar. Bunlar; metaller, yariletkenler ve
yalitkanlardir (Sekil 2.4). Metaller kismen dolu bandlara sahip maddelerdir ve bu
ozellik bu grubun iletkenlik dogasina yol gosterir. Yart iletkenlerde, dolu (Valens
bandlar ) ve dolmamis (iletkenlik bandlar1) bandlar bir dizi yasaklanmis enerjiler
(band boslugu olarak bilinir) tarafindan ayirilir. Yalitkanlar yariiletkenlere benzer
bir band yapisina sahiptirler. Ancak band bosluklar1 yari iletkenlere benzemez.

Yalitkanlarin band boslugu digerlerine kiyasla daha biiyiiktiir.
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iletme bandx

(bos)

Enerji

i Band boshugu |——

Metal Yar iletken Yahtkan

Sekil 2.4. iletkenlik acisindan ii¢ tip maddenin enerji seviyesi diyagramlar

Iletken polimerler dogal halde yalitkan, en iyi ihtimalle, zayif yari iletkendirler.
Bu yiizden, valens ve iletkenlik bandlar1 arasindaki enerji ayirimindan dolayi, 1s1
enerjisi tek basina band boslugunda elektronlarin karsidan karsiya ge¢mesi igin
uyarmakta yetersiz kalir. Bu polimerlerin iletken 6zelliklerini aciklamak i¢in kati hal
fizigi ve band teorisindeki gibi cesitli fikirlerden yararlanilmaktadir. Elektriksel
iletkenlik olusturmak icin bir elektron bos bir yere (bir bosluga) hareket eder ve
boslugu doldurur. Bandlar tamamen dolu veya bosken iletme olusmaz. Metaller
doldurulmamis bandlara sahip olmasindan dolay1 yiiksek derecede iletkendir. Yari
iletkenlerdeki band boslugu, Valens banttan iletkenlik bandina elektronlarin 1sisal
olarak wuyarilmasinin yeterli olabilecegi kadar kiiciiktiir. Bununla birlikte,
yalitkanlardaki band boslugu, band boslugundan bir elektronunun karsidan karsiya

gecmeye 1sisal olarak uyarmak i¢in daha biiytiktiir.
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2.2.3 Tletken Polimerlerde Elektriksel Tletkenlik ve Doplama Prosesi

Iletken polimerlerde elektrigi iletme olayr sdyledir; bir elektron bir konjuge
polimere ait Valens bandinin zirvesinden uzaklastiginda bir bosluk olusur (veya
radikal katyon ) ki bu durum, klasik band teorisinden bilindigi gibi tamamen
delokalize halde degildir. Yalnizca birkag monomerik {inite iizerinde kismi bir
delokalizasyon gerceklesir ki bu da {niteler ilizerinde uzanmasiyla yapisal olarak
onlarin bozunmasina neden olur. Uzatilmis (extended) m-sistemlerinin yaygin yapisi
elektronlarin polimer i¢cinden uzaklagmasina veya polimer i¢ine sokulmasina izin
verir. “Doplama” sozciigii sirasiyla iletken polimerlerin indirgenme ve yiikseltgenme
hallerini tanimlamak i¢in kullanilan n-doplama ve p-doplama ile birlikte yariiletken
fiziginden almmustir. Yari iletkenlerde doplama islemi, iletken polimerlerin
doplanmasina (genellikle %20-%40 ) kiyasla %1 seviyelerinde ger¢ceklesen bir islem
olarak oldukea farklidir. Bu bilgilerin esliginde, notral yani doplanmamis bir iletken
polimerin bir iletken haline doplamayla doniligmesi yillardir gizemini korumustur.
EPR( Elektron paramanyetik rezonans) arastirmalarindan elde edilen bilgiler 1s181nda
hem noétral hemde agirliklt doplanmis iletken polimerler net spine sahip olmadiklari
goriilmektedir. Iletkenlik deneylerinde goriildiigii iizere spinsiz agirlikli doplanmus
formun iletken polimeri daha iletken hale getirdigini sdyleyebiliriz. Esasen bu tarzda
bir davranis beklenmedik bir sekilde spinli yiik tasiyicilar etrafinda odaklanan basit

band teorisinden farkli olduguna isaret etmektedir.

Notral ve doplanmis halleri hesaba katildiginda Poliasetilen 6zel bir iletken
polimer olarak karsimiza ¢ikar. Iki nétral formun karsilastiriimasi onlarin yapisal
olarak benzer olduklarim1 ortaya koyar. Bu yilizden temel durumlar1 enerji olarak
bozunur (Sekil 2.5). Bir zincir lizerinde iki ardisik yiikseltgenme radikal katyonu
vermesi bu radikallerin eslesmesi iizerine, pozitif ‘solitonlar’ diye isimlendirilen

bagli olmayan (non-associated) ytiikler olusur.

Sema 2.1’de goriildiigii gibi diger PA’nin hari¢ iletken polimerlerin temel
durumlar1 bozulmamistir (iki ekuvalent rezonans formuna sahip degiller) ve bundan
dolayidir ki soliton olusumuna delil olarak gosterilmemistir. Bu hallerde iletken

polimerin yiikseltgenmesi, elektron uzaklastigindan orbitalin kararsiz hale
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gelmesinden (enerjinin yiikselmesi) kaynaklandigina inanilir. Bu durumda, orbitalin

enejisi artar ve band boslugunun enerji bolgesinde bulunabilir (Sekil 2.6).

Baslangicta her seviyede sadece bir elektron uzaklasir ve bir radikal katyonu
olusur ve bu polaron olarak adlandirilir (Sekil 2.6b). Bu sebepten dolay1
yiikseltgenme ile bu ortaklanmamis elektronlar bir bipolaran diye adlandirilan
dikatyonik tiirler vermek iizere uzaklasir (Sekil 2.6¢). Yiiksek dopant
konsantrasyonlar1 bipolaron bakimindan zengin bir madde olusturur ve sonunda
bipolaron seviyelerinin band olusumuna yol agar. Boyle bir teoriksel islem,
dolayistyla, artan doplamayla nétral polimerin polaronik forma daha sonra da spinsiz
bipolaronik duruma gegcisi ile iletken polimerlerin EPR sinyallerinin goriiniip sonra

da kaybolmasini agiklar.

|
M W\//\//\/ Polaron

|
N /\\/\\A//\//\/ Soona

Tletleentil
| | | | | | bandi
— S — —
" = | Valens Band
Nétral zincir Polaron Solitonlar Soliton Band

Sekil 2.5. iletken polimer olan poliasetilenin nétr ve doplanmus formlari
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Poliasetilendeki bagimsiz yiiklerin tersine, bipolaron iinite saglam kalir ve tiim
polimer zinciri boyunca ¢ogalir. PTh’nin bu durumu Sema 2.2a’da 6rnek olarak
verilmigtir. Substitue olmamig PTh’nin durumunda, bipolaronik iinitenin alt1 ila sekiz
halka {izerinden yayildigina inanilir. Bu “bipolaron uzunlugu” polimer iskeleti ve
substituent tipleri farkli oldugunda farkli degerlere sahip olur [58]. Ayrica, PPy’nin

polaron ve bipolaron {initesi Sema 2.2b’de gdsterilmistir.

[a] [b]

Bipolaron :‘

Bandlar

Polaron
Seviyeleri

S ae I

N('étr Az Doplanmis e GOK Doplanmus
Polimer Polimer Polimer

Sekil.2.6. a) Notr polimer b) Az doplanmis polimer ve ¢) Cok doplanmis polimerin
bant yapilari
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2.2.4. Iletken Polimerlerin Sentezi

Iletken polimerler farkli teknikler kullanilarak —sentezlenebilmektedir.
Teknikler genel olarak polimerde olusacak monomerden gelecek aromatik yap1 ya da
coklu konjuge bag yapisinin korunmasidir. iletken polimerlerde ise esas olan =

elektronlarin dagilimidir.

Piroliz tekniginde polimerde bulunan halojen, oksijen ve azot gibi
heteroatomlar 1s1 etkisi ile uzaklastirilarak aromatik yapili uzun polimerler elde
edilmis olur (Grossie et al. 1958). Bu teknik sayesinde, serbest radikal olusumu, yiik

tastyicilarinin hareketliligi ile sayis1 artmaktadir.

Anyonik ya da katyonik yapilar olusturmak i¢in serbest radikaller elektron

alic1 veya verici gorevini iistlenirler.

Katalitik Polimerizasyon 1977 yilinda poliasetilenin iiretiminde Ziegler-Natta
katalizorleri kullanilarak yapilmistir (Shirakawa 1977). Bu katalizorler periyodik
cetvelde I ve III. siradaki metallerin organometalik bilesikleri ve IV ile VIII. siradaki
gecis metallerinin birlikte kullanildigr sistemlerdir. Burada geg¢is metali bilesikleri
katalizor olarak, organometalik bilesikler ise kokatalizor olarak ifade edilir. Ziegler-
Natta katalizorii polimerizasyonu baslatir ve tekrarlanan monomerlerin ayni

konfiigiirasyonda kalmasin1 saglar.

Gaz faz1 yontemi tekniginde bir yiikseltgen madde karisimi ve yalitkan bir
polimer matriksine belli sicaklikta maruz birakilan monomer, buhar fazinda
polimerlestirilerek ~ ¢oktliriilmektedir.  Bu  sekilde, iletken  polimerlere
ulasilabilmektedir. Aymi sekilde kompozitlerde hazirlanabilmektedir (Ojio and
Miyata 1986).

Iki fazli sistemde tuz ve asit ¢ozeltisinden olusan polar bir faz ile monomer ve
apolar organik bir ¢dziiciiniin karistirilmasi sonucunda apolar bir faz olusur. iki faz
arasinda olusan ara yiizeylerde iletken polimer sentezlenmektedir (Genies et al.

1990).

Emiilsiyon Polimerlesmesinde monomer, apolar veya zayif polar bir ¢oziicii ve

asidik bir tuz, emiilsiyon olusturan dodesilbenzensiilfonik asit gibi yiizey aktif madde
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ile eszamanli olarak karistirilmakta, belli sicaklik ve siire sonunda viskoz bir
emiilsiyon olusmaktadir. Olusan bu emiilsiyonda ¢oktiiriilerek saflastirilmakta ve

iletken polimer elde edilmektedir (Osterhalm et al. 1994).

Kimyasal polimerizasyon tekniginde yiikseltgeyicinin stokiyometrik bir miktar1
polimer olusturmak i¢in kullanilir. Sentezlenen polimer doplanmis veya iletken
haldedir [59]. Bu metotda, genellikle FeCl; kimyasal bir yiikseltgeyici olarak
kullanilir [60-61]. Elde edilen bir monomerin nétral hale indirgenmesi amonyum

hidroksit veya hidrazin gibi kuvvetli bazlarin eklenmesiyle basarilir [62].

Iletken polimerler elektrokimyasal yontem sayesinde de elde edilebilirler [63].
Kimyasal polimerizasyona kiyasla genelde elektrokimyasal polimerizasyon tercih
edilmektedir. Bunun en ideal sebeplerinden biriyse elektrokimyasal yontemler film
kalinlig1 ve morfolojisi {izerine iyi bir kontrol saglar. Ayrica, kimyasal oksidasyon

yontemi ile kiyaslandiginda saf (pure) polimerlerin hazirlanmasina sebebiyet verir.

2.2.5 Elektrokimyasal Polimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyon i¢in iki veya ii¢ elektrotlu elektroliz hiicresi
kullanilmaktadir. Karsit, calisma ve referans eclektrotlardan olusan ti¢ elektrotlu
hiicrede monomer destek elektrolit ve uygun c¢oziicii ile elektrot yiizeyinde
polimerlesmektedir. Bu tip polimerizasyonda baslama basamagi direkt veya dolayl
olarak gergeklesmektedir. Elektrokimyasal polimerizasyonu baglatacak olan aktifler
elektrot yiizeyindeki reaksiyonlar sonucunda olusur. Elektropolimerizasyonda,
monomerin ylikseltgenme veya indirgenme gerilim degerinde, c¢oziicii-destek
elektrolit tepkimeye katilmamasi gerekir. Destek elektroliti segilirken yiikseltgenme
potansiyeli  onem  arzetmektedir. = Anyonlarmn  yiikseltgenme  potansiyeli,
polimerizasyonda kullanilan monomerlerin ylikseltgenme potansiyelinden biiytik
olmas1 gerekir. Ciinkii ylikseltgenme potansiyeli monomerinkiyle esit veya diisiik

olursa elektrolit anyonlar1 reaksiyona girer ve dolayisiyla elde edilen iiriin, degisir.

Asetonitril ve propilenkarbonat susuz ortamda gergeklestirilen elektrokimyasal

proseslerde en ¢ok tercih edilen ¢oziiciilerdir. Bunun sebebi, yiikseltgenme ve
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indirgenme olaylarina gosterdikleri diren¢ ile dielektrik sabitlerinin yiiksek

olmasidir.

Elektrosentezde c¢oziicii, monomer konsantrasyonu, elektrolit tipi, sicaklik,
elektrot materyali ve uygulanan elektrik gibi bircok deneysel degiskenler vardir.
Coziicli, elektrolitik ortamin iyonik iletkenligini saglamak icin yeterli derecede
yiiksek dielektrik sabiti ve gerekli bir potansiyel araliga sahip olmalidir. Elektrolit ve
¢Oziiciiniin ntkleofilisitelerinin derecesi ¢ok o©nemlidir. Ciinkii polimerizasyon
reaksiyonu radikal katyonunun varligindan dolay:1 elektrot yilizeyinin bolgesinde
ortamin niikleofilisitesine hassastir. Monomer konsantrasyonu, radikal katyonlarinin
veya ortamda niikleofiller ile yiikseltgenmis polimerin yarigmali reaksiyonlarindan
kaginmak i¢in genellikle yiiksek olur (0.1M veya daha fazla ). Fakat bu parametreler
cogunlukla monomerin yiikseltgenme potansiyeline baglidir. Monomerin ¢ok kolay
yiikseltgendigi zaman parazit reaksiyonlarin rekabeti diiser ve bu yiizden monomerin

milimolar konsantrasyonu bile verimli bir elektropolimerizasyon i¢in kullanilabilir.

Calisma elektrot materyali se¢imi ¢ok Onemlidir. Calisma elektrot materyali
monomerin yiiksetgendigi akimda yiikseltgenmemesi gerekir. Bu kosullar saglayan,
anotlar camsi karbon, altin, ITO (indiyum kalay oksit), kalay ve platin gibi inert
iletken materyallerden yararlanilir [64]. Calisma elektrot katot, karsit elektrot anot
olarak gorev yaptiginda ise elektrokimyasal indirgenme; ¢alisma elektrot anot, karsit

elektrot katot calistirildiginda ise elektrokimyasal yiikseltgenme s6z konusudur.

2.2.6. Elektrokimyasal Polimerizasyon Mekanizmasi

Heteroaromatik monomerlerin elektrokimyasal polimerizasyonunda, aromatik
bilesenlerin baglanmasindakine benzeyen bir tiir anodik baglanma mekanizmasi
onerilmektedir [65-67]. 1lk yiikseltgenme basamaginda monomerin bir radikalik
katyonu olusur. Ikinci yiikseltgenme basamaginda ise iki radikalik katyonun bir
dimer katyonu iiretmek i¢in baglanmasini igerir. Daha sonra rearomatizasyon ve iki
protonunu kaybedilmesinden sonra bir dimer olusur (Sema 2.3). Uygulanan
potansiyel ile, monomerden daha kolay yiikseltgenen dimer, radikal katyon formunda

olusur ve baska bir monomerik radikal ile tepkimeye girerek baglanir. Sonra,
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oligomerler olusur ve bu oligomerler biiyiiyerek polimer halinde elektrot yiizeyinde
coker. Olusan polimer elektrolitik ortamda ¢dziinemez. Baglanma genellikle hizli
proton c¢ikigini takiben radikal katyonlar1 arasinda ikinci siradakinde olusur.
Oligomer uzunlugu artisiyla baglanma hiz1 diiser ve oligomer uzunlugunun tersine

lineer olarak aktivasyon enerjisi artar [68].
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Sema 2.3 Iletken polimerin elektrokimyasal olarak sentez mekanizmasi
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2.2.7 Elektrokimyasal Polimerizasyonun Avantajlar

Elektropolimerizasyonun oda sicakliginda gergeklestirilebilmesi, elektrot
yilizeyinde homojen filmlerin elde edilebilmesi, dopant katilimi ve film olusumunun
es zamanhi olarak gerceklesebilmesi, doping olayinda istenilen iyonlari
kullanilabilmesi elektrokimyasal polimerizasyonun avantajlarindandir.  Iletken
polimerlerin endiistrideki sentezi, yiiksek verim ve diisiik maliyet nedeniyle kimyasal
yontemle yapilir, fakat olusan iiriin birtakim safsizliklar igerir. Oysa elektrokimyasal
sentezde, elde edilen {iiriin safsizlik icermemektedir.  Elektropolimerizasyonla
sentezlenen polimer, monomer, katalizér ve ¢oziiciiden ayrilma gibi bir islem
gerektirmez. Potansiyelin yada akimin degeri ile film kalinliginin kontrol edilebilir
olmasi, polimerizasyonun baglama ve bitis basamaklarinin kontrol edilebilirligi,
istenilen stokiyometride polimer sentezlenebilirligi, bu ydntemin tercih edilmesine
sebep olmustur. Elektrokimyasal metotda uygulanan potansiyeli kontrol altina alarak
istenilen karakterde kopolimer ve as1 kopolimerleri elde edebilmekteyiz.
Sentezlenen iletken polimerler ¢dziinmediginden dolayr NMR’1 alinmamaktadir.
Coziinmeyen iletken polimerlerin, SEM, AFM, ATR-FTIR, TGA, DSC, Four-Probe
Iletkenlik o6l¢iimii, Temas acist Olciimii gibi ydntemlerle karakterizasyonu

yapilabilmektedir.
Elektrokimyasal Polimerizasyon
* Dontistimlii Voltametri (CV)
* Elektroliz

olmak tizere iki sekilde gerceklestirilebilmektedir.
2.2.8 Doniisiimlii Voltametri (CV)

Doniistimlii Voltametri, elektroaktif tiirlerin elektrokimyasal davranisin1 incelemek
icin kullanilir. Bu yontemde potansiyel lineer olarak polimer olugumu i¢in istenilen
uygun bir degere kadar taranir ve sonra baglangi¢ degerine geri doniiliir. Sekil 2.7 de
goriildiigli lizere calisma elektroduna bir doniisiimlii tiggensel dalga olarak voltaj
uygulanir ve sonra akim tepkisi bir kayit edici tarafindan uygulanan potansiyelin bir

fonksiyonu olarak grafige dokiiliir (Sekil 2.8).
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Zamaln —se

Sekil 2.7. Ucgen dalga fonksiyonu

Bir maddenin doniisiimlii voltametrisinin grafigi yliksek derecede elektron
transferinin bagil oranlarina, kiitle nakline ve elektrotta olusan kimyasal reaksiyona
bagimhdir. Iletken polimerin  sentezi  doniisiimlii  voltametriyle agik¢a
gbzlemlenebilir. Elektrot lizerine kaplanan polimer elektrot yiizey alaninin artmasina
neden olur ve iletken oldugu ig¢in, pik yliksekligi devamli olarak tekrar eden
taramalar ile artmaya devam eder. Kisaca, doniisimlii voltametri bir materyalin
elektroaktivitesinin, redoks potansiyelinin, elektrokimyasal reaksiyon

mekanizmasinin anlagilmasini saglar.
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Sekil 2.8. Doniistimli voltametri grafigi

2.2.9 Elektroliz

Elektrokimyasal polimerizasyon yontemlerinden biri olan elektroliz,

Galvanostatik ve Potansiyostatik olmak iizere iki sekilde gerceklestirilebilir.
2.2.9.1 Galvanostatik (Sabit Akim Elektrolizi)

Galvanostatik veya kontrollii akim elektrolizinde iki elektrot iceren bir
elektroliz hiicresinden olusan sistem kullanilir. Anot ve katot olmak tizere iki elektrot
arasindaki akim degeri sabit tutulurken calisma elektrodun potansiyeli kontrol
edilemez. Bu tarz bir deneyde, anot ve katot arasinda belirli bir biiyiikliikte direkt bir
akim, istenilen zaman boyunca gegirilir. Hiicre (rezistans olarak) ile beraber sira
halinde degisken bir voltaj veya belirli bir voltaj kaynagi veya degisebilir bir
rezistansla akim kaynaklar1 kullanilarak yapilabilir. Sabit akim elektrolizinin
seciciliginin olmamayis1t gibi bazi dezavantajlar1 vardir. Potansiyel degisken bir
parametre oldugu i¢in tiim redoks islemleri gerceklesebilir. Monomere ek olarak
sistemde bulunan tiirlerin reaksiyona girmeleri engellenemediginden baglatma ve

cogalma adimlarinda bazi karigikliklar meydana gelebilir.
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2.2.9.2 Potansiyostatik (Sabit Potansiyel Elektrolizi)

Potansiyostatik elektrolizinde elektroliz hiicresi ise calisma, karsi ve referans
olmak {iizere Ui¢ elektrotludur. Referans elektrot ve calisma elektrotlari arasindaki
voltaj polimerizasyon potansiyeli diye adlandirilir. Istenilen iiriinii elde etmek igin
¢oziicli, destek elektrolit gibi polimerizasyonda gorev alan elektroaktif tiirlerin islem
sirasinda yiikseltgenme ya da indirgenmeye katilmamasi gereklidir. Aslinda
istenilen monomerdeki degisimdir. Bu islem ise Referans elektroda (RE) gore,
calisma elektrodunun (WE) potansiyeli arzu edilen bir degere ayarlanmasi ve
potansiyostat tarafindan sabit alinirken akimin siirekli degismesiyle yapilmaktadir.
Bu sekilde sadece monomerde yiikseltgenme ve indirgenme olayi ile istenilen iirline

ulasilmaktadir.

