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ELEKTROT MODIiFiKASYONU ILE
FLUKONAZOL’ E DUYARLI
ELEKTROKIMYASAL SENSOR YAPIMI

OZET

Flukonazol, oral yoldan alinan bir triazol tiirevi olan antifungal ila¢ etken
maddesidir. Bu c¢alismada Flukonazol’ e (Fluk) duyarli, molekiiler baskilanmisg
polimer (MIP) ile kapli bir elektrot yapilmasi hedeflenmistir. Bu amacla 0,7 mm
kursun kalem ucu (PGE) calisma elektrodu olarak se¢ilmis duyarlilifini arttirmak
icin kimyasal ve elektrokimyasal metotlarla aktive edilmistir. Yalin PGE ve aktive
edilen PGE’ler 20 mM orto-fenilendiamin (0-PD) ve 5,70 mM Flukonazol varliginda
0,5 M H,S0O4 ¢ozeltisinde dontisiimlii voltametri (CV) teknigiyle (-0,4 V) ile (+1,3
V) araliginda 9, 18 ve 27 dongiiyle MIP'ler hazirlanmistir. Aktivasyon sonucunda
Potasyum Hekzasiyanoferrat(ll1) / Potasyum Ferrisiyaniir redoks ¢iftinin akim
degerleri artmis ve potansiyel degerleri arasindaki fark azalmistir CV dongi sayist
arttikca MIP’in elektriksel iletkenligi azalmistir. Her asama elektrokimyasal
empedans spektroskopisi (EIS) ile takip edilmistir. Etanol-HCI ortaminda aktive
edilmis 9 ve 18 dongii ile hazirlanmis MIP/PGE elektrotlarin analit konsantrasyona 1
x 1082 -1x 10° M araliginda dogrusal olarak duyarli oldugu belirlenmistir. BR
tamponunda farklt pH’ larda MIP performansi incelenmis ve pH= 6,0’da daha 1yi

performans gosterdigi kanaatine varilmustir.

Anahtar kelimeler: Flukonazol, orto-fenilendiamin, Elektrokimyasal Empedans
Spektroskopisi, PGE, MIP, Sensor,
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THE FABRICATION OF FLUCONAZOLE-SENSITIVE
ELECTROCHEMICAL SENSOR WITH ELECTRODE
MODIFICATION

SUMMARY

Fluconazole is an orally administered triazole derivative, an antifungal drug active
ingredient. This study aims to make an electrode sensitive to Fluconazole (Fluk) and
coated with a molecularly imprinted polymer (MIP). For this purpose, a 0.7 mm
pencil tip (PGE) was selected as the working electrode and activated by chemical and
electrochemical methods to increase its sensitivity. MIP electrodes were prepared by
bare PGE and activated PGEs in the presence of 20 mM ortho-phenylenediamine (o-
PD) and 5.70 mM Fluconazole in a 0.5 M H,SO;, solution. Deposition of MIPs was
conducted 9, 18, and 27 cycles in the range of (-0.4 V) to (+1.3V) volts by cyclic
voltammetry (CV) technique. The activation of the PGE electrode results in an
anodic-cathodic peak separation decrease and an increase in the peak current of the
standard redox couple. As the number of CV cycles increased, the electrical
conductivity of MIP decreased. Each step was followed by electrochemical
impedance spectroscopy (EIS). Activated in ethanol-HCI medium and MIP
electrodes prepared with 9 and 18 cycles were linearly sensitive to the analyte
concentration in the range of 1x10™-1x10° M. MIP performance in BR buffer at

different pH was investigated. It was concluded that it performed better at pH=6.0.

Keywords: Fluconazole, orthophenylenediamine, Electrochemical Impedance
Spectroscopy, PGE, MIP, Sensor,

Xii






BOLUM 1. GIRiS

IUPAC adi 2- (2,4-Diflorofenil) -1,3- bis (1 H -1,2,4-triazol-1-il) propan-2-ol olan
bilesigin yaygin ad1 Flukonazoldur. Flukonazol, oral yoldan alinan bistriazole igeren
bir antifungal ajandir [1]. Candida mantarlarinin sebep oldugu cilt mantar
hastaliklarinin yaninda immiin yetmezligi olan hastalarda (AIDS) yiizeysel ve
sistemik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Triazol fonksiyonel grubuna
sahip bilesikler AIDS gibi bagisiklik yetersizligi hastaliklarini tedavi etmek igin
yaygin olarak kullanilir [2,3]. Mantar hiicre zariin temel bilesenlerinden biri olan
ergosteroliin sentezini bloke ederek etki eder. Memeli hiicresi, Flukonazol
inhibisyonu i¢in ¢ok daha az duyarlidir. Genellikle, ilag seviyesinin izlenmesi gerekli
degil iken, bobrek yetmezligi veya diyalize giren hastalarda dnemli hale gelir [2,4].
Flukonazol yaygin olarak, organizma i¢inde serbest birakilmasini kolaylagtiran, 150
mg aktif farmasotik madde igeren kapsiiller seklinde ticarilestirilmistir [5]. Bazen
ila¢ i¢indeki yardimci maddeler, aktif farmasotik maddeye benzer kimyasal yapilara
sahip safsizliklar igerir [3]. Flukonazol, beyin-omurilik sivisi da dahil olmak tizere
siite ve biitiin viicut sivilarina geger. Siitte plazma konsantrasyonlarina ulasir [6,7].
Biitlin azoller gibi Flukonazol de hepatik CYP2C9 veya CYP3A4 izoenzimlerini
cesitli oranlarda inhibe eder. Bu izoenzimlerin substrati olarak islev goren, diger bir
deyisle bu enzimlerle metabolize olan ilaclar1 (6rn. amfoterisin B, antiasitler,
varfarin, karbamazepin, fenitoin, rifampin, vorikonazol vd.) Flukonazolle eszamanl
olarak kullanan hastalarda bu ilaglarin kan diizeyi yiikselir ve toksisite tehlikesi bas
gosterir [8]. Flukonazol” un QT araligini uzatan diger ilaglarla birlikte kullanim1 da
yakin izlem gerektirir. Idrar, kan, digk1, anne siitii, tiikiiriik, beyin omurilik sivis1 ve
g6z stvilar gibi klinik 6rneklerde Flukonazol (idrarda %90°1 ve diskida %10’ yakin
izlem gerektirir. Idrar, kan, diski, anne siitii, tiikiiriik, beyin omurilik sivis1 ve goz
stvilart  gibi klinik Orneklerde Flukonazol (idrarda %90°1 ve diskida %10’
degismeden kalmaktadir) [9,10] miktar1 gbéz oniinde tutuldugunda, bu matris

ortamlarinda Flukonazol” un degismemis formunun yiiksek hassasiyetle tayini dnem



arz etmektedir [11]. Hemodiyaliz ve periton diyaliziyle kandan uzaklastirilmasi

miimkiindiir [6].

Sekil 1.1. Flukonazol’un agik yapist

Sensor, Olciilebilir bir algilama sinyali iiretmek veya baska bir islemi kontrol etmek
icin fiziksel veya kimyasal bir uyarana tepki veren bir cihazdir [12]. Sensorler sayisiz
uygulamada kargimiza ¢ikar ve giinliik hayatimizin ayrilmaz bir pargasi haline
gelmistir. Iyon ve molekiil tantyan sensérler alaninda alman biiyiik ilerleme kemo-
ve biyosensorlerin gelismesine yol acmistir. Sensor kimyasal bilgiyi analitik olarak
kullanigh bir sinyale doniisen ve bilgi veren bir cihazdir. Bu bilgi analitin kimyasal
reaksiyonundan veya arastirilan sistemin fiziksel bir 6zelliginden kaynaklanabilir

[13].

Molekiiler baskilama, sensorlere uygulanan simirlamalarin ¢ogunun {istesinden
gelmenin  umut verici bir yoludur. Molekiiler baskili polimerler (MIP)
kemosensorlerde molekiiler tanima islemlerinde kullanildig1 gibi kromatografik ve
kat1 fazli mikro ekstraksiyon (SPME) ayirmalart i¢in uygun malzemelerdir. MIP
bazli materyallerin uygulamalar1 arasinda herbisitlerin, pestisitler, kimyasal silah

olarak kullanilan maddeler, cevresel Kkirleticiler, antibiyotikler vb. tespiti ve



miktariin belirlenmesi yer almaktadir [12, 14-18]. MIP olusumunun arkasindaki
ilham, tek bir sablonu ¢evreleyen tanimak istenen molekiiler sitelere sahip malzeme
eldesidir. Diger bir degisle analit molekiil ve onu ¢evreleyen bir polimer veya daha
genel olarak sentetik bir katidan olusan bir sistem tasarlamay1 icerir [19]. Boylece
sablon kaynakli bir in situ algilama materyalinde tanima sitelerinin olusumu saglanir.
Sablon molekiiller malzemeyi molekiiler seviyede baskilar daha sonra yapidan
uzaklagtirilan sablon molekiilleri geride molekiiliin boyutu ve sekliyle orantili bir site
(bosluk) birakir. Analitin giiglii ve secici bir sekilde yakalanmasini bu bosluklar
saglar. MIP malzemeleri, biyolojik sistemler veya biyomolekiiller ile kiyaslandiginda

sert ¢evre kosullar1 altinda, MIP reseptorlerinin kararliligi daha iistiindiir [17]. Sekil
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Sekil 1.2. Molekiiler baskili polimerler hazirlamanin adimlari

Genel olarak, MIP sentezi icin termal ve fotopolimerizasyon gibi polimerizasyon
yontemlerin yaninda elektrokimyasal metotlar da siklikla kullanilmaktadir [20].
Polimerizasyonun elektrokimyasal yolla gerceklestirilmesi ilk 1949’ da rapor
edilmistir [21]. Ote yandan, elektrot yiizeylerinde organik maddelerin elektrolizinin
bir sonucu olarak pasif filmlerin biiyiime olasiligi uzun zamandir bildirilen bir
olaydir. Organik elektroaktif tiirlerin diisiik konsantrasyonlarda calisilmasi bu
dezavantaji Onler, polimerizasyon ise gozlemlenen olaydan sorumlu kimyasal
reaksiyon olarak karsimiza ¢ikmasi genel bir gézlemdir [22]. Elektrosentez yoluyla
iletken polimer olusturma olasiliginin kesfi, malzeme kimyasi arastirmalarinda bir
kilometre tagmni temsil etmistir. Iletken polimerlerin sentezi 2000 yilinda Heeger,
McDiarmid ve Shirakawa’ ya Nobel Odiilii'nii kazandirmistir [22]. Elektrokimyasal

polimerizasyon, bir ¢ozelti i¢cinde bir monomer elektrot oksidasyonuna veya



indirgemesine tabi tutulan bir siirectir ve sonug olarak ¢éziinmez bir faz veya elektrot

filmi olarak bir polimerik malzeme elde edilir. [22].

Farkli tanima mekanizmalar1 sayesinde, sablonun tamamlayici bosluklardan
¢ikarilmasi i¢in "evrensel prosediir” yoktur. Cikarma igin, tipik olarak bir dizi ¢oziicii
veya deterjan test edilmektedir. Sablon ¢ikarilirken ¢oziiclinlin bosluk sekillerine

zarar verebilecegi konusunda her zaman dikkatli olunmasi gerekir [20].

