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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Florfenikol Antibiyotiginin Tayini I¢in
Voltametrik Sensorlerin Gelistirilmesi ve Analitik Uygulamalar1” baslikli bu ¢calismanin
bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan
yazildigini1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin hem metin i¢inde hem de kaynakgada
yontemine uygun bicimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla
dogrularim.
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Bu calismada, sentetik ve uzun etkili bir antibakteriyel ilag olan florfenikol miktarlarinin tespiti igin
hassas bir voltametrik sensor gelistirilmistir. Elektrot modifikasyonlari ¢esitli monomerler kullanilarak,
gevrimli voltametri (CV) metodu ile yapilmistir. 3-metil tiyofen (3-MTF) ile modifiye edilmis
elektrodun florfenikol voltametrik yanitlari, diger polimer elektrotlarinkinden daha yiiksek ¢ikmustir.
Daha sonra, florfenikoliin 3-MTF ile modifiye camsi karbon elektrodundaki (GCE) elektrokimyasal
davranisi, ¢evirimli voltametri ve diferansiyel puls voltametri (DPV) metodu ile aragtirilmistir. 3-MTF
ile modifiye edilmis GCE'un florfenikole duyarli sensér 6zelligini belirlemek i¢in; elektrolit tipi ve
elektrolit pH, tarama hizi, film kalinligi, puls genligi ve puls genisligi gibi parametreler optimize
edilmistir. Modifiye edilmis elektrotun florfenikol yanitlari, modifiye edilmemis GCE yamitlar ile
karsilastirlldiginda, modifiye edilmis elektrot ile florfenikol yamitlarindaki segicilik, duyarlilik ve
kararliligin 6nemli 6l¢iide arttigi gorilmiistir.

Florfenikol tayini i¢in 0.1 ile 1.0 mM konsantrasyon araliginda dogrusal bir kalibrasyon grafigi elde
edilmistir. Dogrusal kalibrasyon egrisinden korelasyon katsayisi, R%, 0.999, tayin siniri, LOD, ve
kantitasyon sinir1, LOQ, sirasiyla 0.0399 mM ve 0.1197 mM olarak hesaplanmustir.

Ayrica, florfenikol tayini icin gelistirilen voltametrik sensoriin analitik uygulamasi kirmizi ve beyaz et
numunelerinde gergeklestirilmistir. 3-MTF ile modifiye edilmis GC elektrodu kullanilarak kirmizi ve
beyaz et numuneleri igin geri kazanim verimi, % 90.07-% 111.92 araliginda elde edilmistir.

Sonug olarak; florfenikole duyarl ve segici, hizli, basit, diisiik maliyetli, % 99.2 tekrarlanabilir, kararh
bir yontem gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cevrimli voltametri, Diferansiyel puls voltametri, Florfenikol, Sensor, Polimer
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In this study, a sensitive voltammetric sensor was developed for the detection of florphenicol, a synthetic
and long-acting antibacterial drug. Electrode modifications were made by cyclic voltammetry (CV)
method using various monomers. Florphenicol voltammetric responses of 3-methyl thiophene (3-MTF)
modified electrode were higher than those of other polymers electrodes. Then, The electrochemical
behavior of florphenicol on 3-MTF modified glassy carbon electrode (GCE) was investigated by cyclic
voltammetry and differential pulse voltammetry (DPV) method. In order to determine the florphenicol-
sensitive sensor property of 3-MTF modified GCE; parameters such as electrolyte type and electrolyte
pH, scan rate, film thickness, pulse amplitude, and pulse width have been optimized. When the
florphenicol responses of the modified electrode were compared to the unmodified GCE responses, it
was found that the selectivity, sensitivity and stability of the modified electrode and florphenicol
responses were significantly increased. A linear calibration plot was obtained for florphenicol in the
concentration range of 0.1 to 1.0 mM. The correlation coefficient from the linear calibration curve, R?,
0.999, determination limit, LOD, and quantitation limit, LOQ were calculated as 0.0399 mM and 0.1197
mM, respectively.

In addition, analytical application of the voltammetric sensor developed for the determination of
florphenicol was carried out in red and white meat samples. The recovery efficiency for red and white
meat samples was obtained from 90.07% to 111.92% by using 3-MTF modified GC electrode. A method
was developed for the florphenicol which is fast, simple, low-cost, 99.2% reproducible, stable, sensitive
and selective.

Keywords: Cyclic voltammetry, Differential pulse voltammetry, Florphenicol, Sensor, Polymer
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AB: Avrupa Birligi

AC: Alternatif akim

AcN: Asetonitril

BOS: Beyin omurilik s1visi

CAF: Kloram fenikol

CV: Dontigtimlii voltametri

DMF: Dimetil formamit

NNDMF: N, N-dimetil formamit

DMSO: Dimetil siilfoksit

DPV: Diferansiyel puls voltametrisi

Ep: Pik potansiyeli

Epa: Anodik pik potansiyeli

Epc: Katodik pik potansiyeli

FAO: Gida ve Tarim Orgiitii

FF: Flor fenikol

FT-IR: Fourier transform kizil6tesi spektroskopisi
GCE: Camsi karbon elektrot

HBA: Hidroksibenzaldehit

HPLC: Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
I: Akim

Ip: Pik akimi1

Ipa: Anodik pik akimi

Ipc: Katodik pik akimi

J: Akim yogunlugu

KNOs: Potasyum nitrat

LiCl: Lityum kloriir

LOD: Tayin sinir1

LOQ: Kantitasyon sinir1

MBK: Minimum Bakterisid Konsantrasyon
MiK: Minimum inhibitér Konsantrasyon
MTF: Metil tiyofen

n: Olgiim sayis1

NaCl: Sodyum kloriir

OABA: o-amino benzoikasit

PABA: p-amino benzoikasit

PBS Fosfat tamponu

R%: Regrasyon katsayis1

RSD: Bagil standart sapma

S: Standart sapma

SAS: Sodyum Asetat

SOS: Sodyum Siilfat

TAF: Tiam fenikol

TBATFB:  Tetra biitil amonyum tetra floro borat
TLN: Toluen benzoikasit

Tris: Tris tamponu

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

Vi



Sekil 2.1:
Sekil 2.2:
Sekil 2.3:
Sekil 2.4
Sekil 2.5:

Sekil 2.6:
Sekil 2.7:
Sekil 2.8:
Sekil 2.9:
Sekil 2.10:
Sekil 2.11:
Sekil 3.1:
Sekil 3.2:

Sekil 3.3:
Sekil 3.4:

Sekil 3.5:
Sekil 3.6:
Sekil 4.1:

Sekil 4.2:

Sekil 4.3:

Sekil 4.4:

Sekil 4.5:

Sekil 4.6:

Sekil 4.7:

Sekil 4.8:

Sekil 4.9:

Sekil 4.10:

SEKILLER DiZiNi

Kloramfenikol molekiiler gosterimi.
Tiamfenikol molekiiler gosterimi.

5
6

Kloramfenikol, Florfenikol ve Tiamfenikol molekiiler gosterimi. 7

CV i¢in potansiyel-zaman degigimi.

CV metodu ile tersinir bir elektroaktif maddenin akim-potansiyel

degisimi.

Diferansiyel puls (A) sinyal olusumu, (B) voltamogramu.
Elektrokimyasal hiicre ve bilesenleri.

Referans elektrotlar (a) Ag/AgCl, (b) DKE, (c) SHE.

Karsit elektrot ¢esitleri .

Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlari.

3-MTF’in elektropolimerizasyon mekanizmasi.

BAS 100B elektrokimyasal analizor.

Yardimeci elektrot, ¢calisma elektrodu ve referans elektrottan
olusan voltametrik hiicre.

Thermo Scientific STAR A-111 pH-metre.

Niive marka EN 400 Model etiiv, Branson marka 3510 model
ultrasonik banyo.

Kern marka ABJ-NM/ABS-N model terazi.

A) Saflastirilmamis, B) saflagtirilmis FF’iin FT-IR spektrumu.
PABA modifiye GCE iizerinde (A) AcN (B) DMF icinde
¢Oziintirlestirilmis farkli derisimlerdeki FF’iin (a: 1.183 mM
b: 0.875 mM c: 0.491 mM ve d: PBS) DPV’si.

A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik PABA CV ile modifiye
GCE tizerinde a: 0.875 mM b: 0. 491 mM FF ve c: PBS DPV
yanitlari.

A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik 4-HBA CV ile modifiye
GCE iizerinde a: 0.875 mM, b: 0. 491 mM FF ve c: PBS DPV
yanitlari.

A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik 3-MTF CV ile modifiye
GCE iizerinde a: 0.875 mM, b: 0. 491 mM FF ve ¢: PBS DPV
yanitlari.

A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik 4-VP CV ile modifiye
GCE iizerinde a: 0.875 mM, b: 0. 491 mM FF ve c: PBS DPV
yanitlari.

A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik Indolin CV ile modifiye
GCE iizerinde a: 0.875 mM, b: 0. 491 mM FF ve c: PBS DPV
yanitlari.

A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik OABA CV ile modifiye
GCE tizerinde a: 0.875 mM, b: 0. 491 mM FF ve ¢: PBS DPV
yanitlari.

A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik paratoluen siilfonik asit
CV ile modifiye GCE {izerinde a: 0.875 mM, b: 0. 491 mM FF
ve ¢: PBS DPV yanutlari.

150, 175, 200, 225 ve 250 mM 3-MTF modifiye GCE iizerinde
0.1 M NazSOs iginde 0.491 mM FF’iin DPV voltamogramlari.
3-MTF derisimi-I, iliskisi.

Vii

14
15
16
17
18
18
19
25
26

27
27

28
28
30

33

34

35

36

37

38

39

40

41
42



Sekil 4.11:
Sekil 4.12:
Sekil 4.13:

Sekil 4.14:
Sekil 4.15:

Sekil 4.16:
Sekil 4.17:
Sekil 4.18:
Sekil 4.19:

Sekil 4.20:
Sekil 4.21:

Sekil 4.22:
Sekil 4.23:
Sekil 4.24:
Sekil 4.25:
Sekil 4.26:
Sekil 4.27:

Sekil 4.28:

NaxSOq4 elektroliti iginde 3- MTF modifiye GCE iizerinde 2, 4,
6, 8 ve 10 segmentlik 0.491 mM FF’iin DPV voltamogramlari.
3-MTF film kalinligi-1, iliskisi.

NaxSOy4 elektroliti i¢inde 3- MTF modifiye GCE {izerinde 100,
120, 140, 160, 180, 200 ve 220 mV/s tarama hizilarinda 0.491
mM FF’iin DPV voltamogramlari.

Polimer olusum tarama hizi-1, iliskisi.

6 mM Ki[Fe(CN)s]’iin 1 M KNO:s igindeki a) Ciplak GCE,

b) Modifiye GCE ¢) Ciplak ve Modifiye GCE’nin iist iiste
dontistimlii voltamogramlari.

NaySOs elektroliti pH-Ij, iliskisi.

NaxSOs4 (pH 4.50) elektroliti i¢inde 3- MTF modifiye GCE
tizerinde 20, 40, 60, 80, 100 mV/s tarama hizlarinda 0.491 mM
FF’iin DPV voltamogrami.

0.491 mM FF’iin 3-MTF modifiye GCE iizerinde DPV tarama
hizi-I, iliskisi.

3-MTF modifiye GCE iizerinde 0.1 M Na>SOy4 elektroliti i¢inde
a:0.1,b: 0.3, ¢c: 0.6, d:0.8 ve e:1.0 mM FF’e ait DPV’ler.
0.1-1.0 mM FF derisimi i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi.
Poli 3-MTF modifiye GCE {izerinde 0.6 mM FF’iin DPV’leri
(n=10).

0.6 mM FF’iin poli 3-MTF GCE iizerindeki voltamogramlarina
ait hata grafigi (n=10).

0.1 M’lik Na>SOs iginde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde
a) Et 1 numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler.
0.1 M’lik Na2SOs4 iginde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde
a) Et 2 numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler.
0.1 M’lik NaxSOs4 iginde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde
a) Et 3 numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler.
0.1 M’lik Na2SOs4 iginde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde

a) Tavuk 1 numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler.

0.1 M’lik NaxSOs4 iginde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde

a) Tavuk 2 numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler.

0.1 M’lik Na2SOs4 iginde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde

a) Tavuk 3 numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler.

viii

43
43

44
45

46

47

48

49

49
50

51

51

52

53

53

54

55

55



Cizelge 4.1:
Cizelge 4.2:
Cizelge 4.3:
Cizelge 4.4:
Cizelge 4.5:
Cizelge 4.6:
Cizelge 4.7:

Cizelge 4.8:

CIZELGELER DiZiNi

Polimer derigsimini belirlemek i¢in alinan voltamogramlardan
elde edilen I, degerleri.

Polimer kalinligin1 belirlemek i¢in alinan voltamogramlardan
elde edilen I, degerleri.

Polimer tarama hizlarina karsilik gelen I, degerleri.

NaySOy4 elektrolitinin pH’sina karsilik gelen E,, ve I, degerleri.

Na>SOs elektrolitinin tarama hizina karsilik gelen E,, ve I,
degerleri.

Et numunelerine ait ortalama pik akimlar1 ve geri kazanim
verimleri.

Tavuk numunelerine ait ortalama pik akimlari ve geri
kazanim verimleri

FF sensor gelisimi i¢in optimize edilen parametreler

41
42
44
47
48
53

56
58



1. GIRIS

Genel olarak mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyon hastaliklarmin
tedavisinde kullanilan ilaglara antibiyotik denir. Antibiyotikler tiiketilebilinen
hayvanlarda hastaliklarin tedavisi, dnlenmesi ve kontrolii ile gelismenin hizlandirilmasi,
yemden yararlanma etkinliginin ve verimliligin artirilmasi amaglariyla kullanilmaktadir.
Kullanimdan sonra, hayvanlarin doku ve organlarinda ya da et, siit gibi yenilebilir
irtinlerde biriken veya depolanan ilaglar, metabolitleri, par¢alanma tiriinleri, serbest veya

bagli haldeki ilag ya da kimyasal maddelerin hepsi birden kalint1 olarak nitelenir [1-4].

Hayvan yetistiriciliginde kullanilan antibiyotiklerin kalint1 riski, insan sagligi
acisindan ciddi tehlikelere neden olmaktadir. Bu durum, insan tiiketimi i¢in vazgecilmez
protein kaynagi olan hayvan kokenli gidalarda, ilag kalintilart riskini olusturmaktadir [5].

Bu nedenle bu tip tiriinleri tiiketen insanlarin sagligi tehdit altindadir.

Verim artiricilar grubunda degerlendirilen yem katki maddeleri iki amag ile
kullanilmaktadirlar. Bunlardan ilki, sindirim sistemi hastaliklarina neden olan patojen
mikroorganizmalarin iiremelerine engel olmak [13], ikincisi ise, hayvanin sindirim
sistemi mikroflorasin1 yararli mikroorganizmalar lehine c¢evirerek hayvanin besin

maddelerinden daha yiiksek diizeyde [14] yararlanmasina olanak saglamaktir.