2.3 Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

2.3.1 Enzimlerin Yapisi ve Faaliyeti

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek
ilimli kosullarda gerceklesmesini saglayan biyolojik katalizorler olarak ya da
katalitik aktivite gdsteren proteinler olarak da tanimlayabiliriz. Biyolojik olan her
doniigiim bir enzim tarafindan katalizlenir. Genis kullanim alanli, 6zgiil ve oldukca
etkin biyokatalizor olup, kimyasal katalizrlere kiyasla ¢cok daha hizli tepkime
verirler. Yeterli kosullarin saglanmasi durumunda faaliyet gosterebiliyor olmalari,
enzimlerden dogal ortamlarimin digindaki bir ¢ok alanda faydalanabilme imkanini
saglamaktadir. Bu sebepten Otiirii enzimoloji enzimlere iliskin tim nitelik ve
Ozellikleri bir biitiin olarak inceleyen bilim dali olarak ortaya c¢ikmistir. Basta
biyokimya ve molekiiler biyoloji olmak {iizere fizikokimya, bakteriyoloji,
mikrobiyoloji, genetik, botanik, tarim, farmakoloji, toksikoloji, patoloji, fizyoloji, tip,
mithendislik ve biyoteknoloji gibi bilim dallan ile gesitli endiistriyel alanlar igin

bliyiik 6nem tasimaktadir.

Genler tarafindan tim enzim proteinleri sifrelenir. Bundan dolay1 amino asit

dizilimi kendine 6zgiidiir. Enzimlerin bazilari, 6rnegin pepsin ve iireaz gibi yalniz
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proteinden olusmustur, fakat cogunlugu iki farkli kisimdan meydana gelmistir.

Bunlar;

e Enzimin hangi maddeye etki edecegini saptayan protein kismi (enzimin
apoenzim kismi),

¢ Organik ya da inorganik, ¢ok defa fosfattan meydana gelmis, protein kismina
gore ¢ok daha kiigiik molekiillii bir kisim olan koenzim kismidir. Enzimde islev

goren kisim bu kisimdir.

Koenzim kismi metal iyonundan olusuyorsa (Ca™, K™ Mg", Zn"") buna
"kofaktor" denir. Enzimin etkinlik gostermesi igin gerekli duydugu organik
molekiillere "koenzim" denir. Bazi sartlarda koenzim kismi apoenzim kismina

kuvvetlice (kovalent) baglanmustir.

Substrat ile enzimin apoenzim kismiyla arasinda bir iligki vardir. Enzimler
substrata baglanarak katalizledikleri tepkimenin aktivasyon enerjisini diisliriir ve
hizin1 arttirir. Bu esnada ES (enzim-substrat) kompleksi olusur. ES kompleksindeki
baglar zayif Vander Walls ya da hidrojen baglari olur. Bundan dolayr kompleks
kararli degildir. Substratin, enzimin “aktif kisim” denilen 6zgiil bir kesimine

baglanmasi iliskisine Anahtar-Kilit modeli ad1 verilir (Telefoncu, 1997).

E S ES
— ] 1]
—+ —
L] - 1

Sekil 2.9 Anahtar-Kilit Modeli.
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2.3.2 Enzimlerin Adlandirilmasi ve Simiflandirilmasi

Uluslararast Enzim Komisyonu’nun ¢alismalar1 dogrultusunda adlandirmada 3

temel kosul goz Oniine alinmistir;

1. Tek bir reaksiyonu katalizleyen enzimler i¢in isimlerinin sonuna—az
son eki alirlar.

2. Katalizledikleri  reaksiyona goére enzimler, adlandirilir ve
smiflandirilir. Dikkate alinan enzimin katalizledigi reaksiyondur. Ara iiriinler,
kofaktdr ya da prostetik gruplar isme dahil edilmez. Bu nedenle bir enzim
katalizledigi reaksiyon tam anlamiyla tamamlanana kadar sistematik olarak
isimlendirilemez.

3. Reaksiyonun geri doniislii oldugu deneysel olarak gosterilmis olsa bile
yapilan bir adlandirma, biitiin enzim siniflarinda reaksiyonun sadece dikkate
alinan yoniinii ifade eder. Buna karsilik enzimlerin Onerilen isimleri genelde

ilgili reaksiyonlarin canli ortamdaki yonlerini g6z 6niine almaktadir.

Enzimlerin katalizledigi 6 temel reaksiyon sinifi vardir (Tablo 2.1) (Telefoncu,

1997).

Tablo 2.1. Enzim Siniflari.

REAKSIYON TURU ENZIM iSMi
Yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlari Oksidorediiktazlar
Fonksiyonel gruplarin transferi Transferazlar
Hidroliz reaksiyonlar1 Hidrolazlar
Cift baglara ekleme Liyazlar
[zomerizasyon reaksiyonlari [zomerazlar
ATP boliinmesiyle bag olusumu Ligazlar
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2.4 BIYOSENSORLER

Spesifik kimyasal tiirlerin gézlenmesi, miktarinin belirlenmesi ve deteksiyonu
icin analitiksel araglarin kullanim1 ve gelistirilmesindeki ilgiler biyosensorlerin
ortaya ¢ikmasina yol agmustir. Biyosensor, bir transduser ile birlesmis yada ¢ok
yakin baglantili bir biyolojik algilama elemanina sahip bir aragtir. Amaci spesifik bir
veya bir grup kimyasalin konsantrasyonuyla orantili olarak stirekli bir dijital
elektronik sinyali iiretmektir. Genel olarak bir biyosensoriin ana elemanlar1 Sekil
3.1’de verilmistir. Biyosensorii olusturan ana elamanlarin i¢cinde en 6nemlisi analite
kars1 hassas derece secimli ve tersinir etkilesmeye sahip biyoajanlardir. Biyoajanlari
iki temel gruba ayirabiliriz ki bunlar biyoafinite ve biyokatalitik ajanlardir.
Biyoafinite ajanlar1 mesela antikorlar, analitlerle kompleks olusturarak analitin
molekiiler tanimlanmasinda yararlanilir. Olusan bu kompleks, tabaka kalinligi,
kirilma indisi ve elektriksel yiik gibi fizikokimyasal parametrelerin degisimine neden
olur. Biyokatalitik ajanlar ise analitin molekiil yapisinda degisime neden olur ve bu
donlisim sonucunda ortamda artan veya azalan madde miktar1 takip edilerek
degerlendirilir. Enzimler, mikroorganizmalar, organlar, tiim hiicreler, bitki veya

hayvansal doku parcalar1 biyokatalitik ajan olarak kullanilmaktadir.

Biyosensoriin ikinci onemli elemani cevirici kismidir. Ceviriciler biyoajan-
analit etkilesimi sonucu olusan fizikokimyasal sinyallerin elektrik sinyallerine

dontstiiriildiigii biyosensor elemanlaridir.

SUBSTRAT

BiYOAKTiF MADDE VE POLIMER

DONUSTURUCU

. TEK iSLEMCI

TiPiK BiR BIiYOSENSORUN SEMATIK GOSTERIMI

Sekil 2.10 Tipik Bir Biyosensoriin Sematik Gosterimi.
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Biyosensor uygulamalar ilk olarak 1960’11 yillarda tip alaninda baslamis ve
giiniimiizde biyoteknolojinin ilerlemesiyle verdigi ivme birgok alanda kullanimi
giderek yayginlagsmistir. Glinlimiizde biyosensorler klinik, teshis, tibbi uygulamalar,
proses kontrol, biyoreaktorler, ilag sanayi, madencilik, savunma sanayi, aritim ve
kontrol teknolojileri gibi bir¢ok alanda ¢ok yaygin kullanilmakta ve bu konularda
yogun arastirmalar yapilmaktadir. Bilhassa son yillarda biyosensor terim ve
tanimlarinda 6nemli degisme ve genislemelere paralel olarak, algilama
mekanizmalar1 (gorme, isitme, koku alma, tat alma) ideal biyosensoér olarak
goriilmekte ve bu mekanizmalarin yapay olarak iiretilmesi ¢aligmalar1 hizla devam

etmektedir.

Biyosensor satigslarinda meydana gelen bu hizli talepler, bu alanda faaliyet
gosteren tiretici firma sayilarimi arttirdigi gibi, firmalarin biyosensorlerle ilgili
arastirma ve gelistirme faaliyetlerini de etkilemis ve son yillarda firmalar tarafindan
patentlenmis ¢aligmalarin sayisinda dev atilimlar meydana getirmistir. Hem
akademik hem de endiistri bazinda biyosensdr ¢aligmalar artan bir hizda ilerlemeye

devam etmektedir.

Elektroanalitik kimyasal teknikler, c¢evre koruma ve kirlenmenin siirekli
izlenmesi ac¢isindan giderek Onem kazanmaya devam etmektedir. Bilhassa
elektrokimyasal sensoér ve dedektorler, Oncelikli kirleticilerin yerinde izlenmesi
calismalarinda 6nemli rol oynayan elektroaktif tiirlere karsi istenilen kivamda hizli,

hassas, tasinabilir ve ucuz sistemlerdir.

Gilinlimiizde bile halen, pH ve oksijen elektrotlar1 gibi elektrokimyasal
cihazlarin ¢evre analizlerinde kullanildigi bilinmektedir. Elektrokimyasal sensor
teknolojilerindeki hizli ilerlemeler organik ve anorganik Kkirleticilerin sensorler
yardimi ile yerinde, hizli ve hassas bir sekilde Ol¢iimiine izin vermektedir. Bu

sensorlerden birisi bir biyoajan kullanan biyosensorlerdir.

Biyosensorlerin ¢esitli ortamlarda (toprak, hava, aritma tesisi) kirleticilerin
konsantrasyonlarint 6lgme ve izleme potansiyelinin yaninda, bu tekniklerin
konvansiyonel analiz metotlarina gore daha ucuz olmasi ve ortamda kirleticinin
davranmisinin siirekli izlenebilmesi gibi ¢ok onemli avantajlar1 vardir. Kirleticilerin

aninda analiz edilebilmesi, Ozellikle aritma reaktorlerinin otomatik kontroliinde
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rahatlikla kullanilabilir veya ortamdaki kirleticinin siirekli izlenmesi ile gerekli

Onlemlerin alinabilmesine izin verir.

Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Birliginde de giderek artan gevresel
sinirlamalar hava, toprak ve Ozellikle sulardaki kirleticilerin glivenilir ve hizlh
analizlenmesini zorunlu hale getirmistir. Geleneksel analiz metotlar1 olduk¢a pahals,
uzun zaman alan ve uzmanlik gerektiren tekniklerdir. Buna karsin biyosensorler
diisiik maliyetli ve taginabilir olduklarindan yerinde analiz imkani saglayan, hassas

ve giivenilir biyoanalitik sistemlerdir.

2.4.1 Biyosensorlerin Calisma Prensibi

Enzimin, elektrokimyasal sensor ylizeyinde ince bir tabakaya immobilize
edilmesiyle enzim elektrotu elde edilir. Elde edilen elektrot, algilamas1 uygulanacak
ornegin renk ve bulanikligindan etkilenmeden yani 6rnegi bir 6n aritimdan
gecirmeden calistirilmali ve kesin sonucglar vermelidir. Enzim tabakasina difiize edip
tilkketilen substrat ya da bu tabakada olusan {iriin elektrokimyasal olarak izlenebilir.
Izleme amperometrik ve potansiyometrik olmak iizere iki yolla olabilir.
Elektrokimyasal sinyal ile substrat konsantrasyonlari arasinda bir korrelasyon

kurulur.

Bir enzim elektrotunun substrata karsi cevabi, hem elektrokimyasal sinyalin
zamana karst degisim hizinm1 veren kinetik dlgiimle, hem de kararli hal metodu ile

milivolt ya da mikroamper olarak, belirlenebilir.

2.4.2 Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal sensor seciminde analizi istenen substratin yapist (redoks ya
da iyon tipleri), yapilan sensoriin sekli (mikroelektrotlar), sensor segiciligi,
hassasiyeti ve 6l¢iim hizi, sensoriin dogrulugu ve stabilitesi dikkat edilmesi gereken
en Onemli hususlar olarak siralanabilir. Cogunlukla kullanilan sensorler,
potansiyometrik ve amperometrik yontemlerde calisan sensorlerdir. Potansiyometrik

enzim elektrotlarina gore amperometrik enzim elektrotlar1 daha biiyiik Michaelis-
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Menten sabitine (Ky,) ve genisletilmis bir lineer sinyal araligina sahiptir (Telefoncu,

1997).
2.4.2.1 Potansiyometrik Sensorler

Potansiyometrik sensor tipinde membran (cam, kati, siv1), se¢ici olarak yiikli
tanecigi membran fazin igine alir. I¢ kistmdaki dolgu ¢ozeltisi ve drnek ¢ozelti
arasinda potansiyel fark olusturur. Olusan potansiyel farki analit konsantrasyonunun

logaritmasi ile orantilidir.

Potansiyometrik iyon secici elektrotlar arasinda gaz proplari daha kullanigh
olamdir. Iyon segici elektrotun gaz secici membranla yer degistirmesiyle gaz proplari
yapilir. En sik kullanilan gaz secici sensoOrler, amonyak ve karbondioksit

sensorleridir.

Tipik bir biyokatalitik potansiyometrik gaz probu Sekil 3.2°de
gosterilmektedir. Elektrot iic ana 0geden olusur ki bunlar; pH cami, referans
elektrotlar1 ve gaz secici membranidir. Karbondioksit sensorii i¢in cam elektrot ve
membran arasinda sodyum bikarbonat ¢dzeltisi, amonyak sensorii i¢in amonyum
klorit ¢ozeltisi ince bir tabaka halinde bulunur. Elektrot, analizi istenen ¢dzeltiye
daldirildiginda, enzimatik reaksiyon sonucu karbondioksit veya amonyak gazi iiretir.
Acgiga ¢ikan gaz, analizi yapilan ¢ozeltiden pH elektrotuna dogru difiize ederken,
Once gaz secici membrandan geger ve bu esnada i¢ dolgu ¢ozeltisine ulasarak burada
¢Oziiniir. Cozlinmeye bagl olarak ortamin pH’sinda degisim gergeklesir ve buna
bagli olarak sistemin potansiyometrik yanitt degisir. Potansiyometrik yanittaki
lineerlik, 10 uM - 0,1 M substrat konsantrasyon araliginda goézlenir (Telefoncu,

1997).

|

: Yar1 gecirgen membran
b: Cevrelenmis biyokatalist
¢: Hapsedilmis cam mebran

d: pH probu

Sekil 2.11 Potansiyometrik Gaz Probu.
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2.4.2.2 Amperometrik Sensorler

Amperometrik biyosensorler; sabit potansiyel uygulanarak siirekli akim
durumlarindaki degisimleri izlemek {iizere kurulmustur. Sistem, i¢ elektrottan
olusmaktadir. Bunlar; calisma, referans ve karsit elektrottur. Calisma elektrotu

immobilize biyoaktif tabaka icermektedir.
Amperometrik biyosensdriin yaniti;

a) Biyolojik ajan substrati iirline gevirir.
b) Gergeklesen reaksiyon transduser (gevirici) tarafindan belirlenir ve bir
elektrik sinyaline gevrilir.

c) Transduserden gelen veri biiyiitiiliir.

d) Islemci tarafindan islenir.
e) Gosterge tarafindan gosterime sunulur.
a b c d

Referans

Sekil 2.12 Amperometrik Biyosensor Sistemi.

Amperometrik biyosensorlerde istenen operasyon sartlarinda akimin enzim
kinetikleri veya elektrot kinetikleri yerine analitin kiitle transferi ile sinirlandirilmasi
istenmektedir. Amperometrik biyosensorlerde 1ii¢ farkli elektron transferi

gozlenmektedir.
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2.4.2.2.1 Birinci Kusak Biyosensor

Oksidorediiktaz ~ enzimler genelde amperometrik gli¢  ¢eviricilerde
birlestirilmektedirler. Elektrokimyasal amperometrik biyosensorlerin deteksiyonu,
enzimler tarafindan gerceklesen reaksiyonlar sonucu olusan iiriinlerin (hidrojen
peroksit, NADH, veya kofaktor yapisinin izlenmesi, oksijen) 0&l¢iimiine

dayanmaktadir.

Caligilacak olan Ornek ¢ozeltiyi gaz sizdiran membrandan ayiran clark
elektrotu iki elektrot sisteminden olusmaktadir. Bu membrandan oksijenin difiizyonu

0,7 V’ta platin katotta azalmaktadir.
O, +4H" +4e - 2H,0

Bu olay siirekli akimin devamli hale gelmesi ile sonuglanir ve oksijen basinci ile
dogru orantili, besin konsantrasyonu ile ters orantilidir. Enzimin seciciligi ve gaz

geciren membranin segiciligi ile engelleyen tiirlerin etkisi azalmaktadir.

H,0, fiireten oksidaz enzimi igeren biyokatmanin ¢alisan elektrot yiizeyine
immobilizasyonu olarak yapilir ve genellikle 0,7 V’da anot gibi ¢alisan Pt

elektrotudur.
H,0, > O, + 2H" +2¢”

Seliiloz asetat ince tabakasinin elektrotu sarmasiyla secicilik olusur. Bu ince
tabaka ca. 100D gibi molekiiler kesiciden olusur. Bdylece H,O, gibi kiiciik
molekiillerin gecisine kolaylik saglarken engelleyen tiirleri ise geri ¢evirmektedir.
Hidrojen peroksitin platin elektrotta yiiksek potansiyelde oksidasyonu esnasinda
askorbat, iirat, parasetamol gibi iirlinler okside olabilir. Bu tiirlerin elektrokimyasal
olarak engelleyici olmalarindan dolayr secici katmanin olmasi zorunlu hale

gelmektedir [74].

NADH Olgiimii, dehidrojenaz enzimleri igin kullamlmaktadir. NADH
oksidasyonu yiiksek potansiyel ¢alistiginda oksidasyon iirlinii polimerizasyonu ylizey

kirliligine yol agcmaktadir. NADH esasli biyosensdrlerin ana problemi ikincil {iriin
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olan NAD"y1 biyokatmana immobilize etmektir. Oysa NAD' biyosensériin

stabilitesi bozuldugu anda biyokatmandan kurtulmaktadir.
2.4.2.2.2 ikinci Kusak Biyosensor

Bu tip amperometrik biyosensdrler enzim redoks merkezi ile elektrot yiizeyi
arasinda transfer aract yani medyatorler kullanilmaktadir. Medyator, metallerin
inorganik veya organik kompleksleri, organik maddeler ve polimerler olabilirler.
Medyatdrler, enzim redoks merkezi veya enzimatik reaksiyon iiriinii ile reaksiyona
giren kiigiilk molekiillerdir ve yiikseltgenen veya indirgenen medyatorler diisiik

potansiyellerde elektrokimyasal redoks reaksiyonlara hizla girebilirler.

Medyatorler bazilart sunlardir; ferriciyanit, 1,4-benzokinon (1,4-BQ), 1,4-
fenilendiamin, ferrosen (Fc), tetrahiyafulvalen (TTF), tetrasiyanokinodimetan
(TNCQ), N-metilfenazinyum, Meldola mavisi, Metilen yesili, Metilen mavisi gibi
inorganik veya organik bilesiklerden olusan suda c¢oziinebilirler. Coziilebilir

medyatdrlerin enzim biyokatmanindan sizmasi gibi problemleri mevcuttur.
2.4.2.2.3 Uciincii Kusak Biyosensor

Elektrot ylizeyi ile enzimin aktif merkezi arasindaki elektron transferi direkt
olarak meydana gelmektedir. Bu tip davranisi gosteren enzimler elektron transferini
giiclestiren daha dogrusu engelleyen protein kabuktan olustugundan, sayica birkag
enzim mevcuttur. Bu enzimler arasinda horseradish peroxidase elektronlar1 direkt
transfer edebilir, c¢linkii bunun redoks merkezi protein kabugunun disinda
kalmaktadir. Akim egimleri enzimlerin elektrot ve redoks merkezi arasindaki

yakinliktan olusan molekiil bigimiyle baglantilidir.
Bu tip biyosensor ¢esidinde;
[=nxFxDxV, (2,1)

esitligi ile elektrot yiizeyinde meydana gelen reaksiyonun hizi hesaplanabilmektedir.