Flukonazol ilag etken maddesinin viicuttaki etki mekanizmasi g6z Oniinde
bulundugunda bu maddenin analizi ve tayin edilmesi onem kazanmaktadir. Bu
caligmada Flukonazol tayini igin elektrokimyasal MIP sensor yapimi hedeflenmistir.
Bu se¢imdeki asil amag literatiirde hali hazir tayin limitlerinden daha diisiik
derisimlerde tayin etmektir. Bu amagla kursun kalem uglar1 ¢alisma elektrotu olarak
secilmis, bu kalem uglart sensor i¢in daha aktif hale getirildikten sonra {izerlerine
polimer filmleri Flukonazol’ 1ii ortamda kaplanarak MIP haline getirilmeye
calisilmustir. Elde edilen MIP’ lerin performans: farkli tampon ortamlarinda ve farkl

pH’ larda degerlendirilmeye ¢aligilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Poli-o-fenilendiamin’in Kimyasal Sentezi

o-fenilendiamin’den (0-PD) poli-o-fenilendiamin (P-0-PD) sentezi igin bir g¢ok
yontem mevcuttur. Sekil 2.1 de 0-PD monomerinin farkli ortamlarda

polimerlesmesine ait mekanizma verilmistir [23].
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Sekil 2.1. orto-fenilendiaminden olusan farkli polimer yapilari

Kimyasal polimerizasyon yontemiyle farkli pH’ larda o-PD’ den, P-0-PD
sentezlemek i¢in oksitleyici ajan Ozelligi tasiyan amonyum persiilfat (APS)
kullanilarak polimerin iletkenliginin yapis1 ve 6zelligi aragtirilmistir. Yapisal analiz
ile kuvvetli asidik ortamlarda (pH<2) merdiven tipi polimer olusurken, pH= 2 ve

listli ortamlarda acik halka tipi polianilin yapisinin amin tiirevi olustugu sonucuna



vartlmistir [23]. Ancak, merdiven tipi dimer veya oligomer pH= 4 veya 6' da
olusturulmustur. —NH; gibi serbest uclu fonksiyonellerin varliginda sentezlenen agik
halkali polimerlerin, ayn1 zamanda DMSO ve DMF gibi organik coziiciilerde iyi
¢Ozilindiigli sonucuna da varilmistir. Doplama islemi 20 mM 0-PD’nin oldugu
amonyum persiilfat ortaminda pH’nin HCI ile ayarlanmasiyla gergeklestirilmistir ve
film olugmasi i¢in 10 saat beklenmistir. HCI i¢inde doplanan, merdiven polimeri igin
ortalama iletkenlik 1.7 x 107 S/cm iken, aym sartlarda acik halka polimeri icin
iletkenlik 8.8 x 10° S/cm olarak 8liilmiistiir [23].

2.2. Poli-o-fenilendiamin’in Elektrokimyasal Sentezi

P-0-PD’ nin elektrokimyasal sentezi de yapilabilmektedir. H,O; icin MIP sensorii
gelistirilen calismada [24], P-0-PD CV metodu ile camsi karbon elektrot (GCE)
tizerinde sentezlenmistir. 0-PD igeren pH= 4,2 asetat tamponunda 50 mV/s tarama
hizinda (-0,4 V) — (+1,0 V) arasinda 30 dongii alinarak sentezlenmistir ve 0,03 uM
peroksit tayini yapilabilmistir.

Polimerlesmeye ait CV voltamogramlari incelendiginde, +0,54 V (O;) ve +0,81 V
(O,) da iki ayr1 anodik pik ele ge¢mistir. O; piki tek degerlikli katyon radikalleri
olugturmak i¢in 0-PD' nin oksidasyonunu temsil eder. O, ise GC yiizeyindeki tek
degerli katyon radikalleri tarafindan iiretilmis iki degerlikli katyon radikallerinin,
daha fazla polimerize olan P-0-PD filminin dogrusal zincir yapisini olugturmasini
temsil eder. Ayrica bu polimer pikinin tersinmez oldugu da anlasilmustir. ikinci
anodik taramada, O;’e ait pik akimi azalmistir bu durum P-0-PD’ nin hizlica
olusumunu ve 0-PD monomerlerinin elektrot ylizeyine difiizyonunu engelledigi
anlamina gelmektedir. Ikinci taramada -0,25 V’ da (O3) karsimiza cikan pik ise P-0-
PD filminin kendisinin aktif sitelerinden kaynaklidir. -0,36 V’ da ortaya g¢ikan

indirgenme piki ise P-0-PD filminin tersinir pikidir.

P-0-PD filmi bir bagka ¢alismada ise H,SO4 ortami farkli pH’ larda altin elektrot

tizerinde CV ile sarilarak kaplanmistir ve onerilen reaksiyon mekanizmasi Sekil 2.2’



de verilmistir [25]. pH’ nin artmasiyla, P-0-PD filminin anodik ve katodik pikleri

negatif bolgeye kaymis ve redoks aktivitesi biiyiik dl¢lide azalmigtir.

P-0-PD nano tiipleri Por6z aliiminyum membran {izerinde monomerin
polimerizasyonu calisildiginda elde edilmistir. 0,5 M H,SO, ortaminda CV ile (-0,2
V) — (+1,2 V) araliginda sentezlenmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda P-0-PD
nanotiiplerin elektrokimyasal 6zellikleri, monomer konsantrasyonundan biiyiik

oOl¢iide etkilendigi kanaatine varilmistir [26].

(A) i "
NH NH Ny
:@: | -2nH" -20e — & ||| Yar-Viikseltgenmis
H NH ] H N

Indirgenmis 2nH* -2n¢” l (8)

Y R Tam-Yiikseltgenmis
= o
N

Sekil 2.2. Kuvvetli asit ortaminda 0-PD’ nin elektrokimyasal polimerlesmesi

2.3. Poli-o-fenilendiamin Tabanhh MIP Sensorleri

0-PD’ den hazirlanan bir homopolimer olan P-0-PD, elektrosentezlenmis MIP” in ilk
basarili 6rnegidir [27]. Bundan sonra, literatiirde ortaya ¢ikan tipik olarak sablonun
elektrokimyasal ve piezoelektrik tespiti elektrokimyasal baski uygulamalarini
bildiren ¢ok sayida g¢alisma yapilmistir [28,29]. Bu trend son yillarda biiyiimeye
devam etti ve elde edilen polimerin iletken olmayan dogas1 geregi, kendini sinirlayan
birikim nedeniyle birka¢ nanometre kalinlikla birlikte elektrot lizerine ¢oktiiriilmesi
sonlanmaktadir. Elektro-polimerin sulu ¢ozeltilerde kolay bir sekilde hazirlanmasi
ayri bir avantaj olusturmaktadir (tipik olarak, pH = 5,2' de asetat tamponda
potansiyodinamik olarak gergeklestirilir). Bu ilging 6zellikler, P-0-PD’ i
elektrokimyasal baskilama i¢in elektroinaktif hedeflerden benzofenon [30] 4-
aminobiitrik asit [31], glikoz ve friiktoz [32], furosemid [33], izokarbofos [34],

calismalar1 i¢in cekici bir aday haline getirmistir. Bu durumlarda, analitin MIP



polimerine se¢imli olarak baglanmasi ve modifikasyonunun degerlendirilmesi sablon
molekiil (analit) ile MIP (elektrot {izerinde sentezlenen iletken polimer) etkilesimi
dolayli yontemle hekzasiyanoferrat(ll) / hekzasiyanoferrat(IIl) redoks giftinin
sinyalleri degerlendirilerek yapilir. Pek ¢ok calismada redoks ¢iftinin
elektrokimyasal yanitit DPV, SWV ve CV teknikleri kullanilarak degerlendirilmistir.
Ayni prensibe dayanarak, elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), MIP kapl
elektrotlarin arayiiz 6zelliklerini incelemek icin etkili bir ara¢ olarak da onerilmistir
[35,36]. EIS spektrumu, elektrot yiizeyindeki redoks probunun yiik transfer kinetigi
ile ilgili olan yiik transfer direnci hakkinda bilgi saglar ve bdylece molekiiler
baskilama yapilmis iletken polimerden (MIP elektrot) analit salinmasi (eluasyon) ve
eluasyon islemi tamamlanmis MIP elektrota (elue-MIP elektrot) analitin tekrar

baglanmasi (inkiibasyon) adimlar1 hakkinda bilgi edinilebilmektedir.

Wang ve arkadaslarin (2014)’ de [37] P-0-PD tabanl film ile yapilan bir sensor ile
glukoz ve frikktoz tayini ger¢eklestirmislerdir. P-0-PD sentezini GCE {izerinde pH=
4,8 asetat tamponunda 50 mV/s tarama hizinda (-0,4 V) — (+1,0 V) arasinda 25 CV
dongiisiiyle gergeklestirmislerdir. Bu islem sirasinda 0-PD’ ye ait yiikseltgenme
piklerinin tersinmez oldugunu ve dongii sayisiyla birlikte bu pik akimlarinin
azaldiginmi gozlemlemislerdir. Ayrica 25. dongiide bu pik en diisiik akima ulastigi ve
bu durumda elektrot yiizeyinde iletken olmayan film meydana geldigi anlamini

tasidig1 kanaatine varilmustir [38].

Bagka bir calismada [39] bir alkaloid ve ilag olan Brucine yine P-0-PD tabanli GCE
elektrot ile elektrokimyasal tayin edilmistir. Yapilan bu ¢alismada PBS, ABS ve
H2SO, ortamlarinda polimer kaplanmis ve en uygun olarak 0,1 M H;SO4 ortami
secilmistir. Ayrica MIP polimeri 50 mV/s hizda (0.0 V) — (+ 0,7 V) araliginda
5,10,15 ve 20 CV dongiisii ile sentezlenmis ve en 1yi elektrokimyasal cevab1 10 CV
dongiisii  sonucu verdigini gozlemlemislerdir. Ayrica P-0-PD elektrosentezi
esnasinda, Brucine ile 0-PD’ nin etkilesime girdigi, fenil gruplarimin =#-m tersinir
etkilesimine girdigi ve nitrojen hetero atomlariyla hidrojen bagi yaptigim1 One

stirmiiglerdir [39,40].



Shekarchizadeh ve arkadaglar1 (2013) [41], siikroz tayini ig¢in P-0-PD tabanli bir MIP
elektrot gelistirmislerdir. GCE {izerinde, 50 mV/s tarama hizinda (-0,4 V) — (+ 1,0 V)
araliginda 25 CV dongiisii ile P-0-PD filmi sentezlemislerdir. Siikrozdaki hidroksi
grubundaki oksijen ile 0-PD’ de amin grubundaki hidrojenlerin H-bag1 yaptigini ve
bu baglanmanin da MIP iginde 6zel ve karakteristik bosluklar olusturdugunu 6ne

stirmislerdir.

Bottari ve arkadaslar1 (2020) [42], bir antibiyotik tiirii olan nafcilinin grafit yilizey
baskili elektrot lizerinde MIP ile belirlenmesi ¢alismasinda 0,1 M H,;SO, iginde 1
MM 0-PD hazirlamis ve CV ile 100 mV/s hizda (- 0,8 V) — (+ 0,6 V) arasinda 3, 5 ve
7 dongli almiglardir. +0,3 V’ da azalan piki radikal katyonlardan dolayir olusan
monomerin tersinmez oksidasyonu olarak yorumlarken, (-0,4 V) ve (-0,5 V)’ da
artan piklerin ise yiizeyde olusan polimerin piki oldugunu ileri siirmislerdir. 3 ve 5
dongiide redoks probuna ait elektron transferi etkilenmez iken 7 dongiide anodik ve
katodik pik akimi azalmis ve AE, artmistir. Bu da 7 sarginin kantitatif tayin i¢in daha
uygun oldugunu gostermektedir. Empedans ile kontrolinde de yilik transfer

direncinin dongii sayisina bagli oldugunu ortaya koymuslardir.