Biitiin bu ozelliklerinden dolay:r kalint1 antibiyotiklerin tayini biiyiik bir énem
arzetmektedir. Bu amagla literatiirde antibiyotik tayini amaciyla pekg¢ok yontem
bulunmaktadir. Ancak bu yontemlerin ¢ogu yiiksek maliyeti, uzun zaman almasi,

karmagik islemlerden olusmasi gibi dezavantajlara sahiptir.

Bu tezin amaci; antibiyotiklerin tayininde kullanilan zahmetli, karmasik ve
duyarhiligr disiik tekniklerin yerine kullanilabilecek hizli, ucuz, zahmetsizce
hazirlanabilen ve kisa siirede yanit alinabilen, miilkemmel hassasiyet ve kararlilik
sergileyen basit deneysel tasarima sahip bir voltametrik sensor gelistirilmesidir. Bu
amacla c¢esitli  monomerlerle  doniigiimlii ~ voltametri (CV) yontemi ile
elektropolimerizasyon yapilarak en uygun monomer belirlenmistir. Belirlenen
monomerin elektropolimerizasyonu ile modifiye edilmis camsi karbon elektrotlar (GCE)
kullanilarak florfenikol antibiyotiginin tayini i¢in elektrolit tipi ve elektrolit pH’s1, tarama

hizi, film kalinlhigi, puls genligi ve puls genisligi gibi parametreler diferansiyel puls



voltametrisi (DPV) yontemi ile incelenerek optimum kosullar belirlenmistir. Elde edilen
yanitlarin analit derigimi ile iligkisi incelendikten sonra ise gelistirilen sensoriin analitik
degerlendiirilmesi yapilmistir. Son olarak gelistirilmis olan sensoriin ger¢ek orneklere
uygulanip uygulanamayacagini, matriks etkisinin herhangi bir pasivizasyon veya girisim
etkisi yapip yapmayacagini, belirlemek amaciyla kirmizi ve beyaz et numunelerinde

analitik uygulamalar test edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Antibiyotik

Genel olarak mikroorganizmalardan kaynaklanan yangi hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan ilaglara antibiyotik denir [9]. Bu biyoaktif maddeler mantar veya
benzeri mikroorganizmalar tarafindan biyolojik kaynakli ya da sentetik olarak elde
edilebilir. Hastaliklara karsi bir tedavi etkeni olan antibiyotikler, bakteriyel temelli
hastaliklarin iyilestirilmesi i¢in kullanilir. Temelde kimyasal madde olan bu ilaglar,
bakterilerin ¢ogalmasini Onlemekte veya onlar1 Oldiirmektedir. Antibiyotikler ilk
kullanilmaya baslanildigi siiregte direng sorunu olmadigi i¢in bagariyla kullanilmiglardir.
Bulundugumuz siirecte, diinyada her gecen giin artan direngli patojenler, yeni
antimikrobiyallere olan ihtiyac1 artirmaktadir. Antibiyotikler diinyada oldugu gibi

tilkemizde de en sik kullanilan ilaglardandir.
2.2 Antibiyotiklerin Simiflandirilmasi

Antibiyotikler i¢in gilinlimiizde en yaygin bilimsel siniflandirma asagida

belirtildigi gibi etki giiclerine ve kimyasal yapilarina gore yapilmaktadir.
2.2.1 Antibiyotiklerin etki giiclerine gore siniflandiriimasi

Biitiin bakterilerde ii¢ cogalma devresi vardir. Bunlar; yavas gelisme, hizli gelisme
ve dinlenme donemlerinden olusur. Antibiyotikler bakterilerin hizli ve yavas gelisme
donemlerinde etki gosterirler. Bu etkilesim ya bakterisid etki (bakterilerin 6ldiiriilmesi)
veya bakteriyostatik etki (bakterilerin gelisimi ve tiremesinin durdurulmasi) seklinde olur
[10].
2.2.1.1 Bakteriyostatikler

Bunlar bakteri hiicrelerinin geligmesini veya iiremesini Onlerler. Gelismesi ve
tiremesi duran bakteriler, viicudun savunma mekanizmalar1 tarafindan kolaylikla yok
edilirler. Bakteriyostatik etki giicliniin gostergesi “Minimum inhibitér Konsantrasyon
(MiK)dur.

Bakteriyostatikler; tetrasiklinler, makrolid, siilfonamidler, amfenikoller,

linkozamidler, metronidazol ve mikonazol olarak farkli gruplara ayrilirlar.



2.2.1.2 Bakterisidler

Bunlar bakteri hiicresini dolaysiz olarak yok ederler. Bakterisid etki giiciiniin
gostergesi “Minimum Bakterisid Konsantrasyon (MBK)” dur.

Bakterisidler; beta laktamlar (penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar,
karbapenemler, beta laktamaz inhibitidrleri), polipeptidler, florokinolonlar, vankomisin,
rifamisin ve teikoplanin’dir.

Antibiyotikler;

1. Bakteri hiicre duvari sentezini engelleyen, beta laktamlar (penisilinler, sefalosparinler,
monobaktamlar, karbapenemler), siklosein, ristosetin, basitrasin, teikoplanin ve
vankomisin,

2. Sitoplazma membran gegirgenligini degistiren, polimiksinler, gramisidin, nistatin,
amfoterisin B, kandisein, ketokonazal ve diger antifungal imidazoller, flukonazol ve diger
antifungal trizoller ve hekzaklorofen,

3. Ribozamlarda protein sentezini énleyen, tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolidler,
amfenikoller, linkozamidler ve fusidik asit [11].

4. Ara metabolizmay:r bozan,

5. Protein sentezini engelleyen 6zelliklere sahiptirler [12].

2.3 Antibiyotiklerin Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirilmasi

Ribozomlarda protein sentezini bozan antibiyotikler;

1. Tetrasiklinler, en az selektif ve en genis spektrumlu antibiyotiktir.

2. Aminoglikozidler, bu gruptaki antibiyotikler cesitli streptomyces ve micromonospora
tiirii mikroorganizmalardan elde edilen dogal veya yari-sentetik bilesiklerdir.

3. Makrolidler, 12-16 tliyeli makrosiklik bir lakton halkasina (aglikon), glikozit baglariyla
sekerlerin baglanmasiyla olusan bir yap1 gosterirler.

4. Linkozamidler, bir amino sekere bagli bir amino asidden olusan bir amiddir.

5. Fiisidik asit, protein sentezi inhibitdrii antibiyotiktir.

6. Fenikoller, olarak smiflandirilirlar [13].

2.3.1. Fenikoller (Amfenikoller)

Bakterilerde protein sentezini engelleyerek bakterilerin gelisimi ve iiremesinin
durdurulmasina etki  ederler.  Florfenikol, kloramfenikol ve tiamfenikol

amfenikollerdendir. Spektrumlari oldukca genistir.



2.3.1.1 Spektrumlar

I.  Gram(+) koklar
II.  Aerob(+) basiller
III.  Anaerob gram(+) basiller
IV.  Gram(-) bakteriler
V.  Mikoplazmalar
VI.  Spiroketler
VII.  Leptospira

2.3.1.2 FarmakoKkinetik ozellikleri

I.  Genis spektrumlu ve bakteriyostatik etkilidirler.
II.  Beyin, beyin omurilik s1vis1 (BOS) ve goz dahil viicut dokularma iyi dagilirlar.
III.  Kan-beyin engelini en fazla gecen ilactir.
IV.  %100’e yakini emilir.
V. Karacigerde glukuronil transferaz enzimi tarafindan biiyiik oranda metabolize

edilirler.

2.3.1.3 Tiirevleri
a) Kloramfenikol

Kloramfenikol (Sekil 2.1), mevcut ilk amfenikoldiir. Baslangicta bir toprak
bakteri olan Streptomyces venezuelae'den izole edilmistir, ancak simdilerde sentetik
olarak iiretilmektedir.

Gida olarak tiiketime sunulan hayvanlarda kullanimi yasaklanmistir. Yan etki
olarak insanlarda 6liime neden olabilen aplastik anemi, doza baglh kemik iligi depresyonu
ve gri bebek sendromuna neden olur.
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Sekil 2.1: Kloramfenikol molekiiler gosterimi.



Aynt etkiye kedi ve kopeklerde de neden olabilmektedir. Hayvanlarda
bakterilerden kaynaklanan solunum ve sindirim sistemi enfeksiyonlarinda, kopek ile
kedilerde genglik hastaliginda, sekonder enfeksiyonlarin 6nlenmesinde ve goz
hastaliklarinin tedavisinde kullanilir.

Kloramfenikol glukuronil transferaz ile karacigerde inaktive edilerek metabolize

edilir. Yeni doganlarda ve karaciger yetmezligi olanlarda kullanilmamalidir.

b) Tiamfenikol

Kloramfenikolun kullaniminin ayni oldugu enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
kullanilir. Kloramfenikolden daha az etkilidir. Kloramfenikolden farkli olarak,
Tiamfenikol safra yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde de kullanilir. Birgok iilkede yaygin
olarak balik, domuz, sigir ve kiimes hayvanlarinda bakteriyel hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Tiamfenikol, i¢inde nitro bulunan bir kloramfenikol analogudur (Sekil
2.2).
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Sekil 2.2: Tiamfenikol molekiiler gosterimi.

¢) Florfenikol

Sadece veteriner sahada kullanim alani bulunan, Ozellikle solunum sistemi
enfeksiyonlarinda, {iriner sistem, meme ve ayak enfeksiyonlarinda veteriner hekimlikte
kullanilmak {izere 0©zel olarak gelistirilmis olan florfenikol; tiamfenikol ve
kloramfenikoliin de i¢inde bulundugu amfenikoller sinifinda bulunan, genis spektrumlu
sentetik bir antibakteriyel ilactir. Fenikoller grubundan olan FF, kloramfenikol
molekiiliinde nitro grubunun yerine metilsiilfonil (CH3-SO:-) ve hidroksil grubu yerine
flor atomunun baglanmasiyla hazirlanmis [14] beyaz-saman renkli bir tozdur (Sekil 2.3).
FF, en az kloramfenikol kadar etkilidir ve istenmeyen etkileri de daha azdir; viicutta

genellikle glukuronik asitle birlesme tepkimesine maruz kalmadigindan, idrarda daha



ziyade etkin molekiil halinde bulunur. Bu yiizden idrar yollar1 hastaliklarinda da
kullanilabilir. Molekiile florun ge¢mesi bakteriyel asetilazlara direngli kilar; boylece,
etkisine kars1 daha zor direng gelisir [15].

Florfenikol, kloramfenikole duyarli patojenler icin de kullanilabildigi gibi
kloramfenikole direngli bakterilere karsi da etkilidir. Ayrica istenmeyen etkilerinin az

olmasiyla da hayvan hastaliklarinin tedavisinde genis bir seklide kullanilir [16].
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Sekil 2.3: Kloramfenikol, Florfenikol ve Tiamfenikol molekiiler gosterimi.

Ayrica tiamfenikolden de hidroksil grubu yerine 3’karbon pozisyonunda flor
atomu icermesiyle ayrilir. Bu bagi florfenikolii in vitro ortamda kloramfenikol ve
tiamfenikolden daha etkin hale getirir. Tiamfenikol ve kloramfenikole direngli olsalar bile
evcil hayvanlarda infeksiyonlara neden olan bakterilere karsi onlardan daha diisiik
konsantrasyonlarda etkili oldugu bildirilmistir.

Florfenikol, 3 ile 9 aralifindaki pH seviyelerinde iyonlagsmadan kalir ve ayrica
sulu cozeltilerde zayifca ¢oziiniir. Lipofilik 6zelliginden dolay:r dokulara iyi dagilim
gosterir. Genis etki spektrumu, terapotik etkinligi, diistik toksisite riski ve gida degeri
olan hayvanlarda solunum ve sindirim sistemi infeksiyonlarinin tedavisinde etkinlik

saglamasi nedeniyle tartigmasiz en 6nemli veteriner ilaglarindan biri haline gelmistir.

2.4 Antibiyotiklerin Hayvanlarda Kullanimi

Antibiyotiklerin 1950’lerde besi hayvanlarinin yemlerinde kullanilmaya
baslanmasi ile yetistiricilikte yeni bir donem baslamistir. Ancak, viral enfeksiyonlara
kars1 koruma saglayan veya gelismeyi hizlandirici olarak kullanilan antibiyotiklerin ¢ogu,
insan ve hayvanlarda patojen bakteri tiirleri arasinda ortaya ¢ikan direncli soylarin hizla

artmasi nedeniyle kullanim émriinii tamamlamak zorunda kalmiglardir [5].



Biiyiitme faktorii olarak antibiyotigin kullanimi; Besi hayvanlarinin gelisiminin
hizlandirilmasi, yemden yararlanmanin artirilmasi ve tedavi etme amacl kullanilirlar. Bu

tiirden maddelerin etki sekilleri tam bilinmemekle birlikte;

v Gizli seyreden enfeksiyonlarin etkenlerini etkileyerek,

v Gelisme hizin1 azaltan bakterileri engelleyerek,

v Besin maddesi sentezleyen bakterilerin gelisimini engelleyerek,

v Vitamin ve biiyilitme faktorlerinin sentezini uyararak,

v Bagirsaklarin emme yetenegini artirarak etkili oldugu incelenmistir [17].

Hayvanlarda kullanilan bu antibiyotikler, bakteri ve mikroplu ortamlarda daha
etkilidirler. Hayvanlarin tiiriine gére mesela kanatlilarda gelisme hizin1 %5-25 oraninda
artirtir, yem tiikketimini %6 oraninda azaltir. Bu etkiler yasa gore degisiklik
gostermektedir.

Yukarida belirtilmis olan iireticiye yararlari yaninda bu antibiyotiklere karsi
diren¢ olusturarak hastaliklara karsi tedavi basarisim1 azalttigi icin sagaltici olarak
kullanilanlar, gelisme hizlandirici olarak ve uzun siireli kullanilmamalidir.

Bununla birlikte antibiyotiklerin kalintt durumu da dikkate alinmalidir. Gida ve
Tarmm Orgiitii (FAO), Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) gibi kuruluslar s6z konusu saglik
sakincalarini en aza indirebilmek i¢in ilag kullanimindan sonra her ilaca 6zgii olan yasal
bekletme siirelerine uyulmasini zorunlu kilmaktadir [18]. Ancak ilacin viicuttan tamamen
atilmasi icin gereken bekletme siirelerinin ¢ogu zaman uzun olmasi ve bu siire igerisinde
kalint1 ihtiva eden et, slit ve yumurta gibi iirlinlerin tiiketilmeden imha edilmesi,
ekonomik yonden yetistiriciye kiilfet olmakta ve bu nedenle yasal bekletme siirelerine
uyulmasim giiclestirmektedir. Ayrica bir¢ok ilag i¢in bu siirelerin bilinmedigi gibi
bilinenlerin de kalint1 izleme programa i¢in yeterli kontrol ve denetimlerinin yapilmadigi
bilinmektedir. Bu amagla Avrupa Birligi (AB) “ciftlikten sofraya gida giivenligini
saglamak” i¢in ““ izlenebilirlik ” kapsamu icerisinde kalint1 ile ilgili direktifler olusturarak,
bir¢ok ilag i¢in gidalarda bulunmasi gerekli limitleri belirlemislerdir [19].

