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MODIFIYE KALEM GRAFIT ELEKTROT ILE URENIN ELEKTROKIMYASAL TAYIiNi VE
VOLTAMETRIK DAVRANISI

Burak PASLI

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Esengiil KIR

Kullanim alani oldukca genis olan tre molekili bazi tepkimelerde reaktif olarak
kullanilir ve ayrica bircok tepkimede de uriin olarak elde edilir. Endiistride; glibre ve
hayvan yemleri tretiminde kullanimi oldukca yaygindir. Ure, insan ve memeli
metabolizmasindaki azotlu organik molekillerin toksik olmayan son Grinuddr.
Metabolizmadaki tire derisiminin disik ya da yiksek degerlerde bulunmasi ayrica
cesitli hastaliklarin da belirtisi olabilmektedir. Bu nedenle, kan ve idrardaki Ure
derisiminin tayin edilmesi 6zellikle klinik calismalarda hayati 6nem arz etmektedir.

Calismamizda yeni bir kalem grafit elektrot izerine modifiye edilen homodinikleer
iminoksim Cu(ll) kompleks bilesiginin ilk kez modifiyer olarak kullanildigi polipirol
esash oksim modifiye elektrot (OME) gelistirilmistir. OME elektrodun voltametrik
davranislari ve yalin polipirol elektrota gore farklilasmalari karsilastirmali olarak
incelenmistir. OME elektrot dogrudan yontemle galismakta olup sulu ¢ozeltilerde
bulunan lre molekilinin elektrokimyasal tayininde kullanilmistir. Homodinikleer
iminoksim Cu(ll) kompleks-polipirol ile modifiye edilen kalem grafit elektrodun
farklilasmasi ve lre molekuiliine karsi segiciligindeki artis incelenmistir. Sulu ortam
¢Ozeltilerinde OME elektrot icin kalibrasyon araligi 1.67 uM ile 15 uM olarak
bulunmustur (R2=0.9978). Tayin limiti 0.71 uM olarak bulunmus ve elektrot gercek
numune c¢ozeltisinde yiksek bir geri kazanim degeri elde etmistir. Gelistirilen
modifiye elektrodun dezavantajlari ise kullanim émrinin kisa olmasi ve polipirol
elektrota gore oda sicakhigi sartlarinda kararsiz olmasidir.

Anahtar Kelimeler: Ure, kalem grafit elektrot, diferansiyal puls voltametri,
donlslmli voltametri, elektrokimyasal tayin, di nikleer kompleks
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VOLTAMMETRIC BEHAVIOR AND ELECTROCHEMICAL DETERMINATION OF UREA
WITH MODIFIED PENCIL GRAPHITE ELECTRODE
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Urea molecule, which has a wide usage area, is used as a reagent in some reactions
and is also obtained as a product in many reactions. In industry; It is widely used in
fertilizer and animal feed production. Urea is the non-toxic end product of
nitrogenous organic molecules in human and mammalian metabolism. Low or high
urea concentration in metabolism can also be a symptom of various diseases.
Therefore, determination of urea concentration in blood and urine is of vital
importance, especially in clinical studies.

In our study, a polypyrrole-based oxime modified electrode (OME) was developed
in which homodinuclear iminoxime Cu(ll) complex compound modified on a new
pencil graphite electrode was used as a modifier for the first time. The voltammetric
behaviors of the OME electrode and their differentiation compared to the plain
polypyrrole electrode were investigated comparatively. The OME electrode works
with the direct method and has been used for the electrochemical determination of
the urea molecule in aqueous solutions. The differentiation of the pencil graphite
electrode modified with homodinuclear iminoxime Cu(ll) complex-polypyrrole and
the increase in its selectivity towards the urea molecule were investigated. The
calibration range for the OME electrode in agueous media solutions was found to
be 1.67 uM - 15 uM  (R? =0.9978). The detection limit was found to be 0.71 uM and
the electrode achieved a high recovery value in the real sample solution. The
disadvantages of the developed modified electrode are that it has a short lifetime
and is unstable under room temperature conditions compared to the polypyrrole
electrode.

Keywords: Urea, pencil graphite electrode, differential pulse voltammetry, cyclic
voltammetry, electrochemical determination, di nuclear complex
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1. GiRiS

20. yy baslarindan itibaren bilgisayar teknolojisindeki gelismelere paralel olarak
kimyasal analiz yontemleri de gelisme kaydetmistir. Klasik (yag) analiz yontemleriyle
belirlenemeyen veya belirlenmesi uzun ve yorucu islemler gerektiren analizler
enstriimental analiz yontemleriyle kolaylikla yapilabilmektedir. Enstriimental analiz
yontemleriyle maddenin cinsine veya derisimine orantili olarak bir sinyal Uretilir.
Dedektor veya algilayici sensorlerde de dretilen bu sinyaller bir bilgisayarda
islenerek kaydedilir. Enstriimental analiz yontemleri kullanilarak analit maddelerinin
disuk konsantrasyonlardaki nitel ve nicel analizleri hizli ve kolay bir sekilde

gerceklestirilir.

Enstriimental (Aletli) analiz yontemleri analiz maddesinin tayin yontemine gore
genel olarak spektroskopik yontemler, termal yontemler, elektrokimyasal yontemler
ve kromatografik yontemler olmak Uzere kullanilan teknige gore basliklara
ayrilmaktadirlar. Spektroskopik yontemlerde maddelerin 1sik ile etkilesmeleri
incelenir. Termal yodntemlerde ise numune sicakligi kontrolli bir sekilde
degistirilirken maddenin fiziksel 6zelliklerinden herhangi birisindeki degisimler veya
tepkimelerdeki entalpi degisimleri incelenir. Elektrokimyasal yontemlerde ise
cOzeltideki elektriksel ozeliklerin  degisimleri incelenir. Genel anlamda
elektrokimyasal yontemlerde ylikseltgenme-indirgenme reaksiyonlari sonucu olusan
elektron alisverisine gore analiz yapilir. Kromatografik yontemlerde ise sabit faz
(kolon) Uzerinden gecirilen hareketli (mobil) fazdaki ¢6ziinmiis maddelerin sabit

fazdaki tutulma durumlari ve sireleri incelenir.

Elektro analitik yontemlerin, elektrotlarin ve elektrokimyasal sensérlerin gelisimine
kisa bir genel bakis yapilacak olursa; Elektrogravimetri lizerine gergeklestirilen ilk
calisma 1864'te Wolcott Gibbs tarafindan en eski kantitatif prosedirlere aittir.
Kokleri daha da eskidir ve “voltametre” ile temsil edilir. Elektrogravimetri ile
yakindan ilgili olan, vyine Faraday vyasalarina dayanan kulometridir; erken
uygulamalar, atomik kitlelerin ve ince metal tabakalarin belirlenmesini icerir.

iletkenlik Slgiimleri de (dogru akimla) 18. yiizyilda uygulanan oldukca eski bir



analitik yontemdir. Etkili prosediir, Friedrich Kohlrausch tarafindan alternatif akimin
kullanilmasindan sonra 1860'larda gelistirildi. Nernst denklemi (1889), dogrudan
potansiyometri, 6rnegin az ¢ozinlr elektrolitlerin belirlenmesi icin temeldi. Max
Cremer, ilk elektrokimyasal sensoér olan cam elektrodun (1906) mucididir. Robert
Behrend (1883) tarafindan titrasyonlarin potansiyometrik gosterimi, hacimsel
analizde ilk enstrimantal gostergeydi. Jaroslav Heyrovsky (1922) tarafindan
polarografinin icadi, damlayan civa elektrotlu elektroanalizlerin baslagicidir ve
Masuro Shikata ile ishirligi icinde gelistirilen polarografik yéntemle ¢alisan ilk
otomatik analitik cihazdir. Polarografik yontemlerin (6rnegin, puls ve alternatif akim
yontemleri) gelistiriimesi ile siyirma analizini igeren voltametri de 6nem kazanmistir.
Elektroanalizin daha da gelistiriimesi, yeni elektrotlar ve elektrot malzemeleri,
ornegin sabit civa elektrotlari, karbon macun elektrotlari, kimyasal olarak modifiye
edilmis elektrotlar ve elektrokimyasal sensorlerin uygulamalari artan bir hizda

glinimizde devam etmektedir(Lubert ve Kalcher, 2010).

Elektrokimyasal yontemlerle yapilan ¢calismalar ve kullanilmakta olan teknikler uzun
zamandir bilinmekte ve kullanilmaktadir. Ancak iletken polimerle yapilan calismalar
daha yenidir. Bu durum iletken polimerlerin kesfinin diger yontemlere daha geg
olmasindan kaynaklanmaktadir. iletken polimerler (izerine elektrokimyasal

¢alismalar her gecen glin artmaktadir.

Yari iletken polimerin giimdisi filmleri, trans-poliasetilen, (CH)x, klor, brom veya iyot
buharina maruz kaldiginda, halojen alimi meydana gelir ve iletkenlik belirgin sekilde
artar (iyot durumunda vyedi blylklik mertebesinden fazla). Bu polimerler,
halojenasyonun derecesine bagh olarak, bazilari oda sicakliginda oldukc¢a yiksek
iletkenlige sahip olan glimusi veya giimisi-siyah filmler vermektedir (Shirakawa vd.,
1977). Shirakawa ve ekibi tarafindan yaltkan ve vyari iletken 6zelliklerdeki
polimerlerin, doplama islemi sonucu vyari iletken veya iletken 6zellik
gosterebileceginin  kesfinden sonra modifiye elektrotlar Uzerine c¢alismalar
baslamistir. Bu iletken polimerler 6zellikle sensér ve biyosensér calismalarinda

yaygin bir bicimde kullaniimaktadir.



Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot, Faraday (yik transferi) reaksiyonlari
vasitasiyla ya da ara yiz ile bir kimyasal modifiye icin secilen mono molekiiler, multi
molekiler, iyonik ya da polimerik film ile ve kaplanmis olan bir iletken veya yari
iletken bir malzemeden imal edilebilirler. Elektrot potansiyelindeki farkliliklar (net
yuk aktarimi yoktur), filmin kimyasal, elektrokimyasal ve/veya optik 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Modifiye elektrotlar; daldirma kaplama, ¢oziicii buharlasmasi
(damlacik buharlasmasi), dondirme (spin) kaplama, elektrokimyasal biriktirme,
elektrokimyasal polimerizasyon, radyofrekans polimerizasyonu ve capraz baglama

gibi teknikler kullanilarak kaplanabilmektedir (Durst vd., 1997).

Fiziksel, Kimyasal ve Elektrokimyasal islemler ile hazirlanilabilen modifiye
elektrotlarin hazirlanisinda kullanim kolaylklarindan dolayr elektrokimyasal
yontemler o6ne c¢ikmaktadir. Modifiye elektrotlarla kesinligi yiliksek, hassas,
dogrulugu vyiksek, kullanimi kolay ve hizli bir sekilde organik ve anorganik
bilesiklerle sinyal Uretilebilecek sensor veya biyosensorlerin gelistirilmesi mimkiin

olmaktadir.

Bu amag dogrultusunda; tez ¢alismasinda yeni bir homodinukleer iminoksim Cu(ll)
kompleksinin ilk kez modifiyer olarak kullanildigi polipirol bazli yeni bir modifiye
elektrot gelistirilmis ve gelistirilen bu elektrot lre bilesiginin sulu ¢ozeltilerdeki

elektrokimyasal tayininde kullanilmistir.

1.1. Ure

Ure, karacigerde olusan azotlu bir bilesik olup CHsN,O kapali kimyasal formiiliine
sahiptir. Ayrica Karbamit veya Ureophil olarak da bilinmektedir. Ure, protein
metabolizmasinin son Urinld oldugundan dolayl atik bir Griindir ve fizyolojik bir
islevi de yoktur. Kanda ¢ozllir ve bobrekten gecerek idrarla atilir. Ayrica suda
¢Ozillr ve toksik de degildir. Renksizdir ve kokusu yoktur. Endiistride yaygin olarak

kullanilan 6nemli bir ham madde olup en ¢ok giibre lretiminde kullanilir.
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Sekil 1.1. Ure molekiilii

Cizelge 1.1. Ure Molekiiliiniin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kapah Formila CH4N20
Molekuler Agirhg1 / Molar Kiitle 60.06 g / mol
Yogunluk 1.32g/cm?
Goriinls Beyaz kati
Erime noktasi 133°C

Ure idrar icerisinde ¢okca bulunan organik bir bilesiktir. Urenin kesfi 1773 yilinda
Hilaire Rouelle tarafindan hayvan kaynakli malzemelerle yapmis oldugu galismalarda
(kurutulmus kan, kemik ve idrarda) idrardan (reyi izole etmesi sonucu
gerceklesmistir (Kurzer ve Sanderson, 1956). Yapay sentezi ise; Friedrich Woehler
tarafindan 1828 vyilinda kaza sonucu amonyum siyanatin isitilmasi ile ilk kez
sentezlenmistir. Bu olay, modern organik kimya sentezlerinin baslangici olmustur.
Kesfinden bu yana bircok tepkimede iire, iiriin olarak elde edilmistir. Ure bazi asit ve
tuzlarla katilma tepkimesi verirken; bazi asitlerle de kondensasyon tepkimeleri verir.
Endistride kullanim alanlari oldukga genistir. En ¢ok giibre ve hayvan yemi olarak
kullanilan tireden; boya, ila¢ ve plastik yapiminda da faydalanilir. Ure tayinini gida ve
tarimsal islemler, klinik teshis ve cevre koruma gibi bircok alanda gercgeklestirilir.

Klinik uygulamalarda Ure tayini ayrica 6nem arz etmektedir.

Ure, insan viicudundan % 80-90 azot atimini saglayan, protein metabolizmasinin
toksik olmayan, azotlu organik bir son tGrtunadir (Kurzer ve Senderson, 1956; Taylor

ve Vadgama, 1992; Dervisevic vd., 2017). Ure, protein bozulmasinin en &nemli



drintdir ve kanda uygun dengede bulunmasi, genel vicut refahi ve oOzellikle
bobrek saghg icin gereklidir. Kandaki optimum Ure konsantrasyonu uygun bdbrek
fonksiyonlarinin gostergesidir ve siklikla klinik tanida teshis amaciyla kandaki Gre
miktarina bakilmaktadir. Normal serumdaki lre azot seviyesi 8 ila 20 mg/dL'dir.
Kandaki yuksek Ure seviyesi kronik veya akut bobrek yetmezligine, idrar yolu
tikanmasina, dehidratasyona, soka, yaniklara ve gastrointestinal kanamaya neden
olur. Onemli derecede diisiik tire konsantrasyonu, karaciger yetmezligine, nefrotik

sendroma ve kaseksiye neden olur (Ahuja vd.,2011).

1.2. Metabolizmada Ure

Ure insan ve memelilerde amonyagin viicutta tasinmasi ve viicuttan uzaklastirilmasi
icin sentezlenir. Suda yasayan kemikli baliklarda amonyak direkt olarak atilirken,
siriingen ve kuslarda rik asit olarak atilmaktadir. insan ve memeli
metabolizmasinda serbest halde amonyak kanda ve idrarda ¢ok distk derisimlerde
bulunabilir. insan metabolizmasinda kandaki yiiksek derisimlerde amonyak
konsantrasyonu santral sinir sistemine ciddi zararlar verir ve agir serebral
bozukluklara yol agar. Canli metabolizmasindaki serbest amonyak c¢ogunlugu
aminoasitlerin  pargalanmasi olmak Uzere pirin ve pirimidin  bazlarinin
parcalanmasindan agiga ¢ikar. Serbest amonyak metabolizmada porfirinler, pirinler,
pirimidinler, kreatin ve amino sekerlere gesitli yolaklarla donustirilip kullanilabilir.
Fazla miktardaki serbest amonyak ise lre g¢evrimi veya ornitin ¢evrimi olarak da
bilinen Krebs-Henseleit déngust ile karacigerde lGre molekiiliine gevrilir. Bu déngu
kesfedilen ilk Krebs donglsii olarak ayrica da bir 6neme sahiptir. Azotlu artiklar

blyulk oranda lre seklinde viicuttan atilir.

Sekil 1.2’deki tre donglsiinde ornitin (sagda) bir molekil karbon dioksit ve bir
molekil amonyakla birlikte reaksiyona girerek sitrilin olusturur (bdylece 1 mol suyu
serbest birakir). Sitrulin, arginin olusturmak icin baska bir amonyak molekili ile
birlesir (yine 1 mol suyu serbest birakir). Arginin hidrolizi sonunda bir Gre molekulu
aciga cikarir ve boylece ornitin Uretir; bu son adim, arginaz enziminin varhgini

gerektirir (Nichelsen ve GraBhoff, 2009).
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Sekil 1.2. Krebs-Henseleit dongiisi (Nichelsen ve GraBhoff, 2009)

1.3. Ure Tayin Yontemleri

Ure tayini icin pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Direkt ve indirekt yéntemlerle ure

tayini yapilabilmektedir. Bu yontemlerde bazilari 6zetlenmistir.

Direkt yontemler: Ksanthidrol yontemi ve kolorimetrik (Diasetil monoksim=Fearon

reaksiyonu) yontemidir.

indirekt ydntemler ise: Gazometrik ydntem (Kowarsky reaksiyonu), Kalorimetrik
yontemler (Berthelot reaksiyonu, Nessler reaksiyonu, Enzimatik yontem) ve
Elektrokimyasal yontemlerle (Konduktimetri, Potansiyometri, amperometri)

yapilmaktadir (Dindar, 2010).