Ciinkii ortamdaki akim degisikligi, elektrot yiizeyinde transfer olan elektron sayisi,
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Faraday sabiti ve elektrot yiizey alani deneysel ¢aligmalar sonucunda belirlenebilen

parametrelerdir.

[I=Akim ( amper)

n=Elektrot ylizeyinde transfer olan elektron sayisi
D=Elektrot yiizey alan1 (mm )

V , = Reaksiyon hizi

F= Faraday sabiti (C / mol)

Faraday sabiti fizik ve kimyada, bir mol elektronun sahip oldugu elektrik yiikii
olarak tanimlanir. Bu ad, Ingiliz bilim insan1 Michael Faraday’in adma ithafen
verilmistir. Elektrolitik sistemlerde, elektrot yiizeyinde toplanan kimyasal madde

miktarini hesaplamada kullanilir.

seklindeki esitlikle ifade edilebilir. Bu esitlikte Ny Avogadro sayisi (yaklasik 6.02 x
10” mol™") ve q da, bir elektronun yiikiiniin bityiikliigiidiir (elektron basma yaklasik
1.602 x 10" Coulomb).
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Birinci kusak biyosensor | | ikinci kusak biyosensor

| Ugiincii kusak biyosensor |

Sema 2.4 Birinci, ikinci ve tiglincii kusak biyosensorler

2.4.3 Enzim Immobilizasyonu ve Yéntemleri

Enzimlerin kullanilmasi sirasinda stabil olmamalari, tekrar kullanilamamalari
gibi problemler oldugundan, kullanilmalariyla ilgili kisitlamalar meydana gelmistir.
Bu sorunlar1 azaltmak amaciyla enzimler kat1 desteklere fiziksel ve kimyasal olarak

immobilize edilmektedir (Taylor, 1991).

Enzimin elektrot yiizeyine yiliksek aktivite ile ince tabaka igerisine
yerlestirilmesi  fiziksel veya kimyasal yollarla  gerceklestirilir.  Kisaca
immobilizasyon, serbest haldeki enzimi elektrot yiizeyinde yar1 gegirgen bir
membran kullanarak tutmak suretiyle yapilir. Elde edilen prop’un c¢ogunlukla

stabilitesi azdir ve fazla miktarda enzime gereksinim duyar.

Serbest enzimleri immobilize ettigimizde, Ustlinliikleri siralayacak olursak,
reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme v.b.) ve
tirlinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir sorun ortaya ¢ikartmaz ve bdylelikle

uzun siire kullanilabilir, stirekli islemlere tabi tutulabilir. pH, sicaklik gibi ¢evre
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sartlarina karst daha dayaniklhidir, serbest enzime kiyasla daha kararhdir, Uriin
olusumu kontrol altinda tutulabilir, birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in
uygundur, serbest enzimden daha yiiksek bir aktiviteye sahip olabilir, enzimin kendi

kendini parcalamasi olasilig1 azalir.

Tablo 2.2 Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmasi

Enzim Immobilizasyon
Yéntemleri

Baglama Tutuklama
Capraz KEM]:H Tagyicrya Jelde Mikro Lipozom
Baglama .o Baglama Tutulama Kapsilleme Telenigi

rizasyom

Fiziksel Adsorpsiyon Frouk Selat Kovalent | | Biyospesific
Adsorbsiyon ve Capraz Baglama Baglama Baglama Baglama
Baglama -

Fiziksel ya da kimyasal olarak immobilize edilen enzimler, daha iyi bir stabilite
gosterir ve diger maddelerle etkilesimi daha azdir. Tercih edilen immobilizasyon

metotlar1 asagidaki gibidir.
2.4.3.1 Kovalent Baglanma

Enzimlerin elektrotlara kovalent olarak immobilize edilmesi genelde sulu
ortamda yapilir. Elektrotta ve enzimde bulunup, enzimin baglanmasini saglayan

fonksiyonel gruplar agagidaki Tablo 2.3’daki verilmistir.



35

Tablo 2.3 Enzimin Baglanmasini1 Saglayan Fonksiyonel Gruplar.

Reaktif Gruplar
Tasiyic1 Enzim
OH NH;
COOH NH;
NH, COOH, NH,
CH,COOH CH,CON;
CHO NH;

Enzimin elektroda kovalent baglanmasinda 6nemli nokta, baglanmanin enzim
aktivitesi i¢in zorunlu gruplar {izerinden ger¢ceklesmemesi ve baglanma sirasindaki
sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin tepkimeye girme istegi engellenmesidir.
Elektroda kovalent baglanma enzim zincirindeki aminoasitlerin tagidig:1 fonksiyonel

gruplar iizerinden gergeklesir (Sekil 2.13).

Sekil 2.13 Kovalent Baglama.



36

2.4.3.2 Adsorpsiyon

Adsorpsiyonun asil amacit enzim immobilizasyonu olmayip, enzimin
saflastirmasidir fakat suda ¢oziinmeyen tastyicilarda adsorpsiyon yonteminin enzim
immobilizasyonunda bilinen en basit yontemdir ve bu yiizden oldukca sik
kullanilmamaktadir (Sekil 2.14). Bu immobilizasyon yontemi, yiizey aktif, suda
¢Oziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢d6zeltisi ile karistirilmasi ve enzimin asirisinin

iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir.

=
= (

Sekil 2.14 Adsorpsiyon.

Elektroda baglanmada etkin olan Van der Walls kuvvetleridir. Adsorbanlar ¢ok
degisik tiirde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon saglayabilmek igin genellikle
adsorbanin  bir ©6n islemden gecirilmesi gerekir. Enzim immobilizasyon
metodlarindan biri olan bu ydntemde adsorban olarak kullanilan maddeler Tablo

2.4’da verilmektedir.

Tablo 2.4 Enzim immobilizasyonunda en sik kullanilan adsorbanlar

Aktif karbon Gozenekli cam
Diatome topragi CaCOs

Kiil Silikajel
Bentonit Hidroksiapatit
Nisasta Gluten
Kalsiyum fosfat
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Bu yontemde enzim sizmasi olmakla birlikte enzimin katalitik aktivitesi
korunur. pH, iyonik gerilim ve sicaklikla etkilesimleri etkileyerek kosullar

degistirilebilir.

2.4.3.3 Iyonik Baglama

Immobilizasyon yoéntemi olarak bu tipte iyon degistirme yetenegine sahip suda

¢Oziinmeyen matrisler ile enzimin iyon aligverisi esasina dayanir.

Sekil 2.15 Iyonik Baglama.

Kolay ve tersinir bir yontemdir. Enzimin hem kuvvetli bag hemde tamamen
aktif kalabilecegi sartlari bulmak zordur. Iyonik baglanma kolay kosullarda
gerceklestiginden, enzimin konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden
olmaz, fakat enzim ile matris arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigindan

enzim kagisindan bahsedilebilmektedir.
2.4.3.4 Selat Baglama

Enzimlerin organik ve inorganik tasiyicilara baglanmasi, bazi transizyon

metallerinin selat yapma 6zellikleri sayesinde miimkiindiir.
2.4.3.5 Biyospesifik Baglama

Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasinda gergeklesen biyospesifik
etkilesimden faydalanilarak enzim immobilize edilebilir. Spesifik karbonhidrat

atiklarin1 iceren enzimlere lektinler kuvvetlice baglanirlar. Spesifik monoklonal
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antikorlar1 suda c¢oziinmeyen materyale baglayarak hazirlanan matrisler enzim

immobilizasyonunda kullanilmistir.

2.4.3.6 Capraz Baglama

Bi- veya multi- fonksiyonel molekiiller enzim molekiilleri arasinda kovalent
baglarla baglanarak suda ¢oziinmeyen komplekslerin olugmasini saglarlar.
Immobilizasyon ve capraz baglanma derecesi, protein ve reaktif konsantrasyonuna,
pH ya da immobilize edilecek enzime ¢ok bagimlidir. Molekiiller aras1 baglanmalar

yaninda, molekiiller i¢i baglanmalar da miimkiindiir.

Capraz baglama yonteminde en c¢ok kullanilan reaktifler; gluteraldehit,
kloroformat ve karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar,

divinilsiilfonlar, p-benzokinon, transizyon metal iyonlar1 ve epiklorohidrinlerdir.

Capraz baglama yonteminde yiiksek derecede aktivite kaybi sdzkonusudur.
Matrise enzim sizintis1 ¢ok diisiik orandadir ve fazla sayida enzimin diger enzimler
icin matriks olarak davranmasindan dolay1 bu metot iyi bir immobilizasyon metodu

olmadigida bilinmektedir.

Sekil 2.16 Capraz Baglama.

2.4.3.7 Kopolimerizasyon

Bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranan
enzimler, polimer matrikse baglanmig olur. Polimer matrikse tutuklamaya

benzemekle birlikte enzim kagisinin 6nlenmesi gibi iistiinligii vardir.
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2.4.3.8 Entrapment

Entrapment bir polimer agin igerisinde enzimin tutulmasi olaymna dayanir.
Enzim tutulurken substrat ve tirlinlerin gegmesine izin verilir. Enzim kagislart diger

yontemlere oranlara fazladir.

N, D
‘ Enzim

&
/‘/ /'/ & Polimer Matrikste Tutuklama
/ /,/ D

Sekil 2.17 Polimer Matrikste Tutuklama.

2.4.3.9 Mikrokapsiilleme

Bu yontem enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran iginde

tutuklanmasindan ibarettir. Mikrokapsiillerin biiyiikliigii 1-100u arasinda degisir.

Enzimler daha ¢ok kimyasal mikrokapsiilleme ile immobilize edilir. Bu yontem
ile enzim immobilizasyonu; siirekli ve siirekli olmayan yari gecirgen membran

mikrokapsiillerde tutuklama olmak iizere iki grupta incelenebilir.

Siirekli mikrokapsiillerde ¢erceve membran kati, siireksiz mikrokapsiillerde
lipozomlar ise bir siv1 tabakadir. Immobilizasyonda kullanilan gerceve maddesinin
(membran) yar1 gegirgen olmast zorunludur. Ayrica bu yar1 gecirgen membranin
gozenek c¢aplari; substrat molekiillerinin kapsiil i¢ine girigine ve liriin molekiillerinin
disar1 ¢ikisina olanak verecek bir biiyiikliikte olmalidir. Substrat molekiilleri ne kadar
kiigiikkse bu yontemle immobilize edilmis enzimin verimliligi o Olclide yliksek

olacaktir.
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--------

---------

Sekil 2.18 Mikrokapsiilleme

2.44 Biyosensorde Olciim Metodu Icin Gerekli Analitik
Hesaplamalar

2.4.4.1 Kalibrasyon Egrisinin Lineerligi

Reaksiyon ortamina artan analit eklemeleri yapilarak elde edilen akim
degisimleri konsantrasyona kars1 grafige gegirilir. Belli bir konsantrasyonda analit
ilavesinden sonra ortam kararliliginin bozulmasi, enzim aktivitesinin azalmasi,
elektrot yiizeyinin olusan bazi radikaliklere bagl olarak dolmasi gibi nedenlerle akim
degisimleri azalir ve ileriki konsantrasyonda eklemelerden sonra akim degisimi
gozlenmez. Dogru 6l¢limiin yapilabilmesi i¢in akim degisimlerinin dogrusal egilim
gosterdigi lineer bolgeyi tanmimlamak gereklidir. Biyosensor i¢in Olgiim araligi
tanimlanan bu lineer araliktir. Gerekli analitik hesaplamalar bu lineer aralikta yapilir.

Lineer araligin genis olmasi biyosensor i¢in avantajdir.
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3,0x10°

y=ax+b

2,5x10°

2,0x10°

1,5x10"

AKim{A)

1,0x10° -

5,0x10" -

Substrat/mM

Sekil 2.19 Kalibrasyon Egrisinin Lineerligi.
2.4.4.2 Cevap Siiresi

Cevap siiresi biyosensor i¢in Onemli diger bir parametredir. Reaksiyon
ortamina analit eklemesi yapildig1 andan akim degisiminin oldugu ve tekrar kararl
hal akimina ulasildigi ana kadar gecen siire olarak tanimlanir. Hizli cevap alma
biyosensor i¢in avantajdir. Cevap siiresi, elektrot materyaline, iletken polimerin
cinsine, enzimin yapisina ve hizina, analitin enzime olan ilgisine ve analitin elektrot

yiizeyindeki redoks potansiyeline bagli olarak degisim gostermektedir.
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Sekil 2.20 Cevap Siiresi.

2.4.4.3 Belirleme Limiti

Biyosensoriin cevap verebildigi en kiiciik konsantrasyon degeri belirleme limiti
olarak adlandirilir. Belirleme limiti 3s,/ m formiilii ile adlandirilir. Burada m analit
icin hazirlanmis kalibrasyon egrisinin lineer bolgedeki egimini, s, ayni
konsantrasyondaki analitin reaksiyon ortamina ardarda eklenmesiyle olusan akim

degisimleri arasindaki standart sapma degerini verir. Diisiik belirleme limiti

biyosensor i¢in bir avantajdir.
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2.4.4.4 Olciim Metodunun Giivenilirligi (Stabilite)

Olgiim metodunun giivenilirligi, tekrarlanabilirlik (stabilite) ile tanimlanir.
Ayn1 konsantrasyondaki analitin reaksiyon ortamina ardarda eklenmesiyle olusan
akim degisimleri arasindaki standart sapma degeri stabiliteyi verir. Biyosensorde
Olciimiin ~ standart sapma  degerinin  indirgenmesi  Ol¢limii  dogruluga
yaklagtirmaktadir. Ayrica eklenen analitin gercek konsantrasyon degeri ile

kalibrasyona gore okunan Ol¢lim sonucu arasindaki fark oOlglimiin dogrulugunu

vermektedir.
8.0x107
6,0x10" 4
<
E
== -7
< 4,0x10 1— - - - - - - - - .
2.0x107 -
O’Ol'l'l'l'l'l'l'l'l'l'
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Analit EKlemesi
Sekil 2.21 Stabilite.
2.4.4.5 Hassasiyet

Biyosensoriin hassasiyeti, olugturulan analit kalibrasyon egrisinin egimidir. Bir
baska tanimla biyosensdriin ne kadar kiiciik bir degisimi 6l¢ebildiginin dl¢iistidiir. Bu
sebeple, hassasiyet degerinin biiylik olmasi1 konsantrasyondaki kiigiik bir degisimin

Olciilebildiginin gostergesidir.
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Sekil 2.22 Hassasiyet.
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3. DENEYSEL CALISMA VE METOD

3.1. Malzemeler ve Kimyasallar
Kullanilan kimyasallar ve ¢oziiciilerin listesi asagidadir.
3.1.1. Monomerler

Tiyofen (Th) (Aldrich), 3-Metiltiyofen (3MeTh) (Aldrich), 3-Biitiltiyofen (3BuTh)
(Aldrich), 3-Hekziltiyofen (3HeTh) (Aldrich), 3-Tiyofenasetik asit (T3A) (Aldrich)

satin alindig1 gibi kullanilmigtir.

3.1.2. Coziiciiler

Asetonitril (ACN) ( Fluka), Aseton (Aldrich), 2-Propanol (Aldrich) ¢oziiciiler
satin alindig1 gibi kullanilmistir. Diklorometan (CH,Cl;) ( Teknik) Ticari olarak
satin alinan DCM bir kere destillenerek kullanildi.

Asagidaki kimyasallar satin alindig1 gibi kullanilmistir. NaOH (Merck), HCI,
Tetrabutilamonyumterafloroborat (TBAFB) (Fluka), AgNOs (Aldrich), KH,PO4
(Merck), K,HPO4 (Merck), N-siklohekzil-N’-(2-morfolinoetil)-karbodiimid metil-p-
toluen stilfonat (CMC) (Sigma), Gluteraldehit (GA), Dihidroksibenzaldehit (DHBA),
Etilendiamin (EA), Glukoz oksidaz (GOx), D-glukoz, Horseradish peroksidaz (HRP)
(E.C.1.11.1.7) (Merck), , p-Benzokinon (Aldrich), N-hidroksi siiksinimid (NHS),
2,2'-azino-bis(3-etilbenztiyazoline-6-siilfonik asit) (ABTS) (Aldrich), NaCl, 4-
Morfolinpropan siilfonik asit (MOPS) (Aldrich)
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3.2. Cihazlar

3.2.1. Manyetik Karistirici

Elektrokimyasal dl¢iimlerin gerceklestirilmesinde kullanilmistir.

3.2.2. Infrared Spektrometri (IR)

IR spektrumlart FTS 175C BIO-RAD infrared spektrofotometresi tarafindan

alimmustir.

3.2.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)
Faz gecis sicakliklarinin belirlenmesi i¢in 882-Mettler Toledo Differansiyel
taramal1 kalorimetre cihaz1 kullanilmigtir. DSC deneyleri sirasinda 1sitma hizi 10

°C/dk olarak ayarlanmigtir.

3.2.4. Termal Gravimetrik Analiz (TGA)

Sicaklik artis1 ile madde yapisinda meydana gelen bozulmalari incelemede
kullanilmistir. 882-Mettler Toledo Termal Gravimetrik Analiz cihazi ile polimerlerin
TGA termogramlar1 alinmistir. TGA deneyleri kuru nitrojen atmosferi altinda

yapilmistir.

3.2.5. Taramah Elektron Mikroskop (SEM)
Elektropolimerizasyon liriinleri olan polimer filmlerinin SEM goriintiileri
degisik biiyilitme oranlarinda, ‘‘Philips’’ marka XL30 SFEG’’ model cihazi

kullanilarak ¢alisilmistir.

3.2.6.Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)
Elektropolimerizasyon {iriinleri olan polimer filmlerinin AFM goriintiileri 10p
boyutunda ve 3 boyutlu olarak ‘‘Digital Inst.”” Firmasina ait ‘“Nanoscope IV’

model cihazi kullanilarak ¢alisilmistir.
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3.2.7. Temas Acisi Olciimleri

Ince polimer film kaplamalarmin yiizey karakterizasyonunda temas agisi
Olctimleri KSV Ins, CAM 200 temas agis1 dl¢iim cihazi kullanildi. Denge temas agisi
Olctimleri i¢in yiizey lizerine Sul hacminde saf su damlasi dispenser kontrollii bir
hipodermik siringa-igne yoluyla olusturuldu. Damlanin hacmini arttirarak ve
azaltarak ilerleme (advancing) ve gerileme (receding) temas acgilari tespit edildi. Tiim
temas agisi tespitleri c¢ekilen damla fotograflarinin bir sekil analiz programinda

degerlendirilmesi ile gerceklestirildi.

3.2.8. Dort Noktal Iletkenlik Olciim Cihaz1 (Four-Point Probe

Measurement)

Polimer filmlerin elektriksel iletkenlikleri Keithley 2400 SourceMeter cihazi

kullanilarak ¢alisilmistir.

3.2.9. pH Metre

Amperometrik biyosensorlerin ¢alistigi ortamda kullanilan tampon ¢ozeltilerin

pH’s1im1 6lgmek icin kullanilmaktadir.

3.2.10. UV Spektrofotometrisi

Amperometrik biyosensorlerin aktivitelerinin spektrofotometrik takibi icin

““‘Shimadzu’’ marka ‘2101 PC’’ cihazi kullanilarak ¢alisilmistir.

3.2.11. Elektroliz Hiicresi

Elektrokimyasal polimerizasyon, 25 ml’lik hacime sahip elektroliz hiicresinde
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Filmlerin sentezinde ¢alisma elekrodu olarak 1 cm’
alana sahip platin yaprak elektrodu, karsit elektrot olarak platin tel ve referans
elektrot olarak ise Ag/Ag" (10°M) referans elektrodu kullanilmistir. Elektrokimyasal

reaksiyonlar argon atmosferi altinda ve oda sicakliginda gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1 Elektroliz hiicresi

3.2.12. Potansiyostat ve Galvanostat

Polimerik filmler CHI 842B kod numarali galvanostat-potansiyostat cihazi
kullanilarak potansiyostatik metodlarla elektrokimyasal olarak hazirlanmistir (Sekil
3.4). Potansiyostatin islevi, bir referans elektroda gore ayarlanabilir bir seviyede
calisma elektroduna potansiyel liretmektir. Karsit ve calisma elektrodu arasindaki

potansiyel farki disaridan kontrol edilebilen bir potansiyel girisiyle esitlenebilir.