Kesim oOncesi bekletme siiresine ve antibiyotigin kullanim araligina, yem igine
kanistirma ve/veya yedirme kurallarma uyulmadigi takdirde, kalint1 igeren besinleri
tiikketen kisilerde;

v Kalint1 ile karsinojenik etki,

v' Bagisiklik sisteminde diisme,
v' Alerjik tepkimeler,
v

Oliime neden olabilecek kemik iligi rahatsizliklar1 (Kloramfenikol kullanimi ile)
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v' Aplastik anemi siklig1 1/65000 (Penisilin kullanimu ile)
gibi etkileri olabilmektedir [20].

2.5 insan Saghg Uzerine Antibiyotik Kahintilarinin Etkileri

Daha once, giris boliimiinde, bahsedilmis olan faktorler ilaglarin gida zincirine
girmelerine neden olmaktadir. Hayvansal kaynakli gidalar, insan patojeni olan pek ¢ok
mikroorganizmanin geligebilmesi i¢in uygun bir besi yeridir. Et iiriinlerinde bulunan
patojen bakteriler insanlara tiiketim sonrast gegebilmekte ve hastalik etkeni
olabilmektedir. Ilag kalintis1 iceren gidalari tiiketen insanlarda, alerjik reaksiyonlar,
toksik belirtiler, tireme bozukluklari, obezite, bagirsak florasinda degisiklikler
(dizanteriyi taklit eden kanli ishal) ile direngli bakterilerin gelisimi gézlenebilmektedir
[5]. Antibiyotiklere direnclilik konak hiicre boliinmesi sirasinda vertikal olarak gectigi
gibi, karisik bakteriyel populasyonlardaki ayni veya farkl tiir ve soylardaki patojen veya
apatojen bakteriler arasinda horizontal olarak da gegebilmektedir. Gidalarda tolerans
diizeyinin sinirlari tizerinde bulunan antibiyotik insan saglig1 agisindan tehlikelidir, boyle
gidalarin tiiketilmemesi gerekmektedir [21]. Gidalarda ilag kalintilarina iliskin mevzuatta
¢ig dokulardaki tolerans diizeyleri mevcuttur. Bununla birlikte hayvansal gidalar (et, siit
ve yumurta gibi) genellikle degisik pisirme islemleri uygulandiktan sonra
tilkketilmektedir. Literatiirde basta antibiyotikler olmak iizere, cesitli ila¢ kalintilarinin
degisik pisirme islemleri ve depolama sirasinda yikimlanarak etkisiz metabolitlerine

dontisebildigi bildirilmistir [22].

2.6 Literatiir Ozeti

Antibiyotikler, bakteri iiremesini engelleyen veya bakterileri dldiiren maddelerdir,
1941 yilinda penisilinin kesfinden bugiine kadar bakteri enfeksiyonunu engellemek igin
siklikla kullanilmaktadir [23].

Antibakteriyel ilaglar hayvanlarda kolay erisimi ve verim arttiricilar grubunda
degerlendirilen yem katki maddeleri iki amag ile kullanilmaktadirlar. Bunlardan ilki,
sindirim sistemi hastaliklarina neden olan patojen mikroorganizmalarin liremelerine
engel olmak [6], ikincisi ise, hayvanin sindirim sistemi mikro florasini yararh
mikroorganizmalar lehine ¢evirerek hayvanin besin maddelerinden daha yiiksek
verimlilik [7] de yararlanmasin1 saglamaktir. Hayvanlarda koruyucu, tedavi edici veya

bliylimeyi hizlandirict amaglarla veteriner ilaclarinin kullanimindan dolay1 hayvansal
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gidalarda antibiyotik kalintilarmin  bulunmasi [24] ayrica insanlar tarafindan
antibakteriyel ilaglarin yetersiz veya rastgele kullanimi direngli bakteri suslarinin
artmasima neden olmustur. Bakteriler yeni antibiyotikler kesfedildik¢ce bunlara karsi
savunmak i¢in yeni diren¢ mekanizmalar1 gelistirmektedirler. Daha fazla mikrobiyel tiir
ve sus direngli hale geldik¢e ¢ogu hastaligin tedavisi imkansiz hale gelmektedir. Bu
yiizden son yillarda antibiyotik direncine olan ilgi artmistir.

Antibiyotikler gida degeri olan besi hayvanlarinda hastaliklarin tedavisi,
Onlenmesi ve kontrolii ile gelismenin hizlandirilmasi, yemden yararlanma etkinliginin ve
verimliligin artirilmas1 amaglariyla kullanilir. Antibiyotikler dogrudan veya yem ve suya
katilarak uygulanir. ilag ve benzeri yetistiricilik iiriinlerinin kullanilmalarindan sonra,
hayvanlarin doku ve organlarinda ya da et, siit gibi yenilebilir iiriinlerde biriken veya
depolanan 6zgiin ilaglar, metabolitleri, par¢alanma {iriinleri, serbest veya bagl haldeki
ila¢ ya da kimyasal maddelerin hepsi birden kalint1 olarak nitelenir [1-4].

Hayvanlara gereksiz veya asirt miktarlarda ilag verilmesi, ila¢ kalinti arinma
stiresine uyulmamasi, yem katkis1 olarak kullanimlarda karistirma hatalarmin yapilmasi
veya (yumurtlayan veya sagilan) hayvanlarin mevcut fizyolojik durumlar dikkate
alinmadan ilaclarin seg¢ilmesi gibi faktorler ilaglarin gida zincirine girmelerine neden
olmaktadir. Bu durumun basta antibiyotikler olmak {izere insan tiiketimi i¢in vazgecilmez
protein kaynagi olan hayvansal kokenli gidalarda ila¢ kalintilar riskini olusturmaktadir
[25].

[la¢ kalintilarinin, basta cocuk ve yaslilar olmak {izere insanlarin gida zincirine
girerek, hafif bir allerjiden kanserojen, teratojen veya mutajenik etkilere ve hatta
penisilinlerde oldugu gibi anaflaktik soka kadar degisen siddette zehirlenmelere kadar
varabilen ciddi halk saglig1 problemlerine yol actig1 bilimsel verilerle ortaya konulmustur
[26-29].

Sig1r yetistiriciliginde solunum sistemi hastaliklart 6nemli bir sorun olup tedavide
antibiyotiklerin kullanimi kacinilmazdir. Sigir yetistiriciliginde siklikla karsilagilan ve
bliyiik ekonomik kayiplara neden olan solunum sistemi hastaliklarinin tedavisinde
kullanilan antibiyotiklerden biri florfenikoldiir [8].

Florfenikol, sadece veteriner sahada kullanilan, sentetik, uzun etkili,
antibakteriyel ve bakteriostatik etkili bir ilagtir [30]. Florfenikol, lipofilik 6zelliginden
dolay1 dokulara iyi dagilim gosterdigi, genis etki spektrumu, terapotik etkinligi, diisiik
toksisite riski ve gida degeri olan hayvanlarda solunum ve sindirim sistemi

infeksiyonlarinin tedavisinde etkinlik saglamasi nedeniyle tartismasiz en 6nemli veteriner
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ilaglarindan biri haline gelmistir [8]. Florfenikoliin, 50S ribozomal alt iiniteyi inhibe
ederek bakteriyel biiyiimeyi durdurdugu c¢ok sayida literatiirde ifade edilmektedir.
Florfenikoliin elektrokardiyogram iizerine etkilerinin incelenmesi sonucunda, bu ilacin
kardiyovaskiiler sistem tizerinde istenmeyen etkilere neden olabilecegi agiklanmistir [31].
Florfenikol; Klebsiella pneumonia, Enterobacter cloacae, Shigella dysenteriae,
Salmonella typhi, Eschericia coli, Staphylococcus aureus, Pasteurella multocida ve
Proteus vulgaris mikroorganizma tiirleri iizerine etki etmektedir [32-34].

Gidalarda son derece diisiik seviyelerde antibiyotik kalint1 analiz tespiti oldukca
zor ve zahmetlidir. Hayvansal kaynakli gidalar genellikle karmagik matrikslerdir. Biitiin
bir antibiyotik siifin1 kapsayan ¢oklu analit yontemleri istenmektedir; bununla birlikte,
secici olmayan numune hazirlamaya ihtiya¢ duyarlar ve bu nedenle, saptama sinirlarmn,
nicel ve seciciligin yani sira ekipmanin bakiminmi tehlikeye atabilecek olan matriks
etkilerine daha yatkindirlar [35,36]. Gidalardaki antimikrobiyallerin etkili kontrolii, daha
karmagik yontemler kullanilarak onaylama ve nicelendirmenin ardindan diisiik maliyetli
ve yiiksek numune verimi tarama yontemlerinin kombinasyonunu gerektirir.

Gidalardaki antibiyotik miktarin1 belirlemek i¢in farkli analitik ydntemler
gelistirilmistir. Bu islem i¢in iki ana adim gereklidir: numune hazirlama, ardindan ayirma
ve tespit etme. Numune hazirlama sirasinda analitlerin uygun sekilde ekstrakte edilmesi,
konsantre edilmesi ve ayrica miimkiin oldugunca ¢ok sayida interferans yapan bilesigin
cikarilmasi 6nemlidir. Amfenikollerin gidadan ekstraksiyonu ve konsantrasyonu kati faz
ve/veya sivi-sivi ekstraksiyonu ile gergeklestirilebilir. Coziiciilerin ve reaktiflerin
kullaniminin azaltilmasini amaglayan minyatiirlestirilmis yaklagimlar da kullanilmistir
[37,38].

Yukarida verilen bilgilerden de anlasilacagi gibi yapilan arastirmalar, veteriner
ilaglarinin hayvansal dokularda kalinti biraktigini ortaya koymakta ve kalint1 iceren
gidalarin, besin zincirinin bir halkas1 olarak insan gidasina doniistiiglinde 6nemli riskler
mevcut olabilecegini ortaya c¢ikarmistir. lyilestirme ve koruma amaciyla kullanilan
antibiyotiklerin, metabolik reaksiyon sonucu agiga c¢ikan iiriinlerin ¢esitli doku ve
biyolojik sivilari ile siit ve bal gibi baz1 gida maddelerindeki kalintilarinin analizleri i¢in
dogrulugu ve kesinligi yiiksek metotlar gelistirilmistir. Bu amacgla gelistirilen
yontemlerden siklikla kullanilan  immunoassayler, yliksek performanshi sivi
kromotografisi (HPLC) [9,25,39-42], yiiksek performansl sivi kromotografisi/kiitle
spektrometresi (HPLC/MS) [43], sivi kromatografisi/kiitle spektrometresi (LC/MS)
[44,45], s1v1 kromatografisi/ tandem kiitle spektrometresi [46], gaz kromatografisi/kiitle
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spektrometresi (GC/MS) [31,44,47], kemiiliiminesans [48] ve LC/MS/MS [49], gibi
yontemler olduk¢a hassas olmakla birlikte yliksek maliyetli olup, gelismis ve uzmanlik
gerektiren ekipmanlara ihtiya¢ duymaktadir [9,25]. Bununla birlikte, bu yontemlerin
karmasik, uzun prosediirler, masraf ve alan kullanimi i¢in uygun olmama gibi ¢ok fazla
dezavantaj1 vardir.

Son yillarda gelistirilen elektrokimyasal yontemler yukarida belirtilen dezavantajlarin
iistesinden gelmede biiyiik ilerleme kaydetmistir. Ayrica, elektrokimyasal yontemler
basitligi, giivenilirligi ve daha hizli yanit vermesi ile bilinir. Kolay taginabilir
enstriimantasyon ve ucuz metodoloji ile daha fazla hassasiyet saglar [50,51].
Biyosensorler ve kimyasal sensorler alanindaki ¢ok sayida polimer modifiye elektrot
calismasi genis uygulama alanlarmdan dolay1 biiyiik ilgi gérmiistiir [52]. ilaglarin etken
maddesi tayininde kullanilan elektrokimyasal yontemler de mevcuttur [53-55]. Kutluay
Baytak, A. ve Aslanoglu M. karbon nanotiip ve rutenyum temelli modifiye elektrot ile
biber orneklerinde kapsaisin belirlemistir [53]. Burg, M. ve arkadaslar1 parasetamoliin
hizli ve yiiksek hassasiyetli tespiti i¢cin poliimid-MWCNT kompozit membran bazl
voltametrik sensor gelistirmislerdir [54]. Giingdr, O. ve arkadaslar1 diferansiyel puls
voltametri (DPV) yontemi ile poliimid membran tabanli elektrotlar kullanarak lokal
anestezik bir madde olan bupivakain tayinini gerceklestirmiglerdir [55]. Gidalarda
antibiyotik tayini i¢in elektrokimyasal sensor ¢alismalar1 da mevcuttur [56-62]. Karbon
nanotiip ve altin nanopartiikiillerle modifiye edilmis elektrot kullanilarak siitte
tiamfenikol kalintisin1 tespit etmek i¢in elektrokimyasal sensor gelistirilmistir [57].
Dumont, V. ve arkadaslar1 karideslerde tiamfenikol, florfenikol, florfenikol amin ve
kloramfenikol kalintilarinin es zamanli tayini i¢in bir ylizey plazmon rezonans biyosensor
caligmasi1 yapmustir [60]. Huet, A.C ve arkadaslar1 yumurta, balik ve kanatli hayvan etinde

(floro) kinolonlar i¢in bir optik yiizey plazmon rezonans biyosensor gelistirmislerdir [61].

Bu tez caligmasinda ise; elektrot yiizeyleri poli-3-metil tiyofen ile modifiye
edilmis ve bu sayede higbir girisim etkisi olmaksizin gida maddelerindeki florfenikoliin
direkt tespiti miimkiin olmustur. Bunu kanitlamak amaciyla; kirmizi ve beyaz et gibi gida
maddelerinde kalinti olarak bulunabilecek florfenikol antibiyotiginin tespitinde
kullanilan zahmetli, karmasik ve duyarhigi diisiik tekniklerin yerine kullanilabilecek;
hizli, ucuz, zahmetsizce hazirlanabilen ve kisa siirede yanit alinabilen, miikemmel
duyarlik-kararlilik sergileyen basit bir deneysel tasarima sahip, giivenilir ve hizlh

voltametrik florfenikol sensorii gelistirilmistir.
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2.7. Voltametri

Voltametri, yiikseltgenebilen ve/veya indirgenebilen elektroaktif inorganik veya
organik maddelerin ¢esitli ortamlardaki akim-potansiyel egrilerini inceleyen ve
degerlendiren bir yontemdir. Kullanilan elektrot asili civa damla veya kati1 elektrot ise
yontem voltametri, elde edilen akim-potansiyel egrisi ise voltamogram olarak
adlandirilir. Analizi yapilacak ¢6zelti i¢indeki elektroaktif maddelerin yiikseltgenebilme,
indirgenebilme ozelliklerine gore elektroliz tepkimesi, calisma elektrotuna ait potansiyel
araliginin belirli bir noktasinda olur. Elde edilen voltamogramlar, ¢ozeltideki elektroaktif
maddelerin nitel ve nicel dzelliklerini yansitir. Voltametride; yiizey alani birkag mm?’den
daha kiigiik mikroelektrotlar ve mikrometrekareden daha kiigiik ultra mikroelektrotlar
caligma elektrotlar1 olarak kullanilmaktadir [63]. Voltametrik potansiyel ¢calisma araligi
elekrot tiirline, ¢ozliciiye, pH’ya ve kullanilan elektrolit tiirtine baghdir. Katodik sinir1
hidrojenin olusumu, anodik sinir1 ise elektrot malzemesinin ya da ¢oziiclinlin
yiikseltgenmesi belirler. Ortamin pH’s1 arttik¢a katodik bolge daralir. Elektrolit, metal
iyonu ile kompleks olusturan bir iyon ya da molekiil i¢eriyorsa metal elektrotlara iligkin
anodik bolgede daralma gdzlenir. Oregin; Pt, Au, Hg gibi elektrotlarin ¢alisma aralig
halojentiirler varliginda kompleks olusturmasindan dolay1 daralmaktadir.