Klinik laboratuvarlarda (re O6lcimi otoanalizérlerde kinetik UV assay ile
yapiimaktadir. Calisma prensibi; asidik ortamda Ureaz enzimi kullanilarak (re
parcalanmakta ve reaksiyonda kullanilarak azalan NADH miktari kinetik olarak

oOlcllerek indirekt yontemle analizler yapiimaktadir.



1.4. Sensorler

Sensor; 1s1, 1sik, ses, basing, manyetizma veya hareket gibi fiziksel bir uyarana yanit
veren ve onu olusturan malzemenin herhangi bir igsel 6zelligindeki degisikligi
Olcmek icin ortaya cikan bir elektrik uyarisini ileten cihazdir. Sensor kelimesinin
kokeni Latince sentire kelimesinden gelir ve “hissetmek” anlamindadir. Anlamsal
olarak, sensorler, bir baglanti iliskisini tanimlamak igin ¢evrelerindeki ortami
hissetme 6zelligine sahiptir. Ozellikle elektrokimyasal sensérler, bir analit varliginda

donustiricu eleman olarak bir elektrodun kullanildigi bir kimyasal sensor sinifidir.

Elektrokimyasal sensorler, elektrodun donUstlirlicii eleman oldugu bir sensor
sinifidir(20. yuzyilin ikinci yarisinda ortaya cikan). Bu cihazlar artik cok cesitli ticari
uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu sensorler, birkag faktor nedeniyle dikkate
degerdir: Analitik uygulamalar icin temiz bir model olarak kabul edilen ve atik
Uretimi olmadan sinyal alimi icin elektron kullanimi; tasinabilir cihazlarda
minyatirlestirme (mikro hacimlerde numunelerle analizler); hizlh analiz; ve disiik
Uretim maliyeti, bu yontemlerin yayginlastiriimasini saglamistir  (6rnegin, ticari
glikoz sensorleri olarak). Ek olarak, elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesi,
kromatografi dedektorleri gibi diger tekniklerin gelistiriimesine de yardimci
olmustur. Nanoteknoloji ile baglantili olarak, elektrokimyasal sensorler giderek daha

hassas, segcici, spesifik ve oldukg¢a kararli hale gelmistir (Simbes ve Xavier, 2017).

Elektrokimyasal sensorler, elektrokimyasal reaksiyonlarla (bir elektrot ve analit
arasindaki reaksiyon) iliskili bilgileri uygulanabilir bir nitel veya nicel sinyale
donustlrir. Elektrokimyasal sensorler temel olarak li¢ prensipte calisirlar bunlar
potansiyometrik, kondiiktometrik ve amperometrik/voltametrik yontemler ile

calisan sensorlerdir.

1.4.1. Karbonlu Modifiye Elektrotlar

Modifiye elektrotlar iletken veya yari iletken elektrot yizeyinin, tek veya cok

katmanli atomik-molekdler, iyonik veya polimerik bir filmle kaplandiginda



elektriksel, optik ve diger 6zelliklerinin gelistirildigi elektron iletim hizinin arttirildig
elektrotlardir (Yaldiz, 2016). Elektron aktarim hizlarini degistirebilmek icin elektrot
ylzeylerinin tabaka ve filmlerle kaplanmasi gerekmektedir. Ayni zamanda
modifikasyon, malzemeleri korozyona veya mekanik etkilere karsi koruma
islemlerinde de kullanilabilir. Elektriksel olarak iletken 6zellige sahip malzemeler,

elektrokimyasal metotlarla modifiye edilebilir.

Elektrot materyali olarak karbonun pek ¢ok tiiri kullaniilmaktadir. En ¢ok rastlanan
turleri; tek kristalli grafit, yliksek dizenlilikte pirolitik grafit (HOPG), toz haline
getirilmis grafit, karbon siyahi ve camsi veya seramik karbondur. Grafit, hekzagonal
karbonlar iceren levhalarin icinde bulunan tabakali bir yapiya sahiptir ve bu
ozelliginden dolayi elektriksel iletkenligi, levhaya paralel oldugu yerlerde, dik olan

yerlerdekine gore daha fazladir(Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Grafitin hekzagonal yapisi

Grafitin anizotropik yapisi iletkenligine etki gostermektedir. Grafitteki karbon
atomlarinin sp? hibritlesmesi sonucu halkalarin oldugu duzlemdeki elektron
yogunlugundan dolayi yatay dizlemde elektriksel iletkenlik mevcuttur. Dikey yonde

elektrik iletimine karsi direng gosterir. Bu yonlyle yari iletken 6zelliktedir.



1.5. Biyosensoérler

Sensorler ile biyosensorler arasindaki en 6nemli fark; biyosensériin reseptoriine
biyolojik bir materyalin eklenmesidir. Biyolojik materyal olarak ¢ok cesitli yapilar
kullanilmaktadir. Kimyasal sensorlerin  bir alt sinift  olan elektrokimyasal
biyosensorler, elektrokimyasal donustiricilerin  disik algilama limitleriyle
gosterildigi gibi duyarhligini biyolojik tanima islemlerinin yiksek 6zgllligu ile
birlestirir. Bu cihazlar, hedef analit ile secici olarak reaksiyona giren ve calisilan
analitin konsantrasyonu ile ilgili bir elektrik sinyali Greten bir biyolojik tanima
elemani (enzimler, proteinler, antikorlar, nikleik asitler, hicreler, dokular veya

reseptorler) icerir.

Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik tanima silirecinin dogasina gore,
biyokatalitik cihazlar ve afinite sensorleri gibi iki ana kategoriye ayrilabilir.
Biyokatalitik cihazlar, hedef analiti taniyan ve elektroaktif tiirler Greten enzimleri,
tim hicreleri veya doku dilimlerini icerir. Glikoz, laktoz ve ksantinin tespiti icin
enzim elektrotlarina 6zel onem verilmektedir. Afinite sensorleri, analit ile bir
antikor, niikleik asit veya bir reseptor gibi biyolojik bir bilesen arasindaki segici bir
baglanma etkilesimine dayanir. Elektrokimyasal algilamali imminosensorler ve DNA
hibridizasyon biyosensorleri, afinite sensorlerinin 6rnekleri olarak tartisiimistir.
Biyosensorler, su anda analitik kimyada en aktif arastirma alanlarindan biri olan
disiplinler arasi bir alani olusturmaktadir. Biyosensorlerin kullanilmasi tipik olarak
numune hazirlama ihtiyacini ortadan kaldirir. Biyosensoriin performansi genellikle
duyarhligina, tayin sinirna (LOD), dogrusal ve dinamik araliklara, yanitin
tekrarlanabilirligine veya kesinligine, seciciligine ve parazitlere verdigi yanita dayall
olarak deneysel olarak degerlendirilir. Sikhkla karsilastirilan diger parametreler
arasinda sensoriin yanit siresi (sensor yanitinin nihai degerinin % 95'ine ulasmasi
icin analitin eklenmesinden sonraki siire), operasyonel ve depolama kararhhgi,
kullanim kolayligi ve tasinabilirlik yer alir. ideal olarak, ardisik birka¢c 6lciimiin
yapilabilmesi icin algilama ylizeyi yenilenebilir olmalidir. Bircok klinik, gida, cevre ve
ulusal savunma uygulamasi icin sensor, analiti ¢evrimici olarak sirekli

izleyebilmelidir. Bununla birlikte, tek kullanimhk biyosensérler, seker hastalari



tarafindan kisisel kan sekeri izleme gibi bazi 6nemli uygulamalar igin tatmin edicidir

(Ronkainen vd. 2008).
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Sekil 1.4. Biyosensorlerin ¢alisma prensibi (Ronkainen vd. 2008)

Ure tayini icin ilk biyosensdér 1969 yilinda Guilbault ve Montalvo tarafindan
gelistirilmistir. Kendilerinden 6nce yapilmis enzim sabitleme lizerine olan ¢alismalari
gelistirmislerdir. Calismalarinda; Poliakrilamid jelde Greazin yliksek aktiviteye sahip
oldugunu gostermislerdir. Vicut sivilarinda hizli, surekli Gre tayini icin {re
dénistiirciist gelistirmislerdir. Ure donistiriiciisii, amonyum iyonlarina duyarli bir
Beckman katyonik cam elektrot lzerinde immobilize enzimin jelatinli bir zarinin
polimerize edilmesiyle yapildigi icin lireaz elektrodu olarak adlandirilir. Ure igin
0zglllik, enzim Ureazin, cam elektrodun vyizeyinde 60-350 p kalinhginda bir
akrilamid jel tabakasi icinde hareketsiz hale getirilmesiyle elde edilir. Ureaz
elektrodu, lre igeren bir ¢ozelti ile temas halinde yerlestirildiginde, substrat,
hareketsizlestirilmis enzimin jel tabakasina diflize olur. Enzim, asagidaki denklemde
gosterildigi gibi Grenin amonyum iyonuna ayrismasini katalize eder.
lireaz
Ure + HL O ——> 2NH4* +CO;

Elektrodun ylzeyinde Uretilen amonyum iyonu, bu tek degerli katyonun aktivitesini
bir cam elektrotla pH belirlemeye benzer bir sekilde 6lgen 6zel olarak formiile
edilmis cam elektrot tarafindan algilanir. Bu elektrodun potansiyeli, diflizyon
prosesinin kararli duruma ulasmasi icin yeterli zaman verildikten sonra 6lcdlir. Bu
aralik, jel zarinin kalinligina bagh olarak, kararli durum yanitinin % 98'i icin yaklasik

25 ila 60 saniye arasinda degisir. Ure konsantrasyonu, hareketsizlestirilmis enzim
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icin gorinen Km,'nin altinda, ancak 0.6 mg lre/100 mL ¢o6zeltinin Uzerinde
oldugunda, elektrodun potansiyeli, lire konsantrasyonunun logaritmasi ile dogrusal
olarak degisir. Ayrica, tepki egrisi dlisiik tUre konsantrasyonlarinda birinci dereceden

yuksek substrat konsantrasyonlarinda sifir dereceye kadar gider.

Biyosensorlerin  tarihi  1950’li yillarin ortalarinda L. C. Clark’in Cincinnati
Hastanesi'nde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarini bir elektrot ile
izlemesiyle baslamistir. 1962 yilinda Clark ve Lyons, Glukozoksidaz (GOD) enzimini
O, elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini 6lgmeyi basarmislardir
(Bulut,2011). Bu gline kadar biyosensorler (izerine yapilan ylizlerce calisma
mevcuttur ve milkemmel calisan sistemler gelistirilene kadar bu konuda calismalar
devam edilecektir. Ure analizlerinin ¢ok cesitli alanlarda yapilmasi direkt

yontemlerle calisacak tre sensori ihtiyacini dogurmustur.

1.6. Elektrokimya

Tim kimyasal baglar da elektronlar yer aldigi gibi butin kimyasal reaksiyonlarin
dogasi temel olarak elektron ile ilgilidir (Erdik ve Sarikaya, 2009). Elektrokimyasal
reaksiyonlarda elektrik enerjisi ve kimyasal enerji arasinda iligki incelenir. Ancak bir
molekilden diger bir molekiile dogrudan yik aktarimi elektrokimyanin konusu
degildir. Kimyanin alt dal olan elektrokimya genel ifadeyle yilikseltgenme-
indirgenme reaksiyonlarini incelenir. Bir elektrokimyasal hiicrede potansiyel fark
altinda bir kimya reaksiyonu gerceklesiyorsa diger bir ifade ile hicreye voltaj
uygulandiginda bir kimyasal reaksiyon gergeklesiyorsa bu hiicre elektrolitik hiicredir.
Bir hiicredeki kimyasal reaksiyon sonucu bir potansiyel fark olusmasi durumunda ise
galvanik veya voltaik hiicre elde edilir. Galvanik hiicreler elektrik enerjisini kimyasal
olarak depolamaktadir ve “pil” olarak da bilinmektedir. Elektrokimyasal

tepkimelerde elektrik enerjisi arasindaki iliski, teorik ve pratik uygulamalarda

oldukga genis kullanim alanina sahiptir.

Elektrokimyasal hicre reaksiyonun kendiliginden gerceklesip gerceklesmeyecegi

durumu serbest entalpiden (Gibbs enerjisinden) tiretilmis Nerst esitligi ile bulunur.
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Elektrokimyasal hiicrede reaksiyonlar iki elektrot arasindaki potansiyel farkin sonucu
olarak gerceklesir. Bu iki elektrottan birisi olan katot (negatif) elektrotta indirgenme
reaksiyonlari gerceklesirken anot (pozitif) elektrotta yulkseltgenme reaksiyonlari

gerceklesir.

Bir elektroliz ¢ozeltisinden gegen akim ile elektrotta biriken madde miktari
arasindaki iliski Faradayin elektroliz yasasi olarak bilinir. Faraday birinci yasasini
1833’de yayinlamistir. Buna gore ¢ozeltiden gecen yik miktariyla (akimla) elektrotta
biriken veya ayrilan madde miktari arasinda dogru orantili olmasi birinci yasayi
olusturur. Faradayin 1834’de yayinlanan calismasina gore elektrotta biriken veya
ayrilan maddenin esdeger molar kitlesinin ¢ozeltiden gecen yiik miktariyla dogru

orantili olmasi ikinci yasayi olusturur.

Metallerin elektrolitik ¢oktiirme yoluyla analizleri elektrogravimetrik yontemlerle
uzun yillardir yapilmaktadir. Cogu uygulamada tartiimis platin katot elektrot
kullanilir ve elektroliz sonucu elektrot kiitlesindeki artistan ¢ozeltideki metalin
derisimi belirlenir. Elektrogravimetrik yontemler, potansiyelin kontrol edilmesine

veya edilmemesine gore ikiye ayrilmaktadir.

Potansiyelin kontrol edilmedigi yontemlerde hiicre yapisi basit ve ucuzdur. Devrede
6-12 Voltluk dogru akim kaynagl, ampermetre, voltametre ve direng bulunur.
Hiicreye uygulanan potansiyel kontrol devresindeki direng ile degistirilir. Hicre
¢Ozeltisinde ise anot elektrot ve katot elektrot bulunur. Pratik uygulamalarda
hidrojen iyonu veya nitrat iyonundan daha kolay indirgenen metaller ile ¢alisilir. Bu
durumun sebebi ise; katotta reaksiyon ilerledik¢ce derisim polarizasyonu sonucu
iyonlarin elektrot ylizeyine gelmesi yavaslar ve bunun sonucu akim giderek azalir.
Hicreden gecen akim azalinca akimin potansiyelle dogru orantili olmasindan (ohm
yasasi) dolayi hiicrenin potansiyel farki da diser. Olusan fark kontrol devresinde

olusan potansiyel artisiyla karsilanir. Elektrotlar arasindaki potansiyelin artmasiyla
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katot elektrotta hidrojen iyonlarinin indirgenmesi gerceklesir. Hidrojen gazi olusur
ve katot depolarize olur. Bu durumda potansiyel artisi oldukca yavastir. Depolarize

olmus katot elektrotta bazi durumlarda bozucu etki gorilir.

Kontrollli potansiyel elektrogravimetrik yontemlerinde potansiyostat cihazi kullanilir
(Sekil 1.5). Potansiyostat, calisma elektrodunun potansiyelini sabit degerde tutan
cihazdir. Bir voltun onda bir kagi kadar aralarinda fark olan metal karigimlari
birbirlerinde ayirmak ve analiz edebilmek igin potansiyel zamanla degistirilerek
yapilir. Katottaki derisim potansiyelini kontrol edebilmek igin elektrolizde g
elektrotlu hicreler kullanilir. Calisma elektrodu ile referans elektrot arasinda dijital
voltametre bulunur ve i¢ direnci oldukga yiksek oldugu icin akim gecmez. Hicredeki
akim karsit elektrotla, calisma elektrodu arasinda olur. Dijital voltametre yardimiyla
calisma elektrodu ve indikator elektrot arasindaki potansiyel fark devamli izlenir ve

kontrollii degerde tutulur.

DC GUC
KAYNAGI | T

[ L Elektroliz
i " devresi

’ Ampermetre

TN,
Calisma I  Karsit

[ elektrodul — lelektrot _
Referans | e
devresi Dijital Referans
voltmetre elektrot

Sekil 1.5. Kontrollii-potansiyelde elektroliz diizenegi

Kulometrik yontemlerle yapilan analizlerde ise katot elektrodu tartmaya gerek
yoktur. Faraday kanunlarindan uygulanan akim miktari ve akimin stresi olgulir ve
¢cOzeltiye iletilen ylik miktari hesaplanir. Cozeltiye aktarilan yik miktarindan ve
reaksiyon sonucu alinan verilen elektron sayisindan analit icin derisim miktari

hesaplanir. Hiicreden gecen akim analiz boyunca sabit tutulabilir veya zamanla
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degisebilir. Akim zamanla degisiyorsa akim-zaman grafiginin integrali hesaplanarak
uygulanan yuk miktari bulunur. Kulometrik yontemlerde ¢ogu zaman ylzde yiz
verim amaglanmaktadir. Kulometrik yontemler kontrollii potansiyel kulometrisi
(potansiyostatik kulometri) ve kontrollii-akim kulometrisi (kulometrik titrimetri)
olarak ikiye ayrilir. Kulometrik titrasyonlar, galvanostat veya amperostat adi verilen

sabit akim kaynagi ile de yapilabilmektedir.

