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OZET

Beste Sahra CIHANGIROGLU

UYUSTURUCULARIN/BAGIMLILIK YAPAN MALZEMELERIN TEST
EDILMESI /ANALIZI ICIN MIKRO/NANO PLATFORMLAR OLARAK YUZEY
MODIFIYE KALEM GRAFIT ELEKTROTLAR (PGE'LER)

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

2021

Son yillarda saglik alaninda 6nemli olan uyusturucu/bagimlilik yapici maddeler saglik
uygulamalar1 disinda belirli dozun iizerinde viicuda alindiginda organizmada farkli
norolojik, fizyolojik ve davranigsal etkilere sahip olan ve alindiginda 6liime yol agan
Oonemli sorunlara yol acan maddeler olarak nitelendirilebilmektedir.

Uyusturucu kullanimi, dagitimi ve benzeri uygulamalarda bulundurulmas: su¢ sayilan bu
maddelerle ilgili yasal diizenlemeler gelistirilmistir. Gliniimiizde test/analiz ve tarama
islemlerinde son derece hassas sonucglar veren bazi immiinokimyasal (Elisa, EMIT,
CEDIA, FPIA) ve kromatografik teknikler (GC-MS, LC-MS/MS) mevcuttur, ancak bunu
saglayan tasinabilir sistemlere ihtiya¢ vardir. 6zellikle saha testleri ve taramalarda hizli ve
dogru sonuclar her gegen giin artmaktadir. Son yillarda bu sistemler arasinda 6zellikle
elektrokimyasal temelli biyosensorler en ¢ok tercih edilenler olup, hedeflenen
ilaglarin/benzer maddelerin varliginda elektrokimyasal degisiklikleri farkli prensiplere gore
(voltametrik, amperometrik veya kondiiktometrik gibi) 6l¢ebilmektedir. Bunlar su anda
tagiabilir ve ¢ok kisa siirede saha dl¢iimleri yapabilen sistemler olarak dikkat ¢ekiyor.

Bu calismanin kapsami, elektrokimyasal tabanli bir biyosensdrde kursun kalem grafit
elektrotlarmin (PGE'ler) yiizey modifikasyonudur. Bu kapsamda mikro/nano o6lgekli
kuyular veya tepeler olusturularak PGE'lerin yiizey alanlari/6l¢iim kapasiteleri arttirilmaya
calisilmistir. Mikro/nano kuyucuklar, ince bir polimerik film ile nefes figiirii teknigi ile
olusturulur ve mikro/nano tepeler, hidroksiapatit kristallerinin PGE'lerin yiizeylerinde
cokeltilmesiyle olusturulur. Daha sonra, PGE'ler bakir siilfat ile islendi ve mikro/nano

platformlarin NaOH ile bazik kosullarda bakir oksitlerle siislenmesine izin verildi.

ii



Calismanin uygulama agamasinda model ila¢ diislinlilmiis ve bu maddenin fosfat tampon
¢ozeltisi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmis ve modifiye edilmis
PGE'ler ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Platformlarin etkinlik testlerinde,
konsantrasyonu bilinmeyen ayn1 numune kullanilarak nicel dlglimler yapilmistir. Sonuglar
degerlendirildi ve 6zellikle mikro/nano tepelerden olugan platformun umut verici oldugu
anlasildi ve bu yontem kullanilarak ger¢ek orneklerle ¢alismaya devam edilmesine karar

verildi.
ANAHTAR KELIMELER: Nefes Figliri, PGE, Kursun Kalem Elektrod,

Elektrokimyasal Sensdrler, Gozenekli Polimerik Yiizeyler, Go6zenekli Film Sentezi,

Kaplama, Narkotik ajan tayini
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ABSTRACT

Beste Sahra CIHANGIROGLU

SURFACE MODIFIED PENCIL GRAPHITE ELECTRODES (PGES) AS
MICRO/NANOPLATFORMS TO TEST/ANALYSIS OF DRUGS/ADDICTIVE
MATERIALS

Baskent University Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biomedical Engineering

2021

In recent years, drugs/addictive substances cause significant health and they can be
characterized as substances when taken into the body outside of health applications, have
different neurological, physiological and behavioral effects in the organism and lead to
significant problems that lead to death when taken above certain doses. Legal regulations
have been developed regarding these substances, whose possession in drug use,
distribution and similar applications is considered as a crime. Some immunochemical
(Elisa, EMIT, CEDIA, FPIA) and chromatographic techniques (GC-MS, LC-MS/MS) that
give extremely precise results today in the test/analysis and screening processes are
available, but the need for portable systems that provide fast and accurate results,
especially in field tests and scans, is growing every day. In recent years, among these
systems especially electrochemical based biosensors are most favorable and they can
measure electrochemical changes in the presence of targeted drugs/similar substances
based on different principles (such as voltametric, amperometric or conductometric). These
are currently noteworthy as systems that are portable and can perform field measurements
in a very short time.

The scope of this study is surface modification of pencil graphite electrodes (PGEs) in an
electrochemical based biosensor. In this context, PGEs were attempted to increase the
surface areas/measurement capacities by creating micro/nanoscale wells or hills.
Micro/nano wells are formed by the breath figure technique with a thin polymeric film and
micro/nano hills are formed by precipitation of hydroxyapatite crystals on PGEs surfaces.

Then, PGEs were treated with copper sulfate, allowing the micro/nano platforms to be
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decorated with copper oxides in basic conditions with NaOH. In the application stage of
the study, a model drug was considered, and solutions of this substance were prepared in
different concentrations by using phosphate buffer solution and a calibration curve was
obtained with the modified PGEs. In the effectiveness tests of the platforms, quantitative
measurements were made by using the same sample which concentration is unknown. The
results were evaluated, and it was understood that the platform consisting of micro/nano
hills in particular was promising, and it was decided to continue the work with real samples
by using this method.

KEYWORDS: Breath Figure, PGE, Pencil Electrode, Electrochemical Sensors, Porous

Polymeric Surfaces, Porous Film Synthesis, Coating, Narcotic agent determination



ONSOZ

Bu tez c¢alismasinda Tiirkiye’de oOzellikle Emniyet Genel Midirliigii Narkotik Sube
Biriminin, ihtiya¢larinin ve gereksinimlerinin incelenmesi sonucunda fentanil ajanlarinin
daha kisa siirede, hizli1 ve kesin sonug verebilecek sensor yapisinin gelistirilmesi iizerine
caligsmalar yapilmistir. Bu calismalar ile 6zellikle ilk ve orta okul 6nlerinde bekleyerek
cocuklarimizi yeni hedef kitlesi haline getiren zehir tacirlerinden korunmasi hedeflendi.

Bu kapsamda Eskisehir il Emniyet Genel Miidiirliigii Narkotik Sube Biriminin talebi
iizerine Baskent Universitesi dgretim iiyesi Prof. Dr. Emir Baki Denkbas ile 2019 yilinda

irtibata gecilmis ve tezin gelistirilmesi siirecinde biiylik katki saglamistir.
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1. GIRIS

Insanoglu varolusundan bugiine kadar dogaya tarifsiz bir bagllik icerisindedir.
Doganin onlara sunduklarin1 gézlemleme-kaydetme-uygulama(doniistiirme) siireclerinden
gecirerek hayatt daha kolay hale getirmeyi kendilerine soyut bir goérev haline
getirmiglerdir. Yasami kolaylastirmanin en kisa yolu bir hayal ve o hayali
gergeklestirebilecek malzemelere sahip olmaktir. Bu konuda ise en biiyiik yardimci olarak
doga gorev almaktadir. Bazi buluslar biiylik bir hayal giiciine ve yiiksek motivasyona sahip
olmay1 gerektirir.

Biyomimetik olarak adlandirilan bu sistemlerin kullanim alanlart mimariden
teknolojiye kadar uzanmaktadir. Baslangicta sadece yiizeysel olarak taklit miimkiin
olmustur. Insanlar hayvanlarn dis goriiniislerini ve hareketlerini inceleyerek giinliik
hayatlarinda kullandiklar1 bir ¢ok seyi gelistirmis ve yeni seyler iiretmiglerdir. Tarihteki ilk
ve en Onemli Orneklerinden bir tanesi Velcro Bantilaridir- Dulavrat otu bitkisinin
kiyafetlere yapismasindan esinlenilmistir-. Son yillarda nanoteknoloji alanindaki
gelismeler, biyomimetik gelisimlere 151k tutmaktadir. Esas doniim noktasi ise doganin
molekiiler boyutta incelenebilmesi olmustur. Poréz (gézenekli) yapilarin- kati bir iskelet
icerisinde birbirleri ile irtibatli bosluklarin bulundugu bir malzeme - goriintiilenmesiyle
birlikte baslayan calismalar bu yapilarin birgok farkli alanda kullanilabilirligini ortaya
koymustur.

Gozenekli ortamlar, gilinlik hayatimizda yapisal Ozelliklerinde gbzlenen
farkliliklardan dolayr her sahada karsimiza ¢ikmaktadir -deniz kumu, kirectasi, odun,
cavdar ekmegi, akciger ve dokulari- . Go&zeneklilik oranlari, gozeneklerin boyutlari,
sekilleri ve biikiimliiliik degerleri kullanim alaninmi arttirmaktadir. UPAC gbézenek boyutu
Ol¢cegine gore gozenekleri mikro gozenekler - <2 nm boyutundakiler- ve makro gozenekler
- > 50 nm - olarak ikiye ayrilmaktadir [1]. Mikro boyuttaki pordz yapilar membran, sensor
ve iskele yap1 olarak kullanilabilmektedir. G6zenekli yap1 elde etmenin bir ¢ok yolu vardir.

Sensorler, farkli molekiil ya da molekiil gruplarint ya da fiziksel ortam kosullarin
algilayan sistemlerdir[2]. Sensorler islevsel olarak farklilik gosterse de temel olarak bir
algilayici, bir doniistiiriicii ve bir de kullanici ara ylizeyinden olugsmaktadir. Son yillarda
biyolojik molekiillerin algilanmasi i¢in gelistirilen biyosensor ¢alismalari hiz kazanmustir.

Narkotik; morfin, kokain, eroin, esrar vb. uyusturucu maddelerin ortak adidir.
Viicutta bagimhilik etkisi yapan bu maddeler zamanla biling kayiplarinin yasanmasina ve

kontrolsuz davraniglarin sergilenmesine sebep olmaktadir. Giiniimiiziin sosyal-egitim-



saglik iclislinlin en biiyilk sorunudur. Kullanim yasinin giderek diistiigii bugiinlerde
narkotik {riinlere erisimde bir o kadar kolaylagsmistir. Bagimlilik ve kullanim diizeyine
bagl olarak etkileri gozle goriile bildigi dort tiir uyusturucu testi vardir: idrar testi, kan
testi, tlikiiriik testi ve sag¢ testi. Standart 5-panel testi amfetaminleri (speed, met, krank,
ekstazi), kannabinoidleri (marihuana, kubar), kokaini (kokain, tas), opiatlar1 (eroin, morfin,
afyon, kodein) ve fensiklidini (PCP) 6lcer[3]. Ne yazikki ilkokul onlerinde satiginin bile
miimkiin oldugu bu iiriinlerin tespiti zaman aldig1 i¢in bir ¢ok kullaniciya yardim eli
uzatmakta ge¢ kalinmaktadir.

Son yillarda saglik alaninda 6nemli olan uyusturucu/bagimlilik yapici maddeler
saglik uygulamalar disinda belirli dozun iizerinde viicuda alindiginda organizmada farkli
norolojik, fizyolojik ve davranigsal etkilere sahip olan ve alindiginda 6liime yol agan
Oonemli sorunlara yol agan maddeler olarak nitelendirilebilmektedir.