Voltametri; ¢esitli ortamlarda meydana gelen yiikseltgenme ve indirgenme
islemlerinin incelenmesi, molekiiler oksijen tayini, elektrot ylizeyinde gerceklesen
adsorpsiyon ve elektron aktarim mekanizmalarinin aydinlatilmasi, farmasotik acidan
onemli tiirlerin tayini gibi pek ¢ok uygulamada kullanilir.

llag analizlerinde kromatografik ve fotometrik yontemlere alternatif olarak
voltametrik teknikler kullanilabilinecegi gibi tamamlayici nitelige de sahiptir. Ayrica
voltametrik  tekniklerle yiliksek performanslhi sivi kromatografisinin (HPLC)
birlestirilmesiyle, kompleks karisimlarin analizi saglanmistir [64].

Voltametrik yontemlerin diger analitik yontemlere ustiinliigii ise; az miktarda
maddenin analiz i¢in yeterli olmasi, ucuz olmalari, kolay uygulanabilir olmalari,
analitlerin O6n saflastirma islemlerine fazla ihtiya¢ olmamasi, fazla ¢oziicii
gerektirmemeleri ve daha duyarli birer yontem olmalaridir [53-55]. Voltametrik
yontemlerin duyarliliginin ve segiciliginin yiiksek olmasi nedeniyle tip, eczacilik,
biyokimya ve ¢evre ¢aligmalarinda yonteme genis ve giderek artan bir uygulama alanm
saglamistir [65,66]. Eczacilik alaninda ve klinik ¢alismalarda voltametrik tekniklerin
kullanilmasimin nedeni; diisiik derisimlerde farmasotik analizlerin  yapilabilmesi,

numunelerin kisa siirede ve kolayca hazirlanabilmesi, analiz siiresinin kisaligi, ortamda
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bulunan interferans maddelerinin veya safsizliklarin analiz sonucunu etkilememesi, bu
tekniklerin iirlin kalite kontroliinde kullanilabilmesine olanak saglamasidir [54].
Herhangi bir ayirma islemine gerek olmadan tablet, kapsiil, slispansiyon ve surup gibi
ilag formiilasyonlarinin ¢oziinmeyen kisimlarinin veya katki maddelerinin genelde
elektroaktiviteleri bulunmadigi i¢in analizleri kolaylikla yapilabilmektedir [54,55].
Ayrica bir diger tistiinliigii de ucuz olmasi ve az miktardaki ilaglarm analizinde de ¢aligsma

imkan1 vermesidir.

2.7.1 Doniisiimlii voltametri (CV)

Dontigiimlii voltametri yontemi elektrokimyasal yontemler i¢inde en yaygin
kullanilan yontemdir. Bu yontemde c¢alisma elektrodunun karsit elektroda gore
potansiyelinin belirli bir potansiyel programina uyacak sekilde degistirilmesi esas
alinmaktadir. Doniistimlii voltametri yonteminde potansiyel zaman ile dogrusal olarak

degisir. Uygulanan potansiyel-zaman degisim grafigi Sekil 2.4’de verilmistir.

—Donga —

- Z Taramaf H\\‘ //\
/]]en \ /

'\|

Potansivel

El i Tarama

Laman

Sekil 2.4: CV i¢in potansiyel-zaman degisimi.

Potansiyel taramasi1 bir E1 baslangi¢ potansiyeli ve E2 potansiyeli arasinda yapilir
daha sonra ayn1 tarama hiziyla ilk tarama yoniine gore ters yonde tarama gergeklestirildigi
icin yontemin adi doniistimlii voltametri olur (Sekil 2.4). Ters taramada potansiyel E1°de
sonuglanabilecegi gibi farkli bir potansiyele de gétiiriilebilir. Ileri yondeki potansiyel
taramasi sirasinda ¢alisma ve karsit elektrotlar arasinda gegen akim kaydedilirse pik

seklinde bir akim-potansiyel egrisi elde edilir (Sekil 2.5).

14



s
ind — Yk Tpa—s 7 Era

— \7\ Jll.

/
Yitk — Ind /
Epe

fpem 2
Potansiyel (V)

Sekil 2.5: CV metodu ile tersinir bir elektroaktif maddenin akim-potansiyel degisimi.

Bu piklerden ileri yondeki, ¢ozeltideki elektroaktif maddenin yiikseltgenmesine;
potansiyel tarama yonii ters ¢evrildiginde ortaya ¢ikan pik ise yiikseltgenmis elektroaktif
maddenin yeniden indirgenmesine aittir. Potansiyel programi ardarda uygulandiginda ¢cok
dongiilii donlistimlii voltamogram elde edilir. Sekil 2.5°de verilen bir doniistimli
voltamogramda Epc, katodik pik potansiyelini, Epa, anodik pik potansiyelini, ipc, katodik
pik akimin1 ve ipa ise anodik pik akimimi gostermektedir. Elektroda hizli bir potansiyel
taramast uygulandigi zaman potansiyel, standart indirgenme potansiyeli degerine
yaklasinca madde indirgenmeye baslar. Potansiyel negatiflestikce elektrot yilizeyindeki
maddenin indirgenme hiz1 ve buna bagli olarak da akim artar. indirgenme hiz1 yeterince
bliyiikse akimi, elektrot yiizeyine difiizyonla gelen madde miktar1 kontrol eder. Zamanla
difiizyon tabakasi kalinlasacagindan difiizyon hiz1 azalir ve akim da azalmaya baslar.
Dontisiimlii voltemetride elde edilen pik akiminin biiytikligl; elektroaktif maddenin
derisimine, alinan/verilen elektron sayisina, elektrodun yiizey alanma ve difiizyon
katsayisina baghdir. Elektrot mekanizmalarinin incelenmesinde, adsorpsiyon olayinin

arastirilmasinda ve kinetik ¢alismalarda CV yontemi daha ¢ok kullanilir.

2.7.2 Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

1960’lardan sonra dogrusal taramali voltametri metotlar1 6nemli bir metot
olmaktan ¢ikmis, yerine puls metodlar1 gelismeye baglamistir. Dogrusal taramali
voltametrinin yavas olmasi, dedeksiyon limitinin diisiik olmasi ve pahali pargalar

gerektirmesi gibi 6zellikleri nedeniyle diferansiyel puls voltametri gibi 6nemli metodlar
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gelistirilmistir [67]. Diferansiyel puls voltametrisi, organik ve inorganik tiirlerin eser
seviyelerini 6lgmek icin oldukc¢a faydali bir tekniktir.

Diferansiyel puls yontemleri diisiik derisimli eser elementlerin tayinine imkan
vermektedir. Bu yontem siklikla pek ¢ok elektroaktif tiiriin eser miktarlarinin tayininde
kullanilmaktadir. Puls yontemleri icerisinde en c¢ok tercih edilen diferansiyel puls
voltametrisidir, tayin smir1 107-10® M arasindadir. Akim, puls uygulamasindan &nce ve
sonuna dogru olgiiliir Sekil 2.6 (A). Akimlar arasindaki fark (AE) potansiyele karsi
grafige gecirilir ve pik seklinde bir voltammogram elde edilir Sekil 2.6 (B). Pik
potansiyeli, elde edilen pikin tepe noktasindaki potansiyeldir ve Ep seklinde gosterilir.

Pik akimi ise olusan pikin yiiksekligini ifade etmekte olup, Ip seklinde gosterilir.

8.
E Puls '
Periyodu 50 ms 61
| - %: |
s W JZ AR T 4
. A b I i
rl -_;’4?;# g 2
Lt
|
0.6 0.8 1.0
Zaman .
(A) ®) Potansivel (V)

Sekil 2.6: Diferansiyel puls (A) sinyal olusumu, (B) voltamograma.
Sekil 2.6 (B)’deki gibi bir pikin yiiksekligi, karsilik gelen analitlerin
konsantrasyonu ile dogrudan orantilidir.
2.8 Elektrokimyasal Hiicreler ve Elektrotlar

Voltametride kullanilan elektroanalitik hiicreler; c¢alisma elektrodu; referans

elektrot; karsit (yardimer) elektrot olmak iizere {i¢ elektrottan olusur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Elektrokimyasal hiicre ve bilesenleri.

Hiicre tasarimi ve yapimi i¢in kullanilan malzeme deney ve numunenin dogasina
gore secilir. Hiicre materyali olarak genellikle pyrex, cam ve kuvars kullanilir, ¢ilinkii
diisiik maliyeti, seffafligi, kimyasal olarak inert olmasi ve kolay temizlenebilmesi gibi
ozelliklerinden dolay1 tercih edilir. Farkli tasarimlar; boyut, sicaklik kontrolii, sekil veya
hiicre bolmeleri sayisina gore yaptirilabilir. Numune hacmi siirli oldugunda 20-500 pL
hacimli hiicreler kullanilabilir. Ozel olarak tasarlanmis akis hiicreleri cevrimici
uygulamalar i¢in kullanilir.

Hiicre kapagi, numuneyle etkilesmeyen, tercihen teflon, Kel-F veya uygun
herhangi bir malzemeden yapilabilir. Hiicre kapaginda hem kullanilan inert gazin girisi,
hem de reaksiyon sonucunda olusabilecek gazlarin ¢ikisi i¢in delikler bulunmaktadir.
Ihtiya¢ duyuldugunda hiicre icine bir manyetik karistiric1 ilave edilerek karistirma

saglanabilmektedir.

2.8.1 Referans elektrot

Voltametride kolay polarize olan ¢alisma elektrotunun 6zelligi veya 6zelligindeki
degisimler bir yardimci genis ylizeyli inert elektrot ve potansiyeli ¢cozelti bilesiminden
etkilenmeyen referans elektrot yardimiyla oOl¢lilmektedir. Bu amagcla; glimiis-glimiis
kloriir (Ag/AgCl) ve doymus kalomel elektrot (DKE) ve standart hidrojen elektrodu
(SHE) referans elektrot olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Referans elektrotlar (a) Ag/AgCl, (b) DKE, (c) SHE.

2.8.2 Karsit elektrot
Genellikle platin (levha, tel, ve spiral sekilde tel) veya grafit cubuk gibi inert bir
iletken malzeme akim tagima amaciyla kullanilir. Bu elektrot ayn1 zamanda yardimci

veya kars1 elektrot olarak da adlandirilmaktadir.

Sekil 2.9: Karsit elektrot ¢esitleri.

Karsit inert elektrotta (genellikle platin tel) aranan baslica 6zellikler;
v' Calisma elektrodunun potansiyelini,

Calisma elektrodu iizerinden gecen akimi,

Calisma elektrodu iizerinde yliriiyen tepkimeleri etkilemesin,

Asirt gerilim istemesin,

Akim sinirlayict etkisi olmasin,

AN NEENEEN

Calisma elektrodu ile yardimci elektrot arasinda diizgiin ve dogrusal bir
elektriksel alan olusumuna olanak saglasin.
Akim sinirlayici etkisinin olmamasi igin yardimer elektrotun yiizey alani ¢alisma

elektrotunun yiizey alanindan ¢ok daha biiyiik olmas1 gerekir.
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2.8.3 Calisma elektrodu

Analizlemek istenilen tiir veya tiirlere karsi elektriksel yaniti degisen caligma
elektrodu, yontemin segiciligi ve duyarlilifi acisindan ¢esitli bilesimlerde ve fiziksel
sekillerde (kiire veya yarim kiire, silindirik tel veya disk) olabilmektedir. Bir dizi
malzeme, ¢alisma elektrotlar1 olarak kullanim alan1 bulmustur (Sekil 2.10). Voltametride

calisma elektrotu olarak platin, altin ve camsi karbon elektrot yaygin olarak

kullanilmaktadir [48, 49, 52,53].
Daméayan cva
Mekanik]

elekirotiar
Co film

!
/
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-~ Graht
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1 Karbon pasta |

Kati
elektrotiar |

Volametnk | e
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Sekil 2.10: Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlari.

Genel olarak voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlart su sekilde
siniflandirilabilinir;

1. Civa Kokenli elektrotlar

1) Damlayan Civa (Mekanik veya Yergekim etkili)

i1) Asili Civa

ii1) Civa Film
2. Kati1 Elektrotlar

1) Platin

i1) Altin

ii1) Bizmut

iv) Karbon (Grafit, Camsi Karbon, Karbon Pasta, vb.)
3. Modifiye Elektrotlar

1) Kompozit
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i1)Kimyasal Modifiye
Calisma elektrodu olarak kullanilacak olan elektrodun yapisinda aranacak
Ozellikler arasinda;
v Analizlenecek tiire kars1 duyarhilik,
Secicilik,
Tekrarlanabilirlik,
Kolay hazirlanabilirlik ve yenilenebilirlik,
Uygun fiziksel boyut ve etkin yiizey alani,
Sinyal/giirtiltii oraninin yiiksek olmast,
Aktivasyon polarizasyonuna elverigli olmayan yapi,

Calisma kosullarinda yan tepkime ve ongoriilmeyen degisimlere karsi inertlik,

N N N N N R

Genis bir potansiyel calisma aralig1 gibi 6zellikler sayilabilir.

Kat1 ¢alisma elektrotu kullanilmadan 6nce yiizey hazirlama isleminden gegirilir.
Kiigiik bir agindirma ile temiz, piiriizsiiz ve homojen yiizey elde edilmeye ¢aligilir. Burada
dikkat edilmesi gereken sey ylizey morfolojisinin degismemesine 6zen gosterilmesidir.
Yiizeyde bulunan oksit tabakasi, adsorbe safsizliklar tamamen uzaklastirilmis olmalidir.

Mekanik temizlik i¢in eger yiizey bir dnceki ¢alismadan dolay1 ¢ok kirlenmis ise
su zimparasi ile temizleme sonra parlatma islemine gecilmelidir. Parlatma isleminde
elmas parlaticisi kullanilir.