Potansiyostat tarafindan iiretilen (karsit ve ¢alisma elektrodu arasindaki ) akim,
arka arkaya karsit elektroda bagimli olarak kiigiik bir R direnci karsisinda voltaj

azalimi Olgtilerek belirlenir.
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Sekil 3.2 Elektrokimyasal Dedektor (CHI 842B Model)

3.2.13. Doniisiimlii Voltametri (CV)

Dontistimlii voltametri sistemi, monomer ve polimerlerin elektroaktifligini
analiz etmek i¢in yiikseltgenme ve indirgenme pik potansiyellerini elde etmekte
kullanilan geleneksel bir yoldur. Doniigiimlii voltametri hiicresinde ¢aligma elektrotu
platin disk, kars: elektrot platin tel ve referans elektrot olarak Ag/Ag" olmak iizere
i¢ elekrotlu sistem kullanilmistir. Enzim immobilizasyonunda ve amperometrik
biyosensor caligmalarinda yukaridan belirtilen elektrotlardan farkli olarak camsi
karbon elektrot ¢alisma elektrodu ve referans elektrodu olarak ise Ag/AgCl referans
elektrodu kullanilmistir. Hiicrenin hacmi 25 ml’dir. CV denemeleri “CHI
instruments” firmasina ait CHI 842B kod numarali “electrochemical anaylzer” cihazi

tarafindan alinmustir.
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3.3. SENTEZLER

Bu tez kapsaminda kullanilan monomerler ve elektrokimyasal olarak
sentezlenen homopolimer ile kopolimerlerin kimyasal yapilari sirasiyla Sema 3.1a, b
& c’de verilmistir. Sema 3.1a Elektropolimerizasyon deneylerinde kullanilan

monomerleri gostermektedir.

CHj
CHs
CH, é COOH
[N 0y 1Y 1) [%

Th 3MeTh 3BuTh 3HeTh T3A

Sema 3.1a Elektrokimyasal polimerizasyonda kullanilan monomerler.

Elektrokimyasal yolla sentezlenen homopolimerlerin yapilari Sema 3.1b’de
verilmektedir.

CHgz
7\ 7\
S n S n
PTh P3MeTh
CHs
CHgy
7\ 7\
SN s” /a
P3BuTh P3HeTh

Sema 3.1b Elektrokimyasal olarak sentezlenen homopolimerler.
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Elektropolimerizasyon yontemi ile elde edilen kopolimerlerin kimyasal yapilar

Sema 3.1¢’de verilmistir.

P(Th-ko-T3A) P(3MeTh-ko-T3A)

P(3BuTh-ko-T3A) P(3HeTh-ko-T3A)

Sema 3.1c Elektrokimyasal olarak sentezlenen kopolimerler.

3.3.1. CALISMA ELEKTRODUNUN HAZIRLANMASI

Platin ve Camsi karbon caligma elektrodu oncelikle 0,05u , 0,03p , 0,1p
biiytikliikteki aliimina tozlarin bulundugu temizleme pedinin iistiinde birka¢ dakika
biiylikten kiiciige dogru siirtiilerek temizlendi. Bu fiziksel temizleme islemi
elektrodun ylizeyi parlak hale gelinceye kadar devam ettirildi. Fiziki olarak
temizlenen elektrot yiizeyi diklorometan ve aseton gibi ugucu ¢oziiciilerle temizlenir.
Aymi islem birka¢ kez tekrarlandi. Elektrotdan aliimina tozlarini1 uzaklastirmak
amaciyla, elektrot 10 dk deiyonize su ile dolu sonikasyon banyosunda bekletildi.
Calisma elektrodunun elektrokimyasal temizlenmesi 1 M H,SO4 ¢o6zeltisinde, 70
mV/sn tarama hiziyla Ag/AgCl’ e karst -200 ve +1500 mV potansiyelleri arasinda
ortalama 15 dakika doniisiimlii voltametre akim-voltaj iliskisi sabit gozlenene kadar

yapildu.
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AFM ve Temas Agisi Olciimlerinde kullamlmak iizere ITO c¢alisma
elektrodunun temizligi dnce izopropil alkol ¢ozeltisinde ultrasonikasyon banyosunda
yarim saat bekletildi. Sonra deiyonize suyla yikandi. Yikama isleminden sonra ITO
ylzey lizerinde argon gazi gecirilerek suyun uzaklagmasi daha temiz bir sekilde

gercgeklestirildi.

Referans elektrodunun temizligi sulu ¢ozeltiler i¢in kullandigimiz referans
elektrodlar her deneyden sonra bol suyla yikandi ve 3 M KCI ¢ozeltisi iginde
muhafaza edildi. Susuz ¢ozeltiler igin kullanilan Ag/Ag” referans elektrodunu ise
elektropolimerizasyon deneylerinden sonra ylizey iizerinde kalan oligomerleri, eser
miktardaki tuz kalintilarin1 uzaklastirmak amaciyla, 6nce ACN’le daha sonra DCM

ile yikanir ve 10 mM AgNO; ¢ozeltisi iginde muhafaza edildi.

3.3.2. Doniisiimlii Voltametri

3-Alkiltiyofenlerin 3-Tiyofenasetik asitle 10:9, 10:6, 10:3 gibi farkli oranlarda
birlikte oldugu ortamin doniisiimlii voltametri grafikleri {i¢ elektrotlu sistemde
almmistir. Ug elektrotlu sistemde karsit elektrot pt tel elektrot, ¢alisma elektrodu
olarak pt disk elektrot ve referans elektrot olarak ise Ag/Ag  referans elektrodu
kullanilmistir. Olgiimler oda sicakliginda alinmustir. Her Slciimden dnce sistemden
10 dakika Argon gaz1 gegirilerek ortamdaki oksijenler uzaklastirilmasi

amaglanmustir.

3.3.3. Elektrokimyasal Sentezler

3.3.3.1. PTh Homopolimerinin Sentezi

(Cozelti sistemi, 5 mL ACN ¢oziicii icerisinde 0,1 M Th monomeriyle birlikte
destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan olusmaktadir. Oda
sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm?) iizerinde PTh homopolimer filmi

hazirlandi.
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3.3.3.2. P(Th-ko-T3A) Kopolimerinin Sentezi

Cozelti sistemi, 5 mL ACN ¢ozici igerisinde 0,1 M Th ve T3A
monomerleriyle birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan
olusmaktadir. Cozelti sistemi igerisinde T3A’nin 0,03 M, 0,06 M ve 0,09 M olmak
tizere farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak {i¢ ayr1 kopolimer sentezlenmistir. Oda
sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm?) iizerinde P(Th-ko-T3A%?) , P(Th-ko-
T3A%°) ve P(Th-ko-T3A*") kopolimer filmleri hazirlandu.

3.3.3.3. P3MeTh Homopolimerinin Sentezi

Cozelti sistemi, 5 mL ACN c¢oziicii igerisinde 0,1 M 3MeTh monomeriyle
birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan olusmaktadir.
Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm?) iizerinde P3MeTh homopolimer filmi

hazirlandi.

3.3.3.4. P(3MeTh-ko-T3A) Kopolimerinin Sentezi

Cozelti sistemi, 5 mL ACN ¢oziici igerisinde 0,1 M 3MeTh ve T3A
monomerleriyle birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan
olusmaktadir. Cozelti sistemi i¢erisinde T3A’nin 0,03 M, 0,06 M ve 0,09 M olmak
tizere farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak {i¢ ayr1 kopolimer sentezlenmistir. Oda
sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm?®) iizerinde P(3MeTh-ko-T3A%%),
P(3MeTh-ko-T3A%®) ve P(3MeTh-ko-T3A*”) kopolimer filmleri hazirlandi.



54

3.3.3.5. P3BuTh Homopolimerinin Sentezi

Cozelti sistemi, 5 mL ACN ¢oziicli igerisinde 0,1 M 3BuTh monomeriyle
birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan olugmaktadir.
Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm?®) iizerinde P3BuTh homopolimer

filmi hazirland.

3.3.3.6. P(3BuTh-ko-T3A) Kopolimerinin Sentezi

Cozelti sistemi, 5 mL ACN ¢ozicli igerisinde 0,1 M 3BuTh ve T3A
monomerleriyle birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan
olusmaktadir. Cozelti sistemi igerisinde T3A’nin 0,03 M, 0,06 M ve 0,09 M olmak
tizere farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak {i¢ ayr1 kopolimer sentezlenmistir. Oda
sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm?®) iizerinde P(3BuTh-ko-T3A%),
P(3BuTh-ko-T3A*®) ve P(3BuTh-ko-T3A*") kopolimer filmi hazirland1.

3.3.3.7. P3HeTh Homopolimerinin Sentezi

(Cozelti sistemi, 5 mL ACN c¢o6ziicli igerisinde 0,1 M 3HeTh monomeriyle
birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan olugmaktadir.
Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm?®) iizerinde P3HeTh homopolimer

filmi hazirlandi.

3.3.3.8. P(3HeTh-ko-T3A) Kopolimerlerinin Sentezi

Cozelti sistemi, 5 mL ACN ¢oziiclii igerisinde 0,1 M 3HeTh ve T3A
monomerleriyle birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan
olusmaktadir. Cozelti sistemi i¢erisinde T3A’nin 0,03 M, 0,06 M ve 0,09 M olmak
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tizere farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak {i¢ ayr1 kopolimer sentezlenmistir. Oda
sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm®)  iizerinde P(3HeTh-ko-T3A%),
P(3HeTh-ko-T3A*®) ve P(3HeTh-ko-T3A*") kopolimer filmi hazirlandi.

3.3.4. Amperometrik Glukoz Biyosensor Calismalari

3.3.4.1. 3-Hekziltiyofen ve 3-Tiyofenasetik Asitten Olusan

Kopolimerin Sentezi

Cozelti sistemi, 5 ml ACN ¢oziicli igerisinde 0,1 M 3HeTh ve 0,03 M T3A
monomerleriyle birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan
olugmaktadir. Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sistemde, -0,8 V
ile +2,0 V arasinda 400 mV/sn hizla 70 sn (10 segment) potansiyel taramas1 yapildi.
Camsi1 karbon elektrot (3 mm ¢apli) ¢alisma elektrodu lizerinde P(3HeTh-ko-T3A%)

kopolimer filmi hazirland1.

3.3.4.2. Medyatorsiiz Glukoz Sensérii i¢cin Cahsma Elektrodunun

Hazirlanmasi

Elektrokimyasal olarak sentezlenen kopolimer filme oncelikle 0,0 V’ta 250
saniye “dedoping” islemi yapildi. Tuz asirisin1 uzaklastirmak icin ACN ile birkag kez
yikand1 ve 250 saniye deiyonize suda bekletildi. Bu islemlerden sonra, +4 °C’ de ilk
once 0,5 M NaCl, CMC (5 mg/mL)+NHS (7,5mg/mL) i¢eren mops tamponu (pH:
7,40 ) c¢ozeltisinde 45 dakika ve sonra 0,5 M NaCl, Glukoz Oksidaz (1 mg/mL)
enzimini iceren mops tamponu (pH:7,40 ) ¢ozeltisinde 24 saat bekletildi. Her bir
daldirmadan sonra elektrot iizerindeki eser miktardaki kalintilar uzaklagtirmak igin
saf suyla yikama yapildi. Elektrot kullanilmadig1 zamanlarda fosfat tamponu (pH
:7,00) icinde +4 C’ de muhafaza edilmistir.
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3.3.4.3. Medyatorlii Glukoz Sensorii Icin Calisma Elektrodunun

Hazirlanmasi

Elektrokimyasal olarak sentezlenen kopolimer filme oncelikle 0,0 V’ta 250
saniye “dedoping” islemi yapildi. Tuz asirisin1 uzaklastirmak icinse ACN ile birkag
kez yikand: ve 250 saniye deiyonize suda bekletildi. Bu islemlerden sonra, +4 °C” de
ilk 6énce 0,5 M NaCl, CMC (5 mg/mL)+NHS (7,5 mg/ml) iceren mops tamponu
(pH:7.40 ) ¢ozeltisinde 45 dakika ve sonra 0,5 M NaCl, Glukoz Oksidaz (1 mg/mL)
enziminin iceren mops tamponu (pH:7,4 ) ¢ozeltisinde sulu ¢ozeltisinde 24 saat
bekletildi. Hazirlanan enzim elektrodu sirasiyla  9%0,5 Gluteraldehit (GA) sulu
¢ozeltisinde 30 dakika, 50 mM Etilendiamin (EA) sulu ¢dzeltisinde 2 saat ve son
olarak 50 mM Dihidroksibenzaldehit (DHBA) sulu ¢ozeltisinde 2 saat bekletildi.
Her bir daldirmadan sonra elektrot {izerindeki eser miktardaki kalintilar
uzaklastirmak i¢in saf suyla yikama yapildi. Elektrot kullanilmadigi zamanlarda

fosfat tamponu ( pH:7,00) i¢inde +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.3.3.4. Glukoz Algilanmasi Uzerine Olciimler

3.3.4.4.1. Medyatorsiiz ve Medyatorlii (Reagentless) Glukoz
Sensorleri i¢in Elektrokimyasal Glukoz Algilama Ol¢iimleri

Medyator grup tasimayan enzim elektrodun igin elektrokimyasal Ol¢timler,
pH’1 7,00 olan 1 mM p-benzoyikinon iceren 0,1 M potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi
icinde 0,5 V calisma potansiyelinde 720 rpm’de siirekli bir karistirma ile ortama D-
glukoz substrati konularak alindi. Medyatér grup tasiyan (Reagentless) enzim
elektrodu iginse elektrokimyasal dlgiimler, bir reaksiyon hiicresi igerisinde pH’1 7,00
olan 0,1 M potasyum fosfat tampon ¢ozeltisinden 10 ml olan bir ortamda, 0,5 V
calisma potansiyelinde 720 rpm’de siirekli bir karigtirma ile ortama konsantrasyonu
bilinen D-glukoz substrat1 eklenerek reaksiyon sonucu olusacak olan akim degerleri
Olgiilmiistir. Bu akim degisimlerinden yararlanilarak, eklenen D-glukoz
konsantrasyonuna kars1 akim degisimleri grafige gecirilmis, boylelikle 6l¢iim igin
gerekli kalibrasyon egrileri hazirlanmistir. Olgiimler ii¢ elektrodlu bir sistemde

gergeklestirilmistir. Calisma elektrodu olarak camsi1 karbon elektrot {izerine
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hazirlanan medyator grup iceren enzim elektrodu, karsit elektrot olarak platin tel

elektrot ve referans elektrot olarak ise Ag/AgCl elektrodu kullanilmstir.

3.3.4.4.2. Medyatorsiiz ve Medyatorlii Glukoz Sensorleri i¢in
Spektrofotometrik Glukoz Algilama Olgiimleri

Hazirlanan her iki enzim elektrodu 1 M D-Glukozdan 20 pL, ABTS (20
mg/ml) ¢ozeltisinden 17,50 pL ve Horseradish peroksidaz enzim (1 mg/mL)
¢ozeltisinden 7,50 pL igeren 0,1 M potasyum fosfat tamponu i¢ine daldirildi. Enzim
elektrodlar1 D-glukozu, glukolaktona ve H,0,’ ya doniistiirlirken horseradish
peroksidaz enzimi ac¢iga ¢ikan H,O,” yu O, ve H,O’ya indirger ve bu esnada
ortamda ABTS radikalleri olusur. Ortamda olusan ABTS radikallerinin 415 nm’deki

absorbans degisimleri izlenmistir.

3.3.5. Metot

3.3.5.1. Enzim Kinetigi - Akima Gore Uyarlanmis Michealis-Menten

Esitligi ve I, - K,, Parametrelerinin Bulunmasi

Enzimatik tepkimelerin kinetigi, “Michealis-Menten” adiyla bilinir. Substrat,
enzim molekiiliine baglanarak enzim-substrat (ES) kompleksi olusturur. Bu
kompleks kararsiz olup, bozunarak iirlin verir ve bu esnada enzim ise kimyasal

olarak herhangi bir bozunma olmadan aciga ¢ikar (Erarslan, 2003).

k1 k2
E + S < _* ES > B o P, 3.1)
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Enzimatik tepkimelerde iiriin olusum hiz1 asagidaki gibi ifade edilir:

_dP_ dS_, |
V= o 1) YOO (3.2)
dditsz ki % (E) X(S)- Ko X (ES) = Ko X (ES)errmeoreeeeeesesseeeesesseesseeesessessseeesesseeees (3.3)

Enzimin korunumu:

(E0) = (E) £ (ES) wevrreeeveeeeoeeeesseseseeseesessessssesssssesssssesssssseessesssseseesssesssseesssseseseee (3.4)

ES kompleksi kararsiz bir molekiil olup, kisa zamanda E + P ¢ ye doniisiir. Kararl

halde; @ = Oolur. (3.3) esitliginde gerekli diizenlemeler yapilirsa,

0 = Ky X[(E0)-(ES)] X(S)-K1 X(ES)-KaX(ES).errrrrrseroeeeeeeeeseeeeeseoeeeeeeee s (3.5)
0 = k1 X(Eo) X (S)-k1X(ES) X(S)-KiX(ES)-KaX(ES).evvvvrrrrrrrreessooeeereeeessessssoeeeneee (3.6)
0 = K1 X(Eg) X(S)-(ES) X[K1X(S)FKAHKA ] orrrrrrereesoeeeeeeee e eoeeeeeeeee e eoeeeeeeee 3.7)
ES) = KB X ) e (3.8)

Kk, x(S)+k, +k,

(3.2) esitliginden, (ES) = ?(/— yazilip (3.8) denkleminde yerine konursa:

2

V= k, xk, x(E;)x(S)

.......................................................................................... 3.9
k,x(S)+k_, +k, 39)
k, x(E,)x(S
VBB a0
(S)+ =t 72
kl
(3.10) esitliginde k, XE, yerine Vp, u yerime K, yazildiginda esitlik,
1
= zm x Ss .............................. (Michealis-Menten ESitligi).............coooooooooooo.... G.11)
_+_

m
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seklini alir. (3.11) denklemi ¢arpma islemine gore ters ¢evrilip diizenlenirse,

Vl = \};: X é + % .................. (Lineweaver-Burk Esitligi)........cccccceviinninnnnne. (3.12)
elde edilir.

3.11 denkleminin biyosensorler i¢in akima gore modifiye edilmis sekli;

I x[S]

m

= e (Vidal et al.2003) (3.13) dir.
K®* oy +[S]

(3.13) denklemi ¢arpma iglemine gore ters ¢evrilip diizenlenirse,

1 K®, 1 1 . e
T x ﬁ + T (Lineweaver-Burk Esitligi).......cccccooeveiiiniennnnnn. (3.14)
elde edilir.
Burada;

I: Biyosensorde elde edilen akim degerleri (1 A)

I, :Maksimum Akim (u A)

S: Substrat Konsantrasyonu ( z M)

K 2" : Biyosensorlerde Michealis-Menten sabiti (1 M)
dir.

I,, ve K degerleri 3.14 denkleminden elde edilmistir ve Tablo 4.6’da verilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Calisma Elektrodunun Temizlenmesi

Platin ve camsi karbon caligma elektrodu oncelikle 0,05 p, 0,03 p, 0,1 p
biiytikliikteki aliimina tozlarin bulundugu temizleme pedinin iistiinde birka¢ dakika
biiylikten kiigiige dogru siirtiilerek temizlenir. Bu fiziksel temizleme islemi
elektrodun yiizeyi parlak hale gelinceye kadar devam ettirilir. Fiziki olarak
temizlenen elektrot yiizeyi diklorometan ve aseton gibi ugucu ¢oziiciilerle temizlenir.
Ayni islem birka¢ kez tekrarlandi. Elektrotdan aliimina tozlarimi uzaklastirmak

amaciyla, elektrot 10 dk deiyonize su ile dolu sonikasyon banyosunda bekletildi.

Calisma elektrodunun elektrokimyasal temizlenmesi 1 M H,SO4 ¢ozeltisinde,
70 mV/sn tarama hiziyla Ag/AgCl’ e karst -200 ve +1500 mV potansiyelleri
arasinda ortalama 15 dakika donlisimlii voltametre akim-voltaj iliskisi sabit

gozlenene kadar yapildi.