Uyusturucu kullanimi, dagitimi ve benzeri uygulamalarda bulundurulmasi sug
sayilan bu maddelerle ilgili yasal diizenlemeler gelistirilmistir. Giiniimiizde test/analiz ve
tarama islemlerinde son derece hassas sonuglar veren bazi immiinokimyasal (Elisa, EMIT,
CEDIA, FPIA) ve kromatografik teknikler (GC-MS, LC-MS/MS) mevcuttur, ancak bunu
saglayan tasinabilir sistemlere ihtiya¢ vardir. 6zellikle saha testleri ve taramalarda hizli ve
dogru sonuclar her gegen gilin artmaktadir. Son yillarda bu sistemler arasinda 6zellikle
elektrokimyasal temelli biyosensorler en ¢ok tercih edilenler olup, hedeflenen
ilaglarin/benzer maddelerin varliginda elektrokimyasal degisiklikleri farkli prensiplere gore
(voltametrik, amperometrik veya kondiiktometrik gibi) 6l¢ebilmektedir. Bunlar su anda
taginabilir ve ¢ok kisa siirede saha dl¢limleri yapabilen sistemler olarak dikkat ¢ekiyor.

Bu calismanin kapsami, elektrokimyasal tabanli bir biyosensorde kursun kalem grafit
elektrotlarinin (PGE'ler) ylizey modifikasyonu gergeklestirilmesi amaglanmistir. PGE’lerin
yiizeylerinde mikro/nano kuyucuklar1 ince bir polimerik film ile nefes figiirii teknigi ile
olusturduk. Olusturulan bu c¢ukur-tepe iligskisi hidroksiapatit kristallerinin PGE'lerin
yiizeylerinde c¢okeltilmesiyle olusturulur. Olusturulan yapt NaOH’l1 ortamda bakir siilfat
ile tepkimeye girmesi saglandi. Platformlarin etkinlik testlerinde, konsantrasyonu
bilinmeyen ayni numune kullanilarak nicel dlgiimler yapilmistir. Elde edilen sonuglarin

ticarilestirilebilecek bir teknoloji oldugunu gostermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Madde Bagimhhg

Insanoglu varolusundan bugiine kadar etrafinda yer alan canli/cansiz bircok objeye
merak duymaktadir. Bu merak duygusu onlar ile bir ¢esit bag kurmasina sebep olmaktadir.
Bu baglanma duygusu tutsaklik veya vazgegememe durumuna geldiginde bagimlilik
olusturur. Bagimlilik yapan maddeler; sigara, alkol, kafein, uyusturucu ve ugucu
maddelerdir[4]. Yesilay Kurumunun tanimma goére madde bagimhilig “viicudun
fonksiyonlarimi yerine getirirken dogrudan ya da dolayli olarak islevlerini olumsuz yonde
etkileyen maddelerin kullanilmasi ve zarar gordiigiiniin bilincinde olunmasina ragmen bu
maddelerin kullaniminin birakilamamas1” olarak aciklamistir[5]. Diinya Saglhk Orgiitii
(WHO) ise; “kisinin siddetli istek ve arzularn karsisinda, kullandigi madde miktarinin
arttirarak kullanma egilimi gostermesi halinde ruhsal ve fiziksel olarak bagimlilik yapan
maddeler” olarak agiklamistir[7]. Tim diinyada biiylik tehdit olusturan madde
bagimliliginin belli bash faktorleri;

*Yas: Yapilan arastirma sonuglarina gére uyusturucu madde ile ilk tanigma zaman
diliminin ergenlik ¢ag1 oldugu goézlenmistir[8].

*Cinsiyet: Arastirma sonuglarina gore erkek bireylerin kadinlara nazaran daha
meyilli oldugu goriilmektedir[9].

*Sosyoekonomik Durum: Ozel okullarda madde kullanimm yayginhig saglhk
bakanliginin yaptig1 arastirmalarda gozler 6niine serilmektedir [6], [10].

* Arkadas Cevresi: Yapilan arastirmalarda genglerin arkadaslarinda etkilendikleri ve
ilk uyusturucu madde ile arkadaglari vasitasi ile tanistig1 raporlarda gozlenmektedir [11].

Ayrica, kisinin yasam kosullar, aile ici iletisimi, sigara ve/veya alkol tiiketimi,
psikolojik saglig1 gibi etmenlerde madde bagimliligini tetiklemektedir[6].

Madde bagimlig1 karsimiza iki farkl tiirde ¢ikmaktadir:

*Fiziki Bagimlilik, uyarici madde viicuda alinmadig1 takdirde fiziki reaksiyon
gosterilen durumlardir. Akabinde psikolojik bagimlilikta bas gostermektedir.

*Psikolojik Bagimlilik, zihnin siirekli olarak uyarici maddeyi viicuda alinmasi
yoniinde sinyaller gondermesi ve sonucunda bireyin siirekli arayis igerisinde oldugu

bagimliliktir.



2.1.1. Bagimhhk yapan maddeler: uyusturucu maddeler

Madde bagimlilig1 evrensel bir sorun olmakla birlikte lilkemizde de basta geng niifus
olmak iizere biitlin yas kesimini tehdit eden 6nemli sorunlarin baginda gelmektedir[12].

Kisinin merkezi sinir sistemi iizerinde etkili olan bu uyarict maddeler, bireyin
otonom kontrol mekanizmasim1 tetikleyerek fiziksel fonksiyonlarin kontroliini
zorlastirmaktadir. Ayrica bireyde algi seviyesini diisiirerek zihinsel islevlerin yerine
getirilmesini geciktirmektedir[6]. Alkol, sigara ve kafein uyusturucu maddeler otonom
kontrolii devre dis1 birakacak maddeler olmasalar da bireylerde gittikce kullanimin
arttirilmasi istegini tetiklerler. Ozellikle kafein halk arasinda sadece kahvede bulundugu
algis1 yanlhistir. Kafein; cay, kahve, kola, asitli kola i¢ecekler ve kakaolu tatlilarin i¢erisinde
de bulunmaktadir. Zamanla viicudun kullanima adapte olmasi ve alinan dozlarin giderek
arttirtlmas1 madde bagimliliginin oldugunu gostermektedir.

Uyarict maddeler kullanim alanina gore iki ana gruba ayirmak miimkiindiir. Ciinkii
ayni kimyasal 6zelliklere sahip maddeler tip alaninda da hastanin uyusturulmasi ve/veya
tedavisi i¢in kullanilmaktadir. T1ip alaninda kullanilan uyusturucu 6zellige sahip maddelere
“ilag” ad1 verilirken; kisinin otonom kontroliinii bozan ve tibbi amagla kullanilmayanlarina
“madde” adi verilmektedir[13]. Viicuda alinan her madde hiicreler tarafindan algilanir ve
bir kimlik olusturulur. Hiicresel 6grenme olarak adlandirilan bu siire¢ her birey igin
gecerlidir[5].

Uyusturucu madde kavrami Yunancadan dilimize gegmis, bireyde bagimlilik yapan,
kolay kolay birakilamayan maddelere verilen genel isim olmustur[13]. Uyusturucu

maddeleri siniflarina ayiracak olursak (Tablo 1);

Tablo 2.1 Uyusturucu maddelerin siniflandirilmasi

UYUSTURUCU MADDELER

1 | Merkezi Sinir Sistemini Yavaslatan Deprasanlar | *Afyon Tiirevleri
**Afyon
**Morfin
**Eroin

**Kodein

2 | Uyaricilar(Stimulanlar) *Kokain ve Tiirevleri
**Kokain

**Crack




** Amfetaminler(Sentetik
Eczalar)

***Captagon

***Extacy

*Kafein

3 | Hayal Gosterenler(Halusinojenler) *LSD

**Meskalin

**Psilosibin
**DMT(Diemthyltriptamine)
**STP(Serenity  Tranquillity

Peace)

4 Hint Keneviri *Hint Keneviri
*Esrar

*Likit Esrar

5 | Buharlasabilen Kimyasal Maddeler (Solventler) | Organik Coziictiler/ Ici

¢ekinilenler

2.1.1.1. MerKkezi sinir sistemini yavaslatan depresanlar:

Afyon, agr1 kesici olarak kullanimiyla tarihte bilinen en eski uyusturucu maddedir.
Haghas bitkisinin 6zsuyundan elde edilir. Deri altina uygulanarak veya teneffiis ve sindirim
yolu ile viicuda alinir.

Mortin, afyon bitkisinden elde edilir. Baz Morfin olarak da adlandirilmaktadir. Tipta
agri1 kesici olarak kullanilmaktadir.

Eroin, baz morfinin kimyasal islemlere maruz kalmasi sonucunda elde edilen
uyusturucu maddedir.

Kodein, afyondan elde edilir. Tipta oOksiiriik giderici ve agr1 kesici olarak

kullanilmaktadir.

2.1.1.2. Uvaricilar(Stimulanlar)

Kokain, koka bitkisinden elde edilmektedir. Uyarict ve aglik duygusunu azaltici
ozelliklerinden dolay1 tercih edilmektedir. Morfinmanlarin tedavisi i¢in kullanilmig ancak
bagimlilik derecesi yiiksek oldugu icin yasaklanmistir[6][14].

Crack, kokainin tiirevidir. En tehlikeli uyusturucu maddedir.




Amfetaminler(Sentetik Eczalar), tipta uyku bozukluklarinin giderilmesinde,
sismanlik ve sinir hastaliklarinin tedavilerinde ilag olarak kullanilmaktadir.

Kafein, ilk kullanimda bagimlilik yapmamakla birlikte siirekli kullanima bagli olarak
aligkanlik haline gelen maddelerdir. Beyinde yer alan adenozin reseprdriinii uyararak
viicutta aliskanlik haline gelmeyi saglar. Ilk etkiyi elde etmek igin her kullanimda daha
fazla kafein almak gerekmektedir. Madde tiiketimi birakildiktan bir siire sonra viicutta
olusan adenozin reseptorlerinin azaldigir gézlemlenmektedir[78]. Kafein 3 alkil grubu olan
bir tersiyer amin grubu ve azot atomuna bir karboksil grubunun bagli oldugu bir amid
grubu icermektedir[79]. Bu gruplara ek olarak imin karboksil, metil ve alken gruplarmni da

yapisinda bulundurmaktadir. Kafeinin kimyasal formiilii ; CsH1oN4O2

2.1.1.3. Haval Gosterenler halusinojenler

LSD, Kisinin hayal diinyasina dalmasini saglayan ilaclardir. Kisi gordiigli olaylarin
birer hayal iiriinii oldugunu bilir ve bunun ilagtan kaynaklandiginin farkindadir. Meskalin,
Psilosibin, DMT(Diemthyltriptamine) ve STP(Serenity Tranquillity Peace) bilinen en
yaygin halusinojenlerdir[6][14].

2.1.14. Kenevir

Esrar ve Likit Esrar Hint keneviri bitkisinden elde edilen uyarict maddelerdir.

2.1.1.5. Buharlasabilen kimyasal maddeler (Solventler)

Hava yolu ile hizlica buharlasabilen maddelerdir. Kirtasiye {iriinlerinde, petrol

tirtinlerinde, temizlik {iriinlerinde ¢esitli kokular olusturmasi amaciyla kullanilir [14].

2.1.2. Uyusturucu madde analiz yaklasimlari

Diinya iizerinde yaklasik olarak 45 milyon {izerinde psiko-aktif madde kullanicisi
mevcuttur. Bu kullanicilarin %15-20’si bagka kendileri olmak {iizere ¢evreye zarar
vermektedir.