Elektrokimyasal MIP sentezi c¢alismalarinin tek hedefi elektroinaktif kiigiik
molekiiller olarak kalmamistir. Bunun Otesinde makro molekiil smifina dahil
edilebilecek protein molekiillerinin de molekiiler baskilamasi yapilmistir. insan
kardiyak troponin i¢in ilk elektrokimyasal sensor 6rnegi de basariyla uygulanmistir
[43]. Bir insan kan serum numunesinde troponin belirlenmesinde kemosensor
performans1 spesifik olmayan protein adsorpsiyonundan etkilenmis olmasina
ragmen, yiiksek hassasiyet ve kisa tepki siiresi ile birlikte tampon ¢ozeltide genis bir
dogrusal konsantrasyon araligi (0,009-0,8 ng/mL) ve diisiik tayin limiti (9 pg/mL)

sergilemistir.

Minoksidil ve mesalamin ig¢in bir voltametrik sensorii hibrit baskili P-0-PD
caligmalarda [44], P-0-PD kopolimerinden bir MIP filmine elektrokimyasal giimiis
dendritlerin (AgDs) biriktirilmesi yapilmistir. SEM analizinin ortaya koydugu gibi,

nano Olcekli dallara sahip uzun bir merkezi govdeden olusan AgD' ler, sensor



performansinin gelistirilmesinde, genis 6zgiil yiizey alani, yiiksek iletkenligi ve
kullanigh elektriksel 6zellikleri nedeniyle 6nemli bir rol oynamistir. Bununla birlikte,
kolay hazirlanmalart ve suda yiiksek stabiliteleri ile desteklenen AgD' lerin

kullanimi, elektrokimyasal tepkileri etkili bir sekilde ytikselttigini gostermislerdir.

P-0-PD tabanli MIP’in performansini gelistirmek icin baska bir strateji, diger
monomerler ile ko-polimerizasyon gergeklestirmektir, sablonla potansiyel olarak
etkilesime giren daha fazla islevsellik sunmak amaciyla, bazi durumlarda sayisal bir
yaklasimla rasyonel olarak segilir [44,45]. Son yillarda literatiirde goriilen 0-PD bazh
kopolimer &rnekleri gallik asit, aminobenzoik asit ve hidrokinon ile P-0-PD ko-
polimerizasyonunu  icermektedir  [44-47]. Amin ile sonlandirilmis  N-
izopropilakrilamid (NIPAAmM) ile P-0-PD ko-polimerizasyon oldugu bir ¢alismada,
folik asit i¢in sicaklik kontrollii agma/kapama degistirilebilir bir MIP sentezlenmistir
[48]. Secim, poli (NIPAAm)’ in termosensitivitesine dayanir, diisiik kritik ¢ozelti
sicakligr (LCST) altinda sismis bir hidrofilik formdan (22 - 34 °C arasinda degisen
LCST) yukarida biiziilmiis bir hidrofobik forma doniisiir. Bu temelde, sicakligin
sablon ¢ikarma iizerindeki etkisi ve analit baglanmasi, 50 °C ve 22 °C sirasiyla,

optimum bir deger oldugunu kanitlanmaistir.

2.4. Flukonazol’un Literatirdeki Yeri

Literatiirde insan plazma ve biyolojik drneklerindeki Flukonazol’ un kantitatif tayini
i¢in bir ¢ok ¢alisma mevcuttur. Spektrometrik [49, 50] biyolojik tayinler [51] ve gaz

kromotografisi [52] bu ¢alismalardan bazilaridir.

Bio-tayinler zaman alicidir ve Flukonazol’ un in vitro aktivitesi ¢alisilan ortamdan
etkilendigi i¢in bu tayinler ¢ok giivenilir degildir [1]. Gaz kromatografisi ¢ok
hassastir, ancak numune hazirlama zahmetlidir ve farmakokinetikte kullanim
biyoyararlanim ¢aligmalar1 i¢in konsantrasyon araligi ¢ok dardir (0.01-0.15 pg/mL)
Bu dezavantajlar géz oniinde tutuldugunda arastirmacilar Flukonazol’ un yiiksek
basingli s1vi krmotografisi (HPLC) metodu ile tayinine yonelmistir [53-56] ve 200—
10,000 ng/mL tayin smirina ancak ulasabilmislerdir [1]. Bununla birlikte, bu
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yontemlerin ¢cogu genellikle zaman alicidir ve pahali ekipman ve malzemeler veya

karmasik 6n islemlere ihtiya¢ duymaktadir [2].

Literatiirde Flukonazol’ un ara yiizey ¢alismalarina da rastlanmaktadir. EIS ve AFM
teknikleriyle yapilan bir arastirmada 1,0 M HCI ¢6zeltisi i¢inde Flukonazol yapisinda
bulunan iki tane triazol halkasindaki N aktif merkezleri ve aromatik m elektronlar
sayesinde yumusak ¢elige kimyasal olarak adsorbe oldugu belirlenmistir. Celigin

korozyon hizini oldukea diisiiren etkin bir inhibit6r oldugu belirlenmistir [57-60].

Flukonazol gibi elektroaktif farmasotik kimya olgiimiinde elektrokimyasal teknikler
sadece yiiksek duyarliliga sahip degildir ayn1 zamanda, nano veya piko-molar

boyutlarda genis bir dinamik aralik ve ultra iz algilama sinir1 saglar [11].

Flukonazol’ un elektroaktif bir molekiil olmasi, elektroanalitik tekniklerle
caligilabilmesini de saglamistir. Elektrokimyanin farmasokimya ve biyokimya
calismalar1 i¢in bir ¢ok avantaji bulunmaktadir. Elektrokimyasal tekniklerde kiigiik
ornek hacimlerinde caligilabilir ve genis bir dinamik aralikta analitin pikogram
miktarlart {izerinde analize izin verilir. Ayrica spektroskopik yontemlere gore,
karmagik numuneler {izerinde elektrokimyasal algilamanin segiciligi miikemmeldir

[11,61].

2011°de Gill ve arkadaslarmin [11], Pt ve karbon elektrot ile yaptigir voltametrik
calismada Flukonazol’ u 48,0-250,0 pg/mL araliginda ve en diisiik tayin sinirin1 6,3
ug/mL olarak tayin etmiglerdir. Fosfat tamponunda yapilan bu ¢alismada Flukonazol
tersinmez anodik yiikseltgenme siirecine sahip oldugu sonucuna varilmistir [11]. Bir
baska ¢alismada Flukonazol damlayan civa elektrotta DPP voltametrik yontem ile

calisilmig ancak BR tamponunda indirgenme sinyali gozlemlenememistir [62].

Zad ve arkadaglarinin (2020) [2], yaptig1 c¢alismada Flukonazol tayini igin
elektrokimyasal sensor gelistirilmistir [11]. Bu ¢alismada, Ni@Pd ¢ekirdek-kabuk
nanoparcaciklarin1 sentezlemek icin ¢ok yonlii bir yontem kullanilmis, polianilin

kompozitleri (Fes0,@PA),Fes04@ {iizerinde immobilize edilmistir. Ni veya Pd
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nanoparcaciklart kullanan elektrot yilizey modifikasyonu, molekiiler redoks
merkezinden  elektrot  yiizeyine elektron  transferini  Onemli  Olgiide
hizlandirabilmektedir [2]. Insa edilen Fe3O;@PA-Ni@Pd kompoziti ve Kitosan,
Flukonazol’ un yiiksek hassasiyetli tayininde karbon iyonik sivi elektrodun
modifikasyonu i¢in kullanilmistir. Karbon iyonik siv1 elektrot yapiminda grafit tozu
ve metilimidazolyum hekzaflorofosfat ([BMIM][PF¢]) kullanilmis ve parafin yerine
baglayici olarak kullanilan ([BMIM][PFs]) Flukonazol’ un dogrudan oksidasyonunda
giclii bir elektrokatalitik aktivite gostermistir. Gelistirilen bu elektrot DPV
yontemiyle en diisiik tayin sinir1 3,5 nM ile birlikte 0,01-400 uM Flukazonol tayin
edebilmektedir [2].
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Deneyde Flukonazol (merck) ilag etken maddesinin elektrokimyasal tayini amaciyla
1,41x10° M stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. 0,7 mm 2B (Tombow) grafit kursun kalem
ucu, calisma elektrot (PGE) amaciyla kullanilmistir. Elektrot aktivasyonu icin HCI1
(Sigma -Aldrich), etanol (Sigma-Aldrich), H,SO,; (Sigma-Aldrich) ¢o6zeltileri
kullanilmigtir. Elektrot aktivasyonu kontrol amaglh 0,1 M KCI ¢6zeltisinde 2,5 mM
potasyum hekzasiyanoferrat 11l (Ks[Fe(CN)g]) (Sigma—Aldrich) / potasyum
hekzasiyanoferrat 1l trihidrat (K4Fe(CN)e].3H20) (Sigma-Aldrich) ¢ozeltileri
kullanilmistir. Molekiiler baskilama (MIP) islemi i¢in orto fenilendiamin monomeri
(Sigma-Aldrich) ¢ozeltisi giinlik 0,5 M H;SO,4 ¢ozeltisi iginde hazirlanmistir.
Hazirlanan MIP’lerin performanslar1 Britton-Robinson (BR) tamponu ve 0,1M fosfat
tamponu (Sigma-Aldrich) (PBS) i¢inde 6l¢iilmiistiir. MIP’lerin igindeki Flukonazol’
u eliie etmek igin asetik asit (Sigma-Aldrich) ile etanol (Sigma-Aldrich) karigimi
kullanilmigtir. Britton-Robinson (BR) tamponu igin asetik asit (Sigma-Aldrich),
borik asit (Sigma-Aldrich) ve fosforik asit (Sigma-Aldrich) kullanilmistir.

3.2. Cihaz

Tartim amaciyla Shimadzu (Model AUX220) terazi kullanilmistir. Deiyonize su
Sartorius Stedim (Arium*611UV) marka deiyonize saf su cihazi tarafindan temin
edilmistir. Eutech Cyberscan 500 model cihaz ile pH oOlciimleri gerceklestirilmistir.
Elektrokimyasal empedans (EIS) ve voltametrik Olgiimler Gamry Interface 1000
cihaziyla yapilmistir. Olgiimler elektrokimyasal hiicre iginde iiglii elektrot sistemiyle
yapilmustir. Referans olarak Ag/AgCl elektrot, kars1 (yardimci) elektrot Platin tel ve
calisma elektrodu olarak kursun kalem grafit ucu (PGE) ve PGE ile yapilan MIP’ ler
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kullanilmistir. Oksijeni uzaklastirmak igin hiicre i¢inden 5 dakika boyunca 1 bar
argon gazi gegirilmistir. Aktivasyon ve MIP islemlerinin takibi i¢in taramali elektron

mikroskopu (SEM) kullanilmustir.

3.3. Yontem

Bu c¢alismada Flukonazol ilag etken maddesine duyarli elektrokimyasal
impedimetrik sensér yapimi hedeflenmistir. Bunun i¢in 6ncelikle PGE aktivasyonu 2
farkli yontemle gergeklestirilmistir. Aktivasyon kontrolii i¢in voltametri, EIS ve
SEM teknikleri kullanilmistir. Sonra aktive edilen elektrotlar {izerine molekiiler
baskilama (MIP) yapilmistir. Molekiiler baskilama 0-PD ve Flukonazol ¢6zeltilerinin
birlikte oldugu voltametrik hiicre iginde doniisiimlii voltametri (CV) teknigiyle PGE
tizerinde 9, 18 ve 27 dongi alinarak yapilmistir. Hazirlanan MIP’ler asetik asit etanol
karisimi iginde bekletilerek MIP iginden Flukonazoller eliie edilmis ve boylece
elimize gsablon gegmistir. Daha sonra sablonlar doldurularak optimum MIP elektrot
icin, aktive elektrot ve bu elektroda ait CV dongii sayist 0,1 M KCI iginde
belirlenmistir. Optimum MIP elektrot belirlendikten sonra BR tamponu iginde

optimum caligsma pH’s1 belirlenmistir.