4.2. Doniisimlia Voltametri Calismalar:

3-Alkil Tiyofenlerin 3-Tiyofenasetik asitle 10:9, 10:6 ve 10:3 gibi farkl
oranlarda birlikte oldugu ortamin doniisimlii voltametri grafikleri ii¢ elektrotlu
sistemde almmustir. Ug elektrotlu sistemde karsit elektrot Pt tel elektrot, calisma
elektrodu olarak Pt disk elektrot ve referans elektrot olarak ise Ag/Ag’ referans
elektrodu kullanilmistir. Olgiimler oda sicakliginda alimustir. Her lgiimden &nce
sistemden 10 dakika Argon gazi gegirilerek ortamdaki oksijenler uzaklagtirilmasi
amaclanmistir. DOniistimlii voltametri Olglimleri Electrochemical Analyzer CHI

842B cihazinda alinmustir.
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4.2.1. 3-Tiyofenasetik Asitin Doniisiimlii Voltametri Calismasi

0,03 M TBAFB/ACN (5 mL) ¢ozeltisine 0,1 M 3-Tiyofenasetik Asit ilave
edilerek hazirlanan sistemde, 0,0 V ile +2,0 V arasinda 400 mV/sn hizla potansiyel

taramasi yapildi.

0,10 4

0,08 4

0,06 -

0,04 -

Akim (mA)

0,02

0,00 -

-0,8-0,6-0,4-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
Volt (V)

Sekil 4.1 3-Tiyofenasetik asite ait doniistimlii voltametri grafigi.

3-Tiyofenasetik asit sirastyla  -0,0501 V ile +1,5853 V’ da yiikseltgenme
potansiyelleri verdi ve 0,2174 V’ da indirgenmeye baslamistir (Sekil 4.1).

4.2.2. Tiyofen (Th) Monomerinin Doniisiimlii Voltametri Calismasi

0,03 M TBAFB/ACN (5 mL) cozeltisine 0,1 M Tiyofen eklenerek hazirlanan
sistemde, 0,0 V ile +2,0 V arasinda 400 mV/sn hizla potansiyel taramasi yapildi.
Tiyofen’in 0,95 V’da yiikseltgenme ve 0,44 V’da indirgenme potansiyelleri gozlendi
(Sekil 4.2a).
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4.2.3. Tiyofen (Th) ile 3-Tiyofenasetik Asitin (T3A) Déniisiimlii

Voltametri Calismalari

0,03 M TBAFB / ACN (5 mL) ¢ozeltisine 0,1 M Tiyofenden ve 0,03 M 3-
Tiyofenasetik asitten ilave edilerek hazirlanan sistemde, 0,0 V ile +2,0 V arasinda
400 mV/sn hizla potansiyel taramasi yapildi. Tiyofen ve 3-Tiyofenasetik Asitin 10:3
(Sekil 4.2b), 10:6 (Sekil 4.2¢), 10:9 (Sekil 4.2d) Oranda beraber oldugu ortamlarda
sirastyla 1,02 'V, 1,13V, 1,2 V’larda yiikseltgenme ve 0,42 V, 0,4V, 0,42 V’larda

indirgenme potansiyelleri bulundu.
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Sekil 4.2 a) Tiyofenin , b) 3-Tiyofenasetik asitle 1:0,3 oranda birlikte
oldugu, ¢) 3-Tiyofenasetik asitle 1:0,6 oranda birlikte oldugu, d) 3-Tiyofenasetik

asitle 1:0,9 oranda birlikte oldugu ortamin doniisiimlii voltametri grafikleri.
4.2.4. 3-Metiltiyofen (3MeTh) Monomerinin Doniisiimlii Voltametri
Calismasi
0,03 M TBAFB/ACN (5 mL) c¢ozeltisine 0,1 M 3-Metiltiyofen eklenerek
hazirlanan sistemde, 0,0 V ile +2,0 V arasinda 400 mV/sn hizla potansiyel taramasi

yapildi. 3-Metiltiyofenin 0,72 V’da yiikseltgenme ve 0,16 V’da indirgenme
potansiyelleri gozlendi (Sekil 4.3a).
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4.2.5. 3-Metiltiyofen (3MeTh) ile 3-Tiyofenasetik Asitin (T3A)

Doniisiimlii Voltametri Calismalan

0,03 M TBAFB/ACN (5 mL) c¢ozeltisine 0,1 M 3-Metiltiyofenden ve 0,03 M
3-Tiyofenasetik asitten ilave edilerek hazirlanan sistemde, 0,0 V ile +2,0 V arasinda
400 mV/sn hizla potansiyel taramasi yapildi. 3-Metiltiyofen ve 3-Tiyofenasetik
Asitin 10:3 (Sekil 4.3b), 10:6 (Sekil 4.3c), 10:9 (Sekil 4.3d) Oranda beraber oldugu
ortamlarda sirastyla 0,77 V, 0,8 V, 0,89 V’larda yiikseltgenme ve 0,14 V, 0,11 V,

0,06 V’larda ise indirgenme potansiyelleri bulundu.
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Sekil 4.3 a) 3-Metiltiyofenin , b) 3-Tiyofenasetik asitle 1:0,3 oranda birlikte
oldugu, c) 3-Tiyofenasetik asitle 1:0,6 oranda birlikte oldugu, d) 3-Tiyofenasetik
asitle 1:0,9 oranda birlikte oldugu ortamin doniigiimlii voltametri grafikleri.

4.2.6. 3-Butiltiyofen (3BuTh) Monomerinin Doniisiimlii Voltametri

Calismasi

0,03 M TBAFB/ACN (5 mL) ¢ozeltisine 0,1 M 3-Butiltiyofen eklenerek
hazirlanan sistemde, 0,0 V ile +2,0 V arasinda 400 mV/sn hizla potansiyel taramasi
yapildi. 3-Biitiltiyofenin 0,8 V’da yiikseltgenme ve 0,28 V’da indirgenme
potansiyelleri gozlendi (Sekil 4.4a).
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4.2.7. 3-Biitiltiyofen (3BuTh) ile 3-Tiyofenasetik Asitin (T3A)

Doniisiimlii Voltametri Calismalan

0,03 M TBAFB / ACN (5 mL) ¢ozeltisine 0,1 M 3-Biitiltiyofen’den ve 0,03 M
3-Tiyofenasetik asitten ilave edilerek hazirlanan sistemde, -0,8 V ile +2,0 V arasinda
400 mV/sn hizla potansiyel taramasi yapildi. 3-Biitiltiyofen ve 3-Tiyofenasetik
Asitin 10:3 (Sekil 4.4b), 10:6 (Sekil 4.4¢), 10:9 (Sekil 4.4d) Oranda beraber oldugu
ortamda 0,93 V, 0,83 V, 0,82 V’larda yiikseltgenme ve 0,19 V, 0,36 V, 0,35 V’larda

ise indirgenme potansiyelleri bulundu.
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Sekil 4.4 a)3-Biitiltiyofenin, b)3-Tiyofenasetik asitle 10:3 oranda birlikte
oldugu, c)3-Tiyofenasetik asitle 10:6 oranda birlikte oldugu, d)3-Tiyofenasetik

asitle 10:9 oranda birlikte oldugu ortamin doniisiimlii voltametri grafikleri.

4.2.8. 3-Hekziltiyofen (3HeTh) Monomerinin Doniisiimlii Voltametri

Calismasi

0,03 M TBAFB/ACN (5 mL) ¢ozeltisine 0,1 M 3-Hekziltiyofen eklenerek
hazirlanan sistemde, 0,0 V ile +2,0 V arasinda 400 mV/sn hizla potansiyel taramasi
yapildi. 3-Hekzil tiyofenin 0,88 V’da yiikseltgenme ve 0,26 V’da indirgenme
potansiyelleri gozlendi (Sekil 4.5a).
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4.2.9. 3-Hekziltiyofen (3HeTh) ile 3-Tiyofenasetik Asitin (T3A)

Doniisiimlii Voltametri Calismalan

0,03 M TBAFB / ACN (5 mL) ¢ozeltisine 0,1 M 3-Hekziltiyofenden ve 0,03
M 3-Tiyofenasetik asitten ilave edilerek hazirlanan sistemde, 0,0 V ile +2,0 V
arasinda 400 mV/sn hizla potansiyel taramasi yapildi. 3-Hekziltiyofen ve 3-
Tiyofenasetik Asitin 10:3 (Sekil 4.5b), 10:6 (Sekil 4.5¢), 10:9 (Sekil 4.5d) Oranda
beraber oldugu ortamda 0,89 V, 0,86 V, 0,8 V’larda yiikseltgenme ve 0,27 V, 0,3 V,

0,54 V’larda ise indirgenme potansiyelleri bulundu.
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Sekil 4.5 a) 3-Hekziltiyofenin, b) 3-Tiyofenasetik asitle 1:0,3 oranda
birlikte oldugu, c) 3-Tiyofenasetik asitle 1:0,6 oranda birlikte oldugu, d) 3-
Tiyofenasetik asitle 1:0,9 oranda birlikte oldugu ortamin déniistimlii voltametri

grafikleri.

Monomerlerin doniisiimlii voltametri grafiklerinde goriilen indirgenme ve

yiikseltgenme potensiyelleri arasindaki farklardan kopolimer olusumuna atfedilebilir.
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4.3. Elektrokimyasal Polimerizasyon

3-AlkilTiyofenler (Th, 3MeTh, 3BuTh, 3HeTh) ile 3-Tiyofenasetik asitin
beraber bulundugu ortamda 3-Tiyofenasetik asitin konsantrasyonu degistirilerek
farkli besleme oranlarinda kopolimer filmler elektrokimyasal olarak sentezlenmistir.
Elektrokimyasal olarak filmlerin sentezledigi sistemde karsit elektrot olarak Pt tel
elektrot, calisma elektrodu olarak Pt yaprak elektrot (A:1 cm?) ve referans elektrot
olarak ise Ag/Ag" referans elektrodu kullanilmistir. Elektropolimerizasyon deneyleri

0,03 M TBAFB/ACN (5 mL) ¢oziicii-elektrolit sistemi igerisinde gergeklestirilmistir.

4.3.1. Tiyofenin (Th) 3-Tiyofenasetik Asit (T3A) ile

Elektropolimerizasyonu

4.3.1.1. PTh Homopolimerinin Sentezi

(Cozelti sistemi, 5 mL ACN ¢oziicii icerisinde 0,1 M Th monomeriyle birlikte
destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan olusmaktadir. Oda
sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm?) iizerinde PTh homopolimer filmi

hazirland1 (Sema 4.1).

s :

s /

>
Elektrokimyasal S /n
polimerizasyon

2,0 Vvs Ag/Ag’

PLATiIiN ELEKTROD

R :-H,-CHj, -(CH,);CH3 , -(CH,)sCH;

Sema 4.1 3-Alkiltiyofenlerin elektrokimyasal polimerizasyonu
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4.3.1.2. P(Th-ko-T3A) Kopolimerinin Sentezi

(Cozelti sistemi, 5 mL ACN ¢oziicii icerisinde 0,1 M Th ve ayr1 ayr1 0,03 M,
0,06 M, 0,09 M T3A monomerleriyle birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03
M TBAFB tuzundan olusmaktadir. Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda
bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V) uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1
cm?) iizerinde P(Th-ko-T3A%%), P(Th-ko-T3A"®), P(Th-ko-T3A*") olmak iizere ii¢

farkli besleme oraninda kopolimer filmler hazirlandi (Sema 4.2).

R CH,COOH
{ S { S R CH,COOH
> 4 () (Y
:
Elektrokimyasal S /x Sy
polimerizasyon
2,0 Vvs Ag/Ag’

PLATIN ELEKTROD

R:-H, -CHj, -(CH,);CHj3 , -(CH;)sCHj;

Sema 4.2 3-Alkiltiyofenlerin 3-Tiyofenasetik asit ile elektrokimyasal

kopolimerizasyonu

4.3.2. 3-Metiltiyofenin (3MeTh) 3-Tiyofenasetik Asit (T3A) ile

Elektropolimerizasyonu
4.3.2.1. P3MeTh Homopolimerinin Sentezi

Cozelti sistemi, 5 ml ACN ¢oziicii icerisinde 0,1 M 3MeTh monomeriyle
birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan olugmaktadir.
Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm?) iizerinde P3MeTh homopolimer filmi
hazirland1 (Sema 4.1).
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4.3.2.2. P(3MeTh-ko-T3A) Kopolimerlerinin Sentezi

(Cozelti sistemi, 5 ml ACN ¢oziicii igerisinde 0,1 M 3MeTh ve ayr1 ayr1 0,03 M,
0,06 M, 0,09 M T3A monomerleriyle birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03
M TBAFB tuzundan olusmaktadir. Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda
bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V) uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1
cm’) iizerinde P(3MeTh-ko-T3A%), P(3MeTh-ko-T3A%®), P(3MeTh-ko-T3A%?)

olmak iizere ii¢ farkli besleme oraninda kopolimer filmler hazirlandi (Sema 4.2).

4.3.3. 3-Biitiltiyofenin (3BuTh) 3-Tiyofenasetik Asit (T3A) ile

Elektropolimerizasyonu

4.3.3.1. P3BuTh Homopolimerinin Sentezi

Cozelti sistemi, 5 ml ACN ¢oziicii icerisinde 0,1 M 3BuTh monomeriyle
birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan olusmaktadir.
Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm®) iizerinde P3BuTh homopolimer
filmi hazirland1 (Sema 4.1).

4.3.3.2. P(3BuTh-ko-T3A) Kopolimerinin Sentezi

Cozelti sistemi, S ml ACN ¢oziicli igerisinde 0,1 M 3BuTh ve ayri ayr1 0,03
M, 0,06 M, 0,09 M T3A monomerleriyle birlikte destek elektrolit olarak kullanilan
0,03 M TBAFB tuzundan olugmaktadir. Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda
bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V) uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1
cm’) tizerinde P(3BuTh-ko-T3A%*), P(3BuTh-ko-T3A™®), P(3BuTh-ko-T3A%?)

olmak tizere ii¢ farkli besleme oraninda kopolimer filmler hazirlandi (Sema 4.2).
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4.3.4. 3-Hekziltiyofenin (3HeTh) 3-Tiyofenasetik Asit (T3A) ile

Elektropolimerizasyonu

4.3.4.1. P3HeTh Homopolimerinin Sentezi

Cozelti sistemi, 5 ml ACN ¢oziicii icerisinde 0,1 M 3HeTh monomeriyle
birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M TBAFB tuzundan olugmaktadir.
Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V)
uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1 cm?®) iizerinde P3HeTh homopolimer
filmi hazirlandi (Sema 4.1).

4.3.4.2. P(3HeTh-ko-T3A) Kopolimerinin Sentezi

(Cozelti sistemi, 5 ml ACN ¢oziicii icerisinde 0,1 M 3HeTh ve ayr1 ayr1 0,03 M,
0,06 M, 0,09 M T3A monomerleriyle birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03
M TBAFB tuzundan olusmaktadir. Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda
bulunan sisteme sabit potansiyel (2,0 V) uygulanilarak, platin yaprak elektrot (A:1
cm®) tizerinde P(3HeTh-ko-T3A%’), P(3HeTh-ko-T3A™®), P(3HeTh-ko-T3A%?)

olmak iizere ii¢ farkli besleme oraninda kopolimer filmler hazirlandi (Sema 4.2).

4.4. Elektrokimyasal Olarak Sentezlenen Polimer Filmlerin

Karakterizasyonu

Sentezlenen polimer filmlerin yiizeyi lizerinde kalan asir1 tuzlar1 uzaklastirmak
amaciyla ACN ile birkag¢ kez yikandi. Elde edilen filmler diklorometan ortamina
daldirarak platin yiizeyden alindi. Daha sonra, asetonitril ile yikanip vakum altinda

kurutuldu.

Polimerlerin ¢oziinmemesinden dolay, 'H NMR teknigi ile karakterizasyon
yapilamadi. Polimerlerin analizi Temas Ag¢isi, AFM, ATR-FTIR, Taramali1 Elektron
Mikroskop (SEM), Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) ve Termo Gravimetrik
Analiz (TGA) ile Film iletkenlik dl¢timleri yapildi.
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4.4.1. ATR-FTIR Karakterizasyonu

4.4.1.1. PTh ve P(Th-ko-T3A) Polimerlerinin ATR-FTIR
Spektroskopisi

Sekil 4.6 ‘de PTh ve P(Th-ko-T3A%’) filmlerinin infrared (IR) spektrumlarini
baktigimizda, 3201 cm'’deki pik C=C’ye bagl hidrojenin bulunmadigmi ve
genellikle molekiilde doymamuslik yoklugunu belirtir. 2950 cm™’de C-H gerilmesi,
simetrik ve asimetrik gerilmesinden, 1363 cm™’de C-H diizlem igi simetrik
egiliminden ve 809 cm’de ise 2,5-disubstitue tiyofenin C-Hp diizlem dis1
egiliminden kaynaklanmaktadir. Tiyofene ait C-S gerilimleri 1193 cm™ ve 640 cm’
"de gbzlemlenmektedir. 1662 cm™ civarindaki pik polikonjugasyondan, 1106 cm’

"deki pik BF; dopant tuzun varhgindan kaynaklandigi bilinmektedir (Sekil 4.6a).

b)

4000 I 35b0 ' 30b0 | 25B0 ' ZObO I 1550 | 10b0 '
Wavenumber (cm'1)
Sekil 4.6 a)PTh ve b)P(Th-ko-T3A%’) filmlerinin infrared (IR) spektrumlari.

1713 em™de ise C=0 grubundan oldugu ileri siiriilmektedir (Sekil 4.6b).
ATR-FTIR analizlerinden elektrokimyasal kopolimerizasyonun basariyla yapildigi

goriilmektedir.
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4.4.1.2. P3MeTh ve P(3MeTh-ko-T3A) Polimerlerinin ATR-FTIR
Spektroskopisi

Sekil 4.7‘de PMeTh ve P(MeTh-ko-T3A%") filmlerinin infrared (IR)
spektrumlarina  baktigmmzda, 3084 cm™’deki pik C=C’ye bagh hidrojenin
bulunmadigini1 ve genellikle molekiilde doymamiglik yoklugunu belirtir. 2930 cm
"de C-H gerilmesi, simetrik ve asimetrik gerilmesinden, 1363 cm’de C-H
diizlem ici simetrik egiliminden ve 812 cm™’de ise 2,5-disubstitue tiyofenin C-Hg
diizlem dis1 egiliminden kaynaklanmaktadir. Tiyofene ait C-S gerilimi 663 cm™ de
gdzlemlenmektedir. 1106 cm™ civarindaki pik, BFy  dopant tuzun varhigindan
kaynaklandigi bilinmektedir (Sekil 4.7a).

b)
W\ /ﬁ MWA‘&,I \//\“ '|J|ﬂ!wm\| [’f
\/ '|u|
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R e T (“f

\
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Wavenumber (cm'1)

Sekil 4.7 a)P3MeTh ve b)P(3MeTh-ko-T3A%?) filmlerinin infrared (IR)
spektrumlari.

1655 cm™’de ise C=O grubundan oldugu ileri siirilmektedir. ATR-FTIR
analizlerinden  elektrokimyasal  kopolimerizasyonun  basariyla  yapildigi

goriilmektedir. (Sekil 4.7b).
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4.4.1.3. P3BuTh ve P(3BuTh-ko-T3A) Polimerlerinin ATR-FTIR
Spektroskopisi

Sekil 4.8‘de P3BuTh ve P(3BuTh-ko-T3A®’) filmlerinin infrared (IR)
spektrumlarina  baktigimizda, 3194 cm’deki pik C=C’ye bagl hidrojenin
bulunmadigini ve genellikle molekiilde doymamishk yoklugunu belirtir. 2935 ¢cm™
ve 2851 cm™’de C-H gerilmesi, simetrik ve asimetrik gerilmesinden, 1393 cm™’de
C-H diizlem i¢i simetrik egiliminden ve 812 cm™’de ise 2,5-disubstitue tiyofenin C-
Hg diizlem dis1 egiliminden kaynaklanmaktadir. Tiyofene ait C-S gerilimi 668 cm’!
de gozlemlenmektedir. 1093 cm™ civarindaki pik, BF; dopant tuzun varligmdan

kaynaklandig1 bilinmektedir (Sekil 4.8a).

b)
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Sekil 4.8 a)P3BuTh ve b)P(3BuTh-ko-T3A") filmlerinin infrared (IR)
spektrumlari.

1711 cm™’de ise C=0 grubundan oldugu ileri siiriilmektedir (Sekil 4.8b).
ATR-FTIR analizlerinden elektrokimyasal kopolimerizasyonun basariyla yapildigi

goriilmektedir.
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4.4.1.4. P3HeTh ve P(3HeTh-ko-T3A) Polimerlerinin ATR-FTIR
Spektroskopisi

Sekil 4.9‘da P3HeTh ve P(3HeTh-ko-T3A%%) filmlerinin infrared (IR)
spektrumlarina baktigimizda, 3197 cm™ ve 3094 cm™ deki pikler, C=C’ye bagh
hidrojenin bulunmadigin1 ve genellikle molekiilde doymamislik yoklugunu belirtir.
2919 cm™ ve 2852 cm™ * de goriilen pikler C-H gerilmesi, simetrik ve asimetrik
gerilmesinden, 1390 cm™’de C-H diizlem i¢i simetrik egiliminden ve 813 cm™’de ise
2,5-disubstitue tiyofenin C-Hp diizlem dis1 egiliminden kaynaklanmaktadir. Tiyofene
ait C-S gerilimi 670 cm™’de gozlemlenmektedir. 1106 cm™ civarmdaki pik, BF,
dopant tuzun varligindan kaynaklandigi bilinmektedir (Sekil 4.9a).

b)
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Sekil 4.9 a) P3HeTh ve b) P(3HeTh-ko-T3A0,9) filmlerinin Infrared (IR)
spektrumlari.