Bir baska temizleme sekli; giiclii yiikseltgen ¢ozeltiler araciligi ile metalik
elektrodu ¢oziiniir yapip doniistiirerek kimyasal temizleme yapmak miimkiindiir.
Elektrokimyasal yiizey temizleme de bir baska yontemdir. Iki sekilde yapilir;

1. Ha ¢ikis bolgesinde elektrotu belli bir siire bekletme seklindedir.

2. H» ve O» c¢ikis bolgeleri arasinda hizli bir g¢evrimsel voltamogramla
temizlenmesidir.

Bu tez calismasinda calisma elektrodu olarak; kimyasal etkilere karst oldukca
direngli, elektriksel olarak iletken, gaz gecirilmeyen ve saf halde elde edilebilen, anodik
bolge calismalari i¢in uygun bir materyal olan camsi karbon elektrot (GCE)
kullanilmustir.

Avantajlari;

v Kimyasal olarak inert (¢6zgen direnci)
v" Ucuz
v Genis potansiyel penceresine sahip

v’ Coziinmiis O ve Hz olusumu igin gerekli asir1 potansiyele sahip
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AN

Proton transferi igeren reaksiyonlar ve bir¢ok redoks cifti i¢in tersinirligi yiiksek
En 6nemli avantaji ise styirma voltametrisi yoluyla eser elementlerin tayininin
yapilabilmesidir.

Dezavantajlar;

En 6nemli dezavantaj1 hi¢cbir camsi karbon elektrot bir diger cams1 karbon elektrot
ile esdeger degildir

Cams1 karbon elektrotu ile uranyum, demir, krom ve bakirin kalorimetrik
indirgenmesi civa ve platin elektroduna gore daha az duyarhdir.

Kesinligi azalabilmektedir. Bunun sebebi ise GCE’deki yliksek zemin akimi ve
elektrolizin daha uzun slirmesidir.

1 M H2SOs igerisinde yiiksek bir artik akim olusturmaktadir.

Yiiksek akim yogunlugunda yeniden kristalizasyonun bir sonucu olarak yiizeyi
puriizlenebilmektedir.

Yiiksek yogunluga ve kiiciik gozeneklige sahip camsi karbon elektrotlar: yeniden
tiretmek i¢in genellikle ylizeyde bir 6n denemeye basvurulur.

Performansi degistirmek igin;

Elektrokimyasal

Kimyasal

Isitma

Lazerle miidahale gibi ilave aktivasyon basamaklar1 kullanilabilir.

Elektron- transfer reaktifligini arttirmak i¢in;

Yiizeyde girisim yapan tiirleri uzaklastirmak

Serbest karbon tiirlerini agiga ¢ikarmak

Yiizeydeki oksijen gruplarin yogunlugunu artirma islemleri yapilabilir.

Camsi1 karbonun elektrokimyasal 6zellikleri bir ag kombinasyonu gibi bunlar

olduke¢a genis ylizey alanina sahip, %90-97 bos hacimleri bulunmakta ve sivi akisi igin

kiigiik bir direng gostermektedirler.

2.9 Coziicii ve Destek Elektrolitler

Elektrokimyasal Ol¢iimler genellikle sulu veya susuz bir ortam icinde

gerceklestirilir. Elektrolit ¢ozeltisi; iletkenligi saglamak amaciyla kullanilan bir tuz ve
¢Oziiciiden olusur. Coziiclii secimi Oncelikle analitin ¢oziiniirliigii ve redoks aktivitesi

ayrica elektriksel iletkenlik, elektrokimyasal aktivite ve kimyasal reaktivite gibi
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ozelliklere gore belirlenir. Coziicii analitle veya iirlinler ile genis bir potansiyel araliginda
elektrokimyasal reaksiyona girmemelidir.

Elektrokimyasal bir hiicrede kullanilan elektrolit; basit bir sulu ¢oziicii, tuz
karisimlariin ¢ozeltisi, bir kat1 veya bir gaz dahi olabilir. Genel olarak bir elektrolit
birka¢ bilesen (¢oziicii, destek elektrolit, tampon ve diger maddeler) igerir ve bu
bilesenlerin her biri hiicrede yapilan gozlemi etkiler. Esas olan ¢oziiciiniin varligidir
ancak, diger bilesenler de hemen hemen daima bulunur. Coziiclilerde aranan en énemli
ozellik yiiksek dielektrik sabitine ( > 10 ) sahip olmasidir. En ¢ok kullanilan ¢oziiciiler ve
dielektrik sabitleri; su, 80; Dimetil formamid (DMF), 36.7; Dimetil siilfoksit (DMSO),
46.7; asetonitril, 37.5. Polaritesi daha diisiik ¢oziicliler de voltametrik calismalarda
kullanilabilir. Ancak, yeterince iletkenligi saglamak i¢in ortama destek elektrolitleri ilave
edilir. Cesitli tuzlar, asitler ve bazlar sulu ortamda destek elektroliti olarak kullanilabilir.

Verilen herhangi bir elektrokimyasal teknik i¢in evrensel bir elektrolit yoktur.
Ancak, o teknigin pratigi dikkate alinarak bazi tavsiyeler yapilabilir. Tampon olarak
asidik bolgede asetik asit/asetat, bazik bolgede ise amonyum/amonyak tamponu
kullanilmakla birlikte sitrat, tris ve fosfat tamponlar1 da kullanilabilir. Tampon derisimi
yeterince yliksek ise ayrica bir destek elektrolit ilavesine ihtiya¢ olmayabilir.

Elektroanalitik Olgiimlerde en c¢ok kullanilan su ©Onemli elektrokimyasal
coziiciilerden biridir. Suyun en biiyilik avantaji; ¢cok yiiksek saflikta elde edilebilinirligi,
ucuz olusu ve baska coziiciilere kiyasla ¢cok fazla sayida maddeyi ¢ozebilmesidir.
Dezavantaji ise Ozellikle biiyiik molekiillii organik bilesikleri yeterince ¢ozememesi ve
protik bir ¢6ziicli olmasidir. Birinci dezavantaj, diferansiyel puls voltametrisi gibi daha
duyarl teknikler kullanildiginda giderilmektedir. Protik ¢oziicii olmasi, yani hidrojen
iyonlar1 bulundurmasi nedeniyle protonun yer aldig1 elektrokimyasal reaksiyonlarin
calisilmasi durumunda elektrolitin tamponlanmasi gerekmektedir.

Bazen su yerine karisik ¢oziciiler kullanilarak ¢6ziicliniin  ¢oziiciiliigii
arttirilabilir. Su ile kanistirmak iizere segilen ikincil ¢oziiciiler (genellikle dioksan:su
karigimi) biiylik 6l¢iide sulu ¢ozelti 6zelligine sahiptir. Karisik ¢oziiciilerle ¢aligilirken
birka¢ hususa dikkat etmek gerekir. Bunlardan birincisi referans elektrottur. En iyi se¢im
sulu doygun kalomel elektrottur. Bu elektrodun karisik ¢oziiciilerde kullanilmasi dikkate
deger biiyiikliikte bir s1vi temas potansiyelinin ortaya ¢ikmasina sebep olmakla birlikte
susuz referans elektrotlar kullanimina tercih edilir. Ikinci husus, bir protik ¢dziicii olarak
suyun kullanilmasi nedeniyle ¢6zelti pH'sinin kontrol edilmesinin gerektigi durumlarda

ortaya c¢ikar. Ancak, boyle bir ortamdaki pH skalasi tamamen sulu ortamdaki pH
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skalasindan farkli olacagindan sulu ve karisik ¢oziiciilerde 6l¢iilen pH degerlerinin
karsilastirilmamasi gerekir.

Susuz protik ¢oziiciiler olarak ise alkoller ile inorganik ve organik asitler
kullanilir. Bunlar ¢oziiciiliik agisindan sulu veya karisik ¢oziiclilere gore bir avantaj
getirmedikleri halde kullanilmalarmin  nedeni, bu ¢doziiclilerdeki reaksiyon
mekanizmalarinin sudakinden ¢ok farkli ve istenilen tarzda olmasidir.

Susuz ¢oziiciilerin ¢ogu aprotiktir. Erimis tuzlar ve asetonitril bu gruba girer.
Susuz c¢oziiciilerin se¢imindeki neden bazi elektrokimyasal tiirlerin ancak bu tiir
coziiclilerde ¢oziinebilmesidir. Ancak, bunlarin saflastirilmasi, suyun saflastirilmasi
islemlerine kiyasla ¢cok daha zordur. Ote yandan atmosferdeki su ve oksijenle reaksiyon
vermeleri veya otodegradasyon gibi olumsuzluklari s6z konusudur.

Ortamin iletkenligini ve elektroaktif maddenin elektrot yiizeyine yalnizca
diffiizyonla taginmasini saglamak icin destek elektrolit kullanilir. Destek elektrolit bu
goreve ek olarak bazi uygulamalarda ortamin pH’sin1 ayarlayan bir tampon ya da ortamda
baz1 iyonlar1 komplekslestiren bir ligant gérevini de gorebilir. Bazi ortamlarda ise anodik
potansiyel sinirinin hangi degerden baglayacagini belirlemede etkin rol {istlenir. Soyle ki;
destek elektrolitin yiikseltgenme potansiyeli anodik sinir potansiyeli olarak alinir. Negatif
potansiyel siirini ise ¢oziicliniin ya da destek elektrolit katyonunun indirgenme akimi
belirler. Hg elektrotta asidik ortamda -1.80 V'da bazik ortamda -2.30 V'da suyun
indirgenerek H> gazi olusturmasi sonucu siddetli bir akim geger. Bazi organik ¢oziiciiler
suya gore daha gii¢ indirgenir ya da daha gii¢ yiikseltgenirler. Bazi ¢oziiclilerde ise hem
indirgenme sinir;, hem de yiikseltgenme sinir1 suya gore daha yiiksek potansiyel
degerlerinde ortaya ¢ikar. Boylece susuz coziiciilerin kullanilmasi ile ve uygun bir
elektrot malzemesi ve destek elektrolit segilerek calisabilen voltametrik potansiyel
sinirlart hem anodik hem de katodik yonde daha biiyiik potansiyel degerlerine
kaydirilabilir.

Ayrica normal sartlarda havayla dengede bulunan bir ¢ozeltideki ¢oziinmiis olarak
bulunan elektroaktif oksijen molekiili konsantrasyonu 2x10* M’dir. Bu
konsantrasyondaki oksijen oldukga belirgin bir pik verir. Bu pik Asidik ¢6zeltisinde:

02 +2e-+2H" = H,0; (birinci indirgenme)
O +4e- +4H" =2H0 (ikinci indirgenme)
Notral veya bazik ¢ozeltide:
O, + 2e- + 2H,0 = H>0; + 20H" (birinci indirgenme)
O+ 4e- + 2H,0 = 40H" (ikinci indirgenme)
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Bu reaksiyonlarin ortamda ger¢eklesmesinin istenmedigi durumlarda elektroliz

ortamindan inert bir gaz, genellikle N2, uzun bir siire gegirilir.

2.10 Elektrotlarin Modifikasyonu ve Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal sensorler dogrudan dogruya elektrik sinyalleri {iiretirler. Bu
onlarin hem 6nemli avantajlarindan biri, hem de kimyasal sensorlerle elektrokimya
alanlar1 arasindaki yakin iliskinin nedenlerinden biridir. Spesifik bir cihazin
elektrokimyasal sensor olarak tanimlanmasi hakkinda farkli goriisler ortaya atilmistir.

Elektrotlarin  modifikasyonu, farkli polimer tiplerinin kaplanmasi1 ve
nanomateryaller, antikorlar ve enzimler gibi bazi modifiye ajanlarin eklenmesiyle
yapilabilir. Elektrotlarin modifikasyonunda polimerik mebranlar

e Elektrokimyasal polimerizasyon
e Kimyasal polimerizasyon seklinde uygulanabilir.

Kimyasal sentez, kondenzasyon polimerizasyonu ya da katilma polimerizasyonu
gibi farkli metodlar1 igerir. Kimyasal sentez yalnizca cesitli iletken polimerleri
sentezlemek i¢in farkli yollar sunmaz, ayni1 zamanda elektrokimyasal sentez ile su anda
miimkiin olmayan sekilde bu materyallerin genellikle toz halinde ya da kalin polimer
filmler elde edilmesine izin verir [68,69].

Elektropolimerizasyon, iletken polimerin bir monomer ¢ozeltisinden bir iletken
substrat iizerine olusturuldugu ve biriktirildigi bir kaplama prosediiriidiir. Polimerizasyon
calisma elektrodu, karsit elektrot ve referans elektrot olmak {izere ii¢ elektrotlu diizenek
ile uygulanir. Elektrokimyasal teknik ile 20 nm gibi ¢ok ince filmler iiretilebilinmektedir.
Ozellikle uygulanan potansiyel ve akimin elektropolimerizasyon kosullarmi segerken
dikkatli olunmalidir. Elektropolimerizasyon siirecinde sicaklik, ¢ozilicii sistemi (su
iceren), elektrolit, elektrot sistemi, elektrot iizerinde polimerin birikme siiresi ve
potansiyelin uygunlugu gibi degiskenler dikkate alinmalidir. Uygulanan potansiyel,
monomeri okside etmek ve polimerize etmek i¢in yeterince yiiksek, ancak metali
¢6zmemek veya korozyonu indiiklememek i¢in yeterince diisiik olmalidir [70].

Biitlin iletken polimerler kimyasal yolla sentezlenebilir fakat elektrokimyasal
sentez uygun bir potansiyel varliginda polimerizasyonun baglaticilar1 olan reaktif ve
radikal iyonlar1 olusturmak iizere yiikseltgenebilen monomerlerin varligindaki sistemler
ile sinirhidir. Iletkenlik polimerin dogal bir 6zelligi olabilecegi gibi iletken dolgularin
polimere katilmasiyla da iletken polimerler elde edilmektedir. Iletken dolgu olarak C

siyahi veya parca halinde C fiber veya metal tozlar1 kullanilmaktadir. Kendiliginden
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iletken olan ilk polimer polisiilfiir nitriir olup, iletkenligi 10s/cm civarindadir. Polimerik
filmlerin 6zelliklerinin; polimerizasyon sartlari, film kalinligy, iplik¢ik ¢ap1 ve cis trans
vinilleme birimlerinin bagil oranlarina bagh olarak degistigi gézlenmistir.

2.11 3-Metil Tiyofenin Elektropolimerizasyonu

3-MTF, GCE’un yiizeyinde serbest radikallerle oksitlenmis, radikaller daha sonra
hizli bir sekilde birlesme reaksiyonu ile iiriinii ortaya ¢ikarmistir.