Zehir bilimi olarak adlandirilan toksikoloji kavrami, kimyasallarin canli yapisina
etkilerini inceleyen bir bilim dalidir[15]. Halk arasinda “zehir” olarak adlandirilan

uyusturucu maddeleri genel olarak 3 ana baslikta indirgemek miimkiindiir (Sekil 2.2);



2.1.2.1.  Klinik toksikoloji/ tibbi;

Farmasotik ajanlarin  canli  viicudunda meydana getirdigi akut ve kronik
enfeksiyonlarin izlenmesi, degerlendirilmesi, tan1 ve tedavisini konu alan bilimdir. Bu
bilim sayesinde canli viicudunda meydana gelen hiicresel degisimler arastiriimaktadir[16].
Tibbi amacgh yapilan bu analiz yontemi, “Erken Teshis Hayat Kurtarir” sloganiyla
ilerlemektedir. Tedavinin basarili olmasi iki temel unsura baglidir;

*Kisinin 6zgiir iradesiyle tedavi olmay1 istemesi

*Kisinin bagimliliktan kurtulma konusunda kendini hazir hissetmesi

2.1.2.2. Adli toksikoloji/ Adli-idari;

Toksikolojinin, adli amagclarda uygulanmasidir. Kimyasallarm, ilaglarin  ve
uyusturucu/uyarict maddelerin canli viicudundaki zararli etkilerin aragtirilmasi bu bilim
dalinin konusudur[15]. Genel bir kural olmamakla birlikte tiim toksikoloji olaylar1 adli
toksikoloji ile iliskilendirilmelidir. Ornegin, kimyasal fabrika iscilerinin ortamda yayilan
farmasotik ajanlardan etkilenmesi sonucunda yetkililerin fabrikada gerekli yaptirimlar

yapmasi veya uyusturucu madde etkisinde bir bireyin bagka bireylere zarar vermesi...

2.1.2.3.  Sosyal;

Canlinin sosyokiiltiirel hayatini olumsuz etkileyecek bagimlilik yapma 6zelligi olan
maddelerin arastirilmasin1i ve bu etkilerden bireyi en az zararla kurtarmayr hedef
almaktadir[17]-[18]. Ornegin ergenlik ¢agindaki ¢ocuklarin bagimliliktan kurtulmalari i¢in

tedaviye yonlendirmek ...



Klinik

Toksikoloji/Tibbi
Analiz Adli
yaklasimlari Y Toksikoloji/Adli-
idari
Sosyal

Sekil 2-1 Analiz Yaklasimlari

2.1.3. Uyusturucu madde analiz yontemleri

Bireyin uyusturucu madde kullanip kullanmadigi anlamayir ii¢ ayr1 baslikta

Ozetleyebilmekteyiz (Tablo 2.2).

Stiphe duyuldugunda, su¢ islendiginde ve/veya tedavi yolunun belirlenmesi amaciyla
madde kullanicilarma kalitatif ve kantitatif testler uygulanmaktadir. Bu testler genel olarak

tarama testleri ve dogrulama testleri olarak adlandirilmaktadir.



Tablo 2.2 Bagimlilik Belirtileri[19]

Fiziksel Belirtileri

Bagimlilik Belirtileri

Davranissal
Belirtileri

Psikolojik Belirtileri

*Hizli kilo verme

*Kusma,

*Istahs1zlik
*Gozbebeklerinin biiyiimesi
ve  gozalti  torbalarinin
morarmasi,

*Sinirlilik hali,

*Bilincin tam olarak yerin-

de olmamasi,

*Bulunulan ortamda siirekli
sorun yasanmast,

*Dikkat dagmikligi,
*Hirsizliga yatkinlik,

*Ice kapamklik,

*Performans da diisiis,

*Kavgact ruh hali,

*Kisinin otokontroliinde ve
alg1 giiclinde azalma,

* Hiperaktiflik veya pasiflik
durumunun beklenmedik
zamanlarda bag gostermesi,
*(QOdaklanma sorunu,

* Herkese kars1 gelme,

*I¢e kapaniklik,

*Haliisinasyon gorme,

*Yorgunluk, * Ani korkular yasama,
*Uzuvlarda istem dig1 tit- *[stemsiz giilme
remeler

2.1.3.1. Tarama testleri

Tarama testleri immiinokimyasal yontemler ile yapilmaktadir. Uzunca bir siire

tarama testlerinde gaz kromotografisi ve radyoimmunoassay yontemleri kullanilmaktaydi.

Ancak teknolojinin gelismesiyle tarama testleri genel olarak 3 ayr1 birimde kullanilmak

tizere tasarlanmis oldu..

e Hasta bagsi testler, hastanelerde hastalara acil ve hizli miidahalenin yapildig

birimlerde kullanilmaktadir[20]. Alinan sonuglarin tatmin etmemesi, treshold




degerinin degiskenlik gostermesi sebebiyle Adli Toksikoloji alaninda kullanimi
¢ok onerilmemektedir.

e Laboratuvar testleri, immunokimyasal yontemlere dayanan laboratuvar testleri;
RIA(Radioimmunoassay), ELISA(enzyme-linked sorbent immunoassay), EMIT(
Enzyme Multiplied [A), PFIA (Fluorescent Polarization [A), KIMS( Kinetic
Interaction of Microparticles in Solution), CEDIS (cloned enzyme donor
immunoassay)[16]. Genel olarak laboratuvar testleri daha az numune ile daha
hizli sonuglar almaya olanak saglasa da g¢apraz eslesmeye olanak verdigi igin
sonuglarm 6zgilliik degerini diistirmektedir[17][21].

e Laboratuvar testleri, kromotografik laboratuvar testleridir. Kantitatif sonuglarin
almmasimi saglar. Ornegin, Gaz kromotografisi-Kiitle kromotografisi(GC-MS),

S1vi Kromotografisi — Ardisik Kiitle Spektroskopisi (LC-MS/MS)[17][22].

2.1.1.1. Dogrulama testleri

Dogrulama testleri biraz daha fizikokimyasal testlerdir. Kromotografi ve
kiitlespektroskopi cihazlarinin birlikte kullanilmasi ile sonuglar alinmaktadir. Alinan
sonuglar kantitatif 06zellikte oldugu icin adli toksoloji alaninda yaygin olarak
kullanilmaktadir[17],[22].

Tiim bu ¢alismalarda canli viicudundaki ila¢ ve toksin miktarinin takibini kan ve
idrar sivilar ile yapilabilmektedir. Giintimiizde ¢ok fazla yayginliga kavugsmasa da sag,ter
ve tiikiiriik ile de analizler yapmak miimkiindiir. Ancak zaman ve maliyet bakimindan

ikinci planda yer alan yontemlerdir[16].

2.2.  Biyosensorler

Sensorler, farkli molekiiller, ya da ortam sartlarin1 algilamaya yarayan ol¢iim
cihazlaridir. Genel yapilan incelendiginde bir algilayici, bir doniistiiriicli ve kullanici ara
yiizeyinden olusmaktadir. Farkli kullanim alanlarina gore farkli sensorler mevcuttur.
Bunlar: Mekanik sensorler, elektriksel sensorler, termal sensdrler, manyetik sensorler,
1s1ma sensorler, kimyasal sensorler, biyosensorler ve optik sensorlerdir. Yakin zamanda
yapilan caligmalarin bircogu biyolojik olarak 6nemli molekiilleri algilamaya yonelik

gelistirilen biyosensor ¢alismalaridir. Genel olarak tanimini yapacak olursak biyosensorler,
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biyolojik, kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlar1 algilayip anlamli sinyallere

doniistiirebilen cihazlardir[23],[24].

2.2.1. Gecmisten giiniimiize biyosensorler

Tarihte ilk biyosensor calismast 1950°1i yillarda biyosensoriin dogayeni olarak
tanimlana C.Clark tarafindan bulundu. Kandaki oksijeni bir elektrod vasitasiyla takip
etmeyi bagaran Clark oksijen biyosensoriiniin temelini atmistir. 1962 yilinda ise Champs
Lyons’la yaptiklar1 ¢alismalarin sonucunda kandaki glukoz miktarini dlgebilen biyosensor
tasarladilar[26]. Tiim bu caligmalarin giindem oldugu bu siiregcte bir diger basarida
Gulibault ve Montalvo’dan geldi. Yaptiklar1 ¢alismada diyaliz membraninin arkasindaki

yer alan potansiyometrik iire elektrodunu buldular[27].

Tablo 2.3 1970-1995 Biyosensor Tarihi

Tarih Bulan Kisi Icat
1970 Bergveld ISFET(Iyon algilayan transistor)’iin kesfi [28],[35].
1975 Lubbers ve Opitz Karbondioksit veoksijen tespiti yapabilen fiber optik

biyosensor[29],[35].

1975 YSI Ik ticari biyosensér (Glukoz sensorii)[30] ,[35].
1975 Suzuki [Ik mikrobe tabanli immiinosensor[31],[35].
1982 Schultz Glikoz tespiti yapan fiber optik biyosensor[32] ,[35].
1983 Liedberg Yiizey Plazmon Rezonansi(SPR)[33] ,[35].
1984 | -—-- Amperometrik biyosensor[34] ,[35].
1990 Pharmacia Biacore Yiizey Plazmon Rezonansi tabanli biyosensor[29] ,[35].
1992 i-STAT El kan biyosensorii[29].
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Sekil 2-2 Gegmisten giinliimiize biyosensorler [25].

2.2.2. Biyosensor tasarimi

Biyosensorler genel olarak 4 ayr1 boliimden olugsmaktadir;

Sinyal , Sinyal

- |
Analitler | Biyoreseptorler |5 - - i
i F *| Donastaraciler [T9 Yikselticiler

Sekil 2-3 Biyosensor Yapisi

Biyosensorlerin, genel tanimini yaparken de bahsettigimiz gibi biyokimyasal
degisimleri algilayarak ilgili/anlamli elektriksel sinyallere doniisiimiinii saglayan
mekanizmalardir. Sekil 2.3’ de gosterimi yapilan mekanizmada Biyoreseptorler ve Sinyal
Doéniistliriictilerin =~ olusturdugu  ikili  grup bashh  basimna  biyosensér  olarak
adlandirilabilirler[36].

Analitler iizerinde 6l¢iim yapilabilen 6rnek numunelerdir. Genel olarak kullanilan

analitler Tablo 2.4 gosterilmistir.
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Reseptorler, hiicre disindaki bir verinin/sinyalin tanimlayarak hiicre igerisine
alinmasini saglayan yapilardir[37]. lgili reseptorler biyolojik molekiil iceren bir formda
olduklarinda biyoreseptor olarak adlandirilmaktadirlar[36]. Biyosensor igerisinde analitle
ilk etkilesime giren boliimdiir. Bir giivenlik duvar1 gibi de diisiiniilenilir. Ciinkii analit ile
bir anahtar-kilit iligkisine sahiptir. Analiz edilecek numune biyoreseptdriin ilgili biyolojik
molekiiliine baglanarak sisteme dahil edilir. Bu baglanma analit igerisindeki proteinlerin
biyoreseptore baglanmasidir. Duyarhiligt  ve seciciligi  olduk¢a yiiksek olan
mekanizmalardir.

Transduserler, biyoreseptorlerden gelen verileri Ol¢lip anlamli elektriksel sinyallere
doniistiirebilen mekanizmalardir. Biyosensdrlerin ¢alisma siralamasi igerisinde {igiincii
asamada yer alan yapilardir. Analitin, biyoreseptor tarafindan algilanmasinin akabinde
ilgili transduser tarafindan olusan veriler Olgiiliir. Tek c¢esit transduser olmamakla birlikte
tepkimeye uygun transduser se¢imi onemlidir[36]. Biyosensorlerde kullanilan transduser
cesitleri Tablo 2.5°de listelenmistir[38].

Sinyal Yikselticiler, transduserden gelen diisiik sinyallerin anlamlandirilabilecek

seviyelere kadar ylikseltilmesini saglayan devre elemenlaridir.

Tablo 2.4 Biyosensor Bilesenleri [36],[39].

Hormonlar
Enzimler

Ko-enzimler

Antikorlar

Antijenler
Nukleikasitler
Mikroorganizmalar
Glikoz

Aminoasitler

Substratlar >

Ideal biyosensérlerde olmasi gereken birtakim dzellikler vardir;

2.2.2.1. Ornek secimi ve hazirlanmasi

Hedef calismanin maksimize sonu¢ verebilmesi i¢in en 0nemli parametre dogru

analitin secilmesidir. Calisma yapilacak 6rnek numune igerisinde ilgili analiti ayirmak i¢in
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laboratuvarlarda genel olarak filtrasyon, santrifiij ve manyetik ayristirma yontemleri

kullanilmaktadir.

