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OzZET

SEGCICi PARABEN TAYIiNi iCIN MOLEKULER
BASKILANMIS ELEKTROKIMYASAL SENSORLERIN
GELISTIRILMESI

BEYHAN BUSE YUCEBAS
Yuksek Lisans, Kimya Bolumu
Tez Danigsmani: Dog¢. Dr. Lokman UZUN

Agustos 2018, 59 Sayfa

Parabenler; vicuda alindiklari zaman hormonlar gibi davranarak veya onlarin
gorevlerini engelleyerek endokrin sistemin gelisimini ve isleyigini degistiren
endokrin bozucu maddeler (EDC’ler)den biri olarak bilinmektedir. Para-
hidroksibenzoik asidin turevleri; metilparaben, etilparaben, butilparaben ve

propilparaben olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu calismada molekuler baskilama teknigi kullanilarak para-hidroksibenzoik aside
(paraben) secgici olan polimer yuzeyler tasarlanmigtir. Molekuler baskilama
tekniginden yararlanarak, parabenin tayini i¢in voltametrik yontemlerle yeni, basit,
hizli, duyarli ve secgici bir analiz yontemi geligtirilmistir. L-Fenilalanin
aminoasidinden sentezlenen iglevsel monomer N-metakriloil-L-fenilalanin (MAPA)
ile parabenin 6n kompleks yapisi hazirlanmistir. Elde edilen MAPA ile parabenin
on kompleks yapisi 2-hidroksietiimetakrilat ile polivinil alkol (PVA) varliginda
(ayarlanabilen gdzenekli bir yapinin eldesi igin) altin bir ylzey uzerinde

polimerlestiriimigtir. Aminoasit temelli polimerlesebilen fonksiyonel monomerlerin



sentezlenmesiyle protein, enzim vb. gibi pek ¢ok biyomolekllin oldukga segici
baglanma 06zelligi sentetik polimere [(poli(2-hidroksietilmetakrilat)] (pHEMA)

aktariimistir.

Calisma elektrodu olarak perde baskili altin elektrot kullaniimistir. DénGstmli
voltametri (CV), diferansiyel puls voltametri (DPV), elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS), Fourier donusumlu infrared spektroskopisi (FTIR) ve atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) ile modifiye edilmis olan elektrotlar karakterize edilmistir.
Parabenin elektrokimyasal davranisi icin donisimli voltametri (CV) ve kare dalga
voltametrisi (SWV) yontemi kullaniimigtir. Optimum kosullar altinda dogrusal
¢alisma araligi 1-30 uM olarak bulunmustur. Gozlenebilme siniri (LOD) 0,706 uM
ve kantitatif dlgme sinir (LOQ) 2,35 uM olarak bulunmustur. Gelistirilen ylzeyin
segicilik arastirmasi yapilmig ve baskilanmis olan parabene yuksek segicilige
sahip oldugu belirlenmigtir. Geligtirilen yontem kozmetik orneklerinde basar ile

uygulanabilecegi belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: molekuler baskilama, elektroanalitik yontem, paraben, perde

baskili elektrot



ABSTRACT

DEVELOPING OF MOLECULARLY IMPRINTED
ELECTROCHEMICAL SENSOR FOR SELECTIVE
PARABEN DETECTION
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Agust 2018, 59 pages

Parabens; they are known as endocrine disruptors (EDCs), which modify the
development and functioning of the endocrine system by acting as hormons or
blocking their function when they are taken in the body. They are para-
hydroxybenzoic acid derivatives including methylparaben, ethylparaben,

butylparaben and propylparaben.

In this work, polymer surfaces with para-hydroxybenzoic acid (paraben) selective
are designed using molecular imprinted technique. A new, simple, fast, sensitive
and selective analysis method has been developed for the detection of parabens
by voltammetric methods via using molecular imprinted technique. The precursor
complex of the paraben with the functional monomer synthesized from the amino
acid L-phenylalanine N-methyl-L-phenylalanine (MAPA) was prepared. The pre-
complex structure of the obtained paraben with MAPA was polymerized on a gold
surface in the presence of polyvinyl alcohol (PVA) (for the purpose of an
adjustable porous structure) with 2-hydroxyethyl methacrylate. By synthesizing



amino acid-based polymerizable functional monomers, synthetic polymers [poly(2-
hydroxyethylmethacrylate)] (pPHEMA) have been transferred to highly selective

binding properties of many biomolecules such as proteins and enzymes.