1.6.1. Potansiyometri

Potansiyometrik yontemler akimin sifira yakin veya polarizasyonun olmadigi hiicre
sartlarinda potansiyelinin Olcilmesi esasina dayanmaktadir. Potansiyometrik
teknikler titrasyonlarin donim noktasini belirlemede veya iyon secici membran
elektrotlarin potansiyellerinden iyon derisimleri dogrudan olgilir. pH olcimleri
klinik laboratuvarlarda kan gazlari derisimleri ve Ka , Ky, K. gibi termodinamik denge

sabitlerini tayin etmek icin yapilan temel arastirmalarda kullanilir (Skoog vd., 2004).
Potansiyometrik hiicre sematik olarak asagidaki gibi gosterilir;

Referans elektrot/ tuz koprisi / analit ¢ozeltisi / indikator elektrot

Referans elektrot: Cozeltiden bagimsiz belli sicaklikta sabit elektrot potansiyeline
sahip yari hicredir. Genellikle standart elektrot olarak doygun kalomel elektrot veya
glimus-guimis klorir elektrot kulanilabilir.  Doygun kalomel elektrodun
potansiyelinin sicakhkla degisimi glimis-giimis kloriir elektrota gore fazladir.

indikator elektrot: Analit derisimine gére potansiyeli degisen elektrottur.

Tuz koprusu: Cozelti icindeki iyonlarin diflizyon hizlarinin farkindan dogan sivi temas

potansiyelini azaltmak icin kullanilir. Genellikle KCI tuzu kulanilir.
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1.6.2. Voltametri

Voltametri, elektroaktif madde iceren c¢ozeltide tam derisim polarizasyonuna
ulasildiginda yani sinir akima ulagildiginda hiicrede olusan akimin olgilmesine
dayanan elektro analitik yontemdir. Bagka bir ifadeyle uygulanan potansiyelin
fonksiyonu olarak akimin 6lglilmesine dayanan elektrokimyasal yo&ntemdir.

Voltametride polarizasyonun saglanmasi icin ylizey alani kiictk elektrotlar kullanilir.

Polarizasyon, akim gegen hiicrenin potansiyelinin teorik olarak hesaplanan nerst
esitliginden farkli olmasi durumudur. Polarizasyonu etkileyen cesitli faktorler vardir.
Bunlar elektrot boyutu, sekli ve bilesimi, elektrolit ¢cozeltisinin bilesimi, sicaklik ve
karistirma hizi, akim seviyesi ve hiicre reaksiyonunda yer alan tirlerin fiziksel halidir.
Derisim polimerizasyonu elektroaktif maddenin katot ylizeyine ulasmadigi, olusan

drdnlerin ise anot ylizeyinden ayrilamadigi zaman olusmaktadir.

Dengede bulunan sisteme zamanla artan potansiyel uygulanarak sistemin dengesi
bozuldugunda sistemin dengeye ulasamasi icin olusan akim degisiminin incelendigi

yontemlere “voltametrik yontemler” denir (Ayranci, 2013).

Voltametrik yontemler ve diger elektrokimyasal yontemler yiksek performansli sivi
kromotografi (HPLC), ve kapiler elektroforez tekniklerinde sensor olarak kullanimi
vardir. Voltametrik yontemlerde elektrodun voltaji sistemli bir sekillerde
degistirilirken ¢alisma elektrodu ile karsit elektrot arasindan gegen akim o&lgilir.
Elektrota zamanla c¢ok farkli voltajlar uygulanir. Bu uygulanan voltaj-zaman

fonksiyonuna uyarma sinyali denilir.

Voltametri yontemi uyarma sinyaline bagl olarak dért grup altinda incelenir:
Dogrusal taramali voltametri (LSV), Dontsimll voltametri (CV), Diferansiyel puls

voltametrisi (DPV), Kare dalga voltametrisi (SWV)

Dogrusal Taramal Voltametri (LSV): En basit uyarma sinyaline sahip voltametrik

yontemdir. Calisma elektrodunun potansiyeli zamanla dogrusal olarak degistirilir.
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Uyarma sinyalinin grafigi dogrusal olarak artis gosterir. Dogrusal taramali
voltametrik yontemle vyapilan analizler yavas, kullanimi zor ve tayin sinirlari

disiktar.

Donlstimli Voltametri (CV): Dogrusal taramali voltametriye benzemektedir. Her iki
yontemde de elektrotlar arasina dogrusal olarak artan ya da azalan potansiyel
uygulanir. iki yéntem arasindaki fark; déniisimli voltametride birden fazla tarama
yapilirken (artan ve azanlan seklinde), dogrusal taramal voltametride tek tarama

yapilir. Donislimla voltametrinin uyarma sinyali Gggen sekildedir.

Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV): Diferansiyel puls voltametrisinde, uyarma
sinyali boyunca belirlenen araliklarda ve belirlenen siire boyunca farkli bir
potansiyel uygulanir. Bu olaya puls denir. Pulsun basinda ve sonunda olmak lizere iki
tane akim olglimi yapilir. Puls basina akimdaki fark dogrusal olarak degisen
potansiyelin fonksiyonu yani voltomogrami olarak kaydedilir. Elde edilen
diferansiyel egride akim derisimle dogrudan orantilidir. Diferansiyel pus teknikleriyle
ile organik ve inorganik maddelerin genellikle eser miktarlardaki elektroaktif madde

tayinleri yapilir.
Kare Dalga Voltametrisi (SWV): Uyarma sinyalindeki pulslarin st ({ste

cakistinlmasiyla gergeklestirlir. Kare dalga voltametrisinin uyarma sinyali incelenirse

bir pulsun bitisinin diger pulsun baslangicina denk geldigi gorulir.
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Sekil 1.6. Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri (Skoog vd.,2007)

Bir elektrokimyasal sistemin tamamlanmasi i¢in incelenen maddeyi iceren bir ¢ozelti
ortami ve kimyasal tepkimelerin gergeklestigi elektrot sistemi gereklidir. Voltametrik
yontemlerde bu elektrot sistemi; referans elektrot, calisma elektrot, karsit
elektrottan olusmaktadir. Ayrica elektrokimyasal devrenin tamamlanmasi igin

cevirim sistemi gereklidir.



/. Potansiyostat Cahsma Elektrotu
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Sekil 1.7. Ug elektrotlu potansiyostat sistemi

Referans Elektrot: Potansiyeli deney siresince sabit kalan elektrot, referans
elektrottur. Bu elektrot polarizlenmeyen elektrot olarak da tanimlanir. Calisma

elektrotta gore olusan potansiyel fark gorilir.

Karsit elektrot: Elektron kaynagini olusturur. Hicredeki akim karsit elektrot ile
¢alisma elektrodu arasindadir. Potansiyeli 6l¢ilmez ve bilinmez. Genellikle soy

metallerden segilir.

Calisma Elektrodu: Sistemdeki ilgili reaksiyonlarin meydana geldigi elektrottur.
Elektrottaki reaksiyonun indirgenme veya oksidasyon olmasina gore sirasiyla
katodik veya anodik elektrotta denir. Altin veya platin gibi inert metallerden camsi
karbon, bor katkili elmas, pirolitik karbon ve film elektrotlari gibi bircok malzemeler
calisma elektrodu olarak kullanilabilir. Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlar,

hem organik hem de inorganik numunelerin analizi igin kullanilir.

Cozeltiye eklenen destek elektrolitler genellikle calisilan araliktan daha ylksek

potansiyel araliginda reaksiyona girer. Cozlicliye ilave edilmesinin iki dnemli rolQ
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vardir. Bunlardan birincisi hiicrenin i¢ direncini dusirir. ikincisi ise calisma
elektrodu ile karsit elektrot arasindaki iyon gog¢iini dizenler ve analiz maddesinin

iyon gocliniin en az seviyede olmasini saglar.

Voltametrik yontemlerde calisma elektrodu ile karsit arasinda olusan akimin;
calisma elektrodu ile referans elektrotlar arasindaki potansiyel farkin fonksiyonu
olarak grafige gecirilmesi sonucu voltomogram olusturulur. Voltomogramlarda
katodik akimlar Ust yariya, anodik akimlar alt yariya isaretlenir. Dogrusal taramall
voltamogramlar sigmoidal egriler seklinde olusur. Kitle aktarim hizi maksimum
noktaya ulastiginda yani tam derisim polarizasyonunda egride keskin artis olusur ve
akim belli bir noktada sabitlenir. Bu akima sinir akimi denilir. Baska bir degisle sinir

akimi voltametrik dalganin tepesindeki akim platosudur.
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Sekil 1.8. Donlslmli voltametriye ait voltamogram (Bliylkkaya, 2011).

Sekil 1.7.’deki voltomogram igin reaksiyon denklemi asagidaki sekilde gerceklesir. O
maddesi n mol elektron alarak R maddesine katodik reaksiyon sonucu indirgenir.
Geri taramada potansiyeli yikselmesi sonucu R maddesi anodik reaksiyon sonucu
tersinir olarak O maddesine geri yiikseltgenir. indirgenme ve yiikseltgenme pikleri

aynli potansiyelden baslar.

O+ne &R
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Voltametrik yontemlerle gerceklesen reaksiyon sistemleri tersinir, yari-tersinir,
tersinmez sekilde olusabilir. Tersinir reaksiyonlarin potansiyeli nerst denklemine
uyar. Yari tersinir reaksiyonlarda ileri veya geri yondeki reaksiyonun ihmal
edilebilecek kadar yavas oldugu sistemlerdir. Tam tersinmez reaksiyonlarda ise yari
dalga potansiyeli derisime bazi zamanlarda kismen bagh olabilir. Reaksiyonun
tersinir ya da tersinmez olusundan bagimsiz bir sekilde difiizyon akimlari derisime
dogrusal olarak baglidir. Bu o6zelliklerinden dolayr akim pikleri nicel analizlerde

kullaniimaktadir.

1.7. iletken Polimerler

iletken polimer, kendi bag yapisindaki elektronlarla elektriksel iletimi saglayan
polimerlerdir. Glinumiizde bilinen ¢ok sayida iletken polimer vardir ve iletken
polimerleri gelistirmek Uzere calismalar yogun bir sekilde devam etmektedir.

Polipirol, politiyofen, polifuran, polianilin en ¢ok bilinenleridir.

Ozellikle polipirol ve polianilin organik metal olarak adlandirilir (Sagak, 2015).

iletken polimerlerin metallerin aksine sicakliklari arttikca iletkenliklerinin artmasi ve
korozyona ugramamalari avantajlari, bazi istisnalar hari¢ erime noktalarinin
olmamasi (amorf 6zellik) ve ¢dzlcilerinin olmamasi sonucu sekil verilememesi ise

dezavantajlaridir.

iletken polimerlerler kullanilarak gerceklestirilen ilk calismalar; polimer yapisina
metal tozlari karstirmak veya tuz ¢6zlp iyonik iletkenlik yaratmak lizerine yapilan
calismalardir. Ancak her iki yontemdeki ¢alismalarda da polimer, iletken ozellikteki
maddeleri sabitleyici faz gorevi yapar. Gergek anlamda ilk iletken polimerler 1977
yiinda H. Shirakawa ve calisma arkadaslari tarafindan Ziegler-Natta katalizoriyle
Urettikleri gumis rengindeki trans-poliasetileni, halojen buharina tutarak
yukseltgediklerinde (katkilama islemi), trans-poliasetilenin iletken maddeler gibi
davrandigini gormuslerdir (Sacak, 2015). Katkilanmamis cis-poliasetilen yalitkan,

trans-poliasetilen ise yari iletken 6zellik gosterir.
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Sekil 1.9. Bazi iletken polimerlerin molekiler yapisi ( Glirsoy ve Giirsoy, 2017)

Bir polimerin iletken oOzellik gosterebilmesi icin yapisinda konjuge cift baglarin
bulunmasi gerekir. Ancak poliasetilende gorildigi gibi konjuge yapi iletkenlik icin
yeterli degildir. Bu ylizden polimerlere doplama (doping) denilen islem yapilr.
Doplama (doping) deninlen islemde polimer yapisina elektronlar alinarak veya
verilerek polimer zincirinde yik farki olusturulur. Boylece polimere iletkenlik 6zelligi
kazandirilir. Ayrica polimerin anizotropik ozellikleride iletkenligi etkileyen diger bir

faktordar.

iletken polimerlerin ¢ogu hem kimyasal yollarla hem de elektrokimyasal
yontemlerle sentezlenebilir. Polianilin elektrokimyasal sentezinde elektrot ylizeyine
iyi tutunmaz ve toz halinde dokdlebilir bu durum g¢alismalari olumsuz etkileyebilir.
Politiyofen ise elektrokimyasal olarak sentezlendiginde iletkenligi distktir (yari-
iletken ozelliktedir) ayrica atmosfer kosullarinda kararsizdir. Kimyasal yollarla
sentezde pirol monomerleri ylkseltgen maddelerle tepkimeye sokuldugunda
radikalik katilma reaksiyonlariyla toz halinde polipirol elde eldilir. Polimerlere sekil
vermedeki zorluklardan dolayr c¢alismalar icin kullanissizdir. Elektrokimyasal
sentezinde ise elektroliz hiicresinde uygun ¢o6ziictide ¢6zlinmis pirol monomerleri
once katodik reaksiyonla radikalik pirol monomerine indirgenir daha sonra anodik

reaksiyonlarla vyikseltgenerek radikalik-katyonlarin birlesmesi sonucu elektrot
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ylzeyine film seklinde kaplanabilir. Bu islem sirasinda kullanilan destek elektrolit ile

katkilama isleme gergeklestirilir.

Polipiroliin elektrokimyasal yolla sentezlenme isleminde elektroliz hiicresi, elektrot,
uygun bir ¢ozlicu ve destek elektrolit kullanilmaktadir. Bu ¢ozlici-destek elektrolit
sistemlerinden bazilari sunlardir; H,O — 1 M H,S04, H,0 - 1 M NaOH, CHsCN—-0.1 M
TBABF4, NHs(sivi)- 0.1M KI, BN- 0.1M TBABF4, SO; — 0.1M TEACIQ4, SO3(sivi)-0.1M
TBACIO4 (Coskun, 2009).

Polipiroliin elektrokimyasal olarak sentezlenmesi sonucu yiksek iletkenlik
gostermesi ve atmosfer kosullarinda karari olma avantajlarindan dolayi

calismamizda iletken polimer olarak polipirol kullaniimistir.

1.7.1. Polipirolun Elektrokimyasal Sentezi

Polianilinin yani sira, polipirol kesinlikle en kapsamli sekilde arastirilan elektroiletken
polimerlerden biridir. Polipirolin hem elektriksel iletkenligi hem de kimyasal
kararliligi, heteroatomik yapida olmasindan ve uzun m-konjuge bag yapisi
bulundurmasindan kaynaklanir. Bu yapi tek basina iletkenlik icin yeterli degildir.
Bununla birlikte, doping islemi sonucu elde edilen iletkenlik, pratik uygulama igin iyi
bir 6n kosuldur ve diger iletken polimerlerin iletkenliginden biylk 6l¢tide fazladir.
Anilinin polimerizasyonundan farkli olarak, piroliin polimerizasyonu nétr sulu
ortamda basarili bir sekilde gercgeklestirilebilir veya cesitli organik ¢oziicller de

kullanilabilir (Vernitskaya ve Efimov, 1997).