3.3.1. PGE aktivasyonu

Literatiir calismalarinda karbon tabanli ¢alisma elektrotlarinin aktiflestirilmesi biiyiik
bir Oneme sahiptir ve aktivasyon bir¢cok yontemle gerceklestirilmektedir. Bu
calismada PGE’ nin 3 farkli aktivasyonu uygulanmustir;

i) Kimyasal aktivasyon igin; 0,1M HCI ¢ozeltisi etanol igerisinde hazirlanmistir.
Sonra bu c¢ozelti icerisinde PGE 15 dakika bekletilmistir. Bu islem sonucunda
elektrokimyasal 6zelligi degistirilen elektrot E; olarak adlandirilmistir.

if) Elektrokimyasal aktivasyon i¢in; Elektrokimyasal hiicre igerisine 10 ml 0,5 M
H,SO, eklenmistir. Hiicre igerisine daldirilan PGE ile (+ 0,5 V) — (+ 2,5 V) arasinda
10 mV/s hizda LSV uygulanir. Bu islem sonucunda elektrokimyasal ozelligi

degistirilen elektrot E; olarak adlandirilmistir.
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Aktivasyon iglemlerini kiyaslamak i¢in, hic¢bir islem yapilmamis PGE ise Eq olarak
adlandirilmigtir. Aktivasyon islemlerinin kontrolii ve CV, EIS ve SEM teknikleriyle
yapilmistir:

a) 2,5 mM (K3[Fe(CN)g]) / (K4[Fe(CN)g].3H20) (demir redoks ¢ifti) iceren 0,1 M
KCI ¢ozeltisine once Eg daldirilarak (- 0,2 V) — (+ 0,6 V) araliginda CV 6l¢iimii
almir. Ardindan aktiflestirilen E; ve E; elektrot icin de bu islem tekrarlanir. Bu
islemin amac1 [Fe(CN)e]**/[Fe(CN)g]* redoks ciftinin akim ve potansiyel degerlerini
aktivasyon oncesinde ve aktivasyon sonrasinda irdelemektir.

b) 2,5 mM (K3[Fe(CN)g]) / (K4[Fe(CN)g].3H20) igeren 0,1 M KCI ¢ozeltisine dnce
Eo daldirilarak 10000Hz-0,1Hz araliginda EIS 6l¢limii alinir. Ardindan aktiflestirilen
E; ve E; elektrot icin de bu islem tekrarlanir. EIS ile alinan Nyquist diyagramlarina
gore ylizeydeki direncler aktivasyon Oncesi ve sonrasina gore kiyaslanir.

c) Eo, E1 ve E; elektrotlarmin SEM goriintiileri birbirleri ile kiyaslanarak aktivasyon

isleminin olusturdugu farkliliklar kontrol edilir.

3.3.2. Aktive edilmis PGE’ lerden MIP yapim ve optimum MIP’in belirlenmesi

Literatiir ¢aligmalarinda c¢alisma elektrotlari tizerine 0-PD monomerlerinden P-0-PD
polimeri yapimi farkli elektrotlar tizerinde farkli tekniklerle uygulanmaktadir. Bu
caligmada, ¢alisma elektrotlar1 100 mV/s hizda (- 0,4 V) — (+ 1,3 V) potansiyel
araliginda 9, 18 ve 27 dongii CV alinarak MIP haline getirilmistir. Calisma
hiicresinde bulunan kaplama ¢6zeltisinde 10 ml 0,5 M H,SO;, igerisinde ¢oziinmiis
20 mM o-PD ve 5,70 mM Flukonazol bulunmaktadir. Calisma elektrodu olarak
sirastyla Eo, E; ve E; kullanilmistir ve bu islem sonucunda sirasiyla EoMIP
elektrokimyasal yontemle olusturulmustur. MIP islemlerinin kontrolii CV ve EIS
teknikleriyle yapilmistir:

a) 2,5 mM (K3[Fe(CN)g]) / (Ks[Fe(CN)g].3H20) igeren 0,1 M KCl1 ¢ozeltisine 6nce
Eo daldirilarak (-0,2 V) — (+0,6 V) araliginda CV 6l¢iimii alinir. Ardindan EoMIP’in
9,18 ve 27 sargisi i¢in de bu islem tekrarlanir. Bu islemler E;MIP ve E;MIP’ in 9,18
ve 27 sargist igin ayri ayri gergeklestirilmistir. Bu islemin amaci demir redoks
ciftinin akim ve potansiyel degerlerini MIP islemi oncesinde ve MIP islemi

sonrasinda irdelemektir.
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b) 2,5 mM (Ks[Fe(CN)g]) / (K4[Fe(CN)g].3H20) igeren 0,1M KCI ¢ozeltisine dnce
Eo daldirilarak 10000 Hz - 0,1 Hz araliginda EIS 6l¢iimii alinir. Ardindan EgMIP igin
de bu islem tekrarlanir. Bu islemler E; ve E; i¢in daha sonra da EoMIP, E;MIP ve
E>MIP i¢in ayr ayr1 gergeklestirilmistir. EIS ile alinan Nyquist diyagramlarina gore

yiizeydeki direngler aktivasyon dncesi ve sonrasina gore kiyaslanir.

Eo, E1 ve E; elektrotlarindan EqMIP, E;MIP ve E;MIP’lerin 9,18 ve 27 CV dongiileri
ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Bu islemler sonucunda 3 ayr elektrodun 3 farkl sargilariyla

toplam 9 farkli MIP hazirlanmustir:

EoMIP_9, EgMIP_18, EQMIP_27
E:MIP_9, E;MIP_18, E;MIP_27
E,MIP_9, E;MIP_18, E;MIP_27

MIP performanslarin1 degerlendirmek i¢in oncelikle hazirlanan MIP’ ler belirli bir
stire 0,IM KCI igerinde bekletilmis ve MIP’ in dengeye gelmesi belirli zaman
araliklariyla EIS ile 2,5 mM (K3[Fe(CN)g]) / (K4[Fe(CN)g].3H20) igeren 10 mL 0,1
M KCl ¢ozeltisinde kontrol edilmistir. Dengeye geldigi anlasilan MIP ile
Flukonazol’ un farkli konsantrasyonlarina baglh ele gegen Nyquist diyagramlari, 2,5
mM (Ks[Fe(CN)g]) / (Ks[Fe(CN)g].3H20) igeren 10 mL 0,IM KCI ¢ozeltisinde
izlenir ve derisimin logaritmasina karst Onerilen hiicre devresinden elde edilen
direngler grafige gecirilir. Ayrica EIS ile islem yapilan her bir adimda demir redoks
¢iftinin akim ve potansiyel kaydedilerek MIP performanslart CV yontemiyle de

incelenmistir.

3.3.3. MIP’ lerin eliiasyon ve inkiibasyon islemi

Literatiirde MIP c¢alismalar1 tarandiginda eliiasyon isleminin, yani analit hedef
molekiiliin, sablondan ¢ikarilmasi genis yer tutmaktadir. Bu caligmada eliiasyon

islemi icin, MIP’ ler % 20 etanol ve %80 0,1 M asetik asit ¢ozeltisinde bekletilmistir.
Sablondan ¢ikan Flukonazol molekiillerinin takibi, EIS ve CV yontemleriyle, 2,5
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mM (Ks[Fe(CN)s]) / (Ks[Fe(CN)g].3H,0) igeren 10 mL 0,IM KCI ¢ozeltisinde
belirli zaman araliklariyla incelenmistir.

Inkiibasyon amaciyla, eliiasyon islemi yapilmis sablonlar ise 200 pL 1 x10° M
Flukonazol ve 2,5 mM (K3[Fe(CN)g]) / (K4[Fe(CN)g].3H20) igeren 10 mL 0,1M KCl
cozeltisinde bekletilerek belirli zaman araliklartyla EIS ve CV  degisimleri

incelenerek degisimler konsantrasyonlara karsi grafige gecirilmistir.

3.3.4.0ptimum ¢alisma pH’ smmin belirlenmesi ve PBS tamponunda MIP

performansinin incelenmesi

Literatiirde MIP’ lerin uygun kimyasal ortamlarda ve uygun pH’ larda caligmasi
onem arz etmektedir. Bu ylizden Britton Robinson (BR) tamponunda genis bir pH
araliginda MIP performanst EIS ve CV yontemleriyle izlenmistir. 2,5 mM
(Ks[Fe(CN)g]) / (K4[Fe(CN)4].3H,0) iceren 10 mL BR tamponu pH: 4,0, 5,0, 6,0, 7,0
ve 8,0°de 1x10"* M - 1x10° M Flukonazol’ un EIS yontemiyle elde edilen R
degerleri grafige gecirilmistir. BR tamponunda belirlenen optimum pH’ daki MIP
performansi ayrica degerlendirilmistir. Fosfat tamponu ila¢ analizlerinde énemli bir
alam1 kaplamaktadir ve 0,1 M fosfat tamponu pH= 7,2’ de aym sekilde kontrol
edilmis ve 1x10"° M - 1x10° M Flukonazol’ un EIS yontemiyle elde edilen R

degerleri grafige gecirilmistir.

3.4. Deneysel Teknik

Bu c¢alismada Flukonazol’ e duyarli molekiiler baskili elektrot hazirlanip,
Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi teknigiyle olglimler gergeklestirilmistir.
Bu ol¢timler Gamry Interface 1000 cihaziyla yapilmis ve veriler kagimiza Nyquist
diyagramina gore c¢ikmistir. Empedans Olgiimleri gerceklestirilmeden 6nce Acgik
Devre Potansiyelinin (OCP) sabitlenmesi beklenmistir. Karsimiza ¢ikan Nyquist
egrilerine gore Boliim 2.5°de detayli bahsedilen devreler ¢izilerek Flukonazol’ e ait
Diren¢ degerleri Gamry Echem Analyst programi yardimiyla hesaplanmistir.
Hesaplama yapilmadan 6nce her bir veriye ait Nyquist Diyagrami Kramers-Kronig

testine tabi tutularak verilerin dogruluguna karar verilmistir. Elde edilen verilere ait
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grafikler Microsoft Office programi ile olusturulmustur. Yapilan bu MIP

calismasinda Sekil 3.1° deki devreye gore ¢izilip elde edilen veriler kullanilmistir.

F?‘_ W.E.
.# .-%
a5 ar

Sekil 3.1. EIS verilerinin hesaplanmasi i¢in dnerilen hiicre devresi (R; = Cozelti direnci
R, = Elektrot yiizeyindeki polimerin direnci R3 = Flukonazol’ e ait direng)
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. PGE Elektrotlarin Aktive Edilmesi
4.1.1.E, Elektrodu aktivasyonu

Deneysel metot boliimiinde bahsedildigi tizere E; elektrodu PGE (Ey) elektrodun 15
dakika etanol i¢inde hazirlanmis 0,1 M HCI ¢ozeltisinde bekletilmesiyle yapilmastir.
Aktivasyonu kontrol amaciyla 2,5 mM demir redoks ¢ifti iceren 0,1IM KCI
¢ozeltisinde davranisi incelenmigtir. Nyquist diyagrami Sekil 4.1.1° de, CV degisimi
Sekil 4.1.2° de, CV degerlerinden okunan potansiyel ve akim degerleri Tablo 4.1.1°
de ve SEM goriintiileri Sekil 4.1.3” de verilmistir.