Screen-printed gold electrode was used as a working electrode. The electrodes were
characterized with cyclic voltammetry (CV), differential pulse voltammetry (DPV),
electrochemical impedance spectroscopy (EIS), Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) and atomic force microscopy (AFM). For the electrochemical behavior of the
paraben, the cyclic voltammetry (CV) and square wave voltammetry (SWV) methods were
used. Under optimized conditions, working linear range was found as from 1 to 30
MM. The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were obtained as
0,706 uM and 2.35 uM, respectively. The selectivity of the surface was investigated and
imprinted paraben showed high selectivity aganist paraben. The developed method has

been successfully applied in cosmetic samples.

Key words: molecular imprinted, electroanalytical method, paraben, screen printed

electrode
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1.GIRIS
Vucuda alindiklarinda hormonlara benzer etkiler gosteren veya onlairn gorevlerini
engelleyen endokrin bozucu maddelerden (EDC’lerden) biri olarak bilnen
parabenler ilag, gida, kozmetik endustrisinde fazla kullanilan ucuz ve koruyucu

kimyasallar olarak bilinmektedir. Birgok faydasinin yaninda son yillarda cesitli

arastirmalara konu olmustur ve zararli yanlari ortaya konulmaya baglaniimigtir.

Para-hidroksibenzoik asitin veya 4-hidroksibenzoik asitin kisaltiimasi olarak
literatirde gecmektedir ve paraben ismi de buradan gelmektedir. En ¢ok kullanilan
parabenler metilparaben (MP), etilparaben (EP), propilparaben (PP) ve

batilparaben (BP) olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Parabenler;

e (Gida sektorinde; soslarda, donmus gidalarda, sebzelerde, meyve
sularinda,

e lla¢ endistrisinde; kremlerde, g6z, kulak ve burun damlalarinda, ilaglarda,
bandajlarda, antibiyotiklerde, vitaminlerde,

o Kozmetik sektériinde; makyaj malzemelerinde, dis macununda, temizleme

uridnlerinde kullaniimaktadirlar.

Bu calisma endokrin bozucu bilesenlerden biri olan parabenin elektrokimyasal
tayinine yonelik yapimistir. Uretici firmalar tarafindan parabenin siklikla
kullanilmasi ve parabenin zararl etkileri goz onune alindiginda az miktarda bu
kimyasallarin tayini i¢cin guvenli, hizli ve segici yontemlerin gelistirimesi onemlidir.
Diger kromatografik yontemlerle karsilastirildiginda elektrokimyasal sensorler
basit, ucuz ve hizli cevap vermesi gibi 6zellikleri ile Ustlnliklere sahiptir. Ayrica
kati elektrotlara gore perde baskili altin elektrot daha ucuz ekipman o6zelligi
gOstermektedir.

Aminoasit yapidaki polimerlesebilen fonksiyonel monomerin sentezlenmesiyle
protein, enzim vb. gibi pek ¢ok biyomolekulin oldukga segici baglanma 6zelligi
polimerik malzemelere aktarilabilmektedir. Molekuler baskilama teknigi bu
yaklagsimlarin basinda gelmektedir. Bu baglamda, sentetik olarak fenilalanin
aminoasidinin polimerlesebilen tlrevi olan N-metakriloil-L-fenilalanin (MAPA) ile
paraben etkilestirilmis ve olusan 6n kompleks yapinin 2-hidroksietiimetakrilat
monomerinin polivinil alkol (PVA) varliginda (ayarlanabilen gozenekli bir yapinin
1



eldesi igin) SPE (perde baskili elektrot) etilenglikoldimetakrilat (EDGMA) capraz
baglayici yardimiyla elektrodun altin yuzeyinde polimerlestiriimesi saglanmigtir.
Yuzeyde molekiler baskilanmis polimer (MIP) olusturulmustur. Boylelikle, SPE
elektrot yluzeyi parabeni hem uzaysal hem de kimyasal olarak taniyan kavitelere
sahip polimerik yapi ile islevsellestirilerek parabene 6zgu elektrokimyasal sensor

geligtirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parabenler

Paraben terimi para-hidroksibenzoik asidin kisaltmasi olarak kullaniimakta ve
kimyasal formuli p-hidroksibenzoik asit veya 4-hidroksibenzoik asit olarak
literatlrde ge¢cmektedir. Parabenler; kozmetik ve ilag endUstrisinde fazlaca tercih
edilen, ucuz, zararli bakteri ve mantar Uremesini engelleyen raf é6mrini uzatan
koruyucu kimyasal maddeler olarak bilinmektedirler. Bircok faydasinin yaninda
zararli etkileri de oldugu Dbilinmektedir [1-7]. Parabenler ¢ogunlukla
sentezlenebiliyor olsa da dogada bazi bitkilerde de bulunabilmektedirler; havug,

zeytin ve cilekte cok az miktarda paraben bulunmaktadir.