Polipiroliin genel olarak kabul géren elektrokimyasal sentezinde ilk basamakta
radikalik pirol molekili sentezlenir. Eslenmemis elektron ve pozitif ylk
delokalizedir. Kuantum mekaniksel hesaplamalar, elektron spin yogunlugunun orto
konumlarinda en bliylik degerde oldugunu, dolayisiyla en reaktif olduklarini ve bu

konumlarda radikal eslesmenin gerceklestigini ortaya koymaktadir (Kankare, 1998).
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iki birincil radikal katyonun birlesmesi ile pozitif yiiklii dimer olusur. Pozitif yiikli ve
iki protonlu dimerin bag yapisi konjugasyonu bozdugundan, disiik enerjili notr
dimerin aromatizasyonu, deprotonasyon yoluyla gerceklestigi distnilmektedir.
Notr dimer, bir sonraki adimda, anodik reaksiyon sonucunda ylikseltgenerek
radikalik dimer molekili olusturur. Beklendigi gibi, dimerin oksidasyonu noétr pirole
kiyasla daha kolaydir, bu nedenle daha distk potansiyelde meydana gelir. Sonraki
adimlarda, dimer radikal katyonlarinin (reaksiyon ilerledikce, oligomerik radikal
katyonlarinin) ve birincil radikal katyonlarin birlesmesi meydana gelir. Ardindan
protonlarin salinmasi ve yeniden aromatizasyon gerceklesir. Oksidasyon, birlestirme
ve yeniden diizenlemenin tekrarlanmasi polipirol olusumuna yol agar. Elektron spin
yogunlugu orto pozisyonunda en blyidk olmasina ragmen, konjugasyon
uzunlugunun gelismesiyle spin yogunlugu konjugasyon sistemi Uzerine yayilr, bu
nedenle radikaller diger pozisyonlarda birlesebilir, bu da lineerligin bozulmasina ve

dallanmaya neden olabilir (Gvozdenovic¢ vd., 2014).
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Sekil 1.10. Polipirollin elektrokimyasal sentez mekanizmasi (Gvozdenovié vd., 2014)
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Pirol, Sekil 1.10’da verilen mekanizmaya gore, grafit, altin veya platin dahil, inert
anotlar tzerinde pirol igeren hem sulu hem de organik bazh elektrolitlerde kolayca
elektrokimyasal olarak polimerize edilir. Sekil 1.10.’da, sulu ¢6zelti ortaminda
potansiyodinamik sentez sirasinda meydana gelen karakteristik doping/dedoping
islemleri gosterilmistir. Sekil 1.11’de ayni elektrolitte galvanostatik sentezden
sonra elde edilen donglsel voltamogrami ve pirolin galvanostatik
polimerizasyonunu gostermektedir. Kronoamperometrik egri, elektrodun bir
polipirol tabakasi ile kaplandigi potansiyelin hizli bir sekilde artmasi ile karakterize
edilir ve derisim polarizasyonun olustugunu gosterir. Galvanostatik sentezde,
polipirol, potansiyelinin hizli artisi doping islemini géstermektedir. Voltamogramin
katodik kismi, iyonlarin polipirolden dedopingine (uzaklastiriilmasina) atfedilen
genis tepe noktasi ile karakterize edilir. Voltamogramin anodik kismi,
monomerlerin elektrot Uzerindeki oksidasyonunu gosterir. Sulu elektrolitlerde
polimerizasyon vapildiginda, polimerizasyon prosesinde suyun roli oldugu
varsayllmistir. Sulu ortamda deneysel olarak, polipiroliin, ¢ikarilmasi imkansiz olan
% 2-4'lik suyu muhafaza ettigi dogrulanmistir. Pirolin elektrokimyasal
polimerizasyonu icin ¢Oziicii olarak asetonitril kullanildiginda, elde edilen
polipiroliin artan gozenekliligi ile sonuglanan dopantlarin (karsi iyonlar) hidrate
edildigi sulu ¢ozeltilerin aksine, dopantlarin hidratasyonunun olmadigindan elde
edilen polipirol daha diisiik gézeneklilige sahiptir. Ote yandan, asetonitril veya
propilen karbonat gibi organik ¢6zlicli ortaminda elektrokimyasal olarak
sentezlenen polipirolin, sulu elektrolitlerden elde edilenlere gore daha ylksek
iletkenlik gosterdigi de go6zlenmistir. Son zamanlarda iyonik sivilar, iletken
polimerlerin elektrokimyasal sentezinde hem ¢6ziici hem de katki kaynagi olarak
kullanilmistir. Farkh iyonik sivilardan sentezlenen polipirolin farkli morfoloji ve
iletkenlige sahip oldugu gosterilmistir. Dopantlarin kimyasal 6zellikleri ve
konsantrasyonu, piroliin iletkenligi ve polimerizasyon hizi Uzerinde etkilidir, bu
etki hem sulu hem de susuz ¢oéziicilerde gdzlenmistir. Pirolin elektrokimyasal
polimerizasyonu, basta asetonitril olmak lzere susuz ¢ozeltilerde yogun bir sekilde

incelenmistir (Gvozdenovic¢ vd., 2014).
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Sekil 1.11. Sulu ortamda piroliin polimerizasyonu (Gvozdenovi¢ vd., 2014).

Sekil 1.11 Piroliin grafit elektrotta (i = 2.0 mA cm™) 0.1 M HCl ve 0.2 M pirolden
elektrokimyasal polimerizasyonunun kaydedilen dénglisel voltamogramdir (v = 20
mV/s). Ek olarak, ayni elektrolitte 1100 saniyede galvanostatik polipirol sentezinden

sonra kronoamperometrik egrisidir.

1.8. Oksim Yapisi

Amonyak, aminler ve benzer diger bilesikler azot atomu Uzerinde ortaklasmamis
elektron ciftleri bulundururlar. Karbonillerdeki karbon atomuna karsi nikleofil gibi
davranirlar. Birincil aminlerle olan Grtnlere genel olarak iminler ( >C=N-R) denilir

(Hart vd., 2011).

Oksimler aldehit veya ketonlarin hidroksilaminle reaksiyonlari sonunda olusan,
yapisinda karbon-azot cifte bagi tasiyan bilesiklerdir. Oksim ismi, oksi-iminin
(C=NOH) kisaltmasidir ve eger aldehitten elde edilmislerse aldoksim, ketondan elde

ketoksim olarak isimlendirilirler. Hidroksil grubundaki hidrojen yerine bir alkil
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grubunun gelmesiyle olusturulan tirevlere ise oksim eter verilir (Karakurt ve

Dalkara, 1999)

R\ R\ R\

/C=N——-OH /C'—:N-——OH /C=N—OR
R’ |5} R’
Ketoksim Aldoksim Oksim eter

Sekil 1.12. Cesitli oksim yapilari (Karakurt ve Dalkara, 1999)

Homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleks lizerine daha dnce yapilan calismalarda
bakir iyonlarinin c¢esitli vyapilarla koordinasyon kovalent bagi olusturdugu

bulunmustur.

Metal komplekslerin elementel analiz, stokiyometrik ve spektroskopik verileri,
dinldkleer bakir(ll) komplekslerde metal:ligand oraninin 2:1 oldugunu ve bu
komplekslerde bakir(ll) iyonlarinin Schiff bazlari ve oksimlerdeki azot atomlariyla

koordinasyona girdigini gostermistir (Dede ve Karipcin, 2008).

Bu tez c¢alismasinda polipiroldeki ve (lre molekilindeki azotlu vyapilarin
homodinikleer iminoksim Cu(ll) ile yapabilecegi olasi etkilesimlerin elektrokimyasal
olarak belirlenmesi ve (re molekilld tayini icin sensér olarak gelistirilmesi

amaclanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ure tayini icin literatiirde voltametrik, potansiyometrik, amperometrik,
kondiiktometrik, optik, manometrik, termal gibi ¢esitli yontemlerle kullanilarak
gelistirilen ¢ok sayida sensor ve biyosensoérler bulunmaktadir. Bir kismi asagida

O0zetlenmistir.

Manea vd./nin yapmis oldugu calismada, giimiis (EG-Ag-Z-Epoxy) ve dogal zeolitik
volkanik tif bazi modifiye edilerek genisletilmis grafit kompozit elektrot
gelistirilmistir. Donglsel voltametri dlgiimleri, oldukga hizl bir elektron transferini ve
0.1 M NaOH destekleyici elektrolitte elektrodun iyi bir stabilitesini ortaya cikarmistir.
Bu modifiye elektrot, lire oksidasyonuna karsi orta diizeyde elektrokatalitik etki
gostererek sulu ¢ozeltide tayinine izin vermistir. Akimin tre konsantrasyonuna karsi
lineer bagimliligina, 0.2 ila 1.4 mM arasindaki {ire konsantrasyonlari araliginda kare
dalga voltametrisi kullanilarak ve nispeten diisiik bir tespit limiti olan 0.05 mM ile
ulasiimistir. EG-Ag-Z-Epoksi elektrodunda lire tayini icin elektroanalitik hassasiyete
(orta duzeyde bir artisa) voltametrik/amperometrik incelemeden 6nce kimyasal bir

on zenginlestirme adimi uygulandiktan sonra ulasiimistir (Manea vd., 2008).

Ure tayini icin altin nanopargacik gémiilii poli(propilen-ko-imidazol) bazli yeni bir
amperometrik Ure biyosensori gelistirilmistir. Polimerik film Gzerine adsorbe edilen
Ureaz, Urenin amonyum ve bikarbonat iyonlarina hidrolizini katalize etmistir ve
amonyum daha sonra diferansiyel puls voltametrisi kullanilarak altin
nanoparcaciklarin yardimiyla Ag/AgCl'ye karsi + 0.2 V'de altin elektrot Gzerinde
okside edilmistir. Biyosensor, 0.1 ile 30 mM arasindaki (ire konsantrasyonuna
dogrusal bir akim tepkisi vermistir, 36 puM'lik bir saptama siniri, % 2.43'lik bir nispi
standart sapma (n=18) ve mikemmel depolama kararliigi saglamis, ¢linkii akim
disusl 75 gln sonrasinda yalnizca % 3 olarak 6l¢tlmustir. Biyosensériin galismasi,
Tirkiye'de Zonguldak ili aritma tesisinin giris borusundan toplanan belediye
kanalizasyon atik sularinin analizi ile degerlendirilmistir. Olasi interferantlarin

etkileri de karakterize edilmistir (Korkut vd., 2018).
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Yapilan bu ¢alismada, yeni bir potansiyometrik Gre biyosensord, indiyum kalay oksit
(ITO) kapli cam plakanin yiizeyinde biriken silika matrisine tutturulmus ve Ureaz
immobilize edilerek cok duvarl karbon nanotiipler (MWCNT'ler) ile hazirlanmistir.
Ureaz enzimi, sol-jel metodu ile silis matrisi icine dahil edilirek serbest birakilmis
fonksiyonel-COOH  gruplari MWCNT'lerle  (F-MWCNT'ler) kovalent olarak
baglanmistir. Elde edilen biyosensor iyi bir performas gostererek genis bir lineer
aralikta 2.18 x 10~ ila 1.07 x 1073 M {re tayinine imkan saglamistir. Biyosensor, 10—
25 s gibi kisa bir tepki siiresi ve 23 mV/on yil/cm? bir hassasiyet gostermistir (Ahuja
vd., 2011).

Hao vd, lireaz ve metal katalizorlere (Pt ve Rh) dayanan amperometrik bir Ure
biyosensoru gelistirmislerdir. Bu amagla, ¢cok duvarli bir karbon nanotip (MWCNT)
ve modifiye edilmis ITO cami kullanmislardir. Metal katalizorlerin ve tGreazin siral bir
sekilde MWCNT ile modifiye edilmis ITO caminin yilizeyine tutunmasi bir polion
kompleksi (PIC) ile saglanmistir. Ure hidrolizi icin immobilize edilmis enzimin ve
enzimatik reaksiyon sirasinda lretilen amonyagin elektrokimyasal oksidasyonu icin
metal katalizorlerin etkinligi arastirilmis ve Biyoelektrodun elektrokimyasal
performansi ise dontisimli voltammetri teknigi ile karakterize edilmistir. Sensorin
sergiledigi dogrusal amperometrik cevap 0.05 mM ila 20 mM arasinda degisen (ire
konsantrasyonunda 0.995 dogrusal kolerasyon katsayisi ile elde edilmistir. Hibrid
elektrot icin 1.7 pAMM™ cm hassasiyet ve yaklasik 10 sn'lik bir yanit siresi elde
edilmis ve biyosensor, ortam kosullarinda 20 glinlik saklamadan sonra ilk

aktivitesinin yarisini korumustur (Hao vd., 2015).

Bu ¢alismada, hidrolaz bazli biyosensorler i¢in transdiiser olarak yeni bir amonyum-
spesifik bakir-polianiline nano-kompozit kullaniimistir. Calismada, lre ve kreatin
biyosensorlerinin  yapisini  gostermek icin bir kreatinin deaminaz ve (reaz
kombinasyonu birlikte secilmistir. Enzimlerin immobilizasyonunun, biyosensorlerin
gelisiminde ¢cok dnemli bir adim oldugu gosterilmistir; stabilizator olarak gliserol ve
laktitol kullanimi belirgin bir iyilesme saglamis ve oOzellikle kreatinin varliginda
biyosensorlerin operasyonel stabilitesi (birkag saatten en az 3 gline kadar) artmistir.

Gelistirilen biyosensorler kreatinin ve Ureye karsi ylksek secicilik gostermistir.
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Kreatin biyosenséri icin 85 + 3.4 mAM1cm? hassasiyet ve Ure biyosenséri icin de
112 + 3.36 mAM?Icm? olarak bulunmustur. Kreatinin ve lreden elde edilen
Michaelis ™ Menten sabiti de (Kwm, app) kreatin i¢in 0.163 mM ve lreaz igin de 0.139
mM degerleri kreatin ve Ure kalibrasyon egrilerinden elde edilmistir. Biyosensorler,
1-125 mM kalibrasyon araliginda 0.5 mM tayin limiti ve 15 saniyelik bir yanit siresi
ile dogrusal bir aralik gostermistir. Biyosensorlerin gercek bir 6rnek matriksi olan
serumdaki performansi degerlendirilmis ve standart spektrofotometrik klinik

laboratuvar teknikleriyle iyi bir korelasyon gostermistir (Zhybak vd., 2016).

Au elektrot Uzerinde Ureaz enziminin kendiliginden baglandigi poliamidoamin
astlanmis cok duvarh karbon nanotlip (MWCNT-PAMAM) dendrimerlerinin (G1'den
ilk nesile G5'e kadar) immobilizasyonuna dayanan yeni tiir amperometrik lre
biyosensorleri gelistirilmistir. Biyo-algilayici elektrodun optimum pH’1, sicaklik ve
tekrarlanabilirlik ile birlikte uygulama potansiyeli gibi performans parametreleri
incelenmistir. Besinci nesil MWCNT-PAMAM ve (reaz enzimine dayanan elektrot,
Ure tespitinde 0.45 V uygulanan bir potansiyelde 3 s gibi bir kisa tepki siresi, 1-20
mM arasinda genis bir dogrusal aralik, 0.4 mM tayin limiti ve 6.6 nA/mM duyarlilig
ile mikemmel performans oOzellikleri gostermistir. Olasi interferon molekillerinin
varliginda anlamli bir cevap tespit edilmemistir. Seyreltilmemis insan kan plazmasi
kullanilan gergek o6rnekte ise hazirlanan elektrot Ure tayininde mikemmel

performans gostermistir (Dervisevic vd., 2017).

Mudilla vd/nin kare dalga voltametrisiyle yaptiklari ¢calismada, modifiye edilmis bir
polipirol-grafen oksitin (PPy-GO, GO % 20 w/w PPy) nanokompozit elektrodunu
gelistirmislerdir. Redoksik donlisimll voltametrik analizle tGre miktari etkili bir
sekilde belirlenmistir. Donglsel voltametri dlcimleri, 0 ila 0.6 V potansiyel pencere
araliginda 0.1 M KOH elektrolitik ¢ozeltisinde etkili bir elektron transferini ortaya
koymustur. Akimin Ure konsantrasyonuna karsi lineer araligina, 0.5 ila 3.0 uM
arasindaki tre konsantrasyon araliginda ve 0.27 uM'lik nispeten disik bir tayin siniri
ile kare dalga voltametrisi kullanilarak ulasilmistir. Taramali elektron mikroskobu ve
Fourier donusimli infrared spektroskopisi yontemleri nanokompozit tabakanin

morfolojilerini ve Ozelliklerini karakterize etmek icin kullanilmistir. Sonuglar,
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nanokompozit film modifiyeli elektrodun, yliksek iletkenlik, hizli bir elektron aktarim
hizi ve dogal bir katalitik etki de dahil olmak Uzere sinerjistik bir etki sergiledigini

gostermistir (Mudilla vd., 2017).

Jack faslilyelerden (Canavalia ensiformis) elde edilen ticari Ureazin nanopartikl
(NP'ler) agregatlari desolvasyon ve glutaraldehid ¢capraz baglamasi ile hazirlanmis ve
sisteamin dihidroklordr ile fonksiyonellestirilmistir. Enzim nanopartikilleri (ENP'ler)
gecirimli elektron mikroskopisi (TEM), UV ve Fourier transform kizilétesi (FTIR)
spektroskopisi ile karakterize edilmistir. Ureaz NP'lerinin TEM goriintiileri, ortalama
51.2 nm ile 18-100 nm araliginda boyutlari oldugunu gostermistir. ENP'ler dogal
enzim molekillerinden daha uzun raf 6mriyle daha aktif ve kararhlik saglamistir.
ENP'ler kitosan (CHIT) ile aktive edilen nitroseliiloz (NC) Uzerine sabitlenmistir.
Glutaraldehid kapli ile membran ile 1.63 mg/cm? konjugasyon verimi ve serbest
Ureaz NP'lerinin baslangi¢c aktivitesinin % 32.22 korumasi gozlenmistir. Bu NC
membrani, cihazin alt hassas ucuna monte edilmistir. O-halkali amonyum iyon segici
elektrot (AISE) ve daha sonra elektrot, bir potansiyometrik {re biyosensori
olusturmak icin dijital bir pH metreye baglanmistir. Biyosensoér, pH 5.5 ve 40 °C'de
10 saniye igerisinde optimum tepki gostermistir. Biyosensor, goriintste saglkl ve
bobrek rahatsizliklari olan kisilerde serumdaki ire miktarinin potansiyometrik tayini
icin kullanilmistir. Biyosensor dusik bir tayin limiti gostermistir. 1 uM/L, genis
calisma araligi 2-80 uM/L (0.002-0.08 mM) ve duyarhhgr 23 mV/on yil olarak
bulunmustur. Serum igine eklenen Urenin analitik olarak geri kazanimi da % 106.33
olarak bulunmustur. Mevcut biyosensoriin parti i¢ci ve gruplar arasi varyasyon
katsayisi (CV) sirasiyla % 0.18 ve % 0.32'dir. Referans yontem(Enzimik kolorimetrik
kit yontemi) ve mevcut biyosensor ile elde edilen serum lire degerleri arasinda da iyi
bir korelasyon bulunmustur (r=0.99). Biyosensdriin Na *, K *, NH4* ve Ca?* 'dan gelen
ihmal edilebilir bir girisimi vardir, ancak spesifik iyon secici elektrot ile Mg?*, Cu?* ve
askorbik asit'ten gelen hafif girisim etkilerine de sahiptir. ENP'lere bagh NC
membrani 4 °C'de 0.01 M sodyum asetat tamponu pH 5.5'te saklandiginda 180
ginlik bir stire boyunca glinde maksimum 8-9 kez kullanilabilmistir (Jackar ve

Pundir, 2018).
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Ure, insanlarda azot metabolizmasinin ana son Uriinidir, bu da viicuttan esas
olarak idrar yoluyla bobrekler tarafindan elimine edilir, ayni zamanda kan ve
tikirik gibi viicut sivilarinda salgilanir. idrardaki seviyesi 7 ila 20 mg/dL arasinda
degisir. Bu durum pato-fizyolojik kosullar altinda bliyik o6l¢lide artar ve bodylece
bobrek fonksiyonu ve cesitli bobrek ve karaciger bozukluklarinin teshisi hakkinda
onemli bilgiler saglar. Azotemi veya lremi olarak da adlandirilan kandaki Ure
diizeylerinde artis, kronik bobrek hastaligi (KBH) veya son donem bobrek yetmezligi
(SDBY) genellikle bobrek fonksiyonlarinin ilerlemis bozuklugundan kaynaklanir. Bu
nedenle, bu hastaliklari erken evrelerinde teshis etmek icin biyolojik sivilarda re
tayini acil bir ihtiyactir. Ure tespiti icin mevcut cesitli yontemler arasinda, ¢ogu
karmasiktir ve ozellikle kromatografik yontemler icin, zaman alici numune 6n islemi,
pahali enstriimantal kurulum ve egitimli kisilerin calismasi gerekir. Biyo algilama
yontemleri bu dezavantajlarin tstesinden gelir, ciinkli bunlar basit, hizli, spesifik ve
son derece hassastir ve ayrica Urenin in-vivo tespiti icin de uygulanabilir. Bu
derleme, biyosensorlere 6zel vurgu ile Gre tayini icin cesitli analitik yontemlerin
ilkelerini sunmaktadir. Ure biyosensérlerinin daha da gelistirilmesi icin cesitli
nanoyapilar ve elektrokimyasal mikro akiskan kagit bazli analitik cihaz (EuPAD)

kullaniimasi 6nerilmektedir (Pundir vd., 2018).