1730 cm™’de ise C=0 grubundan oldugu ileri siiriilmektedir (Sekil 4.9b).
ATR-FTIR analizlerinden elektrokimyasal kopolimerizasyonun basariyla yapildigi

goriilmektedir.



74

4.4.2. Termal Gravimetrik Analiz Sonuclari

TGA aragtirmalari i¢in kullanilan filmlerin sentezlendigi elektroliz sisteminde
calisma elektrodu olarak platin yaprak elektrodu (A:1 cm? ), karsit elektrot olarak pt
tel elektrot ve referans elektrot olarak ise Ag/Ag" referans elektrodu kullanilmustir.
Destek elektrolit olarak TBAFB ve ¢oziicli olarak ACN’nin kullanildig: elektroliz
ortamina monomer karisimlari konuldu. Bununla birlikte, Karisimin bulundugu
reaksiyon ortaminda kullanilan platin yaprak ¢alisma elektrodu iizerine 2,0V luk bir
sabit voltaj 1200 sn uygulanarak elektrokimyasal polimerizasyon yapildi.
Elektrokimyasal polimerizasyondan Once ortama argon gazi verildi. Polimerler
filmlerinin TGA analizleri 25-700 °C arasinda alindi. Sicaklik arttikga agirhigin

azalimi s6z konusudur.

4.4.2.1. PTh ve P(Th-ko-T3A) Polimerinin TGA Cahsmalar

Saf PTh filminden 700 °C “in sonunda % 38,63 kald1. Ancak, P(Th-ko-T3A%?),
P(Th-ko-T3A%®) ve P(Th-ko-T3A®") filmleri bu sicakhigm sonuna geldiginde
sirastyla % 29,58, % 24,47 ve % 11,04 kalint1 kaldigr goézlemlendi. Bu TGA
egrisinde monomerinin T3A’nin degisik konsantrasyonlariyla
elektropolimerizasyonundan sonra olusan filmlerin 1sisal kararlhiliklarinin azaldigi

gozlemlendi (Sekil 4.10).
4.4.2.2. P3MeTh ve (3MeTh-ko-T3A) Polimerinin TGA Calismalari

Saf P3MeTh filminden 700 °C “in sonunda % 35,84 kaldi. Ancak, P(3MeTh-ko-
T3A%’), P(3MeTh-ko-T3A™®) ve P(3MeTh-ko-T3A%%) filmleri bu sicakligm
sonuna geldiginde sirasiyla % 11,67, % 35,91, % 06,75 kalinti kaldig
gozlemlendi. Bu TGA  egrisinde  monomerinin  T3A’nmin  degisik
konsantrasyonlartyla  elektropolimerizasyonundan sonra olusan filmlerin
P(3MeTh-ko-T3A%®) haric 1s1sal kararliliklarinin azaldigi gozlemlendi (Sekil 4.11)
P3MeTh, P(3MeTh-ko-T3A™), P(3MeTh-ko-T3A%°) ve P(3MeTh-ko-T3A%?)
filmlerine ait TGA grafikleri.
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Sekil 4.10 PTh, P(Th-ko-T3A%?), P(Th-ko-T3A*®) ve P(Th-ko-T3A%’) filmlerine
ait TGA grafikleri.
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T3A%) filmlerine ait TGA grafikleri.
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4.4.2.3. P3BuTh ve P(3BuTh-ko-T3A) Filmlerinin TGA Calismalar:

Saf P3BuTh filminden 700 °C “in sonunda % 34,53 kaldi. Ancak, P(3BuTh-ko-
T3A%), P(3BuTh-ko-T3A%°) ve P(3BuTh-ko-T3A*) filmleri bu sicakligin sonuna
geldiginde sirasiyla % 25,71, % 23,59, % 29,75 kalint1 kaldig1 gbzlemlendi. Bu TGA
egrisinde monomerinin T3A’nin degisik konsantrasyonlariyla

elektropolimerizasyonundan sonra olusan filmlerin 1sisal kararlhiliklarinin azaldigi

gozlemlendi (Sekil 4.12).
4.4.2.4. P3HeTh ve P(3HeTh-ko-T3A) Filmlerinin TGA Calismalari

Saf P3HeTh filminden 700 °C “in sonunda % 16,65 kald1. Ancak, P(3HeTh-ko-
T3A%), P(3HeTh-ko-T3A%°) ve P(3HeTh-ko-T3A%") filmleri bu sicakligin sonuna
geldiginde sirastyla % 23,74, % 17,85, % 17,95 kalint1 kaldig1 gézlemlendi. Bu
TGA  egrisinde  monomerinin  T3A’nin  degisik  konsantrasyonlartyla
elektropolimerizasyonundan sonra olusan filmlerin 1sisal kararliliklarinin farklilagtig
gbozlemlendi (Sekil 4.13). TGA egrilerindeki bu farklar kopolimer olusumuna
dayandirilmaktadir.
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d)P(3BuTh-ko-T3A*’) filmlerine ait TGA grafikleri.
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T3A") filmlerine ait TGA grafikleri.
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4.4.3. DSC Analiz Sonuclar:

DSC analizleri i¢in kullanilan filmlerin sentezlendigi elektroliz sisteminde
calisma elektrodu olarak platin yaprak elektrodu (A:1 cm? ) karsit elektrot olarak Pt
tel elektrot ve referans elektrot olarak ise Ag/Ag" referans elektrodu kullanilmustir.
Destek elektrolit olarak TBAFB ve ¢oziicli olarak ACN’nin kullanildig: elektroliz
ortamina monomer karisimlari konuldu. Bununla birlikte, Karisimin bulundugu
reaksiyon ortaminda kullanilan platin yaprak ¢alisma elektrodu tizerine 2,0V luk bir
sabit voltaj 1200 sn uygulanarak elektrokimyasal polimerizasyon yapildi.
Elektrokimyasal polimerizasyondan Once ortama argon gazi verildi. Polimerler

filmlerinin DSC analizleri 25-500 °C arasinda alindh.

4.4.3.1. PTh ve P(Th-ko-T3A) Polimerlerinin DSC Analizleri

DSC termogramlart 25-500 °C arasinda, dakikada 10 °C 1sitma hizinda alindu.
PTh polimerinin Sekil 4.14a’da verilen DSC egrisinde 81, 115 ve 438 °C de ii¢ temel
gecis sicakligr vardir. Bunlardan ilki, ¢oziicliniin uzaklagmasi; digeride polimerin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, 256°C’deki gegis dopantin (BF7)
uzaklasmasindan ileri gelmektedir. Diger taraftan, P(Th-ko-T3A%?), P(Th-ko-T3A%)
ve P(Th-ko-T3A*") (Sekil 4.14b,c ve d ) kopolimer filmlerinin DSC egrilerindeki
endotermik gecisler swrasiyla 71, 64 ve 60°C>deki gecisler ¢oziiciinlin
uzaklagmasindan kaynaklanmaktadir. P(Th—kO—T3A0’6) DSC egrisinde 64, 211, 275,
292°C de dort temel gegis sicakligi vardir. Bunlardan ilki, ¢6ziiciiniin uzaklasmasi,
292°C’deki polimerin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, 211 ve 275
°C’deki gecisler dopantin (BF4) ve polimer filmi icerisindeki oligomerlerin

uzaklagmasindan ileri gelmektedir [69].
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Sekil 4.14 a)PTh, b)P(Th-ko-T3A%?), ¢)P(Th-ko-T3A%°) ve d)P(Th-ko-T3A"*)
filmlerinin DSC grafikleri.

P(Th-ko-T3A%”) DSC egrisinde 296°C’deki gecis dopantin (BF) uzaklasmasina
atfedilebilir.

4.4.3.2. P3MeTh ve PBMeTh-ko-T3A) Polimerlerinin DSC

Analizleri

DSC termogramlar1 25-500 °C arasinda dakikada 10 °C 1sitma hizinda alindu.
P3MeTh polimerinin Sekil 4.15a’da verilen DSC egrisinde 60,49 ve 476 °C’de iig
temel gecis sicakligi vardir. Bunlardan ilki, ¢oziicliniin uzaklagmasi; digeride
polimerin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, 252°C’deki gecis dopantin
(BF4) uzaklasmasindan ileri gelmektedir. Diger taraftan, P(3MeTh-ko-T3A*) ve
P(3MeTh-ko-T3A%?) (Sekil 4.15b ve d ) kopolimer filmlerinin DSC egrilerindeki
endotermik gegisler sirasiyla 49 ve 75°C’deki gegisler ¢oziiciiniin uzaklasmasindan

kaynaklanmaktadir [69].
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Sekil 4.15 a)P3MeTh, b)P(3MeTh-ko-T3A™), ¢)P(3MeTh-ko-T3A™) ve
d)P(3MeTh-kO-T3A0’9) filmlerinin DSC grafikleri.

P(3MeTh-ko-T3A%’) DSC egrisinde 56, 97, 169, 274, 481°C’de dort temel
gecis sicakligi vardir. Bunlardan ilk ikisi, ¢oziiciiniin uzaklasmasi, 481°C’deki
polimerin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, 274 °C’deki gecis dopantin
(BF4) ve polimer filmi icerisindeki oligomerlerin uzaklagsmasindan ileri gelmektedir.
P(3MeTh-ko-T3A%°) (Sekil 4.15¢) ile P(3MeTh-ko-T3A*") (Sekil 4.15d) DSC
egrilerinde sirastyla 234 ve 253°C’deki gecis dopantin (BF) uzaklasmasina,
P(3MeTh-ko-T3A%’) DSC egrisinde 441°C’deki  polimerin  bozulmasina
dayandirilmaktadir [69].

4.4.3.3. P3BuTh ve P(3BuTh-ko-T3A) Polimerlerinin DSC Analizleri

DSC termogramlart 25-500 °C arasinda, dakikada 10 °C 1sitma hizinda alindu.
P3BuTh polimerinin Sekil 4.16’de verilen DSC egrisinde 105 ve 441 °C de iki temel
gecis sicakligr vardir. Bunlardan ilki, ¢oziiciiniin uzaklagmasi; digeride polimerin

bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, 232°C’deki gegis dopantin (BF7)
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uzaklagmasindan ileri gelmektedir. Diger taraftan, P(3BuTh-ko-T3A%), P(3BuTh-
ko-T3A"?) ve P(3BuTh-ko-T3A*") (Sekil 4.16b, ¢ ve d ) kopolimer filmlerinin DSC
egrilerindeki endotermik gegisler sirastyla 56, 57 ve 57,84 °C’deki gegisler

¢Oziiciiniin uzaklagsmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.16 a)P3BuTh, b)P(3BuTh-ko-T3A*?), ¢)P(3BuTh-ko-T3A*®) ve
d)P(3BuTh-ko-T3A"’) filmlerinin DSC grafikleri.

P(3BuTh-ko-T3A*®) DSC egrisinde 49, 218, 274, 466°C’de dort temel gecis
sicakligi vardir. Bunlardan ilki ¢oziiciiniin uzaklagmasi, 466°C’deki polimerin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, 218 ve 274 °C’deki gegisler dopantin
(BF4) ve polimer filmi icerisindeki oligomerlerin uzaklagmasindan ileri gelmektedir.
P(3BuTh-ko-T3A™®) ile P(3BuTh-ko-T3A%’) DSC egrilerinde sirasiyla 278 ve
210°C’deki gegisler dopantin (BF) uzaklasmasma dayandirilirken P(3BuTh-ko-
T3A%) DSC egrisinde bulunan 410°C’deki gecis polimerin  bozulmasina
dayandirilmaktadir [69].
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4.4.3.4. P3HeTh ve P(3HeTh-ko-T3A) Polimerlerinin DSC Analizleri

P3HeTh polimerinin Sekil 4.17a’da verilen DSC egrisinde 73, 132, 198, 249
ve 475 °C de bes temel gecis sicaklign vardir. Bunlardan ilki, ¢oziiciiniin
uzaklasmast; 475 °C’ deki polimerin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica,

249°C°deki gegis dopantin (BF ) uzaklagmasindan ileri gelmektedir.

Diger taraftan, P(3HeTh-ko-T3A%?), P(3HeTh-ko-T3A%°) ve P(3HeTh-ko-
T3A0’9) (Sekil 4.17b, ¢ ve d ) kopolimer filmlerinin DSC egrilerindeki endotermik

gecisler swrasiyla 80, 69 ve 65°C’deki gecisler ¢oziiciiniin uzaklasmasindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.17 a)P3HeTh, b) P(3HeTh-ko-T3A"?), ¢)P(3HeTh-ko-T3A®) ve
d)P(3HeTh-ko-T3A"’) filmlerinin DSC grafikleri.

P(3HeTh-ko-T3A*?) DSC egrisinde 80, 129, 174, 267 ve 479°C’deki bes temel
gecis sicakligr vardir. Bunlardan ilki ¢6ziicliniin uzaklagmasi, 479°C°deki polimerin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, 174 ve 274 °C’deki gegis dopantin (BF 4)
ve polimer filmi igerisindeki oligomerlerin uzaklasmasindan ileri gelmektedir.

P(3HeTh-ko-T3A™®) (Sekil 4.17¢) DSC egrisinde 293 ve 465°C’deki gecisler
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sirastyla  dopantin  (BF4) uzaklagsmasina digeriyse polimerin bozulmasina
dayandirilmaktadir. (Sekil 4.33d) grafiginde gorildiigii iizere P(3HeTh-ko-T3A"?)
DSC egrisini vermistir. P(3HeTh-ko-T3A%’) DSC egrisine gore 456°C’deki
polimerin bozulmasma kaynaklanirken, 275°C’deki gecis dopantin  (BF7)
uzaklagsmasina atfedilebilir. DSC egrilerindeki bu farklar kopolimer olusumuna

dayandirilmaktadir [69].

4.4.3. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizleri

Elektrokimyasal olarak hazirlanan filmlerin sentezlendigi elektroliz sisteminde
calisma elektrodu olarak Pt yaprak (A:1 cm?® ) elektrot, karsit elektrot olarak Pt tel
elektrot ve referans elektrot olarak ise Ag/Ag’ referans elektrodu kullanilmustir.
Hazirlanan iletken polimer film elektropolimerizasyon deneylerinden sonra film
ylizeyi lizerinde kalan asir1 tuz ve oligomerleri uzaklastirmak amaciyla ACN ile

yikand1 ve vakum altinda kurutuldu.

4.4.3.1. PTh ve P(Th-ko-T3A) Polimerlerinin SEM Analizleri

PTh (a, b, ¢), P(Th-ko-T3A%’) (d, e, ), P(Th-ko-T3A™®) (g, h, 1), P(Th-ko-
’ 1, ], olimerierinin resumieri mmicrin ¢oze t1 taratlarindan , D V€
T3A*) (i, j, k) polimerlerinin SEM resimleri filmlerin ¢ozelti taraflarindan 10, 5

2 p biiytikligiinden fotograflar halinde alind1 (Sekil 4.18).

(Cozelti ortaminda T3A orani arttirilarak elde edilen kopolimer filmlerin sem
resimlerinden, karnabahar goriintiisii veren saf tiyofeninkinden farkli ¢ikmistir. T3A

orani artmastyla film yiizeyi lizerindeki bosluklarin arttig1 gozlenmektedir.

4.4.3.2. P3MeTh ve P(3MeTh-ko-T3A) Polimerlerinin SEM

Analizleri

P3MeTh (ab.c), P(3MeTh-ko-T3A™) (d,e,f), P(3MeTh-ko-T3A%°) (g,h,1),
P(3MeTh-ko-T3A%%) (i,j,k)  polimerlerinin SEM resimleri filmlerin ¢ozelti
taraflarindan 10, 5 ve 2 p biiyiikliigiinden fotograflar halinde alind1 (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18 PTh (a, b, ¢), P(Th-ko-T3A%?) (d, e, ), P(Th-ko-T3A%°) (g, h, 1) ve
P(Th-ko-T3A%’) (i, J, k) filmlerinin ¢o6zelti taraflarindan ¢ekilmis 10 pm, 5 um ve

2 um dl¢iisiindeki SEM fotograflari.



85

4.4.3.3. P3BuTh ve P(3BuTh-ko-T3A) Polimerlerinin SEM

Analizleri

P3BuTh (a,b.c), P(3BuTh-ko-T3A%%) (d.e,f), P(3BuTh-ko-T3A™®) (g,h,1) ve
P(3BuTh-ko-T3A*") (1,5,k) polimerlerinin SEM resimleri filmlerin ¢ozelti
taraflarindan 10, 5 ve 2 p biiyiikliigiinden fotograflar halinde alind1 (Sekil 4.20).

(Cozelti ortaminda T3A orani arttirilarak elde edilen kopolimer filmlerin sem
resimlerinden, piriizsiiz bir ylizeye sahip olan saf Biitiltiyofeninkinden farkl
cikmigtir. Cozelti sisteminde T3A oran1 artmasiyla film ylizeyi {izerindeki

bosluklarin dolduruldugu ve yiizey piiriizliiliigiiniin artis1 gézlenmektedir.

Elde edilen kopolimer filmler i¢cinde T3A oram artist SEM resimlerinden
goriildiigii lizere, saf Metiltiyofeninkinden farkli ¢ikmistir. Cozelti sisteminde T3A
oran1 artmasiyla film ylizeyi iizerindeki bosluklarin dolduruldugu ve kiiresel
(globular) halde olan goriintiilerin artis1 gdzlenmektedir. T3A orani artmasiyla film

ylizeyi tizerindeki bosluklarin arttigi gézlenmektedir.
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Sekil 4.19 P3MeTh (a, b, ¢), P(3MeTh-ko-T3A%Y) (d, e, f), P(3MeTh-ko-T3A%%)
(g, h, 1) ve P(3MeTh-ko-T3A>) (i, j, k) filmlerinin ¢ozelti taraflarindan gekilmis

10 pm, 5 pm ve 2 um dlgiisiindeki SEM fotograflari.

Filmlerin yiizey morfolojisinde SEM goériintiilerinin arasindaki bu fark

kopolimer olusumuna dayandirilmaktadir.
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Sekil 4.20 P3BuTh (a, b, ¢), P(3BuTh-ko-T3A%) (d, e, ), P(3BuTh-ko-T3A%%) (g,
h, 1), P(3BuTh-ko-T3A*%) (i, j, k) filmlerinin ¢6zelti taraflarindan ¢ekilmis 10 pm,

5 um ve 2 pm dSlgiistindeki SEM fotograflari.
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T3A oram1 artmasiyla film ylizeyi iizerindeki bosluklarin arttig
gozlenmektedir. Filmlerin yilizey morfolojisinde SEM goriintiilerinin arasindaki bu

fark kopolimer olusumuna dayandirilmaktadir.

4.4.3.4. P3HeTh ve P(3HeTh-ko-T3A) Polimerlerinin SEM

Analizleri

P3HeTh (a,b,c), P(3HeTh-ko-T3A%?) (d,e,f), P(3HeTh-ko-T3A™®) (g,h,1),
P(3HeTh-ko-T3A*") (ij,k)  polimerlerinin SEM resimleri filmlerin ¢ozelti
taraflarindan 10, 5 ve 2 p bliyiikliigiinden fotograflar halinde alind1 (Sekil 4.21).

Cozelti ortaminda T3A orani arttirilarak elde edilen kopolimer filmlerin SEM
fotograflari, saf Hekziltiyofenin’kinden farkli ¢ikmustir. Cozelti sisteminde T3A
oran1 artmasiyla film yiizeyi lizerindeki bosluklarin dolduruldugu ve globular

(kiiresel) halde goriintiilerin artis1 gozlenmektedir.