Parabenler, kif ve mayalara karsi ¢ok etkili iken, bakterilere karsi dlsuk aktivite
gostermektedir. Unlu mamullerde (kekler, ekmek kabugu, dolgu malzemeleri vb.)
hafif iceceklerde, balikta, meyve Urunlerinde, jelatin, regel, tursu ve saraplarda

siklikla paraben kullanildigi gértlmektedir [8].
2.1.1. Parabenlerin insan Saghgina Etkileri

Parabenler duslik toksik 0Ozellikde olmasina ragmen bazi c¢alismalar
gOstermektedir ki; endokrin sistemini bozmakta; erkek ve kadin Ureme
sistemlerinin iglevlerini etkileyebilmekte ve kadinlarda meme kanseri riskini
arttirabilmektedir [9]. Cesitli arastirmalar sonucunda MP’nin ultraviyole-morotesi
(UV) 1sinlan altinda deriye verdigi zararin artmakta oldugu goézlemlenmistir. Bu
sonugtan anlasihiyor ki; paraben igeren bir kremi sturdikten sonra gunese ¢ikmanin
cilt lekelerine, yaslanmaya ve hatta deoksiribonukleik asit (DNA) birikimlerinin
artmasiyla cilt kanserine neden olabilecegi sonucuna variimaktadir [10].

Ulkemizde Saglik Bakanligrnin yaptigi bir agiklamaya gore: “Parabenler insan

vucudunda 6strojen hormonuna benzer etkiler gosterebilmektedir.” [10].

Amerikan gida ve ilag dairesi (FDA); gidalarda MP’lerin %0,1 oranina kadar
kullanilabileceklerini sdylemektedir. MP ve PP karisim olarak ise unlu mamullerde
(3:1), %0,03-0,06 oraninda, karbonatl iceceklerde MP ve PP karisimi (2:1) %0,03-
0,05 oraninda koruyucu olarak kullanilabilmektedirler. Ayrica kuflenmeyi

engellemek igin de %3,5 oraninda PP c¢ozeltisi dreticiler tarafindan



kullanilmaktadir. Yine EP ve MP gida ambalaj urunlerinde koruyucu olarak
kullanilmaktadirlar [11].

Avrupa Birligi Kozmetik Direktifinde de bu maddeler ile ilgili sinirlar belirlenmis ve
tek bir paraben tlrevi kullanilacak ise sinir %0,4, birden ¢ok paraben tirevi
kullanillacak ise bu sinir %0,8 olarak belirlenmigtir. Medikal ilag ve benzeri

urtnlerde %0,25 konsantrasyona kadar kullanilabilecegdini belirtmektedir [11].

Avrupa ila¢ Ajansi 2010 yilinda parabenlerle ilgili bir degerlendirme yapmistir. Bu
degerlendirmeye goére MP ve EP’lerin gunlik alinabilecek miktarini (ADI) 10 mg/kg
olarak belirlemigtir. Hayvanlar Uzerinde yapilan bu ¢alismada PP’in erkek Ureme
sisteminde ve gelisme Uzerinde olumsuz etkileri gorulmustar. Bu sebeple PP’lerin
bebek ve kuguk cocuklar icin Uretiien medikal ilag¢ ve benzeri Urlnlerde

kullaniimamasi gerektigini bildirmektedir [11].

Parabenlerin genis bir etkiye sahip olmasindan dolayr son yillarda ¢okga
kullaniimaya baglanmis ve oldukg¢a populer koruyucu madde olarak kullaniimaya
baslanmistir. Populer olmasi arastirmalara konu olmasina sebep olmus ve yapilan

arastirmalarda da parabenlerin zararl etkileri ortaya ¢ikmistir [12].

Yapilan bu arastirmalarda parabenlere meme kanseri dokularinda rastlanmis olup

bu sebeple bu konuda cesitli arastirmalar yapilmaya baslaniimistir [13-15].