2.2.2.2. Performans arttirma parametreleri

Biyosensdrlerin 6lgiim performansini etkileyen parametreler vardir[40].

» Segicilik; Hedef olglimlerde biyosensoriin sadece Olgiimil yapilacak olan
analite ilgi duymasi beklenir. Bu da calismanin 0zgilinligiiniin  bir
kanitidir[41]. Altin oran hesaplamasini baz alan 6zgilliik calismasi i¢in ayni
analitin  farkli  konsatrasyonlar1  lizerinde  calismalar  yapilarak
gozlemlenebilmektedir[36].

» Kullanim 6mrii, kullanilan her iiriinde oldugu gibi biyosensorlerinde uzun
Omiirlii calisma gostermesi beklenir. Biyosensorlerin kullanimini etkileyen en
onemli sistemi transduserlerdir. Uriinlerin kalibrasyon periyotlarma 6zen
gosterilerek kullanim 6miirleri uzatilabilir.

» Kalibrasyon, c¢alisma sonuglarmin dogrulugunu kanitlayan kalibrasyon
caligmalar1 ilgili sensor Treticilerinin O6nerdigi kullanim sikligina gore
yapilmasi gerekmektedir.

» Tekrar edilebilirlik, art arda yapilan Olglimlerde benzer sonuglarin
gozlemlenebilmesi ilkesidir. Deneysel calismalarda en ¢ok dikkat edilen
parametrelerin basinda yer almaktadir.

» Kararlilik, ¢evre kosullarina kars1 hassa olan bu mekanizmalarin stabilitesinin
yiiksek olmasi beklenir.

» Duyarlilik, secicilik parametresi ile paralel yorumlanabilen bir &zelliktir.
Calisilacak analite ilgi duymasi beklenir.

> Olgiim Smiri, calisilacak analitin - bellirli miktar araliginda olmasi
gerekmektedir. Ureticilerin LOD testi yapmalar1 beklenmektedir.

» Zamanlama, biyosensorlerin 6l¢iim sonuglarini miimkiin olabilecek en kisa
stirede vermesi istenir. Bu sonuglarin hizli/yavas olarak nitelendirebilmek i¢in
olusan akim-zaman grafikleri incelenir[42].

» Fiyat, kullanicilarin malzeme se¢iminde dikkat ettikleri en Onemli
maddelerden biriside biyosensorlerin fiyatidir. Basit, kolay ve ucuz olan

sensorler tercih sebebidir.
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2.2.2.3. Calisma ortam

Teknolojinin gelismesi ile birlikte biyosensoér ¢alismalar1 sadece laboratuvarlarda
yapilmamaktadir. Saha da kullanima imkan veren tasarimlarda mevcuttur. Ayrica analiti
otomatik olarak algilayabilen sensorlerin yaninda yar1 otomatik islevsellige sahip
cihazlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Uzerine yerlestirilen ve/veya baglanti kurulan
analitten bellirli periyotlarda 6l¢lim yapan ve bu Ol¢iimleri kaydeden biyosensorlerde
mevcuttur. Ozetleyecek olursak ¢alisilacak konuya ve ortama uygun biyosensdr mevcut
teknoloji ile kullanima hazirdir. Biyosensor uygulamalarinda polimer kapli membranlar
tercih edilmektedir. Bunun sebebi ise polimerlerin kolay iiretilebilir olmasi, esnek olmasi

ve maliyetinin diisiik olasidir.

2.2.3. Biyosensor cesitleri

Biyosensor teknolojisi kendi igerisinde algilama mekanizmasi ve transduser

mekanizmalar1 g6z Oniine alinarak siniflandirilmaktadir[42].

2.2.3.1. Analizlenecek maddelere gore bivosensorler

Analizlenecek maddelere gore siiflandiracak olursak (Sekil 2.4);

BIYOKATALITIK
BIYOSENSORLER

BIYOSENSORLER

BIYOAFINITE
BIYOSENSORLER

Sekil 2-4 Analizlenecek Maddelere gore Biyosensdrler

Mikroorganizma, hiicreler, dokular ve enzimlerin kullanildig1 biyosensérler
biyokatalitik tabanli sensor grubuna girmektedir.
Antijen-Antikor, niikleik asitler ve reseptor iligkilerinin kullanildig1 biyosensorler

biyoafinite tabanli sensor grubuna girmektedir.
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2.2.3.2. Bivoreaktif reseptorlere gore bivosensorler

Biyoaktif reseptorlere gore siniflandiracak olursak(Sekil2.5);

Enzim Tabanh
Biyosensorler

Hiicre Tabanh

Biyosensorler

DNA/RNA Tabanh

Biyosensorler

BIYOSENSORLER

Immiinobiyosensorler

Doku Tabanh
Biyosensorler

Sekil 2-5 Biyoaktif Reseptorler Gore Biyosensorler

» Enzim tabanli biyosensorler

Biyosensor caligsmalarinda en ¢ok tercih edilen sensorlerdendir. Ortamdaki bulaniklik

ve/veya gereksiz materyallerden kolay kolay etkilenmezler[43][44].

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 katalizleme yetenegine sahip proteinlerdir. Enzimin

katalizasyon Denklemi 2.1 ‘de gosterilmektedir[46].

ki 2.1

> ES kx>~ E+P

—

ki

S+E

S : Substrat

E : Enzim

ES: Enzim-Substrat Bilesigi
P : Uriin
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Ki: Enzim-Substrat Bilesigi Meydana Gelme Orani
K-1 : Enzim-Substrat BilesigiAyrisim Orani

K2: Enzim-Substrat Bilesiginin Diger Uriinlere Ayrisim Orani

Piyasada en c¢ok kullanilan enzim tabanli biyosensor, glukoz Ol¢iimii yapan

biyosensorlerdir.

> Immiinobiyosensorler

Protein yapist ile reaksiyonlarda yiiksek 6zgiinliik derecesi saglayan antikorlar,
antikor-antijen etkilesimini temel alan biyosensorlerdir.
Immiinobiyosensérler, transduser tabanli Biyosensdrler igerisinde elektrokimyasal,

optik ve termal biyosensor yapilarinin igerisinde yer almaktadir[47].

» Hiicre tabanli biyosensorler

Hiicre  tabanli  biyosensdrleri  mikrobiyel tabanli  biyosensér  olarakta
siiflandirabiliriz.

Mikrobiyal Biyosensdrler, solunum transduseri ile baglanti kuran canli mikrobiyal
hiicrelerin varligimi ve metabolik degisimlerini izlemek i¢in kullanilmaktadir. Tarihe ilk

mikrobiyel biyosensor Davis [48] tarafindan gelistirilmistir.

» DNA/RNA tabanli biyosensorler

Tim niikleik asitlerfDNA ve RNA) hiicre ¢ekirdeginde yer almaktadir. DNA
Biyosensorlerin de tanimlayici olarak DNA kullanilmaktadir. Bu tiir sensorler tipik olarak

elektrokimyasal, optik, ve piezoelektrik sinyal doniistiiriiciileri ile ¢alistirilmaktadir[47].

» Doku tabanli biyosensorler

Gegmisten bugiine kadar bitki ve hayvansal kaynakli doku materyalleri algilama
parametresi olarak kullanilmaktadir. Tarihte ilk doku tabanli biyosensor ¢alismasini arginin
tespiti i¢in Rechnitz [49] yapmustir.

Mitekondri, kloroplast,hiicre duvar1 gibi bazi1 organeller belirli analit

calismalarinda kullanilmaktadir.
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2.2.3.3. Transduser mekanizmasina gore bivosensorler

Sinyal iletici olarak biyosensorleri bes ana baglikta inceleyebiliriz (Sekil 2-6).

Elektrokimyasal Tabanh
Bivosensirler

Optik Tabanh Bivosensorler

Kalorimetrikk Tabanh

Biyosensirler

BIiYOSENSORLER

Piezoelekrik Tabanh
Bivosensirler

PGE (Kursun Kalem Grafit
Elekirotlar) Tabanh

Biyosensirler

Sekil 2-6 Ol¢iim Mekanizmasina gore Biyosensorler

» Elektrokimyasal tabanli biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, analit konsantrasyonuna bagli olarak gerceklesen
indirgenme-yiikseltgeneme reaksiyonlarini iceren sistemlerdir [45]. Elektrokimyasal
biyosensorler genel olarak calisma elektrodu, referans elektrot ve karsit elektrottan
olusmaktadir. Olgiim sekillerine gdre potansiyometrik biyosensorler, amperometrik
biyosensorler, yari iletken (kondiiktometrik/ impedimetrik) biyosensorler olmak iizere 3’e

ayrilmaktadir.

a. Potansiyometrik biyosensorler;

Potansiyometrik biyosensorler, bir referans elektrot ile bir ¢alisma elektorudu
arasinda ortaya ¢ikan potansiyel farkinin Olglilmesine dayanan sistemlerdir.

Elektrod(sensor) yiizeyinde olusan yiik birikimlerini gézlemlemek i¢in kullanilmaktadir.
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Calisma elektrodu genelde F -, I-, CN-, Na +, K+, Ca2 +, H+, NH4 +, CO2, NH3 iyon

ve gazlara segicidir.

b. Amperometrik biyosensorler;

Amperometrik biyosensorler, uygulanan potansiyele karsi analit ile biyolojik tani
molekiilii arasinda gerceklesen kimyasal reaksiyonlarin sonucunda ortaya ¢ikan akimi

Olcer. En yaygin amperometrik biyosensorlerde Clark Oksijen elektrodudur[50].

' Ag anol

Pt katot

0O; gecirgen membran
~ Elektrolit

Glikoz Glikoz oksidaz enzimi
iceren bélge

Sekil 2-7 Clark oksijen elektrodu [45].

c.Impedimetrik biyosensérler;

Impedimetrik biyosensorler farkli varvasyonlardan sonra elektrot-¢dzelti ara
yiizeyinde elektron aktarimina karsi olan direncin Olgiilmesi islemini gerceklestiren

sistemlerdir.

» Optik tabanli biyosensorler

Optik biyosensorler analit ile biyoalgilayicidan gelen verileri yansima, kirilma ve
floresan gibi 6zelliklerine gore isleyen transduserlerdir. Kirilma indisini baz alan sensorler

kaybolan alan hesabina gore sonu¢ vermektedir[44],[51].

» Kalorimetrik Tabanli Biyosensorler

Kalorimetrik  tabanli  biyosensorler, enzimatik biyosensdrlerdir. Kimyasal
tepkimelerde enzim ile substratin bilesimi sonucu ortaya ¢ikan entalpinin 6l¢lilmesi esasina

dayanir. Reaksiyon sonucunda olusan sicaklik degisimleri ile substrat konsatrasyonu
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arasindaki iligkinin acgiklanmasina yardimer olur. Sicaklik izlenmeleri termistér ve /veya

termofiller ile saglanmaktadir.

> Piezoelektrik tabanli biyosensorler

Piezoelektrik esasli Biyosensorler, piezoelektrik etkiyi baz alan calisma prensibine
sahip sensorlerdir. Igerisinde kuvars adi verilen materyaller bulunmaktadir. Bu
materyallerin tizerlerinde yiik yokken bile titresim halindedirler. Antijen-antikorlarin
kristal bir ylizeye tutunmasi ile kiitle artis1 meydana gelmektedir. Bu da titresim giictinii
azaltmaktadir. Kiitle degisiminden kaynakli olusan titresim farkliliklarini 6l¢en sensorlere
piezoelektrik tabanli biyosensér adi verilmektedir[35]. Immunosensoér uygulamalarinda

kullanilmaktadir. Biyosensoriin ¢calisma prensibi Sekil 2.8’de gdsterilmektedir[52].

| Bilgisa',rarl Geri Beslemeli igne Yiikseklik Kontrolii

Yanal igne Konumu

A
Tinel Akim '
Verisi

Piezo tiip
siiriicii devresi

Gaoriintii

On
Gerilim I

Sekil 2-8 Piezoelektrik Tabanli Biyosensor Semast

» PGE (Kursun Kalem Grafit Elektrodlar)

Kursun kalem elektrotlari(PGE), karbon kati elektrot grubunda yer almaktadir.Kati
elektrodlarin  en olumsuz ozelligi her kullanimda yiizeylerinin temizlenmesi
gereksinimidir. Karbon elektrodlar, tek kullanimlik, hizli cevap iiretebilme ve maliyetinin
diisiik olmasi gibi art1 6zelllikleri vardir. Elektrokimyasal caligmalarin ¢ogunda karbon
elektrod tiirleri kullanilmaktadir.