Polipirol-Greaz biyosensoru ile puls-amperometrik algilamaya dayali olarak Grenin
glvenilir akis enjeksiyon analizi igin hizli ve oldukga hassas bir yontem agiklanmistir.
Optimum kosullar, 0.05 M fosfat tamponu (pH 7.0), -70 mV (E1) ve -400 mV (E>)
arasinda negatif bir potansiyel darbe, Ag/AgCl'ye karsi, 120 mS darbe genisligi ve 0.1
ml dk! akis hizidir. Bu yéntemle 60 pg L drelik bir saptama siniri (36) elde edildi ve
tepki 100-4500 pglL?! araliginda dogrusaldi. Biyosensor, iki haftalik sirekli
kullanimdan sonra bile akis sisteminde c¢ok kararliydi. Calisilan numunelerde bu
yontem kullanilarak miikemmel ire geri kazanimi (% 95-% 112) saglanmistir. Kan
plazmasindaki Ure tayininde yontemin basarili bir sekilde uygulandigi rapor

edilmistir (Adeloju vd., 1996).

Protonlanmamis amonyak molekillerinin polipirol (PPy) ile etkilesimi, calisma

elektrodu olarak PPy ile modifiye edilmis bir anodik olarak polarize platin elektrot
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kullanilarak amonyagin amperometrik tespiti igin kullanilmigtir. Polimer, sulu
cOzeltilerden potansiyostatik kosullarda elektropolimerizasyon yoluyla elde
edilmistir. Calisilan cesitli katki maddelerinden PPy icin en uygun katki maddesinin
klorir oldugu bulunmustur. Tespitin tatmin edici dinamik 6zellikleri, 0.6 uM tespit
limiti ile 100 uM analite kadar bir akis enjeksiyon sisteminde amonyak tayini igin
uygulanmasina izin verilmistir. Boyle bir amonyak detektord, sirasiyla Greaz ve
kreatinin iminohidrolazin PPy yiizeyinde farkh bir sekilde hareketsizlestirme yoluyla
Ure ve kreatinin icin amperometrik biyosensorlerde dahili detektér olarak
kullanilmistir. Elektropolimerizasyon sirasinda PPy tabakasinda Ureaz tutulmasiyla
cok distk duyarhihiga sahip bir amperometrik biyosensér elde edilmistir. Ure
membran biyosensorl, insan kan Orneklerinde (re tayininde basariyla
uygulanmistir. Elementel analiz, UV ve IR spektroskopisinin sonuglarina dayanarak,
PPy ve amonyak arasindaki etkilesimin mekanizmasi ve amonyagin amperometrik
tespitinde meydana gelen anodik elektrot siireci hakkinda bazi 6neriler sunulmustur

(Trojanowicz vd., 1995).

Das ve Sarkar’in ¢alismasinda, iletken polimer hidrojel (CPH) ler kullanilmistir. CPH’
lar; hem hidrojel hem de organik iletkenlerin avantajli 6zelliklerine sahip benzersiz
bir malzeme sinifidir. Bu makalede; mevcut ¢alisma elektrodunun CPH ile modifiye
edildigi yeni bir (re biyosensodrii rapor edilmektedir. Ureaz enziminin
immobilizasyonu saglamak icin poliakrilamid ve polivinil alkolin iletken olmayan
hidrojelinde iletken elektro-polimerize anilin kullanilmistir. Taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) calismalari, hidrojelin
gozenekli yapisini ve enzimin yuksek yogunluklu olarak immobilize oldugunu
gostermistir. Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR) ¢calismalari da matris
icinde polianilinin varligini dogrulamistir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi
(EIS), diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve dongiisel voltametri (CV) teknikleri ile
hidrojelde yiiksek enzim yiiklemesininin sonuclari incelenmistir. [FeCNe¢]*7/* redoks
cifti ile Bode c¢izim analizi, 102-103 Hz frekans araliginda biyoelektrodun kismi
kapasitif davranisini gbstermistir. Tarama hizi ve elektrolitin pH'i gibi faktorler en iyi
sonuglari verecek sekilde optimize edilmistir. DPV, en dislik tespit limiti (LOD) 60 nM

ve hassasiyet 878 pAmMicm? ile 1.5-1000 pM araligindaki Greyi tespit
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edebilmektedir. 113 uM'lik nispeten dislik bir Michaelis-Menten sabiti (Km) degeri,
enzimin Ure igin ylksek afinitesini gdstermistir. EIS, lire konsantrasyonundaki artisla
(LOD=14 uM) yiik transfer direncinin (RCT) artisini saglamistir. Onerilen sensoér tespit
limiti, hassasiyet, Km degeri, hazirlama yontemi, maliyet, numune hazirlama,
stabilite, segicilik ve tekrarlanabilirlik agisindan ¢ok iyi performans sergilemistir. Bu
sensor, sit, sismis piring, toprak ve insan kanindaki Ure tespiti icin basariyla
uygulanmis ve elde edilen sonuclarin istatistiksel analizi ile spektrofotometrik analiz

sonuglari iyi bir uyum gostermistir (Das ve Sarkar, 2016).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boélimde lire molekilinin voltametrik yontemlerle tayini igin gelistirilen
elektrodun modifikasyonunda ve calismasinda kullanilan bilesikler, materyaller,

cihazlar, kimyasallar ve yontemler agiklanmistir.

Tez kapsaminda laboratuvar ortaminda reseptér olarak sentezlenen homodinukleer
iminoksim Cu(ll) kompleks (Dede, 2007) kullanilarak tre molekiline duyarh
polipirol bazli modifiye elektrotlar hazirlanmistir. Elektroanalitik teknik olarak
voltamatri yontemi secilmistir. Madde miktarina bagh olarak voltamogramlardaki
pik akiminin artisinin lineer dogru seklinde gerceklesmesi icin optimum degerleri;
tarama hizi, dongi sayisi, pH ve madde miktari gibi parametreleri belirlenmistir.
Ayrica optimum sartlarda modifiye edilen elektroda girisim yapan tirlerin etkisi
belirlenmis ve gercek numune kosullarindaki durumu da incelenmistir. Calisma
elektrodu olarak sectigimiz kalem grafit elektrodun (KGE) polimer madde ve
homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleksi ile modifiye edilmesinde donlisimli
voltametri (CV) yontemi ve (renin elektrokimyasal tayininde ise diferansiyel puls

voltametri (DPV) yontemi kullaniimistir.

3.1. Kullanilan Cihazlar

3.1.1. Potentiostat/Galvonostat cihazi

Calismamizda, Nova 1.11 yazilim programli Autolab Potentiostat/Galvonostat
PGSTAT-302N cihazi elektrokimyasal tiim asamalarda kullaniimistir. Kalem grafit
elektrotlarin modifikasyonu CV yéntemi ile ve lre molekilinin tayini ise DPV
yontemi ile gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal asamalarda (¢ elektrotlu hiicre
sistemi kullanilabilmektedir. Bu sistem istenilen ¢alisma kosullari siiresince sabit
potansiyel (potansiyostat) veya sabit akim (galvanostat) kaynagl olarak
kullanilmaktadir.  Sekil 3.1.'de Autolab Potentiostat/Galvonostat PGSTAT-302N

cihazi gorilmektedir.
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Sekil 3.1. Autolab Potentiostat/ Galvonostat PGSTAT-302N cihazi

3.1.2. Analitik terazi

Gozeltilerin hazirlanmasinda Shimadzu AX200 adli analitik terazi kullaniimigtir.

3.1.3. pH metre cihazi

Modifiye elektrodun optimum ¢alisma sartlarindaki pH degerinin belirlenmesi igin

Mettler Toledo pH metre cihazi kullaniimistir.

3.1.4. Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), FEI Qunta FEG 250 model kullanilarak

gelistirilen modifiye elektrotlarin ylizey yapilari incelenmis ve gorintilenmistir.

3.2. Kullanilan Elektrotlar

Deney siresince kullanilan elektrotlar ¢ozelti fazinin durumuna gore secilmistir.
Referans elektrot olarak elektropolimerizasyon islemi icin asetonitril ¢ozeltisinde
calistigimizdan dolayi susuz Ag/AgCl elektrot, suda ¢6ziinen Ure miktarinin tayininde
ise sulu Ag/AgCl elektot kullaniimistir. Karsit elektrot olarak her iki islemde de Pt tel

elektrot kullaniimistir. Calisma elektrodu olarak da 0.7 mm 2B Faber-Castell kalem

35



grafit (kursun kalem ucu) segilmistir. Calisma elektrodunun modifiye edilmesinde de
pirol ve homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleksi kullaniimistir. Deneylerde

kullanilan elektrotlar Sekil 3.2.”de verilmistir.

Sekil 3.2. Calisma hiicresinde kullanilan elektrotlar

3.3. Hiicreler

Elektrokimyasal ¢calismalarin tamaminda bitilin reaksiyonlar inert malzeme olan cam
hiicrelerde gerceklestirilmistir. Ucli elektrotlu sistemde calisilabilen diizenekte
calisma elektrodu, karsit elektrot ve referans elektrot icin giris delikleri

bulunmaktadir. Sekil 3.3’de deneysel calismalarda kullanilan hiicreler gosterilmistir.

Calismamiz boyunca gergeklestirilen tim elektrokimyasal reaksiyonlar asagida
aciklayacagimiz  sebeplerden dolayr su-buz banyosunda soguk ortamda

gerceklestirilmistir.

Homodinilkleer iminoksim Cu(ll) kompleks c¢ozeltisi ve bu ¢ozeltiden modifiye
edilmis elektrotlar oda sicakliginda hizla bozulma reaksiyonu gostermektedir.
Kompleksin bozulmasi elektrokimyasal calismalari olumsuz olarak etkilemektedir.
Modifiye elektrodun bozulma kinetigini geciktirebilmek igin ¢alisma hicrelerinin

sicakhgr dislrilmusttir. Bu amagla c¢alisma hicreleri su-buz banyosuna
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yerlestirilmistir. Sicakhgin dogrusal voltametri (LSV) ve dongisel voltametri (CV)
¢alismalarinda pik tepe akimlarini etkileyecegi Randles-Sevcik esitliginden
bilinmektedir (Esitlik 3.1., 3.2.). Su-buz banyosu icinde 0 °C’ye yakin gerceklesen
reaksiyonlardaki voltamogramlar oda sicakligindaki reaksiyon voltamogramlari ile
karsilastirildiginda pik tepe akimlarinin daha distk oldugu gorilmustir. Denklemde
sicakhgin etkiledigi iki degisken vardir biri dogrudan sicaklikken digeri diflizyon
katsayisidir. Denklemde sicaklikla pik tepe akimi ters orantilidir ve sicaklik diiserken
pik tepe akiminin artmasi beklenir. Ancak diflizyon katsayi pik tepe akimiyla dogru
orantilidir ve difizyon katsayisi sicakliga Ustel olarak baghdir. Sicakhgin distsu
diflizyon katsayisini ve dolayisiyla pik tepe akimini Ustel olarak distirmektedir. Bu
durum bizim buldugumuz sonuglarla uyum icindedir. Bu sartlar altinda modifiye
elektrot icin lineer bir calisma araligi bulunmus ve elektrodun tre molekiline ilgisi

etkilenmemistir. Randles-Sevcik denklemi asagida verilmistir (Esitlik 3.1., 3.2).

1
3\ 5 3 1 1
i = 0446 ()" nz ADz cve (Esitlik3.1)

25 °C’de Randles-Sevcik denklemi asagidaki sekildedir.

3 1 1
ir = 2.686 10°nz ADz cvz (Esitlik 3.2.)
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Sekil 3.3. Voltametrik ¢alisma dizenegi

3.3.1. Susuz Ortam Hiicresi

Susuz ortam hicremizdeki olglimler igin CV yontemi kullanilmistir. Susuz ortam
hiicresinde ¢alisirken ¢odzliciimiz asetonitrildir. Pirol monomeri ve TBAP destek
elektroliti bulunan asetonitril ¢dzeltisinde polipirol elektrot, kontrol elektrodu olarak

hazirlanmistir.

Modifiye elektrodumuzu hazirladigimiz ¢ézeltide de yine ayni sekilde ¢ozlicli olarak
asetonitril kullanilmistir. Asetonitril icinde pirol monomeri ve TBAP destek
elektrolitine ilave olarak modifiye elektrodu hazirlamak icin ortama belli miktarda

homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleksi ilave edilmistir.

Homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleksinin asetonitril ortaminda homojen olarak

¢O6zinmesi saglandiktan sonra hazirlanan ¢o6zelti deneylerde kullaniimistir. B&lUm

3.3.de de bahsedildigi gibi homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleks ¢ozeltisi oda
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sicakhginda hizla bozulma reaksiyonu gosterdigi icin deneyler su-buz banyosunda
gerceklestirilmistir.  Cozlicii ortaminda bekleyen homodinikleer kompleks
cOzeltisindeki renk degisimi Sekil 3.4. de goriilmektedir. Bu durum kendiliginden
kimyasal reaksiyonlarin gergeklestigini ve ¢ozlici ortaminda kompleksin kararsiz
oldugunu gostermektedir. Bu kararsizligin sebebi ¢oziicii asetonitrilden kaynakl
serbest radikaller olabilecegi gibi cozeltideki ¢oziinen oksijenden kaynakl veya
baska bir durumdan kaynakh da olabilir. Bozulmanin nedeni ¢alismamizda tam
olarak agiklanamamistir. Coziinen kompleks bir gin veya daha uzun siire
beklediginde homodinikleer kompleksin  pirol ile elektropolimerizasyon
reaksiyonlari gerceklesmemektedir. Bu durum Sekil 3.4.'te gosterilen 1 glinlik

¢Ozelti renginin degismesinden de gorilmektedir.
.

1 gunlik gozelti -_'Iﬁsaatlikgézelti | Yenihazirlanan

Sekil 3.4. Homodinukleer iminoksim Cu(ll) kompleks ¢ozeltisinin renginin zamanla
degisimi

3.3.2. Sulu Ortam Hiicresi
Sulu ortam hiicresinde calisirken ¢ézlicimiz Britton-Robinson tampon ¢ozeltisidir.
Destek elektrolit olarak LiClO4 ilave edilmistir. Ure molekiliniin bu ¢o6zelti

ortaminda farkl derisimlerdeki elektrokimyasal cevabi hazirlanan modifiye elektrot

kullanilarak diferansiyel puls voltametrisiyle incelenmistir.
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3.4. Deney Siiresince Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kalem grafit elektrot Uzerine polimerizasyon asamasinda monomer olarak pirol
molekill kullanilmistir.  Polimerizasyonda destek elektrolit olarak tetrabditil
amonyum perklorat kullanilarak polipirol elektrotlar hazirlanmistir. Bu hazirlanan
polipirol elektrot, homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleksi ile modifiye edilmis

polipirol elektrota karsi kontrol elektrodu olarak kulanilmistir.

Homodinlkleer iminoksim Cu(ll) kompleksi; modifiye elektrot hazirlanirken
kulanilmistir. Pirol monomeri ve TBAP destek elektroliti bulunan ¢ozeltide, kompleks
dislik miktarlarda (molekilin agirhgr ve vyapisi biylk olmasindan dolayi)
kullaniimistir. Homodiniikleer iminoksim Cu(ll) kompleksi piroliin polimerizasyonuna

katilmis ve polipirol elektrodu farklilastirmistir.

Calismada kullanilan kompleks molekil N,N”-bis[1-(4-fenilfenil)-2-hidroksiimino-2-
(4-kloroanilino)-1-etiliden]- dietilentriaminin, H,KD, [CaaH33N70,Cl2] homodinikleer

Cu(ll) kompleksidir (Dede, 2007).

Cahsmamizda kullanilan kompleks molekillin agik yapisi Sekil 3.5’te gosterilmistir

[C77Hs2Cl,CuaN1103 , Ma=1407,545 g / mol] .