Filmlerin yiizey morfolojisinde SEM goériintiilerinin arasindaki bu fark

kopolimeri olusumuna dayandirilmaktadir.
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Sekil 4.21 P3HeTh (a, b, ¢), P(3HeTh-ko-T3A*?) (d, ¢, f), P(3HeTh-ko-T3A%%) (g,
h, 1) ve P(3HeTh-ko-T3A™") (4, j, k) filmlerinin ¢ozelti taraflarindan ¢ekilmis 10

um, 5 um ve 2 um Olgtistindeki SEM fotograflari.
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4.4.4. AFM Analizleri

Atomik force mikroskopu (AFM) arastirmalart i¢in kullanilan filmlerin
sentezlendigi elektroliz sisteminde ¢alisma elektrodu olarak ITO ¢alisma elektrodu
(A:1 cm?), karsit elektrot olarak pt tel elektrot ve referans elektrot olarak ise Ag/Ag”
referans elektrodu kullanilmistir. Destek elektrolit olarak TBAFB ve ¢oziicii olarak
ACN’nin kullanildig1 elektroliz ortamma monomer karigimlart konuldu. Bununla
birlikte, Karisimin bulundugu reaksiyon ortaminda kullanilan iTO galisma elektrodu
tizerine 2,0 V’luk bir sabit voltaj 10 sn uygulanarak elektrokimyasal polimerizasyon

yapildi. Elektrokimyasal polimerizasyondan 6nce ortama argon gazi verildi.

4.4.4.1. PTh ve P(Th-ko-T3A) Polimerlerinin AFM Analizleri

Elektrokimyasal polimerizasyonuyla sentezlenen PTh ve Tiyofen ile 3-
Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda sentezlenen P(Th-ko-T3A"), P(Th-ko-
T3A™) ve P(Th-ko-T3A"") filmlerinin 10pum’luk (Sekil 4.22) ile {i¢ boyutlu AFM
(Sekil 4.23) resimleri asagida gosterilmistir.

PTh ve Tiyofen ile 3-Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda sentezlenen P(Th-
ko-T3A"?), P(Th-ko-T3A%®) ve P(Th-ko-T3A"") filmlerinin 10 pm’luk (Sekil 4.22)
ile tic boyutlu AFM (Sekil 4.23) goriintiilerinde de goriilecegi gibi ¢ozelti sisteminde
T3A oran arttikga filmler icindeki karboksil gruplarinin artisi séz konusu

oldugundan filmlerin yiizey piiriizliiliigiintin artis1 gézlenmektedir.

4.4.4.2. P3MeTh ve P(3MeTh-ko-T3A) Polimerlerinin AFM

Analizleri

Elektrokimyasal polimerizasyonuyla sentezlenen P3MeTh ve 3-Metiltiyofen ile
3-Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda sentezlenen P(3MeTh-ko-T3A""),
P(3MeTh-ko-T3A"%) ve P(3MeTh-ko-T3A*") filmlerinin 10 pm’luk (Sekil 4.24)
ile i¢ boyutlu AFM (Sekil 4.25) resimleri asagida gosterilmistir.
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Sekil 4.22 a) Film kaplanmamus iTO yiizeyi, b)PTh, ¢)P(Th-ko-T3A%*), d)P(Th-
ko-T3A™), ¢)P(Th-ko-T3A%’) ve f) PT3A filmlerine ait ¢ekilmis 10 pm AFM

goriintiileri.



Sekil 4.23 a)Film kaplanmamus ITO yiizeyi, b)PTh, ¢)P(Th-ko-T3A*?), d)P(Th-
ko-T3A®), e)P(Th-ko-T3A%?) ve )PT3A filmlerine ait ¢ekilmis 3 Boyutlu AFM

goriintiileri.
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Sekil 4.24 a)Film kaplanmamus iTO yiizeyi, b)P3MeTh, ¢)P(3MeTh-ko-T3A%%),
d)P(3MeTh-ko-T3A%°), e)P(3MeTh-ko-T3A%’) ve f) PT3A filmlerine ait ¢ekilmis

10 pm AFM goriintiileri.
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Sekil 4.25 a)Film kaplanmamus iTO yiizeyi, b)P3MeTh, ¢)P(3MeTh-ko-T3A™?),
d) P(3MeTh-ko-T3A%%), ¢) P(3MeTh-ko-T3A*") ve f) PT3A filmlerine ait
cekilmis 3 Boyutlu AFM goriintiileri.

P3MeTh ve 3-Metiltiyofen ile 3-Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda
sentezlenen P(3MeTh-ko-T3A*), P(3MeTh-ko-T3A%%) ve P(3MeTh-ko-T3A"")
filmlerinin 10um’luk (Sekil 4.24) ile iic boyutlu AFM (Sekil 4.25) goriintiilerinde
goriilecegi gibi ¢ozelti sisteminde T3A orami arttikca filmler igindeki karboksil
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gruplariin artis1 s6z konusu oldugundan filmlerin yiizey piiriizliilliglintin artis1 fark

edilmektedir.

4.4.43. P3BuTh ve P(3BuTh-ko-T3A) Polimerlerinin AFM

Analizleri

Elektrokimyasal polimerizasyonuyla sentezlenen P3BuTh ve Biitiltiyofen ile 3-
Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda sentezlenen P(3BuTh-ko-T3A"), P(3BuTh-
ko-T3A"%) ve P(3BuTh-ko-T3A™) filmlerinin 10 pm’luk (Sekil 4.26) ile iic
boyutlu AFM (Sekil 4.27) resimleri asagida gosterilmistir.

P3BuTh ve Biitiltiyofen ile 3-Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda
sentezlenen P(3BuTh-ko-T3A"?), P(3BuTh-ko-T3A™) ve P(3BuTh-ko-T3A"")
filmlerinin 10 um’luk (Sekil 4.26) ile ii¢c boyutlu AFM (Sekil 4.27) goriintiilerinde
de goriilecegi gibi ¢ozelti sisteminde T3A oram arttikca filmler igindeki karboksil
gruplarmin artist s6z konusu oldugundan filmlerin ylizey piiriizliiligiiniin artist

gbzlenmektedir.

4.4.4.4. P3HeTh ve P(3HeTh-ko-T3A) Polimerlerinin AFM

Analizleri

Elektrokimyasal polimerizasyonuyla sentezlenen P3HeTh ve Hekziltiyofen ile 3-
Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda sentezlenen P(3HeTh-ko-T3A*), P(3HeTh-
ko-T3A%%) ve P(3HeTh-ko-T3A"’) filmlerinin 10pm’luk (Sekil 4.28) ile iic boyutlu
AFM (Sekil 4.29) resimleri asagida gosterilmistir.

P3HeTh ve Hekziltiyofen ile 3-Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda
sentezlenen P(3HeTh-ko-T3A"?), P(3HeTh-ko-T3A*®) ve P(3HeTh-ko-T3A")
filmlerinin 10 pm’luk (Sekil 4.28) ile ii¢c boyutlu AFM (Sekil 4.29) goriintiilerinde
de goriilecegi gibi ¢ozelti sisteminde T3A orani arttik¢a filmler icindeki karboksil
gruplarinin artis1 s6z konusu oldugundan filmlerin ylizey piirtizliiliigliniin artisi

gbzlenmektedir.
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Sekil 4.26 a) Film kaplanmarmus ITO yiizeyi, b)P3BuTh, ¢)P(3BuTh-ko-T3A%"),
d)P(3BuTh-ko-T3A%®), ¢)P(3BuTh-ko-T3A*") ve f)PT3A filmlerine ait ¢cekilmis
10 um AFM goriintiileri.
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Sekil 4.27 a)Film kaplanmamuis iTO yiizeyi, b)P3BuTh, ¢)P(3BuTh-ko-T3A*%) ,

d)P(3BuTh-ko-T3A%®), ¢)P(3BuTh-ko-T3A*’) ve f)PT3A filmlerine ait ¢ekilmis

3 Boyutlu AFM goriintiileri.
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Sekil 4.28 a)Film kaplanmamuis iTO yiizeyi, b)P3HeTh, ¢)P(3HeTh-ko-T3A%),
d)P(3HeTh-ko-T3A%®), e)P(3HeTh-ko-T3A*") ve f)PT3A filmlerine ait ¢ekilmis
10 um AFM goriintiileri.
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Sekil 4.29 a)Film kaplanmamus iTO yiizeyi, b)P3HeTh, c)P(3HeTh—k0-T3AO’3),
d)P(3HeTh-ko-T3A%®), e)P(3HeTh-ko-T3A*") ve f)PT3A filmlerine ait ¢ekilmis 3

Boyutlu AFM goriintiileri.
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4.4.5. Temas Acis1 Olciimleri

Temas Acisi (Contact Angle)  aragtirmalari i¢in kullanilan filmlerin
sentezlendigi elektroliz sisteminde calisma elektrodu olarak ITO ¢alisma elektrodu
(A:1 cm?), karsit elektrot olarak pt tel elektrot ve referans elektrot olarak ise Ag/Ag”
referans elektrodu kullanilmistir. Destek elektrolit olarak TBAFB ve ¢oziicii olarak
ACN’nin kullanildig1 elektroliz ortamma monomer karigimlart konuldu. Bununla
birlikte, Karisimin bulundugu reaksiyon ortaminda kullanilan iTO galisma elektrodu
tizerine 2,0V luk bir sabit voltaj 10 sn uygulanarak elektrokimyasal polimerizasyon

yapildi. Elektrokimyasal polimerizasyondan 6nce ortama argon gazi verildi.

4.4.5.1. PTh ve P(Th-ko-T3A) Polimerlerinin Temas Acis1 Ol¢iimleri

Elektrokimyasal polimerizasyonuyla sentezlenen PTh ve Tiyofen ile 3-
Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda sentezlenen P(Th-ko-T3A"), P(Th-ko-
T3A™) ve P(Th-ko-T3A™) filmlerinin Temas Acisi resimleri (Sekil 4.30) asagida

gosterilmistir.

Sekil 4.30°da PTh, P(Th-ko-T3A*%), P(Th-ko-T3A%%), P(Th-ko-T3A%’) ve
T3A filmlerine ait ¢ekilmis Temas agis1 resimleri verilmistir. Elektroliz sisteminde
T3A oram1 artmasiyla film ylizeylerindeki karboksil gruplarmin artisi, film

yiizeylerinin hidrofilisitesinin (suyu severlilik) artisini saglamaktadir.

4.4.5.2. P3MeTh ve P(3MeTh-ko-T3A) Polimerlerinin Temas Acisi

Ol¢iimleri

Elektrokimyasal polimerizasyonuyla sentezlenen P3MeTh ve 3-Metiltiyofen ile
3-Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda sentezlenen P(3MeTh-ko-T3A"?),
P(3MeTh-ko-T3A"®) ve P(3MeTh-ko-T3A*") filmlerinin Temas Acisi resimleri
(Sekil 4.31) asagida gosterilmistir.
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Sekil 4.30 a) Film kaplanmamus ITO yiizeyi, b)PTh, ¢)P(Th-ko-T3A%*), d)P(Th-
ko-T3A%®), ¢)P(Th-ko-T3A%?) ve f)PT3A filmlerine ait ¢ekilmis temas agis

resimleri.
a) 75° b) 130°
c) 127° d) 120°
e) 114° ) 67°

Sekil 4.31 a)Film kaplanmamus iTO yiizeyi, b)P3MeTh, ¢)P(3MeTh-ko-T3A%"),
d)P(3MeTh-ko-T3A%%), e)P(3MeTh-ko-T3A%’) ve f)PT3A filmlerine ait ¢ekilmis

temas acisi resimleri.

Sekil 4.31°de P3MeTh, P(3MeTh-ko-T3A%?), P(3MeTh-ko-T3A%®), P(3MeTh-

ko-T3A*”) ve PT3A filmlerine ait ¢ekilmis Temas agist resimleri verilmistir.
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Elektroliz sisteminde T3A orani artmasiyla film yiizeylerindeki karboksil gruplarinin

artig1, film yiizeylerinin hidrofilisitesinin (suyu severlilik) artigin1 saglamaktadir.

4.4.5.3. P3BuTh ve P(3BuTh-ko-T3A) Polimerlerinin Temas Acisi
Olciimleri

Elektrokimyasal polimerizasyonuyla sentezlenen P3BuTh ve Biitiltiyofen ile 3-
Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda sentezlenen P(3BuTh-ko-T3A"), P(3BuTh-

ko-T3A%%) ve P(3BuTh-ko-T3A*”) filmlerinin Temas Agist resimleri (Sekil 4.32)

asagida gosterilmistir.

a) 75° b) 95°
_—— —
<) 92° d) 88°
e) 86° ) 67

Sekil 4.32 a)Film kaplanmanus ITO yiizeyi, b)P3BuTh, ¢)P(3BuTh-ko-T3A%),
d)P(3BuTh-ko-T3A%%) , ¢)P(3BuTh-ko-T3A%’) ve f)PT3A filmlerine ait ¢ekilmis

temas agis1 resimleri.

Sekil 4.32°de P3BuTh, P(3BuTh-ko-T3A%’), P(3BuTh-ko-T3A%°), P(3BuTh-
ko-T3A°’9) ve PT3A filmlerine ait ¢ekilmis Temas acgisi resimleri verilmistir.
Elektroliz sisteminde T3A orani artmasiyla film yiizeylerindeki karboksil gruplarinin

artis, film yiizeylerinin hidrofilisitesinin (suyu severlilik) artisin1 saglamaktadir.
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4.4.5.4. P3HeTh ve P(3HeTh-ko-T3A) Polimerlerinin Temas Acisi

Olciimleri

Elektrokimyasal polimerizasyonuyla sentezlenen P3HeTh ve Hekziltiyofen ile
3-Tiyofenasetik asitin farkli oranlarinda sentezlenen P(3HeTh-ko-T3A"),
P(3HeTh-ko-T3A%®) ve P(3HeTh-ko-T3A™) filmlerinin Temas Agist resimleri
(Sekil 4.33) asagida gosterilmistir.

Sekil 4.33 a)Film kaplanmanus iTO yiizeyi, b)P3HeTh, ¢)P(3HeTh-ko-T3A*),
d)P(3HeTh-ko-T3A%®), e)P(3HeTh-ko-T3A*") ve )PT3A filmlerine ait cekilmis
Temas agis1 resimleri.

Sekil 4.33°de P3HeTh ile P(3HeTh-ko-T3A"’), P(3HeTh-ko-T3A%%),
P(3HeTh-ko-T3A*’) ve PT3A filmlerine ait ¢ekilmis Temas acisi resimleri
verilmistir. Elektroliz sisteminde T3 A orani artmasiyla film yiizeylerindeki karboksil
gruplarinin artisi, film yiizeylerinin hidrofilisitesinin (suyu severlilik) artigini
saglamaktadir. Temas acis1 Olgiimlerinde de goriilecegi lizere ylizeyler arasindaki

fark kopolimer olusumuna isaret eder.
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4.4.6. Filmlerin iletkenlikleri

Polimer filmlerin elektriksel iletkenlikleri Dért Nokta Prob Olgiimleri (Four-
Point Probe Measurement) tarafindan yapilmig olup Keithley 2400 Source Meter
cihaz1 kullanilmustir. Iletkenlik arastirmalari igin kullamilan filmlerin sentezlendigi
elektroliz sisteminde calisma elektrodu olarak ITO ¢alisma elektrodu (A:1 cm’ ),
karsit elektrot olarak pt tel elektrot ve referans elektrot olarak ise Ag/Ag" referans
elektrodu kullanilmistir. Destek elektrolit olarak TBAFB ve ¢oziicii olarak ACN’nin
kullanildig1 elektroliz ortamina monomer karisimlart konuldu. Bununla birlikte,
Karisimin bulundugu reaksiyon ortaminda kullanilan ITO ¢alisma elektrodu iizerine
2,0V luk bir sabit voltaj 1000 sn uygulanarak elektrokimyasal polimerizasyon
yapildi. Elektrokimyasal polimerizasyondan dnce ortama argon gazi verildi.

Daha sonra vakum altinda kurutuldu ve iletkenlik Ol¢iimleri alindi. Th
homopolimer ve kopolimer filmlerin katkilanmis (doping) haldeki iletkenlikleri

Tablo 4.1°de verilmistir.

4.5. Amperometrik Glukoz Biyosensorii Calismalari

Amperometrik glukoz biyosensorii ¢alismalarinda karboksil gruba sahip bir
iletken polimer kullandik. 3HeTh matriks ylizeye iletkenlik saglarken, T3A ise
karboksil gruba sahip oldugundan enzimleri baglamak amaciyla kopolimer film
yapiminda kullanildi. Enzim elektrodunun polimer film matriksi 70 sn’lik bir siirede
2 ila 0,0 V arasinda 10 segment atilarak dontisiimlii voltametri sayesinde hazirlandi.
Elektrokimyasal polimerizasyondan Once ortama argon gazi verilerek ortamdaki
oksijen molekiillerinin uzaklagtirllmas1 saglandi. Detayli bilgi her iki enzim

elektrodu icin “‘4.5.2.1. Calisma Elektrotlarinin Hazirlanig1”” kisminda verilmistir.
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Tablo 4.1 Elektrokimyasal olarak sentezlenmis homopolimer ve kopolimer

katkilanmis (doping haldeki ) filmlerinin farkli potansiyellerdeki S/cm cinsinden

iletkenlikleri.

Polimerin Adi

Uygulanan Potansiyel (Volt)

0,50 V 1,00V 200V [3,00V  [3,50V
PTh 6,423E-7 3,494E-7 |1,820E-7 |1,66E-7 |1,582E-7
P(Th-ko-T3A"") 9,291E-7 5,829E-7 |4,840E-7 |4,345E-7 |3,851E-7
P(Th-ko-T3A") 1,776E-6 1E-6 7,736E-7 |7,089E-7 |6,119E-7
P(Th-ko-T3A"’) 5,098E-7 5,63E-7 |6,695E-7 |7,761E-7 |6,695E-7
P3MeTh 1,273E-6 7,784E-7 |5,311E-7 |2,838E-7 |2,838E-7
P(3MeTh-ko-T3A%) |- - - 3,381E-8 |4,385E-8
P(3MeTh-ko-T3A%®) |- 2,908E-8 |4,772E-7 |- -
P(3MeTh-ko-T3A%") |3,508E-5 1,625E-5 |1,123E-5 [1,506E-5 |1,715E-5
P3BuTh 1,507E-7 5,56E-8 | 5,56E-8 |5,56E-8 | 1,507E-7
P(3BuTh-ko-T3A") | 1,904E-7 1,527E-7 | 1,733E-7 | 3,41E-7 |-
P(3BuTh-ko-T3A™®) | 2,329E-7 1,492E-7 | 1,492E-7 | 1,911E-7 | 2,329E-7
P(3BuTh-ko-T3A%") | 1,928E-7 1,015E-7 | 7,72E-8 | 5,894E-8 | 5,285E-8
P3HeTh 3,182E-7 1,47E-7 | 1,28E-7 | 8,99E-8 | 8,99E-8
P(3HeTh-ko-T3A") | 8,823E-8 5,114E-8 | 3,687E-8 | 2,831E-8 | 2,546E-8
P(3HeTh-ko-T3A™®) | 1,206E-7 6,615E-8 | 5,012E-8 | 3,731E-8 | 3,41E-8
P(3HeTh-ko-T3A") | 1,624E-7 3,849E-7 | - - -
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4.5.1. 3-Hekziltiyofen ve 3-Tiyofenasetik Asitten Olusan

Kopolimerin Sentezi

Camsi karbon elektrot (3 mm ¢apli) galisma elektrodu iizerinde P(3HeTh-ko-

T3A%? ) kopolimer filmi doniisiimlii voltametri sayesinde hazirlandi (Sema 4.3).

CeHiz  CH,COOH
CeHis CH,COOH

/\/—js\ N \/—j/s\ _ /S\ . /S\y
>

[ S\ LS\

I NS WE

Elektrokimyasal
Camsi Karbon Elektrot CgH13 CH,COOH

Kopolimerizasyon

Sema 4.3 3-Hekziltiyofenin 3-Tiyofenasetik asit ile elektrokimyasal
kopolimerizasyonu

Filmin sentezlendigi ¢6zelti sistemi, 5 ml ACN ¢oziicii icerisinde 0,1 M 3HeTh
ve 0,03 M T3A monomerleriyle birlikte destek elektrolit olarak kullanilan 0,03 M
TBAFB tuzundan olusmaktadir. Oda sicakliginda ve argon atmosferi altinda bulunan
sistemde, 0,0 V ile +2,0 V arasinda 400 mV/sn hizla 70 sn (10 segment) potansiyel

taramasi yapildu.

a) b)
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Sekil 4.34 a)3-Hekziltiyofenin, b)3-Tiyofenasetik asitle 1:0,3 oranda birlikte
oldugu ortamin doniisiimlii voltametri grafikleri (Tarama hizi: 400mV/sn, karsit
elektrot pt tel elektrot, ¢calisma elektrodu olarak Camsi1 karbon ¢alisma (3mm
Capl) elektrodu ve referans elektrot olarak ise Ag/Ag referans elektrodu
kullanilmigtir.).
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3-Hekziltiyofen ve 3-Tiyofenasetik Asitin 1:0,3 Oranda beraber oldugu
ortamda 0,84 V’ da yiikseltgenme ve 0,27 V’ da indirgenme potansiyelleri bulundu.
Ayni kosullarda 0,1 M 3-Hekziltiyofenin 0,91 V’da yiikseltgenme ve 0,25 V’da
indirgenme potansiyelleri gozlenmektedir. Redoks pikleri arasindaki bu fark

kopolimer olusumuna atfedilebilir (Sekil 4.34).