Yapilan bir arastirmada parabenle etkilesime girmedigi halde erigkin insanlarin
idrarinda parabene rastlanmasi da bu maddenin temas yoluyla vucutta biriktiginin
gOstergesi olarak sunulmustur [16]. Birgok arastirmaci, parabenlerin strojen gibi
davrandigini ve yan etkilerinin bu sebepten 6tlrd oldugunu séylemiglerdir [17-19].
Cesitli arastirmalarin olumsuz sonuglarindan dolayi parabenlerin kullaniminda

tuketicilerin endiseleri ortaya ¢ikmigtir.

Danimarka Cevre Koruma Ajansi 2009 yilinda endokrin bozucu maddelerin kiglk
¢ocuklar Uzerinde etkisini arastirmak Uzere bir ¢calisma yapmistir. Bu ¢alismada
PP ve BP igeren Urlnlerin kigUk cocuklarin gelisimi Uzerinde olumsuz etkileri
gorulmustir. Gelisim suresindeki ¢cocuklar endokrin bozucu maddelere maruz
kaldiginda organ gelisimleri etkilenmekte ve bagisiklik sistemleri Uzerinde olumsuz
etki yaratmaktadir. Bu yizden Danimarka, 2011 yilinda kig¢uk ¢ocuklar igin Uretilen
urinlerde PP ve BP kullanima yasak getirmistir. Avrupa Komisyonunda da

parabenler ile ilgili bir yasak getiriimesi beklenmektedir ve Uye olan ulkelerinde
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bunu desteklemesi istenmektedir. Bunlara ek olarak Fransa da 2011 yilinda

parabenlerle ilgili yasak getirmigtir.

Parabenlerle ilgili Amerika’da bebeklerle ilgili Urlnlerde paraben kullanimini
yasaklanmis ve farmasotik ve kozmetik drlnlere izin verilen maksimum
propilparaben ve butilparabenler konsantrasyonu dusuralmustar. Uluslararasi
sertifikalandirma kuruluglari Uluslararasi Organik Tarim Kontrol ve Sertifikasyon
firmasi ve gesitli organik kozmetik sertifika firmalari Grtinlerde paraben kullaniimasi

durumunda organik Urun sertifikasi vermemektedir [20].
2.1.2. Paraben Yapisi ve Ozellikleri

4-Hidroksibenzoik asit (paraben), su ve kloroformda ¢ozinebilen bir yapiya
sahiptir ve alkol, eter ve asetonda c¢ok yuksek ¢ozunurluk gostermektedir.

Parabenin kimyasal yapisi Sekil 2.1’de 6zellikleri ise Cizelge 2.1’de gosterilmistir.

O~ OH

OH

Sekil 2.1. 4-Hidroksibenzoik asit (paraben) yapisi [21].

Cizelge 2.1. 4-Hidroksibenzoik asit (paraben) 6zellikleri [21].

Parametre Deger
Kimyasal formul HOCgH4,CO2H
Molekiiler agirhk 138,12 g/mol
Erime noktasi 213-217 °C
Suda ¢ozunurluk 5 g/L




2.1.3.Parabenin Elektrokimyasal Davranisi

Fenolik gruplarin redoks aktivitesi (ArOH), paraben gibi en az iki mekanizmadan
olusmaktadir. Birinci basamak H atomu transferi (2.1), ikinci basamak 1 tek

elektron ve proton transferidir (2.2) [22].
ArOH + Re —> ArOe + RH (2.1.)
ArOH + Re—> R- + ArOHe + ArO® + RH (2.2)

Bu mekanizmaya go6re parabenin ylkseltgenme mekanizmasi Sekil 2.2’de

gOsterilmektedir.

o 0
@DH @0- + HY o+ e
HO HO

Sekil 2.2. 4-Hidroksibenzoik asidin (parabenin) yukseltgenme mekanizmasi.
2.1.4.Paraben Turevleri

Cogdunlukla yaygin olarak kullanilan cesitli para-hidroksibenzoik asit esterleri vardir
ve bunlar; metilparaben, etilparaben, propil paraben, izopropil paraben ve butil
parabendir. Kimyasal yapisindaki farkhliklara goére her bir parabenin farkli
¢Ozunurlik davranigi vardir. Yani alkil zinciri arttik¢a, suda ¢ozunurlik azalir yagda
¢Ozunurlik artmaktadir [23]. Cesitli kozmetik Urlnlerinde tek bir paraben esteri
kullanildigi gibi, iki veya daha fazla paraben esteri birlikte de kullaniimaktadir.