400,0 chm

300,0 chm

200,0 ohm

-Zimag (ohm)

100,0 chm

0,000 ohm
0,000 chm 200,0 ohm 400,0 chm £00,0 ohm

Zreal (ohm)

Sekil 4.1.1. Eq(__) ve E; (...) e ait 10 ml 0,1M KCl igerisinde demir redoks ¢iftine karsi Nyquist
diyagramlari
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200,0 uA

100004

Im (A

0000A

1000 uA

20000

4000 v

Sekil 4.1.2. Eo(__) ve E; (...)” e ait demir redoks ¢iftine kars1 CV voltamogrami

2000mV

0000V

Cycic Vottammetry

VIS, Ref)

2000V

a0

8000V

Tablo 4.1.1. E; aktivasyonundan dnce ve sonra demir redoks ¢iftine karst CV akim ve potansiyel

degerleri
Ia(A) | lc(A) | Al Va(mV) [ Ve(mv) [av
Ey 113,1 -123,5 236,6 263,9 145,8 118,1
E; 140,6 -147,7 288,8 253,5 169,5 84,0

X5,

000

X 5,000

Sekil 4.1.3. Eq ve E;’ e ait SEM goriintiileri
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4.1.2.E; Elektrodu aktivasyonu

Deneysel metot boliimiinde bahsedildigi tizere, PGE (Eg) elektroda, 15 mL 0,5 M
H.SO,4 bulunan voltametrik hiicrede (+0,5 V) — (+2,5 V) 10 mV/s hizda LSV
uygulanmasiyla E, elektrodu yapilmistir. Aktivasyonu kontrol amaciyla 2,5 mM
demir redoks c¢ifti iceren 0,1M KCI ¢o6zeltisinde davranigi incelenmistir. Nyquist
diyagrami Sekil 4.1.4’de, CV degisimi Sekil 4.1.5’de, CV degerlerinden okunan
potansiyel degerleri Tablo 4.1.2° de ve SEM goriintiileri Sekil 4.1.6° da verilmistir.

400,0 chm

200,0 ohm

-Zimag (ohm)

0,000 chm
0,000 ochm 200,0 chm 400,0 chm 500,0 ohm

Zreal (ohm})

Sekil 4.1.4. Eo (_) ve E; (...)” e ait 10 ml 0,1 M KCl igerisinde demir redoks ¢iftine kars1 Nyquist
diyagrami

Cyclic Voltammetry

500,0 uA
0,000 &
-500,0 us

-1,000 m&

Im (&)

-1,500 m&

-2,000 m&

-2,500 m&

-3,000 m&
-400,0 MV -300,0 mv  -2000mV  -100,0 mV 0,000 Vv 100,0 mv 200,0 mv 300,0 mv/ 400,0 mv 500,0 mV  500,0 mv 700,0 mv

WV vs. Ref)

Sekil 4.1.5. Eq (__) ve E;, (...)” e ait demir redoks ¢iftine karsi CV voltamogrami
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Tablo 4.1.2. E, aktivasyonundan 6nce ve sonra demir redoks ciftine karsi CV akim ve potansiyel

degerleri
a(A) | lc(mA) | Al Va(mV) [ Ve(mv) [av
Eo 116,1 -107,9 224 290,0 168,0 122
E, || | 295,6 159,7 135,9

»
i

lpm  KITAM
WD 10.1mm X 5,000

X 5,000 5.0kV SE 5.0kvV SEI SEM WD 10. Omm|

Sekil 4.1.6. Eq ve E,’ ye ait SEM goriintiileri

4.2. MIP Hazirlanmasi

Bu caligmada, ¢alisma elektrotlari CV yontemiyle (-0,4 V) — (+1,3 V) potansiyel
araliginda 100 mV/s hizda 9, 18 ve 27 dongii ile sarim yapilarak MIP haline
getirilmistir. Eg, E; ve E; elektrotlarindan sirastyla EoMIP,  E;MIP ve E,MIP

yapilmistir. Deneysel sartlara ait detaylar deneysel metot boliimiinde verilmistir.

4.2.1.Ep Elektrodundan MIP yapim

Bolim 2.1.” de belirtildigi gibi, higbir kimyasal ve fiziksel islem gérmemis PGE, Ej
elektrodu olarak adlandirilmistir. 3 farkli Eq alinarak voltametrik hiicre igerisinde
calisma elektrodu olarak baglanmistir ve sirasiyla CV teknigiyle (-0,4 V) — (+1,3 V)
araliginda sirasiyla 9, 18 ve 27 dongii yapilarak EgMIP 9 dongii kaplama, EoMIP 18
dongii kaplama, EgMIP 27 dongii kaplama olmak tizere 3 ayr1 MIP yapilmistir.
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4.2.1.1. EoMIP 9 dongii kaplama ve MIP performansinin degerlendirilmesi

Deneysel metotta belirtilen sartlarda Eq elektrodu tizerinde CV ile 9 déngii kaplama
Flukonazol ve 0-PD igeren ¢ozelti igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 4.2.1). EgMIP
9 dongii kaplama MIP KCl igerisinde dengeye birakildiktan sonra 10" M - 10° M
Flukonazol konsantrasyonuna bagli Nyquist diyagrami Sekil 4.2.2’de ve CV
voltamogramlar1 Sekil 4.2.3” de incelenmistir. Nyquist diyagramina ait Flukonazol

konsantrasyonuna bagl veriler grafige gegirilmistir (Sekil 4.2.4).

Cyclic Votammetry

1,500 mA

1,000 mA
T s000uA
E

0,000 A

500,0 uA

500,0 mv 0,000V 500,0 mv 1,000V 1,500V
VTV vs. Ref)
Sekil 4.2.1. E;MIP_9 elektrodunun yapin

800,0 ohm

600,0 ohm
— o
£ &
k= »*
E o
E &
S 400,0 ohm & : :

e, -
-
e o °
& ]
@ L
e e
) ')
200,0 ohm 2% 0"

0,000 ohm 500,0 ohm 1,000 kohm 1,500 kohm 2,000 kehm

Zreal (ohm)

Sekil 4.2.2. EqMIP_97un 10" M - 10° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagrami
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Cyclic: Voltammetry
100,0uA

50,00 uA

T 0000A
E
-50,00uA -
-1000uA | | | | ' ' | | | | | ' ' ' ' ' | | |
-400,0 mv 2000 mv 0,000V 200,0 mv 400,0mv 00,0 mv
Vi (Vvs. Ref.)
Sekil 4.2.3. EQMIP_9” un 10 M - 10" M Flukonazol ile degisen CV voltamogramlar
2500 -
*
¢ ¢

2000 -
'E 1500 - * ¢
£ * o
)

s}
< 1000
500 -
O T T T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
- log [Fluk]

Sekil 4.2.4. EQMIP_9’un 10™2M - 10® M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagramindan elde edilen
R nin konsantrasyona bagli degisimi
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4.2.1.2. EoMIP 18 dongii kaplama ve MIP performansinin degerlendirilmesi

Deneysel metotta belirtilen sartlarda Eq elektrodu tizerinde CV ile 18 dongii kaplama
Flukonazol ve 0-PD igeren ¢6zelti igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 4.2.5). E;qMIP
18 CV dongi kaplama MIP, KCl igerisinde dengeye birakildiktan sonra Flukonazol’
un 10™2M - 10°M konsantrasyonuna bagh Nyquist diyagramu Sekil 4.2.6’ da ve CV
voltamogramlari Sekil 4.2.7” de incelenmistir. Nyquist diyagramina ait Flukonazol

konsantrasyonuna bagli veriler grafige gecirilmistir (Sekil 4.2.8).

Cyciic Vokammetry

2,000mA

1,500 mA

1,000 mA
z
E

500,0 UA

0,000 A

500,0 uA

-500,0 mv 0,000V 500,0 mv 1,000V 1500V
VI (V vs. Ref)
Sekil 4.2.5. E;MIP_18 elektrodunun yapimi
4,000 kohm
3,000 kohm
I.-.
g 2,000 kohm &
£ b
L
1
=
g-
1,000 kohm i’.
.
-
-

-~
cl"'"’
'L

-'. °
0,000 ohm f’-

0,000 chm 1,000 kohm 2,000 kohm 3,000 kohm

Zreal (ohm)

Sekil 4.2.6. EQMIP_18’in 10" M - 10°° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagrami
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Cyclic Votammetry
40,00 uA

20,00 uA
2 0000A
- - I V(W vs. Ref) o o o
Sekil 4.2.7. EQMIP_18’in 10™ M - 10® M Flukonazol ile degisen CV voltamogramlar:
14000 -
13500 - P
13000 - . ¢
E
6 12500 - .
o .
12000 -
.
11500 - *
11000 T T T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
- log [Fluk]

Sekil 4.2.8. EQMIP_18’in 10" M - 10" M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagramindan elde edilen
R nin konsantrasyona bagl degisimi

4.2.1.3. EcMIP 27 dongii kaplama ve MIP performansinin degerlendirilmesi

Deneysel metotta belirtilen sartlarda Eq elektrodu tizerinde CV ile 27 dongii kaplama
Flukonazol ve 0-PD igeren ¢6zelti igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 4.2.9). E;MIP
27 CV dongii kaplama MIP, KCl icerisinde dengeye birakildiktan sonra 102 M - 10
® M Flukonazol konsantrasyonuna bagli Nyquist diyagrami Sekil 4.2.10° da ve CV
voltamogramlari Sekil 4.2.11° de incelenmistir. Nyquist diyagramina ait Flukonazol

konsantrasyonuna bagli veriler grafige gecirilmistir (Sekil 4.2.12).
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Cyclic Voltammetry

1,500 mA
1,000 mA
500,0 uA
z
E
0,000A
-500,0 uA.
-1,000 mA " " " " ' " " " " . ' ' ' ' . ' ' i i
-500,0 mv' 0,000V 500,0 mV 1,000V 1500V
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Sekil 4.2.9. E;MIP_27 elektrodunun yapimi
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Zreal (ochm)
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Sekil 4.2.10. EQMIP_27’nin 10" M - 10® M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagrami
Cyclic Vokammetry
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4000 my -200,0 MV 0,000 200,0 my 4000 MV 6000 my

VA (Vv Ref )

Sekil 4.2.11. EQMIP_27’nin 10" M - 10°® M Flukonazol ile degisen CV voltamogramlari
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Sekil 4.2.12. EQMIP_ 27°nin 10 M - 10° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagramindan elde
edilen R, nin konsantrasyona bagli degisimi

4.2.2.E; Elektrodundan MIP yapimi

Boliim 2.1." de belirtildigi tizere etanolde hazirlanmis 0,1M HCI icinde 15 dakika
bekletilerek aktive edilen PGE, E; elektrodu olarak adlandirilmustir. 3 farkli E;
alinarak voltametrik hiicre igerisinde ¢alisma elektrodu olarak baglanmistir ve
sirastyla CV teknigiyle (-0,4 V) — (+1,3 V) araliginda sirasiyla 9, 18 ve 27 dongii
yapilarak E1MIP 9 dongii kaplama, E;MIP 18 dongii kaplama, E{MIP 27 déngii

kaplama olmak tizere 3 ayr1t MIP yapilmustir.
4.2.2.1. E;MIP 9 dongii kaplama ve MIP performansinin degerlendirilmesi

Deneysel metotta belirtilen sartlarda Eq elektrodu tizerinde CV ile 9 dongii kaplama
Flukonazol ve 0-PD igeren ¢ozelti igerisinde gerceklestirilmistir (Sekil 4.2.13).
E1MIP 9 dongii kaplama MIP KCI igerisinde dengeye birakildiktan sonra 102 M -
10 M Flukonazol konsantrasyonuna bagli Nyquist diyagrami Sekil 4.2.14° de ve CV
voltamogramlar Sekil 4.2.15° de incelenmistir. Nyquist diyagramina ait Flukonazol

konsantrasyonuna bagli veriler grafige gegirilmistir (Sekil 4.2.16).