Sekil 2.11°de g oriildiigii gibi; ilk adim, monomerin oksidasyonu (Sekil 2.11a) ve
radikal katyonun olusumunu (Sekil 2.11 ) gostermektedir. Daha sonra, iki radikal katyon
birleserek ve dihidrodimer diksiyonu (Sekil 2.11b) meydana gelmektedir. Ikinci adimdan
sonra, ara iiriin iki proton kaybettikten ve yeniden aromatize edildikten sonra dimere
dontismektedir (Sekil 2.11¢). Dimer oksitlenip (monomerden daha kolay) ve ayni rotay1

(Sekil 2.11d-f) takip ederek trimeri olusturmaktadir. Bu reaksiyonlarin ardindan, polimer

zinciri bllylimeye devam etmektedir.
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Sekil 2.11: 3-MTF’in elektropolimerizasyon mekanizmasi.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Kimyasal Maddeler

Elektropolimerizasyonda monomer olarak kullanilan 3-metil tiyofen, indolin,
p-aminobenzoik asit, o-aminobenzoik asit, 4-vinil piridin, 4-hidroksi benzaldehit, para
toluen siilfonik asit, tetrabutilamonyum tetrafloroborat (TBATFB) Sigma-Aldrich'den;
eter, asetonitril (AcN), dimetil formamit, siilfiirik asit ve nitrik asit Merck Chemical'dan
satin alinmuastir.

Voltametrik ¢alismalar i¢in Tris, sodyum siilfat, NaxHPO4, NaH>POs, sodyum
kloriir, lityum kloriir, potasyum nitrat, sodyumasetat Sigma-Aldrich Chemical Company
veya Merck firmasindan temin edilmistir. Florfenikol ise piyasadan satin alinan
“Florkem” ilac1 saflastirilarak kullanilmistir.

Voltametrik ¢alismalar; yaklagik olarak 2 dakika boyunca % 99.99 saflikta azot

gazi1 gecirildikten sonra gergeklestirilmistir.

3.2 Olgiimde Kullanilan Aygit ve Gerecler

(Calismalarda potansiyostat olarak BAS (Bioanalytical Systems, Inc.) marka 100B
model bir elektrokimyasal analizér kullanilmistir. Analizor bilgisayara baglanmis, aygitin
kontrolii, veri depolamasi ve islenmesi bilgisayara yiiklenmis ve MS-Windows altinda

caligan bir yazilim kullanilarak gerceklestirilmistir.

St Ak PN
| o= \

F =TT

Sekil 3.1: BAS 100B elektrokimyasal analizdr.
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Bilgisayar program meniisii 28 farkli elektrokimyasal teknigin se¢ilmesine ve
bunlarin genel veya spesifik parametrelerinin ¢ok hizli bir sekilde degistirilmesine imkan
vermektedir. Analizor ayrica elektrokimyasal hiicre ¢ozeltisinden gaz gecirilmesine veya
¢Ozeltinin kanistirilmasina yine kontrol yazilimi vasitasiyla imkan vermektedir.

Calismada elektrokimyasal hiicre, dis elektrik ve manyetik etkilerden yalitimi
saglayan, (cell stand) i¢ine yerlestirilmis, C2 hiicre kafesi kullanilmigtir.

Tim elektrokimyasal deneyler; Sekil 3.2’de gosterilen 6zel olarak yaptirilmas,
yaklasik 10 mL hacimli pyrex cam hiicre icinde gerceklestirilmistir. Gerek hiicrelerin,
gerekse diger cam malzemelerin temizligi once deterjan ile yapilmis distile su ile
calkalandiktan sonra en az bir saat olmak iizere tercihen bir gece 6 M HNOj3 ¢ozeltisinde
bekletildikten sonra en az li¢ kez distile su ile ¢alkalanip etiivde kurutularak yapilmastir.

Bu calismada MF-2012 GCE c¢alisma elektrodu, MF-2063 Ag/AgCl referans
elektrodu ve MW-1032 Pt tel yardimer elektrot kullanilmistir.

—— MF-2063 Ag/AgCL

MF-2012GCE, —
; l referans eleldrodu

calsma elektrodu

MW-1032 Pttel,
vardmct elektrot H ‘

Sekil 3.2: Yardimci elektrot, calisma elektrodu ve referans elektrottan olusan
voltametrik hiicre.

pH oOlglimleri i¢in Thermo Scientific STAR A-111 pH-metre (Sekil 3.3)
kullanilmistir. pH metrenin kalibrasyonu sirasiyla pH=7 (Merck 4939) ve pH=4 (Merck
9475) tampon ¢ozeltileriyle gergeklestirilmistir.

Sekil 3.3: Thermo Scientific STAR A-111 pH-metre
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Elektrotlarin tam olarak temizlenmesi ve ¢oOzeltilerin hazirlanmasi esnasinda
Branson marka 3510 model ultrasonik banyo (Sekil 3.4) kullanilmistir.
Niive marka EN 400 Model etiiv (Sekil 3.4) tim kimyasal maddelerin ve cam

malzemelerin kurutulmasi i¢in kullanilmastir.

Sekil 3.4: Niive marka EN 400 Model etiiv, Branson marka 3510 model ultrasonik
banyo.

Kern marka ABJ-NM/ABS-N model analitik terazi (Sekil 3.5) kimyasal

maddelerin tartimi i¢in kullanilmastir.

Sekil 3.5: Kern marka ABJ-NM/ABS-N model terazi.

Cozeltilerin hazirlanmas1 ve seyreltme islemleri i¢in kullanilmis olan su;

Millipore marka Elix 20 model su sisteminden elde edilmistir.

3.3 Elektrotlar

Yardimei elektrot olarak platin tel elektrot (MW-1032), referans elektrot olarak 3
M KCl i¢indeki Ag/AgCl (MF-2063), elektrodu ve calisma elektrodu olarak ise farkl
polimerlerle modifiye edilmis cams1 karbon elektrotlar (GCE, MF-2012) kullanilmastir.
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3.3.1 Elektrotlarin temizligi

Referans elektrotlar distile su ile yikanmig ve siirekli olarak 3 M KCI ¢ozeltisi
i¢inde saklanmustir.
Yardimci elektrot olarak kullanilan platin elektrotlarin temizligi, zaman zaman ¢iplak
ateste 1sitilarak veya 3 M HNOs3 c¢ozeltisi icinde ultrasonik banyoda 1-2 dakika
tutulduktan sonra ise distile su ile yikanarak yapilmistir.

Kat1 elektrotlarda, tekrar edilebilir sonu¢larin alinabilmesi i¢in ¢alisma elektrotlarin
yiizeyinin her dl¢iimden dnce 6n isleme tabi tutularak temizlenmesi gerekir. On islem
hem elektrotun cinsine, hem de deney ¢dzeltisinin bilesimine baglidir. GCE yiizeyinde
elektrokimyasal kaplamanin tekrar edilebilirliginin saglanmasi i¢in her deneyden once
aynmi ylizey halinin olusturulmasi gerekmektedir. Deney oncesi GCE 0.1 M H;SOq4
cozeltisi icerisinde 15 ¢evrimli CV ile elektrokimyasal olarak temizlendi. Ayrica
mekaniksel temizleme de 6nce 1 pm, 0.3 pum ve 0.05 pm tanecik boyutuna sahip sulu
allimina pastasi ile kadife ped iizerinde "8" ¢izdirilecek sekilde temizlenip ultrosanik
banyoda 5 dakika boyunca sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra ultra saf su

ile yikanip optimum kosullarda kurutulmustur.

3.4 Deneysel Prosediirler

3.4.1 Kullanilan cozeltilerin hazirlanmasi

Florfenikol tayini igin, TRIS ve PBS tamponu ve ayrica Na;SOs, Na;HPO4, NaCl,
LiCl, KNOs3, CH3COONa tuzlarindan olusan ¢ozeltiler hazirlanarak, deneylerde
kullanilmistir. Her biri 0.1 M derisimde olacak sekilde 250 mL’lik stok cozeltileri
hazirlanmastir.
3.4.1.1 Florfenikol analiti ¢ozeltisinin hazirlanmasi

4mM’lik Florfenikol stok cozeltisi; 0.0143 g florfenikol hassas teraziyle tartilip
10 mL hem AcN ve hem de DMF i¢inde ayr1 ayri ¢oziilerek hazirlanmistir.
3.4.2 Florfenikolun saflastirilmasi

Florfenikol antibiyotigi “Florkem™ ilacinin saflagtirilarak elde edildikten sonra
kullanilmistir. flaca ait saflastiriimadan dnceki Sekil 3.6A’da ve saflastirildiktan sonraki
FTIR spektrumlart ise Sekil 3.6B’de gosterilmistir. Suda ¢oken bu ilag krema kivaminda
bir goriintiiye sahiptir. Bu nedenle kristallendirme islemi yapildiktan sonra uygun

derisimde hazirlanan ¢6zeltisi stok olarak kullanilmistir. Kristallendirme islemi;
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1.Suyla krema kivamina gelen florkem bir ayirma hunisine alinip {izerine etil asetat ilave
edilmistir.

2. 5 dk calkalyicida ¢alkalanmistir. Bu esnanda gaz ¢ikisi gozlenmistir.

3. Su icindeki florfenikol, etil asetat i¢cinde ¢oziinerek su ve etil asetat olmak tizere iki
ayr1 faz meydana gelmistir.

4. Su faz1 ayirma hunisinden ayrilmaistir.

5. Daha sonra etil asetat ayirma hunisinden alinmustir.

6.Etil asetat {izerine kuru MgSO4 eklenerek tamamen su fazindan ayrilmistir.

7. Karisim daha sonra siizge¢ kagidindan siiziiliip ve kalintilar eterle yikanmistir.

8. Coziiciiniin fazlas1 kaynatilarak uzaklastirilmistir.

9. Sicak ¢ozelti oda kosullarinda sogumaya (kristallendirilmeye) birakilmistir.

10. Kristaler biiylik ve toz halinde olmak iizere ikiye ayrilmis olup, biiyiik kristaller

aliarak kullanilmistir.
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Sekil 3.6: A) Saflastirilmamis, B) Saflastirilmis FF’iin FT-IR spektrumu.
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3.4.3 Elektrotlarin modifikasyon

3.4.3.1 3- Metil tiyofen (3-MTF)

100 mM’lik 3-MTF monomer ¢dzeltisini hazirlamak icin; 72.46 pL 3-metil
tiyofen alinarak 0.1 M TBATFB igeren 5 mL AcN icinde hazirlandi. (-800)-(+1000)
mV’luk potansiyel araliginda CV ile —‘den +’ya dogru (ylikseltgenme yoniinde) ayr1 ayri
3 segment (polimerin yiikseltgenmis hali) ve 4 segment (polimerin indirgenmis hali)

secilerek polimer kaplama islemi gerceklestirildi.

3.4.3.2 indolin

20 mM’lik Indolin monomer ¢dzeltisini hazirlamak i¢in; 22.64 pL indolin alnarak
0.1 M 10 mL PBS i¢inde hazirlandi. (-800)-(+1000) mV’luk potansiyel araliginda CV ile
—‘den +’ya dogru (ylikseltgenme yoniinde) ayr1 ayr1 3 segment (polimerin ylikseltgenmis
hali) ve 4 segment (polimerin indirgenmis hali) secilerek polimer kaplama islemi

gerceklestirildi.

3.4.3.3 p-amino benzoik asit (PABA)

0.001 M’lik PABA monomer ¢6zeltisini hazirlamak i¢in; Ma’s1 137.14 g/mol olan
p-amino benzoik asitten 0.0007 g tartilarak 5 mL, 0.1 M PBS i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.
Sonra CV ile (-800)-(+1000) mV potansiyel araliginda —’den +’ya dogru (ylikseltgenme
yoniinde) ayr1 ayr1 3 segment (polimerin yiikseltgenmis hali) ve 4 segment (polimerin

indirgenmis hali) secilerek polimer kaplama islemi gerceklestirildi.

3.4.3.4 o-amino benzoik asit (OABA)

0.001 M’lik OABA monomer ¢dzeltisini hazirlamak i¢in; Ma’s1 137.14 g/ mol
olan 2- amino benzoik asitten 0.0014 g tartilarak 10 mL PBS i¢inde ¢6ziilerek hazirlandi.
(-800)-(+1000) mV’luk potansiyel araliginda CV ile —‘den +’ya dogru (ylikseltgenme
yoniinde) ayr1 ayr1 3 segment (polimerin yiikseltgenmis hali) ve 4 segment (polimerin

indirgenmis hali) secilerek polimer kaplama islemi gerceklestirildi.

3.4.3.5 Para toluen siilfonik asit

2 mM’lik para toluen siilfonik asit monomer ¢6zeltisini hazirlamak i¢in; 0.0034 g
para toluen siilfonik asit alinarak 0.1 M 10 mL PBS i¢inde hazirland1. (-800)-(+1000)
mV’luk potansiyel araliginda CV ile —‘den +’ya dogru (yiikseltgenme yoniinde) ayr1 ayri
3 segment (polimerin yiikseltgenmis hali) ve 4 segment (polimerin indirgenmis hali)

secilerek polimer kaplama igslemi gergeklestirildi.
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3.4.3.6 4-vinil piridin (4-VP)

0.005 M’lik 4-vinil piridin monomer ¢6zeltisini hazirlamak i¢in; 5.34 pL 4- Vinil
piridin almarak 0.1 M TBATFB igeren 10 mL AcN icinde hazirlandi. (-800)-(+1000)
mV’luk potansiyel araliginda CV ile —‘den +’ya dogru (ylikseltgenme yoniinde) ayr1 ayri
3 segment (polimerin yiikseltgenmis hali) ve 4 segment (polimerin indirgenmis hali)

secilerek polimer kaplama islemi gerceklestirildi.

3.4.3.7 4-hidroksi benzaldehit (4-HBA)

100 mM’lik 4-hidroksibenzaldehit monomer ¢ozeltisini hazirlamak icin; 0.0611 g
4-HBA almarak 0.1 M TBATFB igeren 5 mL AcN ig¢inde polimerlestirildi. (-800)-
(+1000) mV’luk potansiyel araliginda CV ile —‘den +’ya dogru (yiikseltgenme yoniinde)
ayr1 ayr1 3 segment (polimerin yiikseltgenmis hali) ve 4 segment (polimerin indirgenmis

hali) secilerek polimer kaplama islemi gerceklestirildi.

3.4.4 3-MTF'nin yiikseltgenme potansiyelinin tespiti

Monomer ¢ozeltisi, 3-MTF igceren TBATFB'nin AcN'de ¢oziilmesiyle hazirlandi.
3-MTF'nin polimerizasyonu, CV teknigi ile ¢iplak GCE iizerinde Tetrabutilamonyum
tetrafloroborat (TBATFB) varliginda asetonitril (AcN) icerisinde gergeklestirildi. CV ile
modifiye edilmis GC elektrotlar oda sicakliginda kurumaya birakildi.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1. Florfenikol Tayini icin Optimizasyonlar

4.1.1 Florfenikoliin Indirgenme Potansiyelinin Belirlenmesi
Calisma elektrodu olarak ciplak ve polimer kapli GCE kullanilarak PBS
(pH=7.00) tamponu i¢inde (0.2)-(-1.2) V potansiyel aralifinda florfenikolun diferansiyel

puls voltamogramlari1 alinmistir.