4.5.2. Cahisma Elektrotlarinin Hazirlanisi

4.5.2.1. Medyatorsiiz Glukoz Biyosensoriiniin Hazirlanisi

Elektrokimyasal olarak sentezlenen kopolimer filme oncelikle 0,0 V’ta 250
saniye “dedoping” islemi yapildi. Tuz asirisin1 uzaklastirmak icinse ACN ile birkag
kez yikandi ve 250 saniye deiyonize suda bekletildi. Daha sonraki islemler
literatlirde yapilanlardan farkli olarak, +4 °%C> de ilk énce 0,5 M NaCl, CMC (5
mg/mL)+NHS (7,5 mg/ml) iceren mops tamponu (pH: 7.4 ) ¢ozeltisinde 45 dakika
ve sonra 0,5M NaCl, Glukoz Oksidaz (1 mg/mL) enziminin igeren mops tamponu

(pH: 7,40 ) ¢ozeltisinde sulu ¢ozeltisinde 24 saat bekletildi [70].

Medyatorsiiz Glukoz Biyosensorii

Sema 4.4 Medyatorsiiz glukoz biyosensorii igin ¢aligma elektrodu yapilisinin

sematik gosterimi
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Her bir daldirmadan sonra elektrot uzerindeki eser miktardaki kalintilar
uzaklastirmak icin saf suyla yikama yapildi (Sema 4.4). Elektrot kullanilmadigi

zamanlarda fosfat tamponu (pH: 7,00) icinde +4 °C’de muhafaza edilmistir.
4.5.2.2. Medyatorlii Glukoz Biyosensoriiniin Hazirlanisi

Elektrokimyasal olarak sentezlenen kopolimer filme oncelikle 0,0 V’ta 250
saniye “dedoping” islemi yapildi. Tuz asirisin1 uzaklastirmak icinse ACN ile birkag
kez yikand: ve 250 saniye deiyonize suda bekletildi. Bu islemlerden sonra, +4 °C” de
ilk 6nce 0,5 M NaCl, CMC (5 mg/mL) + NHS (7,5 mg/ml) igeren mops tamponu
(pH:7.4 ) cozeltisinde 45 dakika ve sonra 0,5M NaCl, Glukoz Oksidaz (1 mg/mL)
enziminin i¢ceren mops tamponu (pH: 7.4) ¢ozeltisinde sulu ¢ozeltisinde 24 saat
bekletildi. Hazirlanan enzim elektrodu sirasiyla %0,5 Gluteraldehit (GA) sulu
cozeltisinde 30 dakika, 50 mM Etilendiamin (EA) sulu ¢dzeltisinde 2 saat ve son
olarak 50 mM Dihidroksibenzaldehit (DHBA) sulu ¢ozeltisinde 2 saat bekletildi. Her
bir daldirmadan sonra elektrot iizerindeki eser miktardaki kalintilar uzaklastirmak
icin saf suyla yikama yapildi (Sema 4.5). Elektrot kullanilmadig1 zamanlarda fosfat
tamponu (pH: 7,00) iginde +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

Literatiirde yapildig1 sekilde enzim elektroduna medyatoér grup bagladigimiz
zaman enzim aktivitesinde diisiis yakalandi [71]. Bunun i¢inde en ideal kosulu
yakalamak i¢in ayni kosullarda hazirlanmis 5 ayr1 enzim elektroduyla optimizasyon
caligmalar1  yapildi.  Gluteraldehitte 30 dk, etilendiaminde 2 saat ve
dihidroksibenzaldehitte 2 saat bekletme siiresi Bizim i¢in en ideal yontem olarak
bulundu. Bu calismalar onaylamak amaciyla ¢‘4.5.3.2. Spektrofotometrik Glukoz
Algilama Olgiimleri” boliimiinde bahsedilen spektrofotometrik 6l¢iimlerden
yararlandik. Yiizey modifikasyonu enzim elektrodunun aktivitesinde diisiis yaparken
bizim i¢in lineer araliginda degisimine sebebiyet verdi ancak daha diigiik akimlarda
amperometrik tepki gérmemizi sagladi. Olgiimler oda sicakliginda yapildi. (Tablo

4.5).
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Tablo 4.2 Enzim elektroduna medyator baglamak icin gerekli optimizasyon

Sensor Spek.

No CMC+NHS | GA EA DHBA | Tepki Amp. Tepki
1 45 dk 30dk [30dk |30dk | 0,432 Abs | Yok

2 45 dk 30dk [60dk | 60dk |0,262 Abs | Yok

3 45 dk 30dk |120dk | 120dk | 0,208 Abs | 7,50%107* A
4 45 dk 30dk | 120dk | 120dk | 0,474 Abs | 1,14¥10"° A
5 45 dk 30dk | 120dk |240dk | 0,125 Abs | Yok

1, 2 ve 5 nolu elektrotlar fosfat tamponu i¢inde amperometrik tepki vermezken,
ortama elektron medyatorii olarak p-benzoyikinon koydugumuzda amperometrik bir
tepki alabiliyoruz. 3 ve 4 nolu elektrotlarin hazirlandigi ortam bizim igin en ideal
ortam olarak belirlendi. 3 ve 4 nolu elektrotlarda amperometrik tepki aldik ve bu
elektrotlardan 3 nolu elektrotla analitik parametrelerin ¢alisirken 4 nolu elektrotla raf

Omriinii grafigi icin spektrofotometrik 6lgiimler almada kullanildi.

4.5.3. Glukoz Algilanmasi Uzerine Ol¢iimler

Medyatoriin bagl oldugu enzim elektrodunun calisildigi reaksiyon hiicresi igerisinde
pH’1 7,00 olan 0,1 M potasyum fosfat tampon ¢ozeltisinden 10 ml olan bir ortamda,
0,5 V’luk ¢aligma potansiyelinde 720 rpm’de siirekli bir karistirma ile ortama
konsantrasyonu bilinen D-glukoz substrati eklenerek reaksiyon sonucu olusacak olan
akim degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu akim degisimlerinden yararlanilarak, eklenen D-
glukoz konsantrasyonuna karsi akim degisimleri grafige gecirilmis, boylelikle 6l¢tim
icin gerekli kalibrasyon egrileri hazirlanmistir. Her iki enzim elektrodun i¢in
elektrokimyasal 6l¢iimler {i¢ elektrotlu bir sistemde gerceklestirilmistir. Calisma
elektrotu olarak camsi karbon elektrot lizerine hazirlanan enzim elektrotu, karsit
elektrot olarak platin tel elektrot ve referans elektrot olarak ise Ag/AgCl elektrotu

kullanilmustir.
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1) OHC(CH,);CHO
2) NH,-(CH,),-NH,

3) HO\©:—CHO
v oH
H H
C—N—'(H2C)2~N=0j©/OH
HO

OH
N=C—(H2C)3—C=N—(H,C),—N=C
H‘#‘ g ( 2 )3 H ( 2 )2 Hji)/
O

H

| Medyatorli Glukoz Biyosensori |

Sema 4.5 Medyatorlii glukoz biyosensorii i¢in ¢alisma elektrodu yapilisinin
sematik gosterimi

4.5.3.1. Elektrokimyasal Glukoz Algilama Ol¢iimleri

Literatiirde elektron medyator grubun 0,4 V’da yiikseltgenmesi verilirken
bizim i¢in medyatoriin bagli oldugu elekrotda minimum 0,5 V’da dlglimler
yapilmistir. En ideal ortam pH’t 7,00 olarak bulunmustur. Medyatoriin bagh
olmadig1 elektrotta 6lgiimler 0,5 V’da fosfat tamponu i¢in de pH:7,00’de yapildi. Bu
elektrotun bulundugu ortamda elektron-medyator grup olarak p-benzoyikinon (1 pM

) kullanild1 [72].
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4.5.3.2. Spektrofotometrik Glukoz Algilama Ol¢iimleri

Hazirlanan enzim elektrodu 1M D-Glukozdan 20 pL, ABTS (20 mg/ml)
¢ozeltisinden 17,5 pLL ve Horseradish peroksidaz enzim (1 mg/ml) ¢6zeltisinden 7,5
puL iceren 0,1 M potasyum fosfat tamponu i¢ine daldirildi. Enzim elektrodlar1 D-
glukozu, glukolaktona ve H,O,’ ya doniistiirlir (Sema 4.6a). Horseradish peroksidaz
enzimi aciga ¢ikan H,O,” yu O, ve H,O’ya indirger ve bu esnada ortamda ABTS
radikalleri olugur. Ortamda olusan ABTS radikallerinin 415 nm’deki absorbans

degisimleri izlenmistir (Sema 4.6b).

0 OH
o™ N - GOy
+ 0 — /p—- miloH 4 Hy,O, [a]
HOW “oH HO
éH OH
“05S s s SOy
()‘N=N*< +  H,0,
S
/N\ /N
/CH2 H,C
HaC CH,
HRP
[b]
‘0,8 SOy
J <@ + HO
\
[ I
CHs CHs 415 nm

Sema 4.6 D-Glukozun Spektrofotometrik olarak tayininin mekanizmasi.
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4.54.1, - K, Parametrelerinin Hesaplanmasi

I, ve K degerleri ;

Boliim 3.3.5.” de verilen 3.14 denklemine gore;

P(3HT-ko-T3A) kopolimeri ile hazirlanan medyator grup iceren veya igermeyen

calisma elektrotlar1 i¢in D-glukozun elektrokimyasal olarak algilamasinda ;%

degerlerine karsilik é degerleri grafige aktarilarak elde edilmis ve Tablo 4.6’da

verilmigtir.

3,0x10°
2,5x10° -
2,0x10°

1,5x10° -

11[1]

1,0x10° -
5,0x10° - Fd

0,0 -

I ' I ' 1 ! I ! I ' 1

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
1/[S]

Sekil 4.35 Medyator grup icermeyen ¢alisma elektrotunun Lineweaver-Burk Egrisi



1,4x10"
1,2x10"°
1,0x10" -

8,0x10° -

1/1]

6,0x10°
4,0x10° -
2,0x10° -

0,0

0,0

0,2

0:3
1/[S]

0,4

0,5

Sekil 4.36 Medyator grup igeren ¢alisma elektrotunun Lineweaver-Burk Egrisi

Tablo 4.3 Hazirlanan enzim elektrotlarinin I,, ve K,, Degerleri
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icermeyen caligsma
elektrotuna ait

Elektrod tiru I, (nA) K (mM)
Medyator grup iceren 1,07 20,81
calisma elektrotuna ait
Medyator grup 8,81 40,58

4.5.5. Medyatorsiiz ve Medyatorlii Enzim Elektrotlarinin Bulgulan

Boliim 4.5.2.” de hazirlanisi anlatilan ¢alisma elektrotlar kesikli sistemde D-

glukozun algilanmasi i¢in kulanilmistir. Medyator grup iceren ve Medyator grup

icermeyen caligsma elektrotlarina ait doniisiimlii voltametri grafikleri Sekil 4.37 ve

Sekil 4.38’de verilmistir. (Tarama hizi: 100 mV/s)



OmM
01,98mM
— 03,96mM
07,84mM
4 7] 11,65mM
15,38mM
3 H—1s.08mm
22,64mM
2 - 26,16mM
29,62mM
33,02mM
36,36mM

AKim (:A)

A FEE I TR S T T T T A T T R R T
-0,8-0,6-0,4-0,200 0,2 04 06 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0

Sekil 4.37 Cozelti ortamima 0 mM ile 36,36 mM konsantrasyon araliginda D-

glukoz eklenmesiyle alinan Medyatdr grup icermeyen c¢alisma elektrotuna ait

Volt (V)
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dontistimlii voltametri grafigi. (Referans elektrot; Ag/AgCl referans elektrotudur).

22
OmM

20 ] 01,99mM
18 03,96mM
16 07,84mM
14 11,65mM
- 15,38mM
- 12 7] 19,04mM
é' 10 -22,64mM
£ 8 26,16mM
i~ 6] 29,62mM
< 33,02mM
4 36,36mM

— T
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2

Sekil 4.38 Cozelti ortamia 0 mM ile 36,36 mM konsantrasyon araliginda D-

glukoz eklenmesiyle alinan medyator grup igeren ¢alisma elektrotuna ait

— T T T T T T T T - T T T "~ 17
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 16 1,8 2,0
Volt (V)

doniistimlii voltametri grafigi.(Referans elektrot; Ag/AgCl referans elektrotudur).
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(Cozelti ortamina 0 mM ile 36,36 mM konsantrasyon araliginda D-glukoz
eklenmesiyle almman voltamogramlarda goriilecegi gibi ortamda D-glukoz

konsantrasyonu arttik¢a akim artist s6z konusudur.

720 rpm’lik karistirma altinda pH 7,00’de 0,5 V’luk bir calisma potensiyeli
uygulanan ¢ozelti sisteminde diizenli olarak D-glukoz’dan artan konsantrasyonlarda
reaksiyon ortamina eklemeler yapilmis ve akim degisimleri gozlenmistir.
Caligmalara ait akim zaman degisimler, kalibrasyon egrileri ve tekrarlanabilirlik
grafikleri (Sekil 4.39), (Sekil 4.40), (Sekil 4.41), (Sekil 4.42), (Sekil 4.43), (Sekil
4.44) verilmistir.

20 frs

18- - :
1.6—5 | | |
1.4-5
1.2-2

10

Current / 1e-8A

0.8 -

061 - )

0.47‘"'\""\""I""I""I“"\""\""
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Time / sec

Sekil 4.39 Medyatorsiiz enzim elektrodunun Akim-Zaman grafigi



1,0x10° 4
8,0x10™ -
6,0x10° -

4,0x10° -

Akim (A)

2,0x10° -

0,0 1

Sekil 4.40 Medyatorsiiz enzim elektrodunun kalibrasyon grafigi

10 20 30 40 50
D-Glukoz Konsantrasyonu (mM)

1,0x10°
9,0)(10'1”:
8,0x10"°;
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5,0x10™"° -
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4,0;10"“—-
3,0)(10'1";
2,0)(10'10;
1,0x10"°;

0,0

Sekil 4.41 Medyatdrsiiz enzim elektrodunun tekrarlanabilirlik grafigi
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420§
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400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Time / sec

Sekil 4.42 Medyatorli enzim elektrodunun enzim elektrodunun Akim-Zaman
grafigi

1,2x10°
1,0x10° -
8,0x10™° .
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Akim (A)
%

4,0x10™ 4 o
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0,0 e B S S —
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D-Glukoz Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.43 Medyatorlii enzim elektrodunun kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.44 Medyatorlii enzim elektrodunun tekrarlanabilirlik grafigi

Elde edilen kalibrasyon egrilerinden faydalanilarak hesaplanan analitik

parametreler Tablo 4.7°de verilmistir. Medyatorlii (Reagentless) ve medyatorsiiz

enzim elektrotlart i¢in belirleme limitleri sirasiyla 0,48 ve 0,585 mM olarak

bulunmustur. Belirleme limiti olarak en diisiik deger medyatoriin bagh oldugu enzim

elektroduna aittir.

Tablo 4.4 Medyatorlii (Reagentless) ve medyatorsiiz enzim elektrotlar igin
analitik parametreler.

Elektrod r2 Hassasiyet Lineer LOD Standart
turd (nA/mM) aralik (mM) sapma
(mM) (nA)
Medyator 0,9956 0,04 1,99-20,85 0,48 * 0.0064
bagli olan -
enzim
elektrodu
Medyator 0,9973 0,21 1,99-33,02 0,585 * 0.041
bagl -
olmayan
enzim
elektrodu
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Tablo 4.7’den anlasilacagi gibi medyatdr iceren enzim elektrodunun, medyator
icermeyen enzim elektroduna gore daha diisiik bir hassasiyet degerine sahip oldugu
goriilmektedir. Standart sapma degerleri ise =+0,0064 ile =+0,041 arasinda
degismektedir. Bununla birlikte, enzim elektroduna medyatoriin kovalent olarak

baglanmasi sahip oldugu lineer aralig: kii¢iilttiigli gdzlemlenmistir.

100 - .\
: "
80 -
Q) '.
C\'L 1 II
et .
= -
S 60 g
-]
oz \
= L]
-
= .
< ngm
20 %
\\
.—0-
0 T T I 1 T I '.
0 5 10 15 20 25 30 35
Raf Omrii (Giin)

Sekil 4.45 Medyatorlii enzim elektrodunun kullanim émrii grafigi

Spektrofotometrik  dlctimlerle enzim  elektrodunun  modifikasyonunun
optimizasyon caligmalar1 sirasinda iki tane elektrot hazirlanmis ve bu elektrotlardan
3 nolu elektrot elektrokimyasal dl¢iimlerde kullanilirken, 4 nolu elektrot Raf dmrii
grafigi almak icin kullanilmistir. Medyator bagl (Reagentless) enzim elektrodunun
Raf omrii grafigi Sekil 4.45°de verilmistir. Enzim elektroduna elektron-medyator
grup baglandiktan itibaren elektrodun aktivitesi 33 giin sonra %97 oraninda azaldig:

goriilmektedir.
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5.SONUCLAR

Bu tez c¢alismasinda, Tiyofen halkasinin 3 pozisyonunda —-H, -CHs, -
(CH,);CHs, -(CHy)sCHs ve karboksil gruplari bulunan monomerler kullanarak,

iletkenlik 6zellikleri olan polimerler sentezlenmistir.

Elektropolimerizasyon yontemi ile hazirlanan iletken poli(3-Alkiltiyofen)
(P3ATh) polimer filmlerinin karakterizasyonlar1 ATR-FTIR, TGA, DSC, SEM,
AFM, CV, Temas acis1 ve Dort Noktali Iletkenlik Olgiim teknikleri ile yapilmistir.

TGA ve DSC analizleri, tiyofen halkasmin 3 pozisyonunda bulunan alkil

grubunun biiyiimesiyle polimerlerin 1sisal kararliliklarinin azaldigini1 géstermistir.

Sentezlenen polimerlerdeki T3A miktarinin artmasi ile polimerlerin su

severliliginin arttis1 temas acist Ol¢timleri ile bulunmustur.

Sentezlenen polimer filmlerinin SEM resimleri, polimerlerin farkli yiizey

morfolojilerine sahip oldugunu gostermistir.

Hazirlanan polimer filmlerinde T3A miktarin artmasiyla film yiizeylerinin

puriizliligiiniin arttigt AFM fotograflari ile belirlenmistir.

Doniistimlii  voltametri c¢alismalar1 ile filmlerin sentezlendigi c¢ozelti

sistemindeki redoks davranislar incelenmistir.

Yukarida belirtilen karakterizasyon tekniklerinden elde edilen bulgular,
elektropolimerizasyon yontemiyle hazirlanan polimerlerin kopolimer yapisinda

oldugunu ispat etmistir.

Ayrica, bu tez calismasinda P(3HeTH-ko-T3A) kopolimerinden biyosensor
uygulamalarinda matriks olarak yararlanilmistir. Medyatorlii ve medyatorsiiz olmak

tizere iki enzim elektrodu hazirlanmistir.

Medyatorlii ve medyatorsiiz enzim elektrotlart i¢in belirleme limitleri sirasiyla
0,48 ve 0,585 mM olarak bulunmustur. Belirleme limiti olarak en diisiik deger

medyatoriin bagli oldugu enzim elektroduna aittir.
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Medyator igeren enzim elektrodunun, medyatdr icermeyen enzim elektroduna

gore daha diisiik bir hassasiyet degerine sahip oldugu saptanmustir.

Medyatorlii ve medyatorsiiz enzim elektrotlar i¢in standart sapma degerleri ise
+ 0,0064 ile + 0,041 arasinda degistigi bulunmustur. Bununla birlikte, enzim
elektroduna medyatoriin kovalent olarak baglanmasi sahip oldugu lineer araligi

kiiciilttiigli gézlemlenmistir.

Enzim elektroduna elektron-medyatdér grup baglandiktan sonra, elektrodun

aktivitesi 33 giin sonra %97 oraninda azalmistir.

Medyatdr bagli enzim elektrodunun tepki siiresi 8,91 sn, medyator bagl

olmayan enzim elektrodunun tepki siiresi ise 8,3 sn olarak tespit edilmistir.

Medyator grup tasiyan amperometrik biyosensoriin hassasiyeti 0,04 (nA/mM)

ve lineer aralig1 1,99-20,85 (mM) olarak bulunmustur.

Yapilan ¢alismalar, medyatorli enzim elektrodunun reaktifsiz ortamda glukoz

tayinlerinin yapilabilmesinde basari ile kullanilabilecegi gosterilmistir.
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