28



Cyclic Votammetry

3,000mA

2,000 mA

2 1000ma
E

0,000 4

1,000 mA
5000 MV

0,000V 5000 MV 1,000V 1500V
VF(V vs. Ref)

Sekil 4.2.13. E;MIP_9 elektrotunun yapimi

4,000 kehm

3,500 kohm

3,000 kohm
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-Zimag (ohm})

1,500 kohm

1,000 kohm

500,0 ohm [l

0,000 ohm /.‘. ‘

0,000 ohm

ot

' ' '
1,000 kohm

[Fluk]

© poomy,

' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
2,000 kohm 3,000 kohm 4,000 kohm 5,000 kohm 6,000 kohm 7,000 kohm

Zreal (ohm)

Sekil 4.2.14. E;MIP_9” un 10™*M - 10" M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagrami

Cyclic Voltammetry

60,00 uA

40,00 uA
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—40,00 uA
—400,0 mv

-200,0 mv

600,0 m

400,0 mv

0,000V 200,0 mv
Wi (W vs. Ref)

Sekil 4.2.15. E;MIP_9” un 10™*M - 10" M Flukonazol ile degisen CV voltamogramlari
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Sekil 4.2.16. E;MIP_9’ un 10" M - 10° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagramindan elde edilen
R.¢ nin konsantrasyona bagli degisimi

4.2.2.2. E;MIP 18 dongii kaplama ve MIP performansinin degerlendirilmesi

Deneysel metotta belirtilen sartlarda E; elektrodu tizerinde CV ile 18 dongii kaplama
Flukonazol ve 0-PD igeren ¢ozelti igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 4.2.17).
E1MIP 18 dongii kaplama MIP KClI icerisinde dengeye birakildiktan sonra 102 M -
10™° M Flukonazol konsantrasyonuna bagli Nyquist diyagrami Sekil 4.2.18” de ve CV
voltamogramlari Sekil 4.2.19” da incelenmistir. Nyquist diyagramina ait Flukonazol

konsantrasyonuna bagl veriler grafige gecirilmistir (Sekil 4.2.20).

Cyclic Voltammetry

2000 mA

1,000 mA

0,000A

e

-1,000mA

-2,000mA
500,0 v 0,000V 000 mY 1,000V 1500V

VF(Vvs. Ref)

Sekil 4.2.17. E;MIP_18 elektrodunun yapimi
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Sekil 4.2.18. E;MIP_18’ in 10 M - 10° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagram
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Sekil 4.2.19. E;MIP_18’ in 10%* M - 10° M Flukonazol ile degisen CV voltamogramlari
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y =-532,04x + 12566
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- log [Fluk]

Sekil 4.2.20. E;MIP_18” in 10 M - 10®° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagramindan elde edilen
R ¢ nin konsantrasyona bagh degisimi
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4.2.2.3. E1MIP 27 dongii kaplama ve MIP performansinin degerlendirilmesi

Deneysel metotta belirtilen sartlarda E; elektrodu tizerinde CV ile 27 dongii kaplama
Flukonazol ve 0-PD igeren ¢ozelti igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 4.2.21).
E:MIP 27 déngii kaplama MIP KCl icerisinde dengeye birakildiktan sonra 10 M -
10 M Flukonazol konsantrasyonuna bagli Nyquist diyagrami (Sekil 4.2.22) ve CV
voltamogramlar: (Sekil 4.2.23) incelenmistir. Nyquist diyagramina ait Flukonazol
konsantrasyonuna bagl veriler grafige gecirilmistir (Sekil 4.2.24).

Cyclic Voltammetry

1,500 mA

1,000 mA

500,0uA

Im (A

0,000 A

5000 uA

-1,000 mA

-500,0 my 0,000V 500,0mV 1,000V 1500V

VF(V vs.Ref)

Sekil 4.2.21. E;MIP_27 elektrodunun yapimi
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0,000 ohm 2,000 kohm 4,000 kohm 5,000 kohm
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Sekil 4.2.22. E;MIP_27’ nin 10" M - 10 M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagrami
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Cyclic Voltammetry

00004

20,00 uA

0000 A

Im (A

20,0004

40,00 uA
4000V 2000V 0000V 200,0 mv &0,0mv 8000V

Vi (W vs. Ref)

Sekil 4.2.23. E;MIP_27" nin 102 M - 10" M Flukonazol ile degisen CV voltamogramlari
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Sekil 4.2.24. E;MIP_27° nin 10" M - 10° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagramindan elde
edilen R, nin konsantrasyona bagli degisimi

4.2.3.E; Elektrodundan MIP yapimi

Boliim 2.1.” de belirtildigi iizere 0,5 M H,SO4 ortaminda LSV ile aktive edilen PGE,
E, elektrodu olarak adlandirilmistir. 3 farkli E, alinarak voltametrik hiicre igerisinde
calisma elektrodu olarak baglanmistir ve sirasiyla CV teknigiyle (-0,4 V) — (+1,3 V)
araliginda sirasiyla 9, 18 ve 27 dongii yapilarak E;MIP 9 dongii kaplama, E;MIP 18
dongii kaplama, E;MIP 27 dongii kaplama olmak tizere 3 ayr1 MIP yapilmistir.
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4.2.3.1. E;MIP 9 dongii kaplama ve MIP performansinin degerlendirilmesi

Deneysel metotta belirtilen sartlarda E, elektrodu tizerinde CV ile 9 déngii kaplama
Flukonazol ve 0-PD igeren ¢ozelti igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 4.2.25).
E;MIP 9 déngii kaplama MIP KCl igerisinde dengeye birakildiktan sonra 10 M -
10™ M Flukonazol konsantrasyonuna bagli Nyquist diyagrami Sekil 4.2.26° da ve CV
voltamogramlar1 Sekil 4.2.27’ de incelenmistir. Nyquist diyagramina ait Flukonazol

konsantrasyonuna bagli veriler grafige gecirilmistir (Sekil 4.2.28).

Cyclic Votammetry

1000 mA

5,000 mA
2 0mA
E

5,000 mA

1000 mA

S000my 0,000V 5000 my 1000V 1500V
VE(V vs. Ref)
Sekil 4.2.25. E;MIP_9 elektrodunun yapimi
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L) L]
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E L]

N & =9

aq
2a""

t-
0,000 ohm J

-50,00 chm
20,00 ohm 120,0 chm

Zreal (chm)

Sekil 4.2.26. E;MIP_9’un 10" M - 10° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagrami
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Cyclic Votammetry
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VF(V vs. Ref))

Sekil 4.2.27. E;MIP_9’un 10 M - 10°° M Flukonazol ile degisen CV voltamogramlari
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Sekil 4.2.28. E,MIP_9’un 10™2M - 10°M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagramindan elde edilen
R.¢ nin konsantrasyona bagli degisimi

4.2.3.2. E;MIP 18 dongii kaplama ve MIP performansinin degerlendirilmesi

Deneysel metotta belirtilen sartlarda E; elektrodu tizerinde CV ile 18 dongii kaplama
Flukonazol ve 0-PD igeren ¢ozelti igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 4.2.29).
E>MIP 18 dongii kaplama MIP KCl igerisinde dengeye birakildiktan sonra 102 M -
10™° M Flukonazol konsantrasyonuna bagli Nyquist diyagrami Sekil 4.2.30” da ve CV
voltamogramlari Sekil 4.2.31” de incelenmistir. Nyquist diyagramina ait Flukonazol

konsantrasyonuna bagli veriler grafige gecirilmistir (Sekil 4.2.32).
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Cycic Votammetry
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5000 mA

0,000 A

5,000 mA

10,00 mA
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1,500V

Sekil 4.2.29. E;MIP_18 elektrodunun yapimi
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Sekil 4.2.30. E,MIP_18’ in 10" M - 10°° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagrami

Cycic Votammetry
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Sekil 4.2.31. E,MIP_18’ in 10 M - 10° M Flukonazol ile degisen CV voltamogramlari
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Sekil 4.2.32. E,MIP_18 in 102 M - 10" M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagramindan elde edilen
R.¢ nin konsantrasyona bagli degisimi

4.2.3.3. E;MIP 27 dongii kaplama ve MIP performansinin degerlendirilmesi

Deneysel metotta belirtilen sartlarda E; elektrodu tizerinde CV ile 18 dongii kaplama
Flukonazol ve 0-PD igeren ¢ozelti igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 4.2.33).
E>MIP 18 dongii kaplama MIP KCl igerisinde dengeye birakildiktan sonra 102M -
10°M Flukonazol konsantrasyonuna bagli Nyquist diyagrami Sekil 4.2.34 de ve CV
voltamogramlari Sekil 4.2.35” de incelenmistir. Nyquist diyagramina ait Flukonazol

konsantrasyonuna bagli veriler grafige gecirilmistir (Sekil 4.2.36).

Cycic Vokammetry

5,000 mA

00004

Im (4)

5,000mA

10,00 mA

1500 mA
-500,0 MV’ 0,000 5000 mv 1,000 1500V

VA (Vvs. Ref )

Sekil 4.2.33. E;MIP_27 elektrodunun yapimi

37



300,0 ohm

200,0 ohm

~Zimag {ohm )

100,0 ohm F-

0,000 ohm j

50,00 chm 100,0 chm 150,0 chm 200,0 ohm

Zreal (ohm)

Sekil 4.2.34. E,MIP_27° nin 10" M - 10" M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagrami

Cycic Voltammetry
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E
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Sekil 4.2.35. E,MIP_27° nin 10" M - 10°° M Flukonazol ile degisen CV voltamogramlari
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Sekil 4.2.36. E;MIP_27” nin 10™ M - 10”° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagramindan elde
edilen R, nin konsantrasyona bagli degisimi
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4.3. MIP’ lerin Eliiasyon ve Inkibasyonu

Bolim 4.2 de aktive edilen elektrotlar MIP haline getirilmeye c¢alisilmis ve
deneysel ¢alismalar grafige gecirilmistir. MIP islemleri ve olusturulan grafiklere ait
degisimler incelendikten sonra en iyi ¢alisan MIP’ in etanolde hazirlanan 0,1M HCT’
de aktive edilen yani E;MIP olduguna karar verilmistir. 18 CV dongiilii E;MIP’e ait
SEM goriintiileri Sekil 4.3.1°de verilmistir.

X 5,000 5.0kV SEI

-
X 5,000 5.0kV SEI SEM WD 10.Omm|

Sekil 4.3.1. E;MIP_18 *in SEM goriintiileri

39



Eliiasyon islemleri icin MIP’ler 6éncelikle 10 ml 1x10° M Flukonazol ¢ozeltisinde
bekletilmis, % 20 etanol ve %80 0,1 M asetik asit ¢ozeltisinde belirli siirelerde eliie
edilmistir. Eliie isleminden sonra ortaya ¢ikan degisimler 2,5 mM (K3[Fe(CN)g]) /
(K4[Fe(CN)g].3H20) igeren 10 mL 0,1 M KCI ¢ozeltisinde EIS yontemiyle takip
edilmigstir. 18 CV dongiilii E;MIP’ lerin eluasyonuna ait degisimler Sekil 4.3.2” de
ve Sekil 4.3.3” de verilmistir.