Kat1 elektrod kullaniminin bagladigi ilk zamanlarda analiz sonucunda elektrod

yizeyinde az da olsa bir film tabakasi olusuyordu. Bu tabakanin uygun yollarla
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temizlenmesi sonucunda elektrodlardan ilk ¢aligmadaki gibi performanslarin alinamadig:
gozlendi. Bunun sonucunda elektrod yiizeyinin temizlenmesinin tekrar edilebilirlik
tizerinde olumsuz etki yarattign fark edildi. Tek kullanimlik PGE ¢alismalart 1990’1
yillarda trend topik olmustur[53].

PGE, calismalarinda elektrod olarak kalem uglan tercih edilmektedir. Bu uglarin
yapisinda yer alan grafit disindaki kil ve balmumu yapilart onlarin ne ¢ok sert ne de ¢ok
kirllgan olmasini saglamaktadir. Igerik oranlar1 degistirilerek ve ilave materyaller
eklenerek kirilgan ve/ veya sert yapida elektrodlar elde edilebilmektedir. PGE ile yapilacak
analizlerde uygun sertlikte kalem uclar1 kullanimina 6zen gosterilmelidir[54],[55].

PGE’ler, kat1 elektrot gruplarma dahil olmalarina ragmen en 6nemli 6zellikleri tek
kullanimlik olup yiizey temizlenmesine ihtiyag duymamalaridir. Ayrica ucuz olmalari,
hassas 6l¢iim yapabilmeleri ve piyasada kolay bulunabilme 6zellikleri tercih sebebidir. Bu
ozelliklerinden dolayr bir¢ok elektrokimyasal reaksiyonlarda kullanilmaktadir[56],
[571,[58].

Teknolojinin gelismesi ile birlikte PGE, DNA ve RNA sensorii olarak kullanilmis ve
mevcut kullanimdaki cam karbon elektrottan(GCE) daha 1yl sonuglar verdigi
gbzlenmistir[54].

Kariuki, PGE ve GCE’nin ¢alisma prensipleri lizerine ¢alismis ve PGE’nin daha

hassas 6l¢timler verdigini raporlamistir[59].

a. Elektrodlarin modifiye edilmesi,

Her revizyonun bir sorun sonucunda dogdugu kuramindan yola c¢ikarak farklh
tirlerde elektrot modifiyesinin miimkiin oldugunu sdyleyebiliriz. Yapilan ¢aligmalarda
istenilen sonuglarin alinamamasi elektrot islevselliginde iyilestirme c¢alismalar1 yapilmasi
gereksinimini dogurmustur.

Elektrod yiizeyinin kaplanmasi sonucunda olan elektrodlara modifiye elektrod adi
verilmektedir[60].

Genel olarak iki farkli yol kullanilmaktadir. Kimyasal olarak yapilan modifiye
islemlerinde elektrodun performansini arttiracak yonde ¢aligmalar yapilirken, kompozit

tabanli modifiyelerde ana madde elektrod ile harmanlanir[53].

b.Breath figure yontemi;

Breath Figure (BF) methodu, su buharinin kendisinden daha soguk bir ylizeye temasi

sonucu olusan yogunlagsmayir baz alan bir tekniktir. Yiizey iizerinde gergeklesen
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yogunlagma, su buharinin doygunluk sicakligindan daha diisiik sicakliktaki bir yiizeyle-
kati- temas ettiginde gergeklesir. Bu temas sonucunda yiizey lizerinde kii¢iik damlaciklar
meydana gelir. Bu damlaciklar difiizyon ile birleserek daha biiyiik damlalar olustururlar.
Bu teknik gilindelik hayatta birgok yer de karsimiza ¢ikmaktadir. Bu olgu bilimsel olarak
ilk defa 1893'te [61] Aitken tarafindan ve daha sonra 1911'de Rayleigh [61] tarafindan
yapilan calismalarda goézlenmistir. Rayleigh’in ¢alismalarinda temiz cam yiizeyi lizerinde
su buharmin yogunlasma ile damlalar olusturdugu —ilk basta sabit olan damlalar- zamanla
bu damlalarin difiizyonla birleserek diizensiz ama daha biiyiik su damlalarini olusturdugu
goriilmiistlir [62]. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda su damlalarinin bellirli bir doygunluk
seviyesine kadar birlesebildigi gozlenmistir. Nefes Figiirii (BF) alaninda ilk deneysel
calisma 1994 yilinda Francgois ve arkadaslarina aittir. Francois ve ark. Yapi1 birimleri olarak
polistiren (PS) polimer veya PS / poliparafenilen (PPP) blok kopolimerini ¢6ziicii olarakta
organik karbon disiilfiir (CS2) kullanild1 (bknz. Sekil 2-9). Francois, hegzagonel film

olusumu i¢in ii¢ 6nemli agamadan bahsetmistir[63];

1. Malzeme cinsi
2. Coziict
3. Nem

Yapilan ¢calismalarda daha fazla faktoriin etkili oldugu ortaya ¢ikti.

Breath Figure methodu kati yiizey lizerine -nemli bir ortamda -siiriilen polimer
¢Ozeltisi ylizeyinin kondensasyonu sonucu yiizeyde meydana gelen - nanometre ile mikro
Ol¢ek araliginda - gézenekli membranlardir. Bu Teknik mevcut kullanilan yontemlere gore

basit aparatlarla dizayn edilmis olup hem daha ucuz hem daha kullanishdir.

@ |

Yildiz Polistiren

Polistiren (PS)
Poliparafenilen (PPP)

PS-PPP Kopolimerin Toplamm

Sekil 2-9 (A) Yildiz PS polimeri / PS-PPP blok kopolimerinin gézenekli -bal
petegi-film olusumunun sematik ¢izimi; (B) PS-PPP altigen yapili filmlerin
SEM gortuintiisii [64].
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BF method, kiitle/1s1 gegisi asamalar1 ile kendiliginden gergeklesen birlestirme
islemidir. Bu method, damlaciklarin stabilitesi ile polimer ve ¢oziicli arasindaki
etkilesimleride film olusumunu biiylik oranda etkiler. Uygulanan bu yontemi termodinamik
ve kinetik calisma olarak tanimlamak dogru degildir[65]. Yapilan arastirmalara gore BF
methodunun genel Kabul gormiis islem basamaklar1 [64]-[71];

1. Polimerin nemli ortamda kati ylizeye dokiilmesi ve c¢oziiciiniin zamanla
buharlagmasi sonucu polimer yiizeyinin daha soguk hale gelmesi,

2. Su damlaciklarinin yogunlasmasi,

3. Su damlaciklarinin biiyliyerek diizenli heterojen -altigen yapida- gozenek
yapilarinin olugmasi,

4. Tiim ¢oziiciilerin ve suyun buharlasmasi ile gézenekli film tabakasinin olugmasi

olarak oOzetlenebilmektedir. Coziiciiniin tamamen buharlagsmasi sonucunda olusan

gozenekli filmler opaktir. Bagil nemin istenilen seviyeden daha diisiik oldugu durumlarda
ise olugan filmler gozeneksiz ve transparandir. BF methodunda filmlerin olusumunu

etkileyen ¢esitli parametreler vardir.

Tablo 2.5 Degisen morfolojik 6zelliklere gére gbzenek yapilarinin boyutu [72].

PARAMETRELER ETKILERI
Bagil nemin artmasi GoOzenek boyutunun artmasina
Hava akis hizinin artmasi Gozenek boyutunun azalmasina
Polimer konsatrasyonunun artmasi Gozenek boyutunun azalmasina
Polimerin molekiler agirhiginin artmasi Gozenek boyutunun artmasina
Cozlict Uguculugunun artmasi Gozenek Boyutunun azalmasina
Buharlasma orani artmasi Gozenek boyutunun artmasina
Sicakhgin artmasi Gozenek Boyutunun azalmasina
Vakumun artmasi Gozenek boyutunun artmasina
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Uygun parametrelerde olusturulduktan sonra Breath Figure method ile PGE iizerine
yerlestirilen polimer ¢ozeltisi ¢oziiciiniin ugmasiyla elektrod iizerinde gézenekli polimerik

film tabakas1 meydana getirir..
c. Kimyasal birikim yontemi;

Kimyasal birikim methodu, sivi igerisine elektrik akimi uygulanarak c¢oziinmiis
kimyasallarin ayrigtiritlmasi prensibine dayanan bir elektroliz yontemidir.

Genel olarak elektroliz islemlerinde bir kabin igerisinde birbiri ile temas etmeyen iki
adet elektrot yer almaktadir. ilgili elektrodlar giin kaynagina baglandiklarinda iizerlerinde
yiilk gecisi meydana gelir. Amporemetrik biyosensér g¢alismalarini kimyasal birikim

yontemine ornek verilebilmektedir.

2.2.3.4. Bivyosensor uygulamalari

Biyosensorler, ¢cok yonlii uygulama alanlarina sahiptir. Genel olarak 6zetleyecek

olursak; tip, eczacilik, gida, tarim, savunma gibi sektorlerde 6nemli roller istlenmektedir.

» Tip ve eczacilik alaninda[73];
Hastaligin teshisi i¢in ilgili biyomolekiillerin saptanmasi, metabolit 6l¢iimleri, kalp

pili ¢calismalari, kandaki glukoz 6l¢timler, protez cihazlar...

» Cevre alaninda[74];
Hastane kosullarinin takibi, kirlilik izleme
» Savunma Alaninda
Savunma alaninda zararl bilesenlerin tespiti, asgari uygulamalar
» Endiistriyer atiklar
» Proses Kontrolii

Fermantasyon islemlerinin takibi gibi calismalar 6rnek verilebilmektedir.

2.1.1.1. Ticari bivosensorler

Gegmisten bugiine kadar yapilan ¢alismalar sonucunda ticari iirlin haline doniisen bir
cok biyosensor vardir. Tarihteki ilk ticari biyosensor 1975 yilinda YSI tarafindan glikoz

Olclimii i¢in kullanilan biyonsorlerdir[30],[35].
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Ozellik tip alaminda yaygin kullanima sahip bu sensorlere gebelik testleri, hepatit
testleri, HIV testi, Dogurma potansiyeli dl¢me testleri, seker testi...
Asgari alanda gelistirilen Biyosensorler toksit madde analizini 2 dakikadan kisa

siirede yapabilmektedir.
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3. MATERYAL VE METHOD

3.1. Kimyasallar ve Kullanilan Cihazlar

Elektrodun modifiye edilmesinde kullanilan kimyasallar;

Bakar(IT) siilfat pentahidrat (Merck), sodyum hidroksit (Sigma Aldrich), kalsiyum
kloriir (Merck), diamonyum-fosfat( Merck), politiretan( Whbrizol), kloroform (Meb-ders
Aletleri Yapim Merkezi ) seklindedir.

Analiz yapilan ¢ozeltiler i¢in sodyum fosfat tamponu ¢ozeltileri NaH2PO4, Na2HPO4,
H3PO4, HCI ve deiyonize su kullanilarak pH 7,4 gore ayarlanmistir. K3Fe(CN)e6 ve
K4Fe(CN)6 kimyasallar1 kullanilmasgtir.