4.1.2 Florfenikol icin Cozgen Tiiriiniin Belirlenmesi

Elektrolit olarak pH=7.00 olan 0.1 M PBS tampon ¢o6zeltisi kullanilmistir.
Florfenikoliin hangi ortamda daha iyi ¢6ziindiiglinii belirlemek i¢in AcN ve DMF
cOzgenleri igerisinde 4 mM Florfenikol stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve 5 mL PBS {izerine
bu ¢6zeltiden aliman 700, 1400 ve 2100 pL’lik hacimler eklenerek DPV’leri alinmustir
(Sekil 4.1). Cozgen olarak Sekil 4.1(A) AcN, Sekil 4.1(B) de ise DMF kullanilmistir.
Elde edilen voltamogramlarda goriildiigi tlizere; Sekil 4.1(A) da elde edilen pik akim
degeri, Sekil 4.1(B) de elde edilen pik akim degerinden biiyiiktiir. Bundan dolay1 AcN

icerisinde FF {in daha iyi ¢6ziildiigli anlasilmis, ¢6zgen olarak tercih edilmistir.

ol A \ . al B

Ak

Podusiie {7 Potwmree] (V)

Sekil 4.1: PABA modifiye GCE iizerinde A) AcN, B) DMF icinde ¢oziiniirlestirilmis
farkli derisimlerdeki FF’lin a: 1.183 mM, b: 0.875 mM, ¢: 0.491 mM ve d: PBS)
DPV’si.

4.1.3 Monomer sec¢imi

Florfenikol tayininde kullanilacak polimer i¢in 6ncellikle 4 mM’lik Florfenikol
cozeltisi, 0.0143 g florfenikol tartilarak, 10 mL AcN i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir.
Hangi polimerde daha iyi sonug¢ verdigini belirlemek amaciyla derisimleri birbirinden
farkli 7 polimer hazirlanmistir. Her bir monomerin hazirlanisi ile elde edilen CV ve
polimer elektrot iizerindeki FF’e ait DPV voltamogramlar1 Sekil 4.2-Sekil 4.8’de

gosterilmistir.
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4.1.3.1 PABA (p-amino benzoik asit)
0.001 M’lik PABA monomer ¢ozeltisini hazirlamak i¢in; Ma’s1 137.14 g/mol olan

p-amino benzoik asitten 0.0007 g tartilarak 5 mL, 0.1 M PBS i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.
Sonra CV ile (-800)-(+1000) mV potansiyel araliginda —den +’ya dogru 3 ve 4
segmentlik olarak ayr1 ayr1 kaplama yapilmistir. Ardindan zemin ¢ozeltisi olan PBS’nin

ve iki farkli derisimdeki FF ¢ozeltisinin DPV’leri alinmustir.

A }
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Potansiyel (V) Potansiyel (V)
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Potansiyvel (V) Potansiyel (V)

Sekil 4.2: A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik PABA CV ile modifiye GCE iizerinde
a: 0.875 mM, b: 0.491 mM FF ve ¢: PBS DPV yanitlar.

4.1.3.2 4-HBA (4-hidroksi benzaldehit)
100 mM’lik 4-hidroksibenzaldehit monomer ¢ozeltisini hazirlamak i¢in; 0.062 g

4-HBA alinarak 0.1 M TBATFB igeren 5 mL AcN i¢inde hazirlandi. (-800)-(+1000) mV
potansiyel araliginda CV ile —’den +’ya dogru 3 ve 4 segmentlik olarak ayr1 ayr1 kaplama

yapilmistir. Ardindan zemin ¢ozeltisi olan PBS’nin ve iki farkli derisimdeki FF

¢ozeltisinin DPV’leri alinmistir.
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Sekil 4.3: A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik 4-HBA CV ile modifiye GCE iizerinde
a: 0.875 mM, b: 0.491 mM FF ve c¢: PBS DPV yanaitlar1.
4.1.3.3 3-MTF (3-metil tiyofen)

100 mM’lik 3-MTF monomer ¢6zeltisini hazirlamak icin; 72.46 uL 3-metil
tiyofen alinarak 0.1 M TBATFB iceren 5 mL AcN i¢inde hazirlanmistir. Daha sonra CV
ile (-800)-(+1000) mV potansiyel araliginda —den +’ya dogru 3 ve 4 segmentlik olarak
ayr1 ayrt kaplama yapilmis, ardindan zemin c¢ozeltisi olan PBS’nin ve iki farkh

derisimdeki FF ¢ozeltisinin DPV’leri alinmustir.
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Sekil 4.4: A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik 3-MTF CV ile modifiye GCE {izerinde a:
0.875 mM, b: 0.491 mM FF ve c¢: PBS DPV yanaitlar1.

4.1.3.4 4-VP (4-Vinil Piridin)

0.005 M’lik 4-vinil piridin monomer ¢6zeltisini hazirlamak i¢in; 5.34 pL 4- Vinil
piridin alinarak 0.1 M TBATFB iceren 10 mL AcN i¢inde hazirlanmistir. Daha sonra CV
ile (-800)-(+1000) mV potansiyel araliginda —’den +’ya dogru 3 ve 4 segmentlik olarak
ayr1 ayr1 kaplama yapilmis, ardindan hazirlanan bu modifiye elektrot {izerinde zemin

¢ozeltisi olan PBS’nin ve iki farkli derisimdeki FF ¢ozeltisinin DPV’leri alinmustir.
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Sekil 4.5: A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik 4-VP CV ile modifiye GCE {lizerinde a:
0.875 mM, b: 0. 491 mM FF ve c: PBS DPV yanitlar:.

4.1.3.5 Indolin

20 mM’lik indolin monomer ¢dzeltisini hazirlamak i¢in; 22.64 pL indolin alinarak
0.1 M 10 mL PBS i¢inde hazirlanmistir. Daha sonra CV ile (-800)-(+1000) mV potansiyel
aralifinda—"den +’ya dogru 3 ve 4 segmentlik olarak ayr1 ayr1 kaplama yapilmais, ardindan
hazirlanan bu modifiye elektrot {izerinde zemin ¢6zeltisi olan PBS’nin ve iki farkli

derisimdeki FF ¢ozeltisinin DPV’leri alinmustir.
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Sekil 4.6: A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik Indolin CV ile modifiye GCE iizerinde a:
0.875 mM, b: 0.491 mM FF ¢: PBS DPV yanitlar.

4.1.3.6 OABA (0-amino benzoik asit)

0.001 M’lik OABA monomer ¢dzeltisini hazirlamak i¢in; Ma’s1 137.14 g/ mol
olan 2- amino benzoik asitten 0.0014 g tartilarak 0,1 M 10 mL PBS i¢inde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Daha sonra CV ile (-800)-(+1000) mV potansiyel araliginda —’den +’ya
dogru 3 ve 4 segmentlik olarak ayri ayr1 kaplama yapilmig, ardindan hazirlanan bu

modifiye elektrot lizerinde zemin ¢dzeltisi olan PBS’nin ve iki farkli derisimdeki FF

¢Ozeltisinin DPV’leri alinmistir.
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Sekil 4.7: A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik OABA CV ile modifiye GCE iizerinde a:
0.875 mM, b: 0.491 mM FF ve ¢: PBS DPV yanitlari.

4.1.3.7 Paratoluen siilfonik asit

2 mM’lik para toluen siilfonik asit monomer ¢dzeltisini hazirlamak icin; 0.0034 g
para toluen siilfonik asit alinarak 0.1 M 10 mL PBS i¢inde hazirlanmistir. Daha sonra
CV ile (-800)-(+1000) mV potansiyel aralifinda —’den +’ya dogru 3 ve 4 segmentlik
olarak ayr1 ayr1 kaplama yapilmig, ardindan hazirlanan bu modifiye elektrot iizerinde

zemin ¢dzeltisi olan PBS’nin ve iki farkli derisimdeki FF ¢6zeltisinin DPV’leri alinmistir.
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Sekil 4.8: A) 3 segmentlik ve B) 4 segmentlik paratoluen siilfonik asit CV ile modifiye
GCE iizerinde a: 0.875 mM, b: 0.491 mM FF ve ¢: PBS DPV yanitlar1.

Bulunan CV ve DPV verilerine gore uygun polimerin 100 mM’lik 3-MTF oldugu
gOriilmiistiir bundan sonraki ¢aligmalarimizda 4 segmentlik 3-MTF kullanilmasina karar

verilmigtir.

4.2. Polimer olusumu parametreleri
4.2.1 Florfenikol tayininde kullanilacak elektrolit secimi

Florfenikol tayininde kullanilacak elektrolit seciminde hepsi 0.1 M derisimde olan
Tris, NaSOs, NaHPOs4, PBS, NaCl, NaClOs, KNOs, CH3COONa -eclektrolitleri
kullanilmistir. Her bir elektrolit i¢inde Oncellikle ¢iplak GCE iizerinde, daha sonra
elektrot 3-MTF kapli GCE {izerinde, son olarak da poli-3-MTF kapl elektrot {izerinde
0.491 mM FF’iin DPV sinyalleri alinmistir. Elde edilen verilere gére en uygun elektrolitin

Na»SO4 olduguna karar verilmistir.
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4.2.2 Monomer derisimi

Uygun monomer derisimi i¢in 150, 175, 200, 225 ve 250 mM’lik 3-MTF
¢oOzeltileri hazirland1 ve 0.491 mM FF c¢ozeltisi icinde DPV’lerine bakildi. Elde edilen
voltamogramlar Sekil 4.9°da, E,-I, degerleri Cizelge 4.1°de ve derisim-akim iligkisi
grafigi ise Sekil 4.10°da verilmistir. Sonuglara gore en uygun derisimin 200 mM oldugu
anlagilmistir. Daha sonraki calismalarimizda 200 mM 3-MTF ile calisilmasina karar

verilmistir.

Cizelge 4.1: Polimer derisimini belirlemek i¢in alinan voltamogramlardan elde edilen 1,

degerleri. . .
Polimer Derisimi Ep (mV) Ip (nA) Net I, (uA)
(mM)

Zemin -580 1.241

100 -540 1.342 0.101
150 -540 1.710 0.469
175 -528 2.149 0.908
200 -512 2.723 1.482
225 -516 2.149 0.908
250 -524 1.914 0.673

+6.0

Potansivel (V)

Sekil 4.9: 150, 175, 200, 225 ve 250 mM 3-MTF modifiye GCE iizerinde 0.1 M
NaxSOys i¢inde 0.491 mM FF’iin DPV voltamogramlari.

41



50 100 150 200 250 300
Derisim (mM)
Sekil 4.10: 3-MTF derisimi-I, iliskisi.

4.2.3 Polimer kalinhg:

0.491 mM FF NaxSOg4 elektroliti i¢cinde 200 mM 3-MTF’in AcN iginde modifiye
edilmis GCE {izerinde polimer kalinlig1 2, 4, 6, 8 ve 10 segment olarak caligilmistir.
Calisma kapsaminda uygun polimer kalinliginin 4 segment oldugu belirlenmistir. Elde
edilen voltamogram Sekil 4.11°de, Ep-1, degerleri Cizelge 4.2°de ve film kalinhigi-pik
akimu iligkisi grafigi ise Sekil 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.2: Polimer kalinligin1 belirlemek i¢in alian voltamogramlardan elde edilen I,

degerleri. ' i

Polimer Ep (mV) Ip (nA) Net Ip (nA)
Kalinhg

Zemin -528 1.346

2 segment -516 1.687 0.341

4 segment -512 2.723 1.377

6 segment -540 2.306 0.960

8 segment -548 1.982 0.636

10 segment -552 1.704 0.358
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Sekil 4.11: Na>SOys elektroliti iginde 3- MTF modifiye GCE iizerinde 2, 4, 6, 8 ve 10
segmentlik 0.491 mM FF’{in DPV voltamogramlari.
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Sekil 4.12: 3-MTF film kalinligi-I, iliskisi.

4.2.4 Polimer tarama hizi
200 mM derisimli 3-MTF’in AcN igindeki ¢ozeltisinde GCE {izerinde 4
segmentlik elektropolimer olusumu esnasinda farkli tarama hizlar1 (100, 120, 140, 160,
180, 200 ve 220 mV/s) kullanilarak 0.491 mM FF igeren Na»SOs elektroliti i¢inde
DPV’leri alinmigtir. Voltamogramlar incelendiginde en uygun tarama hizinin 120 mV/s
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen voltamogram Sekil 4.13’de, E,-I, degerleri Cizelge

4.3’de ve tarama hizi-akim iliskisi grafigi ise Sekil 4.14’de verilmistir.
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Cizelge 4.3: Polimer tarama hizlarmna karsilik gelen I, degerleri.

Polimer Tarama Hiz1 Ep (mV) Ip (nA) Net Ip (nA)
(mV/s)
Zemin -528 1.346
100 -528 2.004 0.658
120 -524 2.946 1.600
140 -516 2.355 1.041
160 -524 2.222 1.009
180 -560 2.387 0.876
200 -528 2.163 0.707
220 -528 2.053 0.703
-
120 mVis
= / 100 mVis
g a0 160 mV's ZIN T 0 mVs
| 180 mV/s NN /
g — 200 mVis pn v e
P ——
0.8 , : .

' 1 1 t
+0.2 L ] 0.2 L L B 0.0 1.0 1.2

Potansivel (V)

Sekil 4.13: Na>SOs elektroliti iginde 3-MTF modifiye GCE iizerinde 100, 120, 140,
160, 180, 200 ve 220 mV/s tarama hizilarinda 0.491 mM FF’iin DPV voltamogramlari.
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Sekil 4.14: Polimer olusum tarama hizi-1, iliskisi.

4.2.5 Elektrokatalitik aktivite

200 mM 3-MTF’in AcN ortaminda, 4 segment kalinliginda, 120 mV/s tarama hizi
ile gergeklestirilmis poli 3-MTF modifiye GCE elektrodun elektrokatalitik aktivitesi; 6
mM Ki[Fe(CN)s]’tin 1 M KNO; iginde (800)-(-200) mV potansiyel araliginda CV
metodu kullanilarak calisildi (Sekil 4.15). Sekilden goriildiigii gibi poli 3-MTF modifiye
elektrot CV pikleri tersinir oldugundan dolay1 kararlidir. Sonuglar gostermistir ki kolayca
hazirlanmis olan modifiye edilmis elektrodun elektrokatalitik aktivitesi (Sekil 4.15b)
ciplak GCE’un aktivitesi (Sekil 4.15a) ile kiyaslandiginda (Sekil 4.15¢) olduke¢a iyi

elektrokatalitik aktivite sergiledigi anlasilmistir.
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Sekil 4.15: 6 mM K3[Fe(CN)s]’tiin 1 M KNOs i¢indeki a) Ciplak GCE, b) Modifiye
GCE ¢) Ciplak ve Modifiye GCE’nin {ist iiste doniisiimlii voltamogramlari.

4.3 FF Analiz Parametrelerinin Optimizasyonu

4.3.1 Elektrolit pH etkisi

Baslangictaki ¢alismalarda en uygun elektrolit tiirli Na,SOj4 olarak belirlenmistir.
NaySOy4 elektrolitinin pH'si, 0.491 mM FF igeren ortamda, optimum kosullarda (4
segment kalinliginda, 200 mM 3-MTFderisiminde, 120 mV/s polimer tarama hizinda)
elde edilmis olan poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde 4.00, 4.50, 5.00 ve 5.50 pH
degerlerinde calisilmis ve Sekil 4.16’dan en uygun elektrolit pH’sinin 4.50 oldugu
anlagiimistir. Elde edilen voltamogramlardan okunan E,-I, degerleri Cizelge 4.4’de ve

elektrolit pH’s1-pik akimu iliskisi egrisi Sekil 4.16’da verilmistir.
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Cizelge 4.4: Na,SOs elektrolitinin pH’sina karsilik gelen E;, ve I, degerleri.