Inkiibasyon islemi icin, bog MIP’ler 1x10™° M Flukonazol ve 2,5 mM (Ks[Fe(CN)g])
| (K4[Fe(CN)g].3H20) igeren 10 mL 0,1 M KCI ¢ozeltisinde bekletilerek belirli siire
araliginda EIS o6l¢limleri alinmistir. 18 CV dongiilii E{MIP’lerin inkiibasyonuna ait

degisimler Sekil 4.3.4°de ve Sekil 4.3.5°de verilmistir.

3,000 kohm-

2,000 kehm-

-Zimag {ohm)

© 20 0,
L

1,000 kohm-

0,000 ochm /, .

0,000 chm 2,000 kehm 4,000 kehm 8,000 kehm

g
g .5 g’ Flﬁasyon
¥ Siiresi

Zreal (chm)

Sekil 4.3.2. E;MIP_18’ in farkli siirelerde eliiasyonuna ait Nyquist diyagramlari

12000
10000 &
8000 -

6000 - .

R.: (ohm)

4000 - * * *

2000 -

O T T T T 1
1 2 4
0 0 0 t (dak) 30 0 50

Sekil 4.3.3. E;MIP_18’ in farkl: siirelerde eliiasyonuna ait Nyquist diyagramlarindan elde edilen Rct
degisimleri
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E o
g o

0,000 chm /—

0,000 chm 1,000 kohm 2,000 kohm 32,000 kohm 4,000 kehm

Zreal (ohm)

Sekil 4.3.4. E;MIP_18’ in farkli siirelerde inkiibasyonuna ait Nyquist diyagramlar1
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Sekil 4.3.5. E;MIP_18’ in farkl: siirelerde inkiibasyonuna ait Nyquist diyagramlarindan elde edilen
Rct degisimleri

4.4. BR ve PBS Tamponunda MIP Performansmin incelenmesi

4.4.1. MIP performansi icin BR-Tamponunda optimum pH’ nin belirlenmesi

BR tamponu genis bir pH ’da (pH: 2,0 - 12,0) calisilabilen bir tampondur. BR
tamponunun bu 6zelliginden yararlanarak, MIP performanslarinin pH: 4,0, 5,0, 6,0,
7,0 ve 8,0’ da gosterdigi performanslar incelenmis, MIP’ lerin Flukonazol’ un
degisen konsanrasyonlarina baglh gosterdigi EIS yanitlar1 incelenmis ve en iyi

performansi gosterdigi pH secilmistir. Bunun igin sabit voltametrik hiicre igerisinde
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bulunan pH= 4,0 a ayarlanmigs 10 ml BR tamponuna bir seri degisik
konsantrasyonda Flukonazol ¢ozeltisi eklenerek EIS cevaplari incelenmistir. Ayni
islemler pH: 5,0, 6,0, 7,0 ve 8,0’ da ayr1 ayr1 yapilmistir. Bu incelemeler 18 CV
dongii E;MIP {izerinde gergeklestirilmistir. Deneysel sartlar metot boéliimiinde detayli
bir sekilde verilmistir. Bu degisimlere ait Nyquist diyagramlar1 Sekil 4.4.1°de ve bu
diyagramdan elde edilen R¢; degerleri Tablo 4.4.1° de ve ¢alisma araliklar1 Sekil
4.4.2° de verilmistir. Tabloya gére optimum seg¢ilen pH’da Flukonazol’ un degisen
konsantrasyonlarina kars1 Nyquist diyagramlar1 Sekil 4.4.3° de ve bu diyagramlardan

elde edilen Ret degerleri ise Sekil 4.4.4” de verilmistir.

8,000 kohm

6,000 kohm

4,000 kohm

-Zimag (ohm)

2,000 kohm

0,000 ohm
0,000 ohm 5,000 kohm

Zreal (ohm)

6,000 kohm oo

4,000 kohm

-Zimag (ohm)

2,000 kohm

0,000 ohm
0,000 ohm 1,000 kohm 2,000 kohm 3,000 kohm 4,000 kohm

Zreal (ohm)

Sekil 4.4.1. Dolu (Cizgili) ve Bos (¢izgisiz) E;MIP_18" in BR tamponu farkli pH’ larda elde edilen
Nyquist diyagrami
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Tablo.4.4.1. BR tamponu farkli pH’ larda Nyquist diyagramindan elde edilen bos ve dolu MIP’lere
ait R, degerleri

pH 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0
Bos Rt (ohm) 4736 4696 5355 10980 14070
Dolu R¢t (ohm) 5557 8177 13770 16020 15660
ARt 821 3481 8415 5040 1590
Rct calisma arahg
9000 -
8000 -
7000 -
6000 -
« 5000 -
o
& 4000 -
<
3000 -
2000 -
_
0 - T T T T 1
pH=4,0 pH=5,0 pH=6,0 pH=7,0 pH=8,0
Sekil 4.4.2. BR tamponu farkli pH’ larda MIP’ lerin ¢alisma araliklar1
3,000 kohm-
4 .o.. o : - o
2,000 kohm- 3 S . - . e -
| R [Fluk]
1,000 kohm-| Foe
.’ *
2?
#
&
o?
...'
0,000 ohm / ' '
0,000 ohm 2,000 kohm 4,000 kohm 8,000 kohm
Zreal (ohm)

Sekil 4.4.3. BR tamponu pH=6,0"da E;MIP_18 *in 10°™* M - 10 M Flukonazol ile degisen Nyquist
diyagrami
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Sekil 4.4.4. BR tamponu pH=6,0’da E;MIP_18’ in Nyquist diyagramindan elde edilen Ret
degerlerinin 10*3M - 10®° M Flukonazol ile degisimi

4.4.2. MIP performanmisi icin BR- tamponunda optimum pH’nin belirlenmesi

PBS tamponu pH= 7,2 deneysel ¢aligmalar i¢in ayri bir énem tasimaktadir. Bu
yiizden MIP performansi bir de bu ortamda kontrol edilmistir. PBS tamponu pH=
7,2’ de MIP’lerin Flukonazol’ un degisen konsantrasyonlarina bagl gosterdigi EIS
yanitlar1 incelenmis Nyquist diyagramlar1 Sekil 4.4.5” de bu diyagramlardan elde
edilen Flukonazol konsantrasyonlara bagli R degerlerine karsi degisimler Sekil

4.4.6’de verilmistir. Deneysel sartlar metot boliimiinde detayli olarak verilmistir.

3,000 kehm

2,000 kohm

[Fluk]

poog®™
o o0 g

-Zimag (ohm)
acsd®

1,000 kehm
%

0,000 ohm /

0,000 chm 2,000 kohm 4,000 kehm

Zreal (ohm)

Sekil 4.4.5. PBS ortaminda E;MIP_9” un 102 M - 10"° M Flukonazol ile degisen Nyquist diyagram
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8500 - y =-300,11x + 9969,8

R2 = 0,982
8000 - 4

7500 -

7000 -
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6500 -

6000 -

5500 -

5000 T T T T 1
4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

- log [Fluk]

Sekil 4.4.6. PBS ortaminda E;MIP 9> un 10" M - 10° M Flukonazol ile degisen Nyquist
diyagramindan elde edilen Rct’ nin konsantrasyona bagli degisimi
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Flukonazol’ ¢ duyarli elektrokimyasal sensor yapilmasi hedeflenmistir.
Bunun i¢in ¢alisma elektrodu iizerine molekiiler baskilama polimerizasyonu (MIP)
yapilarak Flukonazol’ e bagh sinyaller EIS teknigi ile incelenmistir. Literatiirde MIP
sensorlerin yapilmasi ve ¢alisma prensibi oldukg¢a genis bir alana sahiptir. Mevcut
calisgmada Flukonazol igin tasarladigimiz sensériin  yapimi 3 basamakta
gerceklestirilmistir:
) Calisma elektrodu olarak kursun kalem uglarinin yalin ve aktive edilmis
hallerinin sensor kullaniminda degerlendirilmesi,
i) Calisma elektrodu fiizerinde 0-PD monomerlerinin sablon molekiil
varhiginda polimerlestirilerek MIP haline getirilmesi,
iii) Olusturulan MIP elektrotlarinin performanslarinin farkli ortamlarda ve

pH’larda degerlendirilmesi yapilmistir.

5.1. Aktivasyonun Degerlendirilmesi

Elektrokimyasal 6l¢iimlerde ¢alisma elektrodunun islevi oldukg¢a onemlidir. Calisma
amacina gore elektrot secimi de 6nem arz etmektedir. Kullanilan her bir elektrodun
calisma konularina gore avantaj ve dezavantaji vardir. Bu caligmada giinliimiizde
ekonomik olarak en ucuza alinabilecek kursun kalem ucu (PGE) ¢alisma elektrodu
olarak segilmistir. Grafitte tiim karbonlar sp2 hibritlesmistir ve yiiksek iletkenlik ve
analitin elektroda kolay adsorpsiyonu bu sp® hibritlenmesi sayesindedir [63, 64].
PGE, genis kullanilabilirligi, diistik teknolojisi, diisiik maliyeti, iyl mekanik sertligi,
kimyasal inertligi, elverisli elektrokimyasal 6zellikleri, diisiik arka plan akimi, genis
potansiyel penceresi, analizlerin adsorpsiyonu, modifikasyon kolayligi ve
minyatiirlestirme gibi 6zelliklere sahiptir [65, 66]. Daha da 6nemlisi, PGE' ler daha

basit ve yenilenebilir bir ylizey saglayabilir ve parlatma ve temizleme gibi 6n
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prosediirlerin olmamast ve sonuclar ayri yiizeyler i¢in iyi bir tekrarlanabilirlik
saglamas1 GCE dahil diger kati elektrotlarina nazaran daha avantajli hale gelir [65,
67]. Bu yonden bakildiginda diger elektrotlara gére ayrica ckonomik olarak
istiinliigii vardir. Elektrokimyasal oOl¢limlerde calisma elektrodunun iletkenligi
biiyiikk bir 6nem arz etmektedir. PGE elektrokimyasal agidan degerlendirildiginde
neredeyse bir metal kadar iletkenlige sahip olmasi bir diger avantajidir. Literatiir
caligmalar1 incelendiginde grafit tabanli PGE’ lerin yaygin bir sekilde kullanildig

gorilmektedir.