Voltametrik ol¢limler i¢in Palm Sense 4 markali potansiyastat/ galvonastat cihazi
kullanildi.

PH olgtimleri icin Milwaukee markali Mi 180 Bench meter modele sahip pH cihazi
kullanildi. PH 6l¢iimlerinden 6nce 4-7-10 tamponlar ile kalibre edildi.

Tartim islemleri Weightlab Instruments markali WL 303L modeli analitik terazi
kullanildi.

Cozelti hazirlama islemleri icin Merck markali Direct-Q modelinden alinan 18,2 MQ
dirence sahip ultra saf su kullanildi.

Sem analizleri i¢in Carl Zeiss markali elektrot mikroskobu kullanildi.

3.2. Elektrodlarin Modifikasyonu

3.2.1. Kalem ucu grafit elektrodlarin hazirlanmasi

Tezimizde kullanilan kalem ucu elektrot(PGE) Tombow (0.5 mm, 2B) markali kalem
uclarinin 3.2 cm’i disarida olacak sekilde ayarlandi. 0.05 M CuSO4.5H20, 0.1 M NaOH
¢ozeltisi 1:5 oraninda ve 0.5 M CuSO4.5H20, 0.5 M NaOH ¢ozeltisi 1:3 oraninda ¢ozelti
hazirlandi.

Hazirlanan bu ¢ozeltilerde kalem uglarimiz (PGE) ¢ozeltileri igerisinde 5 dakika
bekletildikten sonra 24 saat kapali ortamda kurumaya birakildi(Yiizey absorbsiyonu i¢in).

Analit ¢ozeltisi i¢in 5 mM Fe(CN)ES/ ~* ¢Ozeltisi hazirlandi. Modifiye ettigimiz kalem
ucu elektrotlarimizin 1 cm hazirlanan ¢ozeltilere daldirildi.

24 saat sonunda CV Ol¢limlerimiz igin potansiyostattaki dl¢lim parametreleri -0.5 V

ile +0.8 V arasinda 1 V/s tarama hizinda déngiisel voltammogramlar alindi.
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3.2.1.1.  Nefes figiirii ile elektrotlarin kaplanmasi

Nefes figiirii ile gozenekli film iiretme yontemi kullanilmistir. Film sentezine
baslamadan hemen Once belirlenen agirlik¢a %1°lik, %2,5 ‘lik ve %5°lik derisimlerde PU
ve Kloroform ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Nefes figiirli i¢cin kapali bir ortam saglandi. Kapali sistem igerisindeki nem orani
%75, sicaklik ise oda sicakliginda sabit tutularak sicaklik/nem 6lger ile takibi saglandi.

Kapali sistemde kalem ucu elektrotlarirmiz PU ve kloroform c¢ozeltisi igerisine
daldirildi. 5 dakika boyunca bekletildi. Uygulama siiresince sistem kapali kaldi. Bu
islemde gozenek olusturulmasi hedeflendi.

Aynm1  yontemle PU ve Kloroform ¢ozeltisine daldirdigimiz  kalem wucu
elektrotlarimizi 0.05 M CuS04.5H20, 0.1 M NaOH ¢ozeltisi 1:5 oraninda hazirladigimiz
cozeltilere daldirdik. Hedeflenen goézeneklere bakir (II) siilfat pentahidrat ve sodyum
hidroksit birikmesi gerceklestirildi. Istenilen diizeyde gdzenek olusmasi ve ¢dzeltilerin

gozeneklere birikmesi saglanamadi.

3.2.1.2. Hidroksiapatit ile kalem ucu elektrodlarin hazirlanmasi

CaP, en onemli Ozelliklerinden birisi iyon degisimi 6zelliklerine sahip olmalaridir.
Yiizey alanimi arttirma etkisi sayesinde elektrokimyasal analizlerde iletkenligin artist
gdzlemlenmektedir. Iyon degisimleri CaP kristal yiizeyindeki gevsek bag yapisi ile
saglanmaktadir.

Bakir iyonlarimiz kalsiyum fosfat igerisine absorbe olmaktadir.

Tezimizde arastirdigimiz literatlir bilgilerimize dayanarak HAP kullanarak kalem
ucu elektrodlarimizin yiizey alanini arttirdik. Sonrasinda bakir iyonlarimizi1 yiizey igerisine
absorbe ettik. 0.12 M CaCl2 ve 0.06 M (NH4)2HPO4 kullanarak HAP elde ettik. Kalem ucu
elektrotlarimizi 5 dakika siireyle CaClz ve (NH4)2HPO4 daldirdik. Bu sekilde
elektrodumuzun ylizey alanini attirmis olduk.

Bakir iyonumuzu olusturmak i¢in 0.05 M CuSO4.5H20 ve 0.3 m NaOH 1:3 ve 1:5
oranlarinda hazirlandi.

Hedefledigimiz bakir iyonunu elektrotlarimizdaki HAP ylizeyine absorbsiyonunu

gerceklestirmis olduk.

3.3. Elektrokimyasal Calismalar

Elektrokimyasal calismalarda Tombow marka 0.5 mm c¢apinda 2B kalem uglan

elektrot olarak kullanildi. Kalem uclarinin 1 cm’lik u¢ kisimlar1 hazirlanan ¢oézeltilere
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daldirilip istenilen siirelerde bekletilerek ¢ozeltilerin elektrot yiizeyine absorbsiyonu
saglandi. Ardindan oda sicakliginda kurumaya birakildi. Hazirladigimiz kalem uglar

calisma elektrodu oldu.

3.3.1. Elektrokimyasal hiicre

Elektrokimyasal analizor 3’lii elektrot sistemine sahip elektrokimyasal hiicre
icermektedir.

Elektrokimyasal hiicre T{¢lii elektrot sistemi olarak adlandirilirken, ¢alisma
elektrodu(PGE), platin karsit elektrot ve Ag/AgClI referans elektrodundan olugmaktadir.
Diizenekte baglantili kablolardan {icii elektrotlara bagli ikin birisi topraklama igin

ayrimistir.

EIS
|
Referans :
Elektrodu
Caligma
Elektrodu

.

\ l - Karsit

\ Elektrot
\ x/

Tampaon Cozelti

Potansiyostat

Sekil 3-1 Elektrokimyasal analizor

3.3.2. Cozeltilerin hazirlanmasi

5 mM Fe(CN)g3/ ~*¢ozeltisi K3Fe(CN)s ve KaFe(CN)s kullanilarak hazirlandi. 0.2 M
pH 7.4 sodyum fosfat tampon ¢ozeltileri NaH2PO4 ve HCI kullanilarak deiyonize su ile
hazirlandi.

Farkli derisimlerde bakir siilfat pentahidrat, sodyum hidroksitlar hazirlandi. En iyi
sonucun 0.05 M CuSOF 0.1 M NaOH 1:5 oraninda ve 0.5 M CuSO4 + 0.5 NaOH 1:3
oraninda oldugu belirlendi.

HAP sisteminde 0.05 M CuSO4.5H20 +0.3M NaOH 1:3 ve 1:5 oraninda hazirlandi.

Kafein konsatrasyonu 50 uM 50 mL'lik balon joje igerisinde hazirlandi. 0.485 g

kafein 50 mL ultra saf su igerisinde ¢oziildii. Stok ¢ozeltisi hazirlanmis oldu.
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3.3.3. Elektrokimyasal analiz

3 elektrotlu voltametrik sistemlerde ¢alisma elektrodu ve referans elektrodu arasina
uygulanan ve zamanla degisen gerilime kars1 iki elektrot arasindaki akim 6lgiilmektedir.

Tezimizde voltametrik Ol¢limler i¢in elektrotlar sodyum fosfat tampon ¢dzeltisine
(pH 7.4) daldinlmistir. Kafein konsatrasyonu 50 uM 50 mL'lik balon joje igerisinde
hazirlandi. 0.485 g kafein 50 mL ultra saf su igerisinde ¢oziildii. Stok ¢6zeltisi hazirlanmig

oldu. CV odlgtimleri -0.5 V ile +0.8 V arasinda gerceklestirilmistir.

3.3.3.1. Elektrot davranislarinin incelenmesi

Ciplak elektrot ve modifiye etmis oldugumuz elektrot davranislarini incelemek igin

Fe(CN)gB/ —* cozeltisine elektrotlarimizi  daldirarak  ¢ozelti igerisinde doniistimli
voltamogramlar1 alinmistir. Elektrottan ideal cevabin alinmasina kaplamada kullanilan
¢Ozeltilerin farkli derisimler de hazirlanmasi incelenmistir. Bunun ic¢in doniistimli
voltametri sonuglarina bakilmistir. Caligmalarda en iyi sonucun alindig1 parametreler

kullantlmistir.

3.3.3.2. Nitel analiz

Hazirlanan kalem ucu elektrotlarimiz1 kafein tayininde kullanip kullanilmayacagina
bakmak i¢cin pH 7.4 degerinde nitel analiz yontemi denenmistir. Modifiye ettigimiz
elektrotlar kafein c¢ozeltisinde bekletilip, buradaki davraniglari doniisiimlii voltametri

yontemi ile incelendi.

3.3.3.3.  Nicel analiz

Hazirlanan kalem ucu elektrotlar1 kafein tayini i¢in nicel analiz metodu olan kare

dalga voltametrisi ile yapilmistir.

3.4. Elektrotlarin Karakterizasyonu

3.4.1. Morfolojik degerlendirmeleri

Hazirlanan kalem ucu elektrotlarin morfolojik karakterizasyonu taramali elektron

mikroskobu (SEM) kullanilarak yapilmistir. SEM analizleri i¢in hazirlanan kalem ucu
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elektrotlar oda sicakliginda tutulmustur. Elde edilen SEM fotograflarindan yola ¢ikarak,

cozeltilerin elektrot uclarindaki ¢ap dagilimlart incelenmistir.

3.4.2. Elektrot yiizeylerinin kimyasal yapisinin karakterizasyonu

ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection FourierTransform Infrared) spektroskopisi
kimyasal yapilarin analizi i¢in kullanildi. ATR teknigi, bir prizmadan sulu ¢ozeltiye
penetre olan soniimlii dalganin sulu ¢ozeltideki maddeler tarafindan emilmesi ve sulu
¢ozelti ile prizmanin ara yiiziinden yansiyan 1sinlarin toplanmasi esasina dayanmaktadir.
Bu metod transmisyon-FTIR spektroskopisindeki 1sik yolu ve derisim gibi problemlere
¢Ozlim getirmektedir. Kalem ucu elektrotlarin kimyasal karakterizasyonu i¢in FTIR-ATR
spektrofotometresi kullanilmistir. Hazirlanan elektrotlar cihazin 6rnek yuvasina koyulmus

ve Ol¢lim alinmustir.
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4. DENEYSEL CALISMALAR

4.1. Elektrod Modifikasyonu ve Karakterizasyonu

Hazirlanan kalem ucu elektrotlarin morfolojik karakterizasyonu taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak yapilmistir. SEM analizleri i¢in hazirlanan kalem ucu
elektrotlar oda sicakliginda tutulmustur. Elde edilen SEM fotograflarindan yola ¢ikarak,
cozeltilerin derisim degisimleri incelenmistir.

ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection FourierTransform Infrared) spektroskopisi
kimyasal yapilarin analizi i¢in kullanildi. ATR teknigi, bir prizmadan sulu ¢ozeltiye
penetre olan soniimlii dalganin sulu ¢ozeltideki maddeler tarafindan emilmesi ve sulu
¢ozelti ile prizmanin ara yliziinden yansiyan 1sinlarin toplanmasi esasina dayanmaktadir.
Bu metod transmisyon-FTIR spektroskopisindeki 1s1k yolu ve derisim gibi problemlere
¢coziim getirmektedir. Kalem ucu elektrotlarin kimyasal karakterizasyonu i¢in FTIR-ATR
spektrofotometresi kullanilmistir. Hazirlanan elektrotlar cihazin 6rnek yuvasma koyulmus

ve Olgiim almmustir.