CPTONLNT

2

Sekil 3.5. Homodiniikleer iminoksim Cu(ll) kompleksi
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Sulu ¢ozeltideki hiicre direncini disirmek ve akim gegisini arttirmak igin destek

elektrolit olarak lityum perklorat kullanilmistir. Ure derisimini voltametrik
yontemlerle tayin etmek amaciyla ire sulu ortamda ¢éziilmistiir. Urenin standart
cOzeltileri 100 ppm’lik Girenin sulu ortam stok ¢ozeltisinden hazirlanmistir. Standart
Ure c¢ozeltileri kalibrasyon grafigi hazirlanirken kullanilmistir. Cizelge 3.1 de

deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve kullanim amaclar 6zetlenmektedir.

Gizelge 3.1. Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasalin Adi Kullanim amaci Kapali formiilii molekil agirhgi
Elektrot
Pirol hazirlanmasinda CsHsN 67.09 g/mol
kullanilan
monomer
Tetralgaglamonyg Destek elektroliti C16H36CINO4 341.92 g/mol
m perklorat(TBAP)
Elektrot
Asetonitril polimerizasyon CHsCN 41.05 g/mol
¢Ozuclsl
Ure Analit CH4N-0 60.06 g/mol
Lityum Perklorat Destek elektrolit LiClO4 106.39 g/mol
Orto-fosforik asit Britton-Robinson H3PO4 98.00 g/mol
tamponu
Asetik asit Britton-Robinson CH3COOH 60.05 g/mol
tamponu
Borik asit Britton-Robinson H3BOs 61.83 g/mol
tamponu
Gums nitrat Referans elektrot AgNO3 169.88 g/mol
ic dolgu ¢ozeltisi
Amonyum klorir Girisim etkisi NH4ClI 53.49 g/mol
Demir (1) nitrat Girisim etkisi Fe(NOs)3.9H,0 404.02 g/mol
Potasyum klorir Girisim etkisi KCI 74.55 g/mol
Sodyum klorir Girisim etkisi NacCl 58.44 g/mol
Kalsiyum klortr Girisim etkisi CaCl; 110.98 g/mol
Homodinikleer Modifiye elektrot
. . hazirlanmasinda C77Hs2Cl2CuzN1103 1407.545 g / mol
iminoksim Cu(ll) .
kullanilan iyonofor
Sodyum Hidroksit pH ayarlama NaOH 39.99 g / mol




3.5. Kullanilan Gozeltiler

Polipirol elektrodun hazirlanmasinda; 0.1 M (107 uL) pirol monomeri, 0.1 M (0.513

g) TBAP destek elektrolit iceren 15 mL asetonitril ¢ozeltisi kullaniimistir.

Homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleks-polipirol elektrodun hazirlanmasinda; 0.1
M (107pL) pirol monomeri, 0.1 M (0.513 g) TBAP destek elektrolit ve farkh
molaritelerde olacak sekilde homodiniikleer iminoksim Cu(ll) kompleksi 15 mL
asetonitril ¢ozeltisinde ¢ozdiriilerek hazirlanmistir. Homodinikleer imminooksimin
optimum madde miktari tayini icin 0.05 g (2.37 x 103 M), 0.01 g ( 4.74 x 10* M) ve
0.005 g (2.37 x 10* M) ¢ézeltileri hazirlanmustir.

Britton-Robinson Tamponu (0.04 M) hazirlanmasinda; 1L saf su icinde 2.7 mL H3PO4
(% 85’lik, 1.7 g/mL), 2.3 mL CH3COOH ( % 100°lik, 1.05 g/mL) ve 2.45 mL H3BO3

(61.83 g/mol) ¢ozulmustdir.

100 ppm’lik stok tre ¢ozeltisi, 0.1 g lire 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Bu
stok c¢oOzeltide c¢esitli derisimlerdeki (lre ¢ozeltisi kalibrasyon grafiginin

hazirlanmasinda kullaniimistir.

0.1 M Sodyum hidroksit, 0.4 g NaOH 100 mL balon joje iginde saf suda ¢ozilerek
hazirlanmistir. Hazirlanan 0.1 M’hk NaOH sulu ortam ¢ozicimiiz olan Britton-
Robinson tampon c¢ozeltisinin cgesitli pH degerlerinde sulu ortam ¢o6zeltisini
hazirlamak i¢in kullanilmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler modifiye elektrodun optimum

sartlarda c¢alisan pH degerini belirlemek icin kullaniimisitr.

Gercek numune ¢ozeltisi olarak idrar numunesi kullanilmistir. idrar numunesi analiz
islemi icin 6n hazirlk islemlerinden gegirilmistir. Bunun i¢cin 1 mL idrar saf su ile 20
ml ye seyreltilmistir. Seyreltilen ¢ozeltiden 2 mL alinarak lzerine 3 mL asetonitril
cOzeltisi proteinlerin bozucu etkisinden kurtulmak amaciyla ilave edilmistir. Daha
sonra optimum pH kosullarinda hazirlanan ¢o6zelti ile 15 mL ye tamamlanmistir.

Gercek numunede analiz islemi tamamlandiktan sonra sirasiyla gercek numune
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¢cOzeltine 0.2 ppm, 0.5 ppm dre ilavesi yapimistir. Boylece gercek numune

ortamindaki geri kazanim miktari belirlenmigtir.
Girisim yapabilecegini dlslindigimiiz maddeler amonyum, Demir (lll), Potasyum,
Sodyum ve Kalsiyum olarak distinGimdistir. Girisim maddelerinin stok ¢ozeltileri 10

ppm olarak hazirlanmistir.

10 ppm Amonyum c¢ozeltisi, 0.0015 g NHsCl tuzu 50 mL saf suda coziilerek

hazirlanmistir.

10 ppm Demir (lIl) ¢ozeltisi, 0.0036 g Fe(NOs)s maddesi 50 mL saf suda ¢ozilerek

hazirlanmistir.

10 ppm Potasyum ¢ozeltisi, 0.001 g KCI tuzu 50 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

10 ppm Sodyum c¢ozeltisi, 0.0013 g NaCl tuzu 50 mL saf suda c¢ozilerek

hazirlanmistir.

10 ppm Kalsiyum c¢ozeltisi, 0.0014 g CaCl, tuzu 50 mL saf suda c¢ozillerek

hazirlanmistir.
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Gizelge 3.2. Deneyde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanis

Kullanilan Cozelti Hazirlanigi

0.1 M (107 pL) pirol monomeri ve
0.1 M (0.513 g) TBAP destek elektrolit 15 mL ACN iginde
¢Ozilda.

PPy elektrot hazirlama
¢Ozeltisi

0.1 M (107 pL) pirol monomeri,
0.1 M (0.513 g) TBAP destek elektrolit ve 0.05 g (2.37 x
103 M) homodiniikleer iminoksim Cu(ll) kompleks 15
mL ACN iginde ¢ozuld.

PPy—homodiniikleer
iminoksim Cu(ll) elektrot
hazirlama ¢ozeltisi

2,7 ml H3PO4,

0.04 M Britton Robinson 2,3 mL CH3COOH,
Cozeltisi 2,45 mL H3BOs
1 Litre saf suda ¢ozuldi.
100 ppm’lik Ure Cozeltisi 0.1 g Gire 100 mL saf suda ¢ozilerek hazirlandi.
0.1 M NaOH Cozeltisi 0.4 g NaOH maddesi 100 mL saf suda ¢oziilerek
hazirlandi.

1 mL idrar saf su ile 20 ml ye seyreltilmistir. Seyreltilen
¢Ozeltiden 2 mL alinarak Gizerine 3 mL asetonitril ilave
edilmistir. Daha sonra optimum pH kosullarinda
hazirlanan ¢ozelti ile 15 ml ye tamamlanmistir.

idrar Numunesi

10 ppm Amonyum 0.0015 g NH4Cl tuzu 50 mL saf suda ¢oziilerek
¢Ozeltisi hazirlanmistir.

10 ppm Demir (l11) 0.0036 g Fe(NOs)s maddesi 50 mL saf suda ¢oziilerek
cOzeltisi hazirlanmistir.

10 ppm Potasyum

cozeltisi 0.001 g KCl tuzu 50 mL saf suda ¢ozllerek hazirlanmistir.

0.0013 g NaCl tuzu 50 mL saf suda ¢ozllerek

10 ppm Sodyum ¢ozeltisi hazirlanmistir.

0.0014 g CaCl, tuzu 50 mL saf suda ¢ozilerek

10 ppm Kalsiyum ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.6. Arastirmada Kullanilan Metot ve Prensipler

Bu bélimde Ure molekilliniin tayini icin yapilan ¢alismada PPy elektrot ve OME
elektrotlarinin hazirlanmasinda, optimizasyonunda, gercek numune Uzerindeki
calismasinda ve olasi girisim etkilerinin belirlenmesinde uygulanan elektrokimyasal

metotlar agiklanmistir.

Elektrotlarin hazirlanmasinda doénistimli voltametri (CV) yontemi kullaniimistir.
Hazirlanan elektrotlarin  Gire molekiliine karsi elektrokimyasal ilgisinin

incelenmesinde diferansiyel puls voltametrisinden (DPV) yararlaniimistir. Analize
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baslamadan 6nce hazirlanan elektrotlarin matrix ¢ozeltisinden gelen bozucu etkileri
azaltmak, elektrokimyasal ilgilerini azaltmak ve sadece analit maddesine cevap
vermesini saglamak amaciyla elektrotlarin 0,1 M LiClOs igeren pH=5 BR tampon
¢Ozeltisi icerisinde 0 V ile 1.0 V arasinda 5’er kez bos olarak diferansiyel puls

voltamogramlari alinmistir.

3.6.1. PPy elektrodun hazirlanmasi

0.1 M pirol ve 0.1 M TBAP destek elektroliti iceren polimerizasyon ¢ozeltisinde, CV
yonteminde -0.6 V ile +1.2 V gerilim degerleri arasinda 80 mV/s tarama hizinda ve 8
dongila gerilim taramasi uygulandiginda, kalem ucu elektrot yizeyinde polipirol

film tabakasinin olustugu gozlenmistir.

3.6.2. OME elektrodun hazirlanmasi

0.1 M pirol, 0.1 M TBAP destek elektroliti ve 4.74 x 10* M homodiniikleer iminoksim
Cu(ll) kompleks iceren polimerizasyon ¢ozeltisinde, CV yonteminde -0,6 V ile +1,2 V
gerilim degerleri arasinda 60 mV/s tarama hizi ve 6 dongili gerilim taramasi
uygulandiginda, kalem ucu elektrot ylizeyinde polipirol zincir tabakasinin olustugu
ve homodinikleer imionkisim Cu(ll) kompleksinin polimerizasyona katildigi

gozlenmistir.

3.7. Elektrotlarin Optimizasyonu

Ure molekiiline en iyi kosullarda cevap veren elektrotlar hazirlayabilmek igin
elektrotlar bazi agilardan incelenmistir. Bu incelenen parametreler sirasiyla su
sekilde belirlenmistir: D6ngl sayisi, tarama hizi, optimum madde miktari, optimum

pH ve girisim etkisidir.

Kalem grafit elektrodun polipirol ve polipirol-homodiniikleer iminoksim Cu(ll)
kompleks ile modifiye edilmesinde donlisimli voltametri (CV) yoOntemi

kullaniimistir.
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Ure molekiiliniin elektrokimyasal tayininde ise eser miktardaki organik analizlerde
yaygin bicimde kullanilan diferansiyal puls voltametrisi (DPV) teknigi kullaniimistir.
Analize baslamadan 6nce modifiye edilen elektrotlarin 0.1 M LiClOs c¢ozeltisi
icerisinde 0 V ile 1.0 V arasinda lre olmayan ¢ozeltide 5’er kez diferansiyel puls

voltamogramlari alinmistir.

Optimum sartlarda hazirlanacak elektrot parametrelerin belirlenmesinde sulu
ortamda 10 ppm lre ¢Ozeltisine karsi verilen elektrokimyasal cevap g tekrarli
olarak DPV yontemiyle incelenmistir. Voltamogramlarda bulunan en yiksek pik
akimlarina karsilik gelen parametre degeri elektrotlar icin optimum calisma

kosullarini gostermektedir.

3.7.1. Dongii sayisinin belirlenmesi

CV yontemi kullanilarak 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 déngi sayisinda hazirlanan PPy ve OME

elektrotlarinin elektropolimerizasyonu gercgeklestirilmistir.

3.7.2. Tarama hizinin belirlenmesi

Tarama hizinin optimizasyonu i¢in dénldsimli voltametri kullanilarak PPy ve OME
elektrotlarinin 20 mV/s ile 120 mV/s arasinda 20 mV/s araliklarla
elektropolimerizasyon islemi gergeklestirilmistir.

3.7.3. Optimum madde miktarinin belirlenmesi

Homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleksin optimum madde miktarinin tayini igin
2.37 x 103 M (0.05 g) , 4.74 x 10* M (0.01 g) ve 2.37 x 10* M (0.005 g) kompleks

bilesigi bulunan c¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden donlsimli voltametri

yardimiyla OME elektrodunun optimum madde miktari belirlenmistir.
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3.7.4. Optimum c¢alisma pH degerinin belirlenmesi

Optimum calisma pH degerinin belirlenmesi amaciyla optimum kosullarda
hazirlanan OME elektrot ile farkl pH degerlerinde hazirlanmis BR tamponunda DPV
analizleri alinmistir. OME elektrodun Ure analizinde verdigi DP voltamogramlarinda
maksimum pik verdigi calisma araliginin belirlenmesi icin pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ve
11 olan Britton-Robinson sulu ortam c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu pH araliklarinda
calisma elektrodunun sirasiyla yapilan analizler sonucunda optimum calisma pH’i

belirlenmistir.

3.7.5. Kalibrasyon araliginin belirlenmesi

Optimum calisma sartlar belirlenen ve bu sartlarda hazirlanan OME ve PPy
elektrodun Ure analizinde verdigi DP voltomogramlarindaki maksimum pik
akimlarinda dogrusal artis araliginin bulunmasi icin c¢esitli derisimlerde (0.1 — 20
ppm) Ulre cozeltileri hazirlanmistir. Bu derisimler incelenerek kalibrasyon araligi

bulunmustur.

Cizelge 3.3. lineer araligin bulunmasi icin incelenen derisimler

KALIBRASYON ARALIGI iCiN HAZIRLANAN URE DERiSIMLERI (ppm)

0.1 0.7 2.0 5.0
0.2 0.8 2.5 7.5
0.3 0.9 3.0 10.0
0.4 1.0 3.5 12.5
0.5 1.2 4.0 17.5
0.6 1.5 4.5 20.0
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3.8. Analiz isleminin Yapilmasi

Optimum kosullarda hazirlanan ve lineer ¢alisma araligi bulunan OME elektrot ile
gercek numunede Ure tayini islemi yapilmistir. Gercek numune olarak insan idrari

kullanilmistir ve geri kazanim orani belirlenmistir.

3.8.1. idrar numunesinde analiz

Tez kapsaminda hazirlanan elektrotlar kullanilarak idrar numunesinde Urenin tayini
yapilmistir. Bu analizler icin standart katma yéntemi kullanilmistir. idrar numunesi
icine kalibrasyon araligina giren derisimlerde (re ilave edilerek OME elektrot ile DPV

analizi yapilmis ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir.

idrar numunesinde calisirken analizden 6nce 6n islemler gerceklestiriimistir. On
islemleri yapmamizin nedeni idrarda bulunan proteinlerin bozucu etkisinden
kurtulmak ve idrar numunesindeki Ure derisimini modifiye elektrodun calistigi

kalibrasyon araligina seyreltmek amaciyla yapilmistir.

Bu on islem su sekilde yapilmistir; 1 mL idrar alinip 19 mL saf su ile 20 mL ye
tamamlanmistir. Bu seyreltilen ¢ozeltiden 2 mL alinir lzerine 3 mL asetonitril
¢Ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra pH=5 Britton-Robinson tampon ¢o6zeltisinden
10 mL eklenmis ve 15 mL’lik hiicre hacmine ulasilmistir. On islemden gecirilerek
hazirlanan idrar numunesi icine 0.2 ppm ve 0.5 ppm Ure ilave edilerek OME ile DPV

yonteminde Ure tayini yapilmis ve geri kazanim oranlari belirlenmistir.

3.8.2. Olasi girisim maddeleri

Ure tayini sirasinda cesitli iyonlarin girisim etkileri de degerlendirilmistir. Modifiye
ettigimiz elektrot icin olasi girisim maddeleri; dopamin, Urikasit, glikoz, askorbik asit,

kreatin, kolestrol, kafein, sistin (amino asitler), aminoasit selatlar, sitrik asit,

glutamin, Na*, K*, NH4*, HCO3", Mg?*, Ca?*, Fe3* gibi maddelerdir.
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Yukarida sayilan tim maddelerin girisim etkilerini incelemek daha ileri calisma
konusu olabilir. Girisim maddelerinin saf olarak bulunmasi ve hepsinin incelenmesi
calisma siresini ve maliyetini artiracagl icin standart laboratuvarlarda bulunan
maddelerde olasi girisim etkileri incelenmistir. Deney siiresince girisim etkisi

incelenen iyonlar; Na*, K*, NH4*, Ca?* ve Fe3* iyonlaridir.

Optimum sartlarda hazirlanan OME elektrodun girisim maddelerine karsi verdigi
cevap Olculirken, pH= 5’deki BR tamponu icerisine 0.5 ppm re ilave edilmistir ve
cozelti icerisine degisen derisimlerde (0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 ppm) Na*, K*, NH4*, Ca?*
ve Fe3* iyonlan eklenmistir. Girisim etkisi incelenen iyonlar varliginda OME

elektrodun verdigi elektrokimyasal cevaplar arastirilmistir.