Sekil 2.3’'de paraben esterlerinin yapisi gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. Paraben esterlerinin kimyasal yapisi [24].
2.2. Molekuler Baskilama

1984 yilinda Fisher bir model gelistirmis ve bu modeli anahtar-kilit modeli olarak
bilim dinyasina sunmustur. Bu modelden yola ¢ikarak molekuler baskilama terimi
ortaya atilmistir. Daha sonraki yillarda da cgesitli arastirmalara konu olmustur.
Oncelikle kovalent olmayan baskilama yéntemleri gelistirilmistir. Sonrasinda ikincil
etkilesimlerle kovalent baskilama yontemleri gelistiriimis ve son 20 yildir da bu
yontemin kullaniimasi artmistir.  Gun gegtikce de Ustel olarak gelisme

gOstermektedir.

Yuksek afinite ve segicilik, kolay hazirlama, kararli olmalari ve degisik durumlara
kolay adaptasyon Ozellikleri gostermeleri, molekller baskilanmis polimerlere
yogun ilgi olmasina sebep olmustur. Ayrica; bu polimerlerin mekanik 6zelliklerinin
yuksekligi, 1stya direncleri, basinca karsi dayaniklilik gostermeleri, asitler-bazlar ve
organik c¢ozuculerin oldugu ortamlarda kararlilik gostermeleri de tercih edilme

sebepleri olmustur.

Birkag yil boyunca yapist ve kararhliginda bir degisiklik olmadan
saklanabilmektedirler. Molekuler baskilanmig polimerlerin bu Ozellikleri genis



alanda hem tanima hem de ayirma amaciyla kullanilabilmesine olanak

saglamaktadir.
Polimerde molekuler baskilama;

» Fonksiyonel monomerler kalip molekll ile birleserek reaksiyon olustururlar ve
hem fonksiyonel gruba hem de polimerlesebilecek doymamis baglara sahip
olan uygun monomerler hedef molekule kovalent veya kovalent olmayan
reaksiyonlarda bulunarak kompleks olusturmaktadir. Hedef molekulin
kimyasal yapisi ve Ozellikleri bu komleks olusumunda 6nem arz etmektedir
[25,26].

» Monomer-hedef molekul kompleksi uygun bir ¢apraz baglayici ve baslatici
yardimiyla fonksiyonel monomer tzerinden polimerlestiriimektedirler [26].

» Polimerizasyon agsamasinda g¢apraz bagl polimer ag olusmaktadir [25].

» Kalibin uzaklagtinimasiyla kaliba uygun, ylksek segicilikte, tamamlayici
baglanma bdlgeleri igceren polimer elde edilmis olmaktadir [25]. Olusan bu
yapidaki kalip molekuller uygun bir ¢b6zlicu yardimiyla yapidan
uzaklastiriimakta ve sonucta kalip molekulu taniyan bu molekulin 6zelliklerine

uygun bosluklar elde edilmis olmaktadir [26].

lyi bir MIP olusturmak igin bazi kriterlere dikkat etmek gerekmektedir. Bu kriterler;
monomer-kalip orani, projen (¢b6zicu) secimi, fonksiyonel monomerin asidik ya da
bazik karakterde olmasi, kalip molekulun ve polimerin 6zellikleri, polimerizasyon

sartlari, capraz baglayicinin miktari olarak sayilabilmektedir.
2.2.1. Kalip (Hedef) Molekiil

Secilecek olan fonksiyonel gruplarin baskilanacak hedef molekille etkilesime
girmesi beklenmektedir. Monomer-hedef molekul kompleks olusumu igin hedef
molekulin etkilesime girebilecek bdolgelerinin (hidrojen bagdi ve elektrostatik
etkilesim) tercih  edildigi gorulmektedir [27]. Molekulin reaksiyonun
gergeklestirilecegi kosullar iginde yapisini bozmayacak sekilde kararli olmasi

beklenmektedir.

Kullanilan kalip molekuller; kuaguk molekuller (farmosotik ilaglar, peptidler,
aminoasitler, nukleotidler, sekerler), peptidler, proteinler ve bakteri, viris ve maya

gibi tim hucreler olabilmektedir [25].