4.1.1. Morfolojik inceleme

Hazirlanan elektrotlarin morfolojik incelemeleri SEM ve FT-IR ile yapilmstir.

Elektrotlarin karsilagtirmali SEM ve FT-IR goriintiileri ylizeyin homojen olarak basarili bir

sekilde kaplandigin1 gostermistir.

EHT = 15,00 kV
WD =10.0 mm ZoneMag= 345X Time 5:06:38 ﬁ WO =18.6 ram

100 pm EHT = 7.00kV Signal A = SE1 Date :1 Jan 2002

A B

Sekil 4-1(A)Modifiye edilmemis elektrod ylizeyi (B) Hidroksiapatit ile modifiye edilmis
elektrod ylizeyi
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2um EHT = 7.00 kV Signal A = SE1 Date :1 Jan 2002
WD =10.0 mm Zone Mag = 10.00 K X Time :5:09:17

Sekil 4-2 0.05M CuSO4*5H20+0.1M NaOH 1:5 oraninda

2 pm EHT = 7.00 kV Signal A = SE1 Date :1 Jan 2002
WD =10.0 mm Zone Mag = 10.00 K X Time :5:13:01

Sekil 4-3 PU+ 0.05M CuSO4*5H20+0.1M NaOH 1:3 oraninda
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4.1.2. FT-IR incelemeleri

Tez kapsaminda farkli yontem ve malzemelerin kullanilmasiyla hazirlanan/modifiye
edilen Kalem Grafit Elektrodlarin (PGE) yiizeylerinde yapilan iglemler sonucu meydana
gelen degisiklikler, bir baska deyimle elektrod yiizeylerinin kimyasal yapilar1t FTIR-ATR
sektrometresi (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak incelenmistir. Bu kapsamda
modifiye edilmemis elektrod, breath figlire yontemi ile modifiye edilen elektrod ve
hidroksiapatit (HAP) ile modifiye edilen elektrod numunelerinin yiizey 6zellikleri FTIR-
ATR ile analiz edilmistir. Bu calismalardan elde edilen FTIR spektrumlar asagida
sunulmus ve elde edilen karakteristik pikler literatiirde yer alan benzer caligsmalar ile
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Yapilan ilk caligmalarda tez kapsaminda kullanilan ve herhangi bir sekilde modifiye
edilmemis elektrodlarin FTIR analizlerinde Sekil 4.4 ‘de sunulan spektrum elde edilmis ve
spektrumdan da goriilebildigi gibi 2960 cm-1 CH2=CH2, 1259 cm-1 C-O, 1015 cm-1 C-O
ve 788 cm-1 ise C=C baglarinmi temsil etmektedir. Burada belirlenen karakteristik piklerin

literatiirde yer alan 6rnekler ile olabildigince uyum igerisinde oldugu belirlenmistir [75].

106€*bos
1045
1025
1005

98-

%T

96-

94-

92-
90-

88-

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4-4 Modifiye edilmemis kalem grafit elektrodun yiizey FTIR spekturumu

Tez caligmalarinin elektrodlarin modifiye edildigi boliimde ilk olarak poliiiretan

polimerinin kullanilmast ve breath figlire yontemi ile mikro-nano go6zeneklerin
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olusturulmas1 ve boylelikle ylizey alinan arttirllmasinin hedeflendigi c¢aligmalarda elde
edilen modifiye elektrodlarin FTIR-ATR spektrumlarinda 2960 cm-1 CH, 1260 cm-1 ve
1106 cm-1 CN ile 1038 cm-1 C-O-C baglarinin mevcut oldugu anlasilmistir. Burada elde
edilen degerler/karakteristik piklerin literatiirde yapilan ve poliiiretan polimerine ait olan
piklerle benzerlik gosterdigi ve bu nedenle de grafit elektrodlarin basarili bir sekilde

poliiiretan ile modifiye edildigi sonucuna varilmistir [76].

104+
1031
1021

1011

%T

921

911

...................................

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4-5 Politiretan kullanilarak Breath Figure yontemi ile modifiye edilen pencil grafit
elektrodun FTIR-ATR spektrumu.

Bu boliimde yapilan son incelemelerde hidroksi apatit ile modifiye edilen grafit
elektrodlar ile yapilan FTIR-ATR analizlerinden elde edilen FTIR-ATR spektrumu Sekil
4.6°da sunulmustur. HAP ile modifiye edilen elektrodlarin yilizey analizinde 6zellikle
1550-1590 cm-1 dolayinda c¢ikan piklerin karbonat iyonlarini yansittigi, 1100 cm-1
dolayindaki piklerin fosfat iyonlarinin ve 820 cm-1 dolayinda hidrojen fosfat iyonlarinin

varlig1 ongorilmiistir [77].
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Sekil 4-6 HAP ile modifiye edilmis pencil grafit elektrodun FTIR-ATR spektrumu

4.2. Elektrokimyasal Analiz Sonug¢lar:

4.2.1. Doniisiimlii voltametri analiz sonuclari

Bakir oksit biriktirilmis kalem ucu elektrotlar, nefes figiirii ile yapilan kalem ucu
elektrotlar ve hidroksiapatit biriktirilmis kalem ucu elektrotlarin karakterizasyonu
dontigiimlii voltametri (CV) yontemi ile gergeklestirilmistir. 5 mM Fe(CN)gg/ —* cozeltisi
igerisinde modifiye edilmemis kalem grafit, 5 dakika boyunca 0.05M CuSO4*5H20+0.1M
NaOH ve 0.05M CuSO4*5H20+0.5M NaOH c¢ozeltisinde bekletilmis ve kalem grafit
elektrotlarin dontisiimlii voltametrik davranislari grafiklerden incelenmistir.

Hazirlamis oldugumuz ¢ozeltilerin miktar1 elektrokimyasal sinyallerimizin iyi sonug
vermesi agisindan onemli parametredir. Farkli derisimlerde (0.05M CuSO4*5H20 +0.1M
NaOH 1:5, 0.05M CuSO4*5H20 +0.5M NaOH 1:1) hazirlamis oldugumuz ¢dzeltilerinin
icerisine kalem grafit elektrotlar daldirilarak 5 dakika boyunca bekletilmis ve bu

elektrotlarim 5 mM Fe(CN)g3/ —* ¢oOzeltisi igerisinde -0.5 ile +0.8 arasinda alinan
dontistimli voltametrik davranislar grafiklerimizden incelenmistir. En iyi sonug veren en
yiiksek pik akimi 0.05M CuSO4*5H20 +0.1M NaOH 1:5 ¢ozeltisine daldirilarak modifiye
edilen kalem grafit elektrotlar ile elde edilmistir. 0.05M CuSO4*5H20 +0.1M NaOH 1:5
derisiminde hazirlanan ¢ozeltimizin elektrot cevabi artmistir. 0.05M CuSO4*5H20 +0.1M
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NaOH 1:5 ¢ozeltisi pik akimi incelenen diger elektrotlara gore daha fazla cikmustir.
Grafigimiz birbirine daha ¢ok yaklagmistir.

Current/mA

L LI T L v v LI T T T v 1 T T 1 v v T 7
-04 -0.2 0.0 0.2 04 0.6

Potential/V

Sekil 4-7 Eskenar dortgen modifiye edilmemis kalem ucu elektrotu, tiggen 0.05M
CuSO4*5H20 +0.5M NaOH 1:1 ¢ozeltisini, kare 0.05M CuSO4*5H20 +0.1M NaOH 1:5
¢Ozeltisini temsil etmektedir.

0.05M CuSO4*5H20 +0.1M NaOH 1:5, 0.05M CuSO4*5H20 +0.5M NaOH 1:1

cozeltilerinde modifiye edilmis kalem ucu grafit elektrotlarimizin 5 mM Fe(CN)gg/ —*

cozeltisi icerisindeki doniigiimlii voltametrik davraniglart gosterilmistir. CV  dlgliim

degerlerimiz -0.5 V ile +0.8 V arasinda 1V/s tarama hizinda alinmistir.

4.2.1.1. Nefes figiirii ile modifive edilmis elektrotlarin analizi

Nefes figiirii ile kullanilan ¢ozelti miktarlarinin degisimi incelenmistir. Nefes figiiri
yontemi ile poliiiretan ¢ozeltisi igerisine kalem grafit elektrotlar 5 dakika daldirilmistir. Bu
yontemde %75 bagil nem saglanmistir. Ayni yontem ile sabit poliiiretan ¢ozeltisine farkl
derisimlerde (0.05M CuSO4*5H20 +0.1M NaOH 1:3 ve 0.05M CuSO4*5H20 +0.5M

NaOH 1:1) hazirlanan ¢ozeltilerinin igerisine poliiiretanli  kalem grafit elektrotlar

daldirilarak 5 dakika boyunca bekletilmis ve bu elektrotlarin 5 mM Fe(CN)g3/ — ¢Ozeltisi
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icerisinde -0.5V ile +0.8V arasinda donilistimlii voltametrik davranigi1 grafikten
incelenmigtir. Nefes figiirii yontemi ile kalem elektrot {izerinde daha fazla gozenek
olusturmay1 hedeflemistik. Asagidaki grafiktende anlasildig1 gibi tam olarak istedigimiz
sonuca erisemedik. En 1yi sonug¢ veren pik akimi modifiye edilmemis kalem ucu grafit
elektrot olarak elde edilmistir. En yiiksek pik akimmin modifiye edilmemis elektrot olarak

¢itkmasi kullandigimiz yontemin olumlu sonug¢ vermedigini agiklamaktadir.

Current/mA

— —— T
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Potential/Vv

Sekil 4-8 Eskenar dortgen modifiye edilmemis kalem ucu elektrotu, tiggen 0.05M
CuSO4*5H20 +0.5M NaOH 1:1 ¢ozeltisini, kare 0.05M CuSO4*5H20 +0.1M NaOH 1:3
¢Ozeltisini temsil etmektedir.

0.05M CuSO4*5H20 +0.1M NaOH 1:3, 0.05M CuSO4*5H20 +0.5M NaOH 1:1

cozeltilerinde modifiye edilen kalem ucu grafit elektrotlarin 5 mM Fe(CN)g3/ — cozeltisi

icerisindeki doniistimlii voltametrik davranislar1 gosterilmistir. CV 6lgiim degerlerimiz -0.5

Vile +0.8 V arasinda 1V/s tarama hizinda alinmistir.

4.2.1.2. HAP birikimi ile modifive edilmis elektrotlarin analizi

HAP biriktirme yontemi ile kullanilan ¢ozelti miktarlarinin degisimi incelenmistir
HAP biriktirme yontemi ile CaClz ve (NH4)2HPO4 c¢o6zeltileri igerisine kalem grafit
elektrotlar siras1 ile 5 dakika daldirilmistir. Daha sonra HAP igerisinde bekletilen
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elektrotlar farkli derisimlerde (0.05M CuSO4*5H20+0.3M NaOH 1:5 ve 0.05M
CuSO04*5H20 +0.5M NaOH 1:5) hazirlanan ¢ozeltilerinin igerisine daldirilarak 5 dakika

boyunca bekletilmis ve bu elektrotlarin 5 mM Fe(CN)gg/ — ¢oOzeltisi igerisinde -0.5V ile
+0.8V arasinda doniisiimlii voltametrik davranigi grafiklerden incelenmistir. HAP yontemi
ile kalem grafit elektrot iizerinde daha fazla gozenek olusturmay1 hedefledik. Grafigi
inceledigimizde tam olarak istedigimiz sonuca erismis olduk. En iyi sonu¢ veren pik
akimlar1 0.05M CuSO4*5H20 +0.3M NaOH 1:5 ¢ozeltisine daldirilarak modifiye edilen
kalem ucu grafit elektrotlar ile elde edilmistir. 0.05M CuSO4*5H20 +0.3M NaOH 1:5
derisimine  kadar hazirlanan  ¢Ozeltimizin  elektrot cevabt  artmistir.  0.5M
CuS0O4*5H20+0.3M NaOH 1:5 ¢ozeltisi pik akimi incelenen diger elektrotlara gore daha
fazla ¢ikmistir. Grafigimiz birbirine daha ¢ok yaklagmistir.