3.8.2.1. Sodyum katyonu

Sodyum katyonunun girisim etkisi incelenirken sulu c¢ozeltideki 0.5 ppm dre
molekilinin voltamogramindaki pik akimlari incelenmistir. Sonra sirasiyla ¢ozeltiye
0.25,0.5,0.75, 1, 1.5 ppm Na*ilave edilip pik akimlari incelenmistir.

3.8.2.2. Potasyum katyonu

Potasyum katyonunun girisim etkisi incelenirken sulu ¢ozeltideki 0.5 ppm Ure
molekilinin voltamogramindaki pik akimlari incelenmistir. Sonra sirasiyla ¢ozeltiye
0.25,0.5,0.75, 1, 1.5 ppm K*ilave edilip pik akimlari incelenmistir.

3.8.2.3. Amonyum katyonu

Amonyum katyonunun girisim etkisi incelenirken sulu ¢ozeltideki 0.5 ppm (re

molekilinin voltamogramindaki pik akimlari incelenmistir. Sonra sirasiyla ¢ozeltiye

0.25,0.5,0.75, 1, 1.5 ppm Na™*ilave edilip pik akimlari incelenmistir.
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3.8.2.4. Kalsiyum katyonu

Kalsiyum katyonunun girisim etkisi incelenirken sulu c¢ozeltideki 0.5 ppm {re
molekuliiniin voltamogramindaki pik akimlari incelenmistir. Sonra sirasiyla ¢ozeltiye

0.25,0.5,0.75, 1, 1.5 ppm Ca?*ilave edilip pik akimlari incelenmistir.

3.8.2.5. Demir (lll) katyonu

Demir (Ill) katyonunun girisim etkisi incelenirken sulu ¢ozeltideki 0.5 ppm Ure

molekilinin voltamogramindaki pik akimlari incelenmistir. Sonra sirasiyla ¢ozeltiye

0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 ppm Fe3*ilave edilip pik akimlari incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Ure tayinini i¢in hazirlanan modifiye elektrot ile elde edilen elektrokimyasal cevaplar

ve deneysel veriler bu bélimde tartigiimistir.

4.1. Taramal Elektron Mikroskop Analizi

Optimum kosullar altinda hazirlanan PPy ve OME [homodinikleer iminoksim Cu(ll)
kompleks-PPy] elektrotlarin ylizey karakterizasyonunun belirlenmesi icin SEM
goruntiulerinden vyararlaniimistir.  Elektrotlarin SEM gorintileri  Sekil 4.1’de

verilmistir.

SDU_YETEM

Sekil 4.1. SEM gorintileri (a) PPy elektrot, (b) OME elektrot

Sekil 4.1.’de SEM goriuntilerinde gorildigl gibi her iki elektrodun SEM
gorlntilerinin farkh olmasi homodinikleer kompleks bilesiginin polimerizasyon
boyunca yapi icine girdigini gostermektedir. Bu baglamda, OME elektrodun

ylzeyinde PPy elektrodun vyizeyine kiyasla daha fazla gbzenekli vyapilar
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gozlemlenmistir. Bu SEM gorintileri ile modifikasyon isleminin tam anlamiyla

gerceklestigi soylenebilir.

4.1.1. SEM-EDS analizi

Sekil 4.2 ve 4.3’de PPy ve OME elektrotlarin SEM-EDS grafikleri verilmistir. Ayrica,
Cizelge 4.1’de ve C(izelge 4.2’de bu elektrotlarin atom miktarlari verilmistir.
Homodinukleer iminoksim Cu(ll) kompleksin yapisinda bulunan atomlarin elektrota
katildigi gorilmektedir. Bu duruma 6rnek olarak Sekil 4.3’te ve Cizelge 4.2’deki bakir
elementinin kaynagl dogrudan homodinlkleer iminoksim kompleksten geldigi

soylenebilir.

630 | C

560

Cl

420

350

210

140

3.4 5.1 6.8 8.5 10.2 119 13.6 153 17

Sekil 4.2. PPy elektrodun SEM-EDS grafigi

Cizelge 4.1. Orijinal PPy elektrodun atom miktarlari

Element % Agirlik % Atomik
C 52.01 59.29
N 19.34 18.91
O 22.27 19.07
Al 2.22 1.13
Cl 4.16 1.61
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Sekil 4.3. OME elektrodun SEM-EDS grafigi

Cizelge 4.2. OME elektrodun atom miktarlar

Element % Agirhk % Atomik
C 57.32 66.25
N 15.70 15.47
o 16.62 14.33
Cu 0.42 0.09
Al 1.13 0.58
Cl 8.81 3.28

PPy elektrodun SEM-EDS grafiginde karbon ve azot atomlarinin pirolden
kaynaklandigi, klor ve oksijen atomlarinin ise elektropolimerizasyon asamasinda
kullanilan TBAP molekiliinden kaynaklandigi dasinilmektedir. Aliminyumun ise

grafitten safsizlik sonucu geldigi distintilmektedir.

OME elektrodun SEM-EDS grafiginde karbon ve azot atomlarinin hem pirolden hem
homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleksten kaynaklandigi distnilmektedir. Klor
ve oksijen atomlarinin ise elektropolimerizasyon asamasinda kullanilan TBAP
molekiliinden ve homodiniikleer iminoksim Cu(ll) kompleksten kaynaklandigi
dislinilmektedir.  Aliminyumun ise grafitten safsizlk olarak geldigi

dislintlmektedir.
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4.2. Elektrotlarin Hazirlanmasi

Kontrol elektrodumuz olan PPy elektrodun ve modifiye elektrodumuz olan OME

elektrodun CV voltamogramlari bu baslik altinda incelenmistir.

4.2.1. PPy elektrodun hazirlanmasi

Kontrol elektrodu olarak kullanilan polipirol elektrodun hazirlanisi 0.1 M pirol ve 0.1
M TBAP destek elektrolit iceren asetonitril ¢oziicii ortaminda gerceklestirilmistir.
Dongl sayisi 8 ve tarama hizi 80 mV/s olacak sekilde -0.6 V katodik gerilim ile +1,2 V

anodik gerilim taramasi arasinda CV yontemi ile elektrotlar hazirlanmistir.

5.00x10°
5.00x107
4.00x107°
3.00x10°
2.00x10°

1.00x10°

i (&)

0.00
-1.00x10° |
2.00x10° F

3.00x10°

-4.00x107

0.5 0.4 -0z ] 02 0.4 0.6 ] 1 1.2
E(V)

Sekil 4.4. Polipirol elektrodun CV voltomogrami

PPy elektrot 0.1 M pirol monomeri, ve 0.1 M TBAP destek elektroliti iceren ACN
ortaminda - 0.6 Vile + 1.2 V gerilim araliginda ve 80 mV/s tarama hizinda 8 dongulu
gerilim taramasi uygulanarak hazirlanmistir. Pirole ait olan yikseltgenme piki (0.989
V) giderek azalirken; polipirol filmine ait pik akimlar filmin blylimesi ile giderek
artmaktadir. Polimerizasyon isleminde polipirole ait ylkseltgenme pikinin +0.235 V
civarinda, indirgenme piki ise — 0.186 V civarindadir. Bu islem uygulandiktan sonra
kursun kalem vylizeyinde bir film tabakasinin olustugu ve polipirole ait pik

akimlarinin giderek arttig1 gézlenmistir.
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4.2.2. OME elektrodun hazirlanmasi

OME elektrot 0.1 M pirol monomeri, 4.74 x 10* M homodiniikleer iminoksim Cu(ll)
kompleks ve 0.1 M TBAP destek elektroliti igeren ACN ortaminda — 0.6 Vile + 1.2 V
gerilim araliginda ve 60 mV/s tarama hizinda 6 donglli gerilim taramasi
uygulanarak hazirlanmistir. Pirole ait ylkseltgenme piki 0.989 V civari giderek
azalirken; polipirol filmine ait pik akimlar filmin biylmesi ile giderek artmaktadir.
Kompleks varliginda yapilan polimerizasyon isleminde polipirole ait ylikseltgenme
pikinin +0.127 V civarinda gorilmesi, yapiya kompleksin katildigini ve bunun sonucu
olarak ylikseltgenme pikinin yaklasik 0,108 V kadar daha negatif (katodik) bolgeye
kaydigini gostermektedir. Bu kayma elektropolimerizasyon ¢ozeltisine ilave edilen
ve piroliin yapisina giren ve homodinikleer imionkisim Cu(ll) kompleksten dolayi
olusmaktadir. Elde edilen polipirol filmine ait indirgenme piki ise -0,173 V civarinda
gOzlenmistir. Ayrica, kaplanan filmin blylimesi ile polipirol filme ait pik akimlari

giderek artmaktadir.
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Sekil 4.5. OME elektrodun CV voltomogrami

Pirole ait ylkseltgenme piki giderek azalirken; polipirol filmine ait pik akimlari filmin
blylumesi ile giderek artmakta, hatta piroliin yaninda homodinikleer iminoksim

Cu(ll) kompleksi oldugundan pik akimlarinin genislikleri daha da artmaktadir.
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4.3. PPy ve OME Elektrotlarin Bog DP Voltomogramlari

Analiz islemine gegmeden 6nce pH=5 degerine ayarlanmig sulu ¢ozelti ortamindaki
Britton-Robinson tampon ¢ozeltisine destek elektrolit olarak 0.1 M LiClO4 ilave
edilmistir. Ure analizine gegmeden énce 0 V ve 1.0 V arasinda 5 kez DPV él¢ciimii
yapimistir. Bos Olcimler elektrotlardaki polipiroliin elektroaktivitesini azaltmak
amaciyla yapilmigtir. Boylece matrix ortamindan gelebilecek bozucu etkilerde
uzaklastirilir. Asagidaki sekillerde her 6lcimle beraber elektroaktivitenin distsu
gorilmektedir. Polipirol filmi igin ard arda alinan 5 DPV voltomogrami Sekil 4.6 ve

Sekil 4.7’de verilmistir.

T T T T T T T T T
—— 1. Bos voltomogram Ppy
—— 2. Bog voltomogram Ppy
oot 3. Bog voltomogram Ppy -
4. Bos voltomogram Ppy
—— 5. Bog voltomogram Ppy

1500107 [

i (&)

1.00x107° [

5.00x107 [
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%]
'S
(=]

0.8
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Sekil 4.6. Polipirol elektrot ile alinan 5 DP voltamogrami
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Sekil 4.7. OME elektrot ile alinan 5 DP voltomogrami

4.4. Elektrot Hazirlama Parametrelerinin Optimizasyonu

Sulu c¢ozeltilerdeki Ure tayinine vyonelik yiksek duyarliik ve hassasiyetle
elektrokimyasal cevap alabilmek amaciyla elektrotlarin hazirlanmasinda bazi

parametreler optimize edilip uygun hazirlama kosullari belirlenmistir.

4.4.1. Dongii sayilarinin elektrotlarin pik akimlarina etkisi

Elektrotlarin optimum dongi sayisinin belirlenmesi amaciyla 2, 4, 6, 8, 10 ve 12
dongli sayilarinda pirolin  donlsimli  voltametri yontemi  kullanilarak
elektropolimerizasyonu gergeklestirilmistir. Hazirlanan elektrotlarin DPV yontemi ile
10 ppm derisimdeki Grenin sulu ¢ozeltisine karsi elde edilen akim degerleri ile dongii

sayisi arasindaki iliskiler Sekil 4.8 ve Sekil 4.9'da verilmistir.
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Sekil 4.8. PPy elektrot icin dongi sayilari ile akim iliskisi
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Sekil 4.9. OME elektrot icin dongu sayilari ile akim iliskisi

PPy elektrot ve OME elektrot icin farkli dongi sayisinda yapilan dlglimler sonucunda
PPy elektrot icin optimum doéngl sayisinin 8, OME elektrot i¢cin optimum dongi

sayisinin 6 oldugu bulunmustur.

4.4.2. Tarama hizlarinin elektrotlarin pik akimlarina etkisi

Tarama hizinin optimizasyonu icin PPy elektrot ve OME elektrot icin donisimli

voltametri yontemiyle 20 mV/s tarama hizindan baslanarak 20 mV/s artis ile 120

mV/s tarama hizina kadar elektropolimerizasyon islemi gerceklestirilmistir. Cesitli
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tarama hizlarinda hazirlanan elektrotlar sabit derisimdeki tire sulu ¢ozeltisine karsi
DPV yontemiyle alinan cevaplar grafiklere gegilmistir. PPy elektrot igin optimum

tarama hizi 80mV/s (Sekil 4.10), OME i¢in 60mV/s (Sekil 4.11) olarak bulunmustur.
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Sekil 4.10. Polipirol elektrot icin optimum tarama hizi
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Sekil 4.11. OME elektrot icin optimum tarama hizi
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4.4.3. Modifiyer madde derigiminin elektrot pik akimina etkisi

Susuz ortamda ¢6ziinen homodinikleer iminoksim Cu(ll) kompleks derisiminin OME
elektrodun Ure cevabina etkisini belirlenmigtir. Bunun igin kompleks farkli derisim
miktarlarinda 2.37 x 10 * M, 4.74 x 10 * M ve 2.37 x 10 * M hazirlanmistir, OME
elektrot igin maksimum akim degerleri incelenmistir. 10 ppm lre iceren 0.1 M LiClO4
¢cOzeltisinde elde edilen akim degerleri Sekil 4.12" de verilmistir. OME elektrot icin

optimum madde miktari 4.74 x 10 * M olarak bulunmustur.
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Homodiniikleer iminoksim Cu(ll) kompleks derisimi (M)

Sekil 4.12. Homodintkleer iminoksim kompleks derisiminin akima etkisi

4.4.4. Optimum pH degerinin belirlenmesi

CV ve DPV yontemleriyle PPy ve OME elektrotlar i¢in optimum doéng sayisi, tarama
hizi ve madde konsatrasyonu belirlendikten sonra optimum kosullarda elektrotlar

hazirlanmistir.

Asidik ozellik gosteren sulu ortam ¢ozeltisi BR tamponundan farkli pH degerlerinde
(pH 3-11 araliginda) cozeltiler hazirlanmistir. pH ayari 0.1 M NaOH cozeltisiyle
yapiimistir. BR tamponu icin ¢esitli pH degerlerinde ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra
hicrelere 0.1 M LiCIOs destek elektrolit ve 10 ppm dre ilavesi yapiimistir. DPV

yontemiyle analizler yapilmis ve elde edilen maksimum akim degerleri incelenmistir.
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OME elektrot icin pH analizi sonucunda voltamogramlardan elde edilen akim
degerleri grafige gegcirilmistir. OME elektrot i¢in optimum galisma pH degeri 5 olarak
bulunmustur (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. OME elektrot icin optimum pH degeri

Literatirde indirekt yontemler ile gelistiren amonyum secici elektrotlarla Gre
tayininde genellikle fosfat tamponu kullaniimistir ve bu c¢alismalarda bulunan
optimum pH 7-8 civarindadir (Adejou vd.,1997; Atikoglu vd., 2012; Hao vd., 2015).
Jackar ve Pundirin gelistirmis oldugu biyosensor asetat tamponu pH 5.5'te
saklandiginda 180 gunlik bir slire boyunca glinde maksimum 8-9 kez
kullanilabilmistir (Jackar ve Pundir, 2018). Mudilla ve arkadaslarinin da 2018’de kare
dalga voltametrisiyle yaptiklari dogrudan (re tayinine yonelik ¢alismada 0.1 M’k
potasyum fostat tamponunda optimum pH degerini yaklasik 5.8 olarak bulmuslardir
(Mudilla vd., 2018). Yukarida verilen literatlir verilerine gére bizim calismamizda

buldugumuz optimum pH verisi uyum icindedir.

4.4.5. Ure Analizi

Optimum calisma kosullari belirlenen PPy ve OME elektrotlarin Ure derisimine
seciciligi Sekil 4.14 ve Sekil 4.15teki voltomogramlarda karsilastiriimali olarak

verilmistir. Degisen Ure derisimine karsi alinan DPV analizlerinden de gérildigi gibi
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Urenin verdigi ylikseltgenme piki 0.4 V civarindadir. Bu durum literatlir ile uyum
halindedir. SWV yontemiyle Ure tayininde Ure derisimine cevap 0.4 V civarindadir
(Manea vd. 2008). Amperometrik yontemlerle yapilan amonyum secici

elektrotlarda ise cevap 0.45 V civarindadir (Dervisevic vd., 2017).
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Sekil 4.14. PPy elektrot farkh tGre derisimindeki voltomogramlar
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Sekil 4.15. OME elektrodun Ure derisimine duyarlilig

PPy ve OME elektrotlar icin Gre molekiline duyarlihigin farkl oldugu belirlenmistir.

PPy elektrot icin 0.5 ppm ve altinda lre molekiliine anlamli cevap alinamamistir.
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Ayrica daha yliksek Ure derisimlerinde alinan pik akimlarindaki artis rastgele sekilde
olmakta ve bazi durumlarda Ure derisimin de artis olmasina karsin pik akimlarinda
disis goriilmektedir. OME elektrot ile yapilan 6lcimlerde PPy elektrota gére daha
dislk derisimlerde de anlamli pik akimlari alinmis ve sonuglar tekrarladiginda lre
derisimine karsi artis aralig1 diizenlidir. OME ve PPy elektrotlar igin voltomogramlar
karsilastirildiginda OME elektrodun Gre molekiline daha segici oldugu
gorilmektedir. OME elektrodun, PPy elektroda gore daha genis bir ¢alisma
araliginda lre tayinine cevap verdigi gorilmistiir. Ure derisiminin artmasi ile birlikte

DPV analizi ile elde edilen maksimum akim degerinin de arttigi gérilmustir.