Karbon elektrotlarin  elektron transfer Ozelliklerinin  bazi  6n islemlerle
gelistirilmesine aktivasyon denmektedir. Bu ¢aligmada literatiire bagh olarak PGE
Eo, etanol i¢inde hazirlanan 0,1M HCI iginde 15 dakika bekletilerek E; haline [68],
0,5 M H,SO, [69,70], i¢inde (+0,5 V) - (+2,5 V) arasinda 100 mV/s hizda LSV
alinarak E; haline getirilerek aktive edilmistir. Aktivasyonun kontrolii EIS, CV ve
SEM ile yapilmistir. Boliim 4.1.1°de E; aktivasyonuna ait degisimler verilmistir. Eq,
Eo ile kiyaslandiginda, EIS Nyquist diyagrami incelendiginde elektrot yiizeyine ait
direncin E; elektrodunda azaldigi yani iletkenligi arttigi goriilmektedir [71]. CV
degisimleri incelendiginde demir redoks ¢iftinin akim ve potansiyel degerleri
irdelendiginde, indirgenme ve ylikseltgenme piklerine ait akim degerlerinde artma
gorilmiis ayrica bu piklere ait potansiyel degerleri arasindaki fark azalmistir. Bu
durum E; elektrodunun daha distiin bir elektroaktiviteye sahip oldugunu isaret
etmektedir. Ayrica bu aktivasyon sayesinde, tam tersinir bir elektrot reaksiyona sahip
Ferrisiyanﬁr3'/Ferrosiyanﬁr4' redoks ¢iftinin potansiyeli Nerst esitligindeki 59 mV
potansiyel farkina daha da yaklasmistir [68]. SEM sekillerine bakildiginda ise
aktivasyon sonucunda PGE’ lerin yiizeyleri degismistir. Bolim 4.1.2°de E;
aktivasyonuna ait degisimler verilmistir. EIS Nyquist diyagrami incelendiginde
elektrot ylizeyine ait direncin E,’de azaldigi goriilmektedir [71]. CV degisimlerine
bakildiginda, demir redoks ¢iftine kars1 akim ve potansiyel degerleri irdelendiginde,
indirgenme ve ylikseltgenme piklerine ait potansiyel degerleri arasindaki fark

degismistir. Ancak bu redoks ciftine ait akim degerleri okunamamaktadir.
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5.2. MIP isleminin Degerlendirilmesi

Bolum 4.2.” de, PGE ve aktiflestirilmis PGE’ ler iizerinde, Flukonazol bulunan
ortamda 0-PD’ nin polimerlesmesiyle MIP yapilar elde edilmistir. CV teknigiyle 9,
18 ve 27 dongli alinarak Eg, E; ve E; elektrotlarinin iizerinde polimer filmlerin
olugmasi saglanmistir. CV islemlerin ilk dongiilerinde +900 mV civarinda goriilen
oksidasyon piki 0-PD monomerine, +700 mV civarindaki ise radikalik piklerdir. 2.
Sargiyla beraber bu pikler azalmakta -10 mV civarinda ise polimere ait tersinir
indirgenme ve yiikseltgenme piki belirmektedir. Dongii sayilar1 artmasiyla
monomere ait pikler azalmakta, hatta +900 mV civarinda goriilen oksidasyon piki
kaybolmakta, polimere ait tersinir pikler artmaktadir [24-26]. Bu durum
literatiirdeki diger caligsmalarla uyumludur. Polimerlesme elektrot ylizeyinde film
seklinde karsimiza c¢ikmis olup dongii sayist arttikga yilizeydeki polimer filmin
iletkenligi azalmaktadir ve bu durum EIS Nyquist diyagramlarindan acikga
goriilmektedir. Polimer filmin kaplanmasindan 6nce ve sonra demir redoks ciftinin
davranist CV ile incelenmis olup, yapilan her bir MIP’ in demir redoks giftine karsi

elektrokimyasal duyarlilig1 azalmistir[30-34,72].

Flukonazol bulunan ortamda 0-PD’ nin polimerlesmesiyle hazirlanan MIP’ lerden
Flukonazol’ un uzaklastirilmasiyla sensor hazir hale gelmistir. Hazirlanan MIP” lerin
performanst Oncelikle demir redoks ¢iftinin oldugu 0,1M KCI ortaminda kontrol
edilmistir. Flukonazol’ un degisen konsantrasyonlarina karst EIS 6l¢timleri alinmig
ve konsantrasyonlara karst Nyquist diyagramlarindan elde edilen direng degerleri
grafige gecirilmistir. Bu degisimlere gore Eq ve E; elektrotlar1 ile yapilan MIP’ ler
analitik yonden degerlendirmeye deger diizeyde bir performans gostermemistir.
Ancak E; elektrodu ile 9, 18 ve 27 dongii ile yapilan MIP’ ler i¢in durum farklidir.
10™3M-10"M Flukonazol konsantrasyonlarma karsi EIS cevaplar analitik yonden

degerlendirilebilir olup bu degisimler grafiklerden rahat¢a goriilmektedir.

5.3. E;MIP Sensérlerin Eliiasyon ve Inkiibasyon Islemleri

MIP’lerin elue islemi sensorlerin en 6nemli basamagini olusturmaktadir. MIP’ ler

elue edilirken polimer filminin zarar gdrmemesi gerekir ¢linkii zarar goren bir filme
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analit tekrar spesifik olarak yerlesemez. Bu durum g6z 6niinde bulunduruldugunda
analitin polimer filmi ile kovalent bag yapmasi istenmez. Ciinkii kovalent bag
kirildiginda analite 6zel bosluklar zarar gormektedir. Bu ylizden analitin polimer
filmine adsorpsiyonu, Van der Walls etkilesimi, London Kuvveti, n- 7 etkilesimi ve
H- bagi ile tutunmasi tercih edilir. Yani analitin polimere tutunabilecegi kadar
kuvvetli ve ayrilabilecegi kadar da zayif etkilesimin olmasi istenir [20]. Eluasyon
islemi analitin dogasina bagh olarak gercgeklesir, bu yiizden literiirde bir ¢cok yontem
mevcuttur [73-76]. Bu ¢alismada eluasyon islemi i¢in literatiire bagl olarak birgok
yontem denenmis ve % 20 etanol iceren 0,1 M asetik asit ¢ozeltisinde bekletmenin,
eluasyon icin en uygun yontem olduguna karar verilmistir. Bu ¢ozelti igerisinde
bekletilen 18 CV dongiili MIP E;’e ait zamana kars1 Rct degerleri Sekil 4.3.3°de
verilmistir. Bu degisimlere gore 25 dakikaya kadar Rct degerleri azalmis ve 25.
dakikada sabitlenmistir. Bu degisim MIP {izerinde Flukonazol’ un ayrilarak
uzaklagtigin1 25. dakikadan sonra ise MIP {izerindeki ayrilmanin durdugunu ifade
eder. Bu islemden sonra artik Flukonazol vyerlesebilecegi spesifik bosluklar
olusmaktadir. Bu islemin ardindan elue edilen MIP, 1x10° M Flukonazol ve 2,5 mM
Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] iceren 10 mL 0,1 M KCI ¢ozeltisinde bekletilerek belirli
stire araliginda EIS o6l¢iimleri ayn1 ¢ozelti igerisinde alinmis ve bu degisimler Sekil
4.3.4°de ve Sekil 4.3.5’de verilmistir. Bu degisimlere gore 5 dakika sonunda elue
edilen MIP’in Flukonazol ile doldugu goriilmektedir. MIP’in eluasyon islemden
sonra yeniden inkiibe edilmesi ve ayni Nyquist egrilerinin tekrar ortaya ¢ikmasi
eluvasyon islemin basarili oldugunu gostermektedir. Ayrica eluasyonun basarili
olmasi da Flukonazol’ un 0-PD polimerine kovalent bagdan daha zayif etkilesimlerle

tutundugunu géstermektedir [72,77].

5.4. E;MIP Performansinin BR Tamponu Farkh pH’ larda Degerlendirilmesi

Bolim 4.2°.de yapilan calismalarda MIP performanslar1 incelenmis olup, en iyi
performansin E;-MIP elektrodu ile saglandigina karar verirmistir. Demir redoks
¢iftinin bulundugu 0,1M KCI ¢ozeltisi i¢inde bir seri Flukonazol konsantrasyonuna
karst Nyquist egrilerinden hesaplanan R¢  degerlerine  karst  degisimler

incelendiginde, konsantrasyonun artmasina bagli olarak R¢ degerleri artmistir.
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Boliim 4.4.” de ise E;-MIP’in BR pH: 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 ve 8,0 tamponlarinda EIS
performansi izlenmistir. Bu ¢alismada her bir pH’ da asetik asit-etanol ortaminda
elue edilen MIP’ lere BR tamponu ortaminda Flukonazol® un bir seri derisimi ilave
edilerek EIS Nyquist diyagramlar1 irdelenmistir. Flukonazol konsantrasyonlarina
karsi, bu diyagramlardan elde edilen R¢; degerleri kaydedilmistir. Sekil 4.4.1° de BR-
tamponu farkli pH’ larda bos MIP’ ler ile 10°M Flukonazol varhgindaki
doldurulmus MIP’ lere ait Nyquist diyagramlari, Tablo 4.4.1’de ise bu
diyagramlardan elde edilen bos ve dolu MIP’ lere ait R degerleri ve farklar
verilmigtir. Bu verilere gore, MIP i¢inde tutulan sablon molekiiliin ¢ikarilmasi ve
yeniden polimer filmine doldurulmasi sirasinda yiik transfer direncindeki farkin en
fazla pH=6,0" da oldugu belirlenmistir. Analit molekiilleri MIP’ den elue oldugunda,
Flukonazol i¢in spesifik olan bosluklar elektron aktarimi ig¢in kullanilabilir hale
geldiginden yiik transferi kolaylasir ve empedans spektrumunda R degeri kiigiiliir.
Analitin  bu bosluklara tekrar girmesiyle Rct degerleri tekrar biyiir [77].
Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile elde edilen Ry degerinin
konsantrasyona bagli degisim gostermesi sensor olarak kullanimimi saglamaktadir
[78]. Dolu ve bos MIP’ deki R farkinin biiyiik olmasi konsantrasyon degisimlerinin
daha net izlenebilecegi anlamimi tagimaktadir. Bu yiizen pH=6,0 optimum ¢alisma
pH’ s1 olarak secilmistir. Sekil 4.4.3.’de BR tamponu pH=6,0 Flukonazol’ a ait
kalibrasyon egrisi verilmistir. 10*M-10°M konsantrasyon araliginda R?=0,983
degisimi ile MIP sensoriinlin analitik caligma performanst klasik voltametrik

Olctimlerden yliksek bulunmustur.

5.5. E1;-MIP Performansinin PBS Ortaminda Degerlendirilmesi

PBS tamponu biyokimyasal molekiillerin ve ila¢ etken maddelerinin analizleri i¢in
oldukga 6neme sahiptir [69,77]. Ciinkii hiicre i¢i s1vida fosfat miktar1 oldukga yiiksek
olup pH degerinin ayarlanmasinda rol oynar. pKa= 6,80 degeri fizyolojik pH’ ya ¢cok
yakindir. Bolim 4.5.” de E;-MIP’in PBS ortam1 pH= 7,2” de gosterdigi performans
EIS ile izlenmis ve elde edilen datalar grafige gecirilmistir. Bu degisimlere gore,
regresyon degeri de goz Oniinde bulunduruldugunda, E;-MIP performanst BRT
tamponunda oldugu gibi fosfat tamponu ortaminda da etkin bir sekilde calistig

gorilmiistiir.
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5.6. Bu Calismanin Literatiirdeki Yeri

Teorik boliimde de bahsedildigi tizere Flukonazol ila¢ etken maddesin viicuttaki

Oonemi goz Oniinde bulunduruldugunda tayini de ayrica énem arz kazanmaktadir.

Tablo 5.” de Flukonazol’ un tayin yontemleri ve tayin sinirlart verilmektedir.

Tablo 5. Flukonazol tayin yontemlerinin kiyaslanmasi

Yontem Calhisma arahg En diisiik tayin Referans
limiti

Gaz 0,01-0,15 pg/mL 50 ng/mL Debruyne et al., 1988
kromotografisi [52]
HPLC 200-10,000 ng/mL 200 ng/mL Wattananat ve

Akarawut (2005) [53]
Anodik 48,0 —250,0 pg /mL 6,3 pg/mL Gill ve arkadaslari
Voltametri (2011) [11]
Diferansiyel Puls | 76,5 -105683 pg/L 24,48 pg/mL Zad ve arkadaglar
Voltametrisi (2018) [2]
UV 122-450 pg/L 4,37 ug/mL Goger ve Enien (2001)
Spektroskopisi [50]
MIP/impedimetri | 0,03pg/mL — 3 ug /mL <0,1 pg/mL Bu Caligma
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