Current/mA

T T T T T T
-04 -0.2 0.0 0.2 04 0.6

Potential/Vv

Sekil 4-9 Eskenar dortgen modifiye edilmemis kalem ucu elektrotu, iiggen 0.05M
CuS0O4*5H20 +0.5M NaOH 1:5 ¢ozeltisini, kare 0.05SM CuSO4*5SH20 +0.3M NaOH 1:5
¢Ozeltisini temsil etmektedir.

0.05M CuSO4*5H20 +0.3M NaOH 1:5, 0.05M CuSO4*5H20 +0.5M NaOH 1:5

modifiye edilen kalem ucu grafit elektrotlarin 5 mM Fe(CN)g3/ —* cozeltisi icerisindeki
dontigiimlii voltametrik davraniglar gosterilmistir. CV 6l¢lim degerlerimiz -0.5 V ile +0.8

V arasinda 1V/s tarama hizinda alinmistir.
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4.3. Elektrokimyasal Yontemle Kafein Tayini

4.3.1. CV ile kafein tayini

Kafein, bir tersiyer amin grubu ve azot atomuna bir karboksil grubunun bagli oldugu
bir amid grubu icermektedir (Sekil 4.10). Bu gruplara ek olarak imin karboksil, metil ve
alken gruplarimi da yapisinda bulundurmaktadir. Karbon-oksijen ve karbon-azot kovalent
baglar1 kafeinin oldukg¢a polar yapmaktadir. Kafeinin molekiiler dipoliinii yaratan pozitif
ve negatif kisimlar diger zit ylkli gruplara molekiil ic¢i etkilesimlerle giiglii afinite
gostermesine neden olmaktadir. Ornegin, elektrot modifikasyonunda yer alan Cu
atomlarina. Kafeinin 3 azot atomunun (N1, N3, ve N7) metillenmesiyle kafein azot atomu
(N9) ve karbonil oksijen atomlariyla (O2 ve O6) hidrojen bag alicisi olarak davranir [79].

Kafeinin elektrokatalitik oksidasyonunda Cu'/Cu' redoks ciftinin etkili olup
olmadigimi belirleyebilmek i¢in modifiye edilmis elektrot ve modifiye edilmemis
elektrodun kafeine olan elektrokimyasal cevabi incelenmistir. Sekil 4.11°de 0,5 mM kafein
iceren fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde HAP ve 0,05 M CuSO4 + 0,3 M NaOH 1:3 ile
modifiye edilmis kalem grafit elektrot ve modifiye edilmemis ciplak elektroda ait
dontistimlii voltamogramlar verilmistir. Buna gore, modifiye elektrot kafein i¢in 1,35 V’ta
oksidasyon akimi vererek olduk¢a belirgin bir oksidasyon dalgasi olusturmustur. Elde
ettigimiz bu sonug literatiirdeki sonuglarla uyumludur [80]. Ciplak elektrotla
kiyaslandiginda, kafeinin elektrokimyasal oksidasyonunda elektrot modifikasyonunda yer
alan Cu metalinin rol aldig1 sOylenebilmektedir. Kafeinin oksidasyonu toplamda dort
elektron (4e") ve 4 dort protonlu (4H") oksidatif bir yol igermektedir. Ilk adimda, iirik asidi
vermek tizere C-8 ila N-9 baginin 2e, 2H" monoelektronik oksidasyonu gergeklesir.
Devaminda, kafeinin monoelektronik oksidasyonunda olusan radikal katyon hizli bir
sekilde {irik asidin 4,5-diol analoglarina 2e”, 2H* oksidasyonu ile parcalanmasidir [80].
Kafeinin birinci oksidasyonunu takiben gerceklesen kimyasal reaksiyonlar kafeinin sulu

ortamdaki anodik siirecinin geri doniisiimsiiz olmasina sebep olur [81].
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CH;

Sekil 4-10 Kafeinin kimyasal yapis1

Current/mA

B HAP-0.05 MCuS04+0.3 MNaOH_1:3
unmodified electrode

7 T T T
0.0 0.5 1.0 1.5
Potential/V

Sekil 4-11 Modifiye edilmis ve edilmemis kalem grafit elektrotlarin 0,5 mM kafein i¢eren
fosfat tampon ¢ozeltisinde Ag/AgCl referans elektroda kars1 6lgiilen doniisiimlii
voltamogramlari. (Tarama hizi: 0,05 V s-1)

4.3.2. DPV ile kafein tayini

DPV teknigi, yliksek duyarliligi nedeniyle diisiik konsantrasyonlu analitlerin
saptanmasi i¢in siklikla kullanilmaktadir. Sekil 4.12, HAP ve 0,05 M CuSO4 + 0,3 M
NaOH 1:5 ile modifiye edilmis kalem grafit elektrotlar ile fosfat tampon ¢ozeltisi
icerisinde kafeinin artan derisiminin diferansiyel puls voltametrisi ile analizine ait
voltamogramlar verilmistir. Voltamogramlar incelendiginde, kafeine ait pik akiminin
kafeinin artan derisimi ile birlikte dogrusal olarak arttig1 goriilmektedir. Kafeinin
oksidasyon pik akiminin derisime karsi grafigi incelendiginde (Sekil 4.13) karelasyon
katsayist 0,9883 olarak hesaplanmistir. Bu deger kafein derisimi ile oksidasyon pik
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akiminin dogrusal olarak arttigini gostermektedir. Gelistirilen modifiye uglarla kafeinin
elektrokimyasal olarak tesbit siir1 (limit of detection, LOD) 4,186 uM (S/N = 3,3) ve
Olctim sinir1 (limit of quantification, LOQ) 12,685 uM (S/N = 10) olarak hesaplanmustir.
Kargilastirma yapilacak Tez caligmalari kapsaminda gelistirilen modifiye kalem
grafit elektrotlar diger ¢aligmalarla karsilagtirildiginda daha iyi hassasiyet ve genis bir
dogrusal aralikta 6l¢iim sagladigi tesbit edilmistir. Ayrica, sunulan modifiye elektrodun

modifikasyonun oldukga basit olmas1 baska bir tistlinliigtidiir.

0.124

B gumcaF

B 5 0 cAF
10 ul CAF
15 uM CAF
B 20 uM CAF
25 UM CAF
30 uM CAF
35 ul CAF
40 uM CAF
45 UM CAF

1 50 uM CAF
B 55,0 CAF
60 uM CAF

Current/mA

1.00 110 1.20 1.30 140

Potential/V

Sekil 4-12 HAP ve 0,05 M CuSO4 + 0,3 M NaOH 1:5 ile modifiye edilmis kalem grafit
elektrot ile 0.2 M fosfat tampon (pH 7,4) ¢ozeltisi igerisinde kafeinin artan derisiminlerinin
(5-60 uM)diferansiyel puls voltamogramlari. Her bir kafein eklemesi 5 uM’dir.
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1(mA)

0,06

0,05

0,04

0,03

0,02

0,01

-0,01

y = 0,0009x - 0,0047
R? = 0,9883 .

0,0

30,0 40,0
Kafein Derigimi (uM)

10,0 20,0 50,0 60,0

Sekil 4-13 Kafein artan derisiminin 6l¢iilen pik akimina kars1 grafigi.
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5. SONUC

Sunulan tez kapsaminda; dogrudan uyusturucu madde test/analizlerinde kullanilmak
lizere voltametrik Olgiim esashi bir elektroanalitik sistemin bilesenlerinden olan kalem
grafit elektrodun (pencil grafit electrode, PGE) degisik yontemler ile modifiye edilmesi ve
bu amagla kullanilabilirliginin 6l¢iilmesi amaglanmistir.

Bu amagla, ilk yontemde PGE’larin yiizeyi ince bir polimerik film ile kaplanmis
breath figlire yontemi ile mikro/nano kuyucuklar olusturulmus ve diger yontemde de
PGE’larin iizerine hidrosiapatit (HAP) kristallerinin ¢oktiiriilmesi ile mikro/nano tepecikler
olusturulmustur.

PGE’larin yiizeylerinde gergeklestirilen bu modifikasyon islemlerine elektrod
yiizeylerinin bazik ortamda bakir oksitler ile dekore edilmesi seklinde devam edilmistir.
Bunun i¢in PGE’lar bakir siilfat ile isleme sokularak s6z konusu mikro/nano platformlarin
bazik ortamda bakir oksitler seklinde elektrod yiizeylerinde ¢oktiirtilmesi saglanmaistir.
Elde edilen modifiye elektrodlar SEM ile morfolojik olarak degerlendirilmis; breath figiire
yontemi ile hedeflenen mikro/nano goézeneklerin olusturuldugu ancak yeterli diizeyde
gozenek elde edilemediginden yiizeye katkilanan bakir oksitlerin yeterli iletkenlik
kazandirmadig1 ortaya ¢ikmistir. Bir diger yontem ile HAP kristallerinin olusturuldugu
yiizeylerde ise iletkenlik dl¢iimlerinde kaydadeger bir artis gdzlemlenmistir.

Ote yandan modifiye edilen PGE’larin yiizeyleri FTIR-ATR sistemi ile kimyasal
yonden karakterize edilmistir. Elde edilen bulgulara gore 6zellikle modifiye elektrodlarin
gelistirilmesinde kullanilan poliiiretan, kalsiyum vb malzeme ve maddelere ait spesifik
piklerin varligi ve bunlarin literatiirde yer alan dalga sayilar1 arasinda yapilan
karsilastirmalar ile gerekli dogrulamalar yapilmstir.

Calismalarin elektroanalitik karakterizasyon boliimiinde; herhangi bir isleme tabi
tutulmamis olan PGE’lar ile degisik yontemler ile degisik kosullarda gerceklestirilen
modifikasyonlar ile gelistirilen PGE’larin doniisiimli voltametri (Cyclic voltametry)
yardimiyla karakterize edilmistir. Bu ¢alismalarda 0,05 M CuS04.5H20 ve 0.5M NaOH
1/1, 1/3 ve 1/5 oranlarinda kullanilmis ve optimum perfomansin elde edildigi elektrodlar
(1/5 oraninin kullanildig1 6rnekler) ile uygulama asamasina gecilmistir.

Calismanin uygulama asamasinda HAP kristallerinin olusturuldugu PEG’lar
kullanilmistir. Bu c¢aligmalarda model uyusturucu/bagimlilik yapan madde olarak kafein
ele alinmig ve fosfat tampon ¢ozeltisi yardimiyla farkli derisimlerde kafein g¢ozeltileri

hazirlanarak gelistirilen PGE’lar yardimiyla bir kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Daha
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sonra yapilan calismalar derisimi bilinmeyen 6rnekler kullanilarak kantitatif 6lgiimler ile
gelistirilen platformun etkinligi degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgulara gore HAP kristalleri ile modifiye edilen
ve sonrasinda bakir oksitler ile dekore edilen PEG’lar ile yapilan uygulamalarda kafein ile
ilgili olarak minimum tanimlanabilme sinir1 (limit of detection, LOD) 4,186 uM (S/N =
3,3) ve Olglim smir1 (limit of quantification, LOQ) ise 12,685 uM (S/N = 10) olarak
belirlenmistir.

Tez caligmalarinin son boliimiinde ise gercek Ornekler olarak halihazirda piyasada
mevcut olan poset ¢cay ve enerji igecekleri kullanilarak 6l¢iimler yapilmis ve bu 6rneklerin
tiretici firma tarafindan Ongoriilen kafein igeriklerine yakin degerler gelistirilen PEG’lar
yardimiyla Olgiilebilmistir. Burada elde edilen sonuglara gore; oOzellikle HAP
mikro/nanotepeciklerden olusan elektrod platformunun hedeflenen uyusturucu/bagimlilik

yapan madde tayininde umut verici oldugu anlasilmistir.
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