Elektrolit pH Ep (mV) Ip (nA) Net Ip (nA)
Zemin -616 1.553
4.00 -504 3.551 1.998
4.50 -492 4.292 2.739
5.00 -524 3.388 1.835
5.50 -568 2.739 1.186
6.00 -544 2.228 0.675
3000
2500
. 2000
?} 1500
g 1000
500
o]
35 40 45 5.5 6,5

Sekil 4.16: Na,SOs elektroliti pH-I, iliskisi.

4.3.2 Tarama hiz1 etkisi

0.491 mM FF iceren pH 4.50 Na>SOs elektroliti i¢inde optimum kosullarda elde
edilmis olan poli 3-MTF modifiye GCE {izerinde elektrolit tarama hiz1 20, 40, 60, 80, 100
mV/s degerlerinde ¢alisilmis Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’dan en uygun tarama hiz1 60 mV/s

olarak belirlenmistir. Elde edilen voltamogramlardan elde edilmis olan E, ve I, degerleri

Cizelge 4.5’ de verilmistir.
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Cizelge 4.5: Na,SO; elektrolitinin tarama hizina karsilik gelen E, ve I, degerleri.

Elektrolitin
Tarama Hizx Ep (mV) Ip (nA) Net Ip (nA)
(mV/s)
Zemin -616 1.553
20 -600 3.339 1.786
40 -628 4.601 3.048
60 -616 5.200 3.647
80 -616 4.447 2.894
100 -520 3.164 1.611

Alam (pA)

Potansivel (V)

Sekil 4.17: Na;SO4 (pH 4.50) elektroliti iginde 3- MTF modifiye GCE iizerinde 20, 40,
60, 80, 100 mV/s tarama hizilarinda 0.491 mM FF’iin DPV voltamogramlari.
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Sekil 4.18: 0.491 mM FF’iin 3-MTF modifiye GCE iizerinde DPV tarama hiz1-i,

iliskisi.

4.4 FF Tayini icin Kalibrasyon Egrileri ve Tayin Sinir1

3-MTF modifiye GCE iizerinde 0.1 M Na>SOj elektroliti i¢inde 0.1, 0.3, 0.6, 0.8
ve 1.0 mM FF’e ait DPV’ler Sekil 4.19°da verilmistir. Ayrica 0.1-1 mM FF derisim

araliginda elde edilen veriler 1s181nda olusturulan kalibrasyon grafigi dogru denklemi,

y=4.4103x+0.5936, ve dogrusalligi, R*=0.999 olarak, hesaplanmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.19: 3-MTF modifiye GCE {izerinde 0.1 M Na>SOys elektroliti i¢inde a:0.1, b:

0.3, ¢:0.6,d:0.8 ve e:1.0 mM FF’e ait DPV’ler.
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Sekil 4.20: 0.1-1.0 mM FF derigimi i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi.

T

FF'nin yukarida belirtilen optimum kosullarda elde edilmis FF'nin 0.1-1.0 mM
araligindaki DPV sinyalleri pik akimi-derisim kalibrasyon grafiginden yararlanarak
hesaplanan 0.0399 mM tayin sinir1 (LOD), kantitasyon tayin sinir1 (LOQ) 0.1197 mM ve
0.999 korelasyon katsayis1 (R?) degerleri hazirlanmis olan elektrokimyasal sensdriin
amaca uygun oldugu anlasilmistir. Be sensoriin gelistirilme amacinin FF kalinti
degerlerini 6l¢ebilmek olmasindan 6tiirii dogrusal araligin daha yiiksek degerlere kadar
calisilmasina gerek goriilmemistir. Gergek orneklerde ¢ok yiiksek degerlere ulasabilen
FF derigimi sézkonusu olsa bile bu durum seyreltme islemleriyle kalibrasyon araliginda

calisiilmasina imkan verebilecektir.

4.5 Tekrarlanabilirlik

Belirlenmis olan optimum kosullarda hazirlanmig 10 farkli modifiye elektrot
tizerinde 0.6 mM FF’iin DPV’leri licer kez tekrarlanarak alinmistir. Sekil 4.21°de verilen
tekrarlanabilirligi gosteren voltamogramlar ve Sekil 4.22°de verilen grafikten standart
sapma 0.008 ve % bagil standart sapma 0.844 hesaplanmistir. Bu degerler gz Oniine
alindiginda, yontemin tekrarlanabilir, son derece kararli ve son derece duyarli (% 99,2)

oldugu kanitlanmustir.
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Sekil 4.21: Poli 3-MTF modifiye GCE {izerinde 0.6 mM FF’iin DPV’leri (n=10).
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Sekil 4.22: 0.6 mM FF’{in poli 3-MTF GCE iizerindeki voltamogramlarina ait hata
grafigi (n=10).
4.6 Ger¢ek Ornek Cahismasi
Marketten alinan ii¢ farkli kirmizi et ve beyaz et (tavuk eti) numuneleri rondodan
gecirilip kiigiik pargalara ayrilmistir. Sonra kirmizi etten ve beyaz etten yaklasik 3’er g’lik

numuneler alinarak 3 paralel sekilde calisilmistir. 215 mL asetonitril ve 35 mL ultra saf
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su birbirine karistirilarak 250 mL’lik ¢ozelti hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden 30’ar mL her
bir numunenin istiine eklenmistir. Ardindan, numuneler agizlar1 kapatilarak 30 dk
calkalayicida calkalandiktan sonra siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve siiziinti AcN-H>O
coOzeltisinden ilave edilerek 30 mL ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden alinan 0.5’er mL’lik
kisimlar 0.1 M NaySOs ¢ozeltisi ile 5.0 mL’ye tamamlanarak, dnceden belirlenmis olan
optimum kosullarda, diferansiyel puls voltamogramlar: alinmistir. Daha sonra standart
katma metodu kullanilarak 0.8 mM derisimde olacak sekilde stok ¢ozeltiden eklendikten
sonra numunelerin anaizi gergeklestirilmistir. Et numunelerine ait voltamogramlar Sekil
4.23-4.25°da, tavuk numunelerine ait voltamogramlar ise Sekil 4.26-4.28’de
gosterilmistir. Bu voltamogramlara ait ortalama pik akimlar1 ve hesaplanan geri kazanim
verimleri et numuneleri i¢in Cizelge 4.6’de, tavuk numuneleri icin ise Cizelge 4.7°de

verilmistir.

+9.0

+7.57

+6.17

Alam (pA)

Potansivel (V)

Sekil 4.23: 0.1 M’lik NaxSOs iginde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde a) Et 1
numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler.
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Sekil 4.24: 0.1 M’lik Na>SOs iginde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde a) Et 2
numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler.
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Sekil 4.25: 0.1 M’lik Na>SOys i¢inde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde a) Et 3
numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler.
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Cizelge 4.6: Et numunelerine ait ortalama pik akimlar1 ve geri kazanim verimleri.

Numune | Numune Ep 0.8 mM FF Geri Kazanim
Miktar1 | (mV) ip (nA) ilaveli Ip (nA) | Verimi (%)
(@
Tayin
ET1 3.0046 -592 sinirinin 4.519+0.001 109.230+0.001
altinda
Tayin
ET?2 3.0044 -592 sinirinin 4.351+0.050 105.170+0.050
altinda
Tayin
ET3 3.0042 -580 sinirmnin 4.630+0.044 111.920+0.044
altinda
+9.0
b
+7.5 r
— +6.17 =
3
g +4. 6] -
+3.2+ a -
+1.7 T T T T T T
+0.2 0 e B 0.4 0.6 0.8 1.0 12 1.4
Potansivel (V)

Sekil 4.26: 0.1 M’lik Na>SOs i¢inde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde a) Tavuk 1

numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler
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Sekil 4.27: 0.1 M’lik Na>SOs icinde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde a) Tavuk 2
numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler
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Sekil 4.28: 0.1 M’lik Na>SOg i¢inde poli 3-MTF modifiye GCE iizerinde a) Tavuk 3
numunesine ait, b) 0.8 mM FF ilavesine ait DPV’ler.
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Cizelge 4.7: Tavuk numunelerine ait ortalama pik akimlar1 ve geri kazanim verimleri

Numune | Numune Ep 0.8 mM FF Geri
Miktar1 | (mV) Ip (nA) ilaveli ip (nA) Kazamm
(® Verimi (%)
Tayin
Tavuk 1 3.0004 -616 siirmin 4.167+0.015 100.73+0.015
altinda
Tayin
Tavuk 2 3.0025 -592 sinirmin 4.167+0.018 100.73+0.018
altinda
Tayin

Tavuk 3 3.0000 -628 sinirmin 3.726+0.026 90.07+£0.026

altinda

4.7 Diger Florfenikol Sensor Calismalari
Florfenikol tayini i¢in kimyasal modifikasyonla hazirlanmis poliiiretan modifiye
elektrotlar da denenmistir. Bu elektrotlarin hazirlanmasi sirasinda Laktoz, Sukroz ve

GUM karbonhidrat temelli politiretan yapilar1 kullanilmigtir.

4.7.1 Laktoz, Sukroz ve GUM Karbonhidrat Temelli Poliiiretan Yapilarinin

Hazirlams1

Her bir poliiiretan yapis1 Oncelikle etilen glikol, disakkarit ya da polisakkarit ve
izosiyanat kullanilarak c¢ozelti polimerizasyon teknigi ile sentezlenmistir. Sentezler
sirasinda etilen glikol ve sakkaritler -ol kaynagi olarak kullanilmis ve aromatik yapili 4,4 -
diizosiyanofenil metan ile polimerlestirilmistir. Bu sentezde ii¢ boyunlu bir balon
kullanilarak oncelikle etilen glikol ve sakkarit yapist 30 mL, THF/DMSO (9/1)
karisiminda ¢6zilmiistiir. Homojen bir ¢ozelti elde edildikten sonra 20 mL THF
igerisinde ¢ozlinmiis diizosiyanat monomeri damla damla sisteme eklenmistir. Karistirma
islemi argon gazi altinda gergeklestirilmis olup, yarim saat daha argon atmosferi altinda
homojen karisim elde edilmistir. Daha sonra sistemin 1si1s1 90°C ¢ikartilarak 3 saat
stiresince refluks edilmistir. Oda sicakligina sogutulan polimerik karisim 60 mL su ilavesi
ile ¢oktiiriilmiistiir. Iki kere 50 ser mL etanol ile yikanan polimerik yap: FTIR teknigi ile

karakterize edilmistir. Karakterizasyonu tamamlanmis olan polimerler 0.1 g 1 mL aseton
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icerisinde ¢oziilerek farkli hacimlerde (2, 4, 6 uL) elektrot yiizeyleri kaplanmistir. Oda

sicakliginda 1 giin kurutma isleminden sonra florfenikol analizinde kullanilmstir.

4.7.2 Laktoz, Sukroz ve GUM Temelli Poliiiretan Modifiye Elektrotlarla
Elektrokimyasal Calismalar

Florfenikol tayini sirasinda poliiiretan modifiye elektrotlarla elde edilmis olan CV
ve DPV yanitlar1 hem kararli olmamis hem de florfenikol analiti i¢in ¢iplak elektroda
gore daha diisiik pik akimi ve yayvan pik yapisi gostermistir. Bu nedenle poliiiretan
modifiye elektrotlar kullanilarak hazirllanmis olan sensdrlerin florfenikol tayini igin

uygun olmadig1 sonucuna varilmaistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinin temel amaci, modifiye edilmis elektrot yardimiyla florfenikol
tayini icin; basit, ucuz, dogru, kesinligi yiiksek ve duyarl bir elektrokimyasal metot
gelistirmektir.

Calismanin ilk asamasinda Oncelikle piyasada satilan ve besi hayvanlarina
uygulanabilen florkem ilaci saflastirilarak Florfenikol etken maddesi saf olarak elde
edilmistir.

Calismanin ikinci agsamasinda ise ¢iplak ve polimer kapli GC elektrotlarin CV ve
DPV yanitlariin degerlendirilmesiyle florfenikol analiti i¢in; voltametrik parametreler

ayrmtili olarak optimize edilmistir ( Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8: FF sensor gelisimi i¢in optimize edilen parametreler

3-MTF modifikasyonu i¢in optimum parametreler

Monomer Derisimi 200 mV
Polimer Kalinlig1 4 segment
Polimer Tarama hiz1 120 mV/s

Analiz (DPV) i¢in optimum parametreler

Elektrolit Turu NazSO4
Elektrolit pH 4.50
Tarama hizi 60 mV/s

Optimum kosullar altinda, modifiye elektrot ile artan derisimlerdeki FF yanitlarina
pik akimlarinin 0.1-1.0 mM aralikta dogrusal olarak iligkili oldugu gozlemlenmistir. Bu
caligmadan yararlanarak cizilen kalibrasyon grafiginden tayin sinir1 (LOD) 0.0399 mM,
kantitasyon tayin smir1 (LOQ) 0.1197 mM ve korelasyon katsayis1 (R?) 0.999 olarak
bulunmustur.

DPV yontemiyle elde edilen tekrarlanabilir voltamogramindan hesaplanan standart
sapma (0.008) ve % bagil standart sapma (0.844) g6z Oniine alindiginda, yontemin
tekrarlanabilir, son derece kararli ve son derece duyarli (% 99.2) oldugu kanitlanmistir.

Poli (3-metiltiyofen) membraninin kolay hazirligi, kimyasal stabilitesi, seciciligi, iyi
tekrarlanabilirligi, diisiik maliyetli, hizli tepki 6zelliklerinden dolayi, gelistirilen sensor,
gercek drneklerde (kirmizi ve beyaz et numunelerinde) FF'nin belirlenmesinde basariyla

kullanilmistir.
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Et numuneleri i¢in belirsizligin 0.001-0.050 araliginda, % geri kazanim veriminin ise
105.17-111.92 araliginda olmasi gelistirilen sensoriin son derece duyarli ve dogrulugunun
kabul edilebilir aralikta oldugunu kanitlamaktadir.

Aym sekilde, tavuk numunelerei icin de belirsizlik 0.015-0.026, % geri kazanim
verimi 90.07-100.73 araliginda bulunmustur.

Sonu¢ olarak; poliiiretan temelli kimyasal modifikasyonla elde edilmis olan
elektrotlarin florfenikol tayini i¢in uygun olmadigi, buna karsin elektrokimyasal
modifikasyonla gelistirilmis olan sensdriin uygun oldugu anlasilmis olup, gercek
orneklerde (siit, et, tavuk ve islenmis sarkiiteri iirtinleri) FF antibiyotigi kalinti miktarinin

tayininde kullanilabilecegi 6nerilmektedir.
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