4.4.6. Dogrusal ¢calisma araliginin belirlenmesi

Calismada kullanilan elektrotlarin analizler sonucu elde edilen optimum parametre

degerleri Cizelge 4.3'te verilmistir.

Cizelge 4.3. PPy ve OME elektrotlarin optimum calisma sartlari

Parametre PPy elektrot OME elektrot
Dongu sayisi 8 6
Tarama hizi(mV/s) 80 60
pH 5 5
Derisim (M) 0.1M 474x10*M-0.1M
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Sekil 4.16. OME elektrot ile 0.1-0.9 ppm {ire derisim araliginda elde edilen
kalibrasyon egrisi

OME elektrot kalibrasyon grafigi ile ilgili bazi parametre degerleri Cizelge 4.4'te
verilmisitir. Yapilan calismalarda tekrarli degerler sonucunda OME elektrot icin
dogrusal ¢alisma araliginin 0.1 ppm ile 0.9 ppm (1.67 uM ile 15 uM) araliginda
oldugu bulunmustur. Tayin limiti ve kantitatif tayin limiti degerleride sirasiyla 0.0425
ppm (0.71 uM) ve 0.142 ppm (2.36 uM)’dir. LOD ve LOQ degerleri sirasi ile 3 s/m, 10
s/m denklemlerine gére hesaplanmistir. Korelasyon katsayisi (R?) 0.9978 olarak elde

edilmistir.

Cizelge 4.4. OME elektrot kalibrasyon grafigi ile ilgili bazi parametre degerleri

Lineer calisma araligi (ppm) 0.1-0.9
Egim 3.797.10°
Kesim 2.048.10°®
Korelasyon katsayisi (R?) 0.9978
LOD (ppm) 0.0425
LOQ (ppm) 0.142
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4.4.7. Ayni ire derisiminde OME ve PPy elektrotlarin kargilagtiriimasi

OME ve PPy elektrotlarin 0.2 ppm ve 0.5 ppm (re derisimine DPV ydntemiyle

verdikleri elektrokimyasal cevaplar Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de karsilastiriimistir.
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Sekil 4.17. OME ve PPy elektrotlarin 0.2 ppm lireye verdikleri DP voltomogrami
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Sekil 4.18. OME ve PPy elektrotlarin 0.5 ppm lreye verdikleri DP voltomogrami

PPy elektrot icin 0.2 ppm Ure derisimi icin yiksek bir pik akimi elde edilirken 0.5
ppm Ure derisiminde daha disuk bir pik akimi elde edilmektedir. PPy elektrodun bu
derisimlerde verdigi cevabin rastgele oldugu gorilmektedir. OME elektrot da lre

derisimi ile dogrusal olarak artan pik akimlari gériilmektedir.



4.4.8. idrar numunesinde iire tayini ve geri kazanimin belirlenmesi

Tez kapsaminda hazirlanan elektrotlar kullanilarak idrar numunesinde Grenin tayini
yapilmistir. Bu analizler icin standart katma yéntemi kullanilmistir. idrar numunesine
dogrusal calisma araligina giren derisimlerde ure ilave edilerek geri kazanim
degerleri hesaplanmistir. idrar numunesine ilave edilen ve voltametrik olarak tayin

edilen Gire miktarlari ve geri kazanim degerleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. idrar numunesinde iire tayini ve geri kazanim sonuclari

idrar Numunesi
Eklenen Ure (ppm) 0.200 0.500
Tayin edilen Ure (ppm) 0.186 0.495
R.S.D. % (n=3) 0.537 0.617
Geri kazanim (%) 93.0 99.0

idrar numunesinden, Urenin tayin ve geri kazanim analiz sonuglari Cizelge 4.5.'te
verilmistir. Cizelgede de goruldigi gibi OME elektrot ile Gre tayini icin elde edilen
geri kazanim degerleri tatmin edici diizeydedir. Sonuglar, onerilen elektrodun ve
yontemin gercek numunelerde ylksek hassasiyetle Urenin tayini i¢in kullanilabilir

oldugunu gostermektedir.

4.4.9. Girisim etkisi

Ure tayini sirasinda gesitli iyonlarin girisim etkileri degerlendirilmistir. Girisim etkisi
belirlenirken optimum sartlarda OME elektrot hazirlanmistir. DPV teknigi ile 0.5
ppm sulu dre c¢ozeltisindeki voltomogramlar ve c¢ozeltiye eklenen degisen
derisimlerde (0.25 ppm-1.5 ppm araliginda) Na*, K*, NH4*, Ca%*, Fe3* katyonlarinin
voltomogramlari incelenmistir. Amonyum segici elektrotlarda (ireaz varliginda
Urenin parcalanmasi sonucu elde edilen NHs4* analizi Gzerinden analiz yapilirken
dogrudan yontemle yapilan bu calismada amonyum katyonununda girisim etkisi

incelenmistir. Kullanilan katyonlar molekiiler yapidaki maddelere karsin ¢ok daha
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kiiciktir ve sterik engelleme ile karsilasmadan elektrot ylizeyine ulasabilecegi
bunun sonucunda bozucu etki yapabilecegi dusliniliir. Katyonlarin OME elektrota

verdigi elektrokimyasal girisim etkileri Cizelge 4.6.’da verilmistir.

Cizelge 4.6. OME elektrot i¢in 0.5 ppm ure varliginda bazi girisim yapan tirlerin

etkisi
Girisim Yapan Tiirler Derigsim (ppm) Akim Cevabindaki Degisim (pA)

0.25 0.24

0.5 0.57

NHz* 0.75 0.67
1 1.08

1.5 1.86
0.25 -0.87

0.5 0.55
Fe3* 0.75 -1.93
1 -2.2
1.5 -2.22
0.25 -0.81
0.5 -1.68

K* 0.75 -2.3
1 -2.46

1.5 -2.1

0.25 0.28

0.5 0.61

Na* 0.75 0.99
1 1.38

1.5 1.62

0.25 0.07

0.5 0.12

Ca®* 0.75 0.5
1 4.69

1.5 6.38

Ure tayini sirasinda cesitli iyonlarin girisim etkileri de degerlendirilmistir. Optimum

sartlarda hazirlanan OME elektrot ile 0.5 ppm {re bulunduran pH=5 BR tampon
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cozeltide degisen derisimlerde (0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 ppm) NH4*, Fe3*, K*, Na* ve
Ca?* iyonlarn eklenmistir. Girisim etkisi incelenen iyonlar varliginda drenin verdigi
elektrokimyasal cevaplar arastirilmistir. Cizelge 4.6°da OME elektrot ile (re
tayinindeki girisim etkisinin deney sonuglari verilmistir. Diger iyonlarin derisimi 0-1.5
ppm arahginda arttirlmis ve alinan sinyaller esit kosullarda DPV teknigi ile
arastinlmistir. iyonlarinin derisimleri, tre derisimi ile esit oldugunda hatta 3 kati
oldugunda bile Ure tayininde 6nemli bir etkiye sahip olmadiklari saptanmistir.
Girisim etkisi sonuglarina gore; gelistirilen sensorin, girisim yapabilecek elektroaktif
turlerin varhginda Ureye karsi yiksek secicilik ve hassasiyet gosterdigi sonucuna

varilmistir.

Das ve Sarkar, gelistirdikleri biyosensor icin Na* ve K* katyonlari icin girisim etkisini
incelemislerdir. Na* ve K*'dan gelen girisimin sirasiyla % 1.65 ve % 2.48 olarak
bulmuslardir (Das ve Sarkar, 2016). Bu sonug¢ ¢calismamizda gelistirilen OME elektrot

ile elde edilen sonuglar ile uyumludur.
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5. SONUC

Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1922 yilinda polarografik yontemlerin kesfedilmesi
ile birlikte ilk voltametrik yontemlerle calismalar da baslamistir. Metal tayinlerinde
ylksek dogrulukla sonuclarin alindigi polarografik yontemlerin dezavantajlari; yavas,
kullanimi zor ve tayin sinirinin disik olmasiydi ve zamanla ¢ok daha kullanigh
spektroskopik yontemlerin gelismesi sonucu 6nemini kaybetmistir. Son zamanlarda
puls tekniklerindeki gelismeler dogrultusunda voltametrik yontemler de yeniden
dnem kazanmistir. Ozellikle Diferansiyel puls yéntemleriyle eser miktarlardaki analit
tayinleri hizli bir sekilde gerceklestirilebilmektedir. Son yillarda bircok organik ve
anorganik maddelerin tayini icin elektrokimyasal sensor ve biyosensor calismalari

hiz kazanmustir.

insan metabolizmasinda karaciger ve bdbreklerin saglikh calisip calismadigini kontrol
etmek icin Ure tayini siklikla yapilmaktadir. Ozellikle kan ve idrar konsatrasyon
seviyesindeki diisiiklik veya yikseklik cesitli hastaliklarin gostergesidir. Ure tayini
hastanelerde kan ure azotunu (BUN) belirlemek icin kullanilirken, endiistride de re
tayininin 6nemi fazladir. Literatiirde Ure tayini icin sabit potansiyele karsi akimin
Olculdigl sensor ve biyosensor gelistirme Uizerine  vyapilan birgok c¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalarin ¢ogunda genellikle amonyum segici elektrotlar
kullanilarak dolayli yoldan (re tayini gerceklestirilmektedir. Bu tez ¢alismasi sonucu
gelistirilen OME elektrotla dogrudan tre molekiliine duyarl sensér gelistirilmistir.
Maliyeti ucuz, kolay kullanilan ve dogru sonug veren tekniklerin ¢ogalmasi standart
laboratuvar uygulamalarinda yapilan c¢alismalara blyik kolayliklar saglayacagi

kesindir.

Bu tez calismasinda laboratuvar ortaminda sentezlenen homodiniikleer iminoksim
Cu(ll) kompleksi kullaniimistir. Bu kompleks piroliin polimerizasyonuna katilmis ve
Ure secici kalem grafit modifiye elektrot hazirlanmistir. Ayni zamanda yalin polipirol
elektrotlarda hazirlanarak (Ure tayinindeki segcicilik karsilastirmasi yapilmistir.
Modifiye edilerek hazirlanan OME elektrotla sulu ortamda ve idrar ¢ozeltisinde

analizler yapilmis ve Ure secici modifiye elekrot gelistirilmistir.
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Tez calismasinin ilk degerlendirme asamasinda elektrotlarin SEM goriintileri
gosterilmis ve ylzey karakterizasyonlari incelenmistir (Sekil 4.1). SEM gorintdleri
karsilastirildiginda OME elektrodun yiizey gorintilerinin PPy elektrodun ylzeyine
gore daha gdzenekli bir yapiya sahip oldugu ve farklilasmasi gorilmektedir. ilk kez
modifiyer olarak kullanilan homodinlkleer iminoksim Cu(ll) kompleks bilesiginin
SEM gorintilerindeki farkhligin yapilarinda bulunan farkli substitue gruplardan
oldugu SEM-EDS analizinde de belirlenmistir. Bu SEM goriintileri ve SEM-EDS
sonucu modifikasyon isleminin tam anlamiyla gergeklestigini gdstermistir. Bu
calisma sonucunda elde edilen Ure secici modifiye elektrotlar o6zellikle klinik
laboratuvarlarda analiz yapma imkani saglayacagi icin calismayi daha 6nemli bir hale

getirmektedir.

Calismanin 6nemini gostermesi amaciyla asagidaki Cizelge 5.1'de literatiirdeki Gre

sensor ve biyosensorlerin karsilastiriimasi yapilmistir.

Cizelge 5.1. Bazi Ure sensor ve biyosensorlerin karsilastiriimasi

EIekt.rot. Yéntem Dogrusal LOD Urf taYII‘TI Referans
Matriksi arahk yontemi
cotto
iminoksim Voltametrik ile 15 0.71 Direkt ure Bu
kompleks- DPV uM uM tayini ¢alisma
. arasinda
polipirol
Grafit-Ag- 0.2mM
modifiye zeolit- Voltametrik ile 1.4 0.05 Direkt Ure Manea
epoksi SWV mM mM tayini vd., 2008
kompozit arasinda
Altin bazli Ofl mM indirekt
. . . ile 30 Korkut
poli(propilen— Amperometrik 36 uM amonyum
. mM . vd., 2018
ko-imidazol) segici elektrot
arasinda
518 x Indirekt
105 M Nessler
Urs/MWCNTs/S Potansivometrik | ile 1.07 x ) reaktifiyle Ahuja
i02/ITO Y 10_'3 M spektroskopik | vd., 2010
amonyum
arasinda .
tayini
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0,05 mM indirekt
(MWCNT)- Amperometrik 1620 1 o4\ amonyum Hao vd.,
modifiye ITO P mM a mony 2015
secici elektrot
arasinda
1 mMile indirekt
kir-polianili Zhybak
bakir-poliani I.n Amperometrik | 125 mM | 0.5 mM amonyum yba
nano-kompozit .. vd., 2015
arasinda secici elektrot
Au elektrotta
Ureaz enziminin
poliamidoamin 1 mMile indirekt Dervisevi
asllanmis Amperometrik 20mM | 0.4 mM amonyum cvd.,
(MWCNT- arasinda secici elekrot 2017
PAMAM)
dendrimerleri
0.5 uM
Polipirol-grafen Voltametrik ile 3.0 0.27 Direkt Uire Mudilla
oksitin SWV UM UM tayini vd., 2017
arasinda
. 2 UM ile indirekt Jackar ve
Ureazin r . :
nanopartikiilleri Potansiyometrik | 80 uM 1uM amonyum Pundir,
P arasinda secici elektrot 2018
ICI HPLC
100 pg /L pompasinda .
60 Adel
Polipirol-lireaz Amperometrik ile 4500 hg / Akis el
L ., vd., 1996
ug /L enjeksiyon
analizi
IIetke.n pc?llmer . .1'5 uM indirekt Das ve
hidrojel Voltametrik ile 1000
60 nM amonyum Sarkar,
membran DPV HM segici elektrot 2016
(CPHM) arasinda ¢

Literatlirde oldukc¢a fazla sayida (re tayini amaciyla elektrokimyasal c¢alismalar
bulunmaktadir. Her bir calismanin ayri ayri avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir.
Bu tez calismasi kapsaminda yapilan islemler sonucunda olduk¢a kolay, ucuz
maliyetli ve dogrudan Ure tayini yapilabilecek sensor gelistirilmistir. En buylk
avantajl yontemin direkt Ure tayini yapabilmesi ve kolayligidir. Cizelge 4.7.'de bazi
sensor ve biyosensorlerin dogrusal araliklari ve tayin siniri incelendiginde, OME
elektrot ¢ogu elektrottan distk lire konsatrasyonlarini tayin edebilmekte ve genis
bir dogrusal calisma araliginda calismaktadir. Mikromolar (uM) seviyede calisma
araliginin  olmasi kan ve {ire konsatrasyon araligindaki analizlere olanak

saglamaktadir. Manea ve arkadaslarinin 2018 yilinda kare dalga voltametrisiyle

yaptigl calismada dogrusal aralik ve tayin limiti milimolar (mM) seviyesinde oldugu
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gorilmektedir. Ayni sekilde literatlirdeki cogu ¢alismanin tayin limiti milimolar (mM)
civarindadir. Mudilla ve arkadaslarinin  2017’deki kare dalga voltametrisi
calismasinda dogrudan mikromolar seviyede Ure tayini yapmislardir. Ancak dogrusal
¢aisma araligi nisbeten dardir. Adeloju ve arkadaslarinin 1996 vyilindaki
amperometrik calismasinda ve Das ve Sarkarin 2016 yilindaki voltametrik
¢alismalarinda mikromolar seviyede Ure tayini yapimisitir. Bu ydntemlerin
dezavantajlari ise amonyum segici elektrot kullanmalari ve galismalarinda baska

yontemleride kullanmalaridir.

Geligtirilen elektrodun kullaniminin pratik olmasi, tayin limitinin disik ve
kalibrasyon araliginin genis olmasi, 6lciim siiresinin kisa sirmesi ve daha az 6n islem
gerektirdiginden dolayr ekonomik olmasi ve seri lretime yatkin olmasi gibi
avantajlari mevcuttur. OME elektrodun dezavantaji ise homodiniikleer iminoksim
Cu(ll) kompleksinin asetonitril ortaminda ve elektrot Gzerinde kararsiz olmasidir.
Homodinilkleer iminoksim kompleksinin kararli olacak bir sekilde elektrot
modifikasyonunun gerceklestiriimesi ile lire sensort ticari olarak Uretilebilir ve
piyasada kullanilabilir. Kararli modifiye elektrotlarin gelistirilmesi durumunda
egitimli personele fazla ihtiya¢ duyulmadan hizli ve kolay bir sekilde analiz
gerceklestirilebilir. Boyle bir sensoriin gelistirilmesi ile en ¢ok fayda gorecek kesim,
siphesiz bobrek ve karaciger hastalaridir. Kan ve idrar Ure seviyelerinin kolay bir
sekilde (seker hastalarinin kan seker seviyesini Olcebilmesi gibi) o6lgebilmeleri
saglanabilir. Ayrica voltametrik yontemlerle {ire tayini konusunda literatiire de katki
verecegi dustnilmektedir. Bu tez ¢alismasi sonucu gelistirilen Ure duyarli elektrot,
diferansiyel puls voltametri yontemi kullanilarak tre molekilinin farkl ¢ozelti

ortamlarinda glvenilir tayinine de olanak saglamistir.
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