2.2.2. Fonksiyonel Monomer

Polimerizasyon sonrasinda secilmis olan fonksiyonel monomer hedef molekul igin
ayirt edici ve yuksek segicilikte baglanmak noktalari olusturmakta ve bu bosluklara

hedef molekll uygun ortamlarda tekrar baglanabilmektedir [28].

4000’in Uzerinde polimerlesmeye uygun fonksiyonel monomer oldugunu Karim ve
arkadaslar yapmis olduklari c¢alismalarinda ortaya koymuslardir [30]. Bunlar;
yukll, asidik, bazik ve noétral olarak gruplandinimaktadirlar [31,32]. Asidik
Ozeliklere sahip olan fonksiyonel monomerler; metakrilik asit (MAA) ve akrilik asit
(AA) ornek verilebilir. Bazik yapiya sahip olan fonksiyonel monomerler 4-vinil pridin
(4VP) ve 1-vinil imidazol (1VI), nétral olanlar ise 2-hidroksi metakrilat (HEMA) ve
metil metakrilat (MMA)'dir [28]. Bazi fonksiyonel monomerlerin adi ve kimyasal

yapisi Cizelge 2.2’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Yaygin olarak kullanilan fonksiyonel monomerler [29].

0 Metakrilik Asit Asit
HQC%OH MAA
CHs
o] Akrilik Asit Asit
HC AA
_CHa 4-Vinil Piridin Baz
4VP
<
SN
[g 1-Vinil imidazol Baz
1VI
N
k\CHg
0 2-Hidroksietil Metakrilat Notral
s g oH HEMA
CHs
0 Metil Metakrilat Notral

ﬁ)‘\o/ MMA

2.2.3.Capraz Baglayicilar
Capraz baglayicinin baskilanmis bir polimerde U¢ temel gorevi vardir.

1. Polimerin gdzenekli yapisini kontrol etmektedir.



2. Baglanma merkezinin kararlihdinin saglanmasina neden olmaktadir.

3. Polimer matrisinin kararlihgini belirlemektedir.

Yaygin olarak kullanilan bazi ¢apraz baglayicilarin kimyasal yapisi Cizelge 2.3’de

gOsterilmektedir.

Cizelge 2.3. Molekuler baskilamada yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar
[33].

EDGMA

O
(Etilenglikol dimetakrilat) GH:
H,C 0
W(U\O/\/ %CHS
CH, 0

MBA
(N,N’-metilen bisakrilamid)

H H
HCZ Y N VN\IACH‘?
O O

DVB N
4-Divinilbenzen CH;
H2C >~

2.2.4.Coziucu (Porojen)

Cozuculer temelde baskilanmis olan polimerde gdzeneklerin olusmasini
saglamaktadirlar. Polimerde olusan gdzeneklerin secici olmasi yapisina bagh
olmaktadir [34]. Baskilamanin turine goére ¢ozlcl segimi de degismektedir.
Kovalent baskilama igin butin bilesenleri ¢dzen bir ¢dzlicu secilirken, kovalent
olmayan baskilamada ise etkiyi artirmak igin ¢bzucu seg¢imi daha onem arz
etmektedir [35]. Secgilecek ¢ozuclinin monomer ile hedef molekll arasinda
elektrostatik etkilesimler ve H baglari olusturmasi beklenmektedir ve bu yuzden
¢Ozlicunun az polar olmasi gerekmektedir. Cogunlukla polar olmayan ¢oziculer
kullanilarak sentezlenen MIP’lerin daha segici oldugu go6zlenmektedir [34].
Sentezlenen polimerdeki bosluklarin hedef molekule fiziksel ve kimyasal olarak

tam ve uygun olmasi gerekmektedir [36].
2.2.5. Baglaticilar

Polimerizasyon kosullarina goére uygun kimyasal etkilesimleri saglayan baslaticilar

kullaniilmaktadir. H bagi olusumuna bagl bir polimerizasyon vyapilirken UV

baglaticilar kullanilabilmektedir. Hedef molekulin 1sil kararhligi baslatici segimini
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etkilemektedir [36]. Yaygin olarak kullanilan bazi baslaticilarin kimyasal yapisi

Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4. Yaygin olarak kullanilan baslaticilar [37].

Azobisisobutironitril (AIBN) H3C CH3

NSe N
e,

H3;C CHj
Azobisdimetilval itril
(:lglvllf/l\llr)ne lvaleronitri NC CHS
x CHj
N=N
H3C

Benzoilperoksit (BPO)
O
o°
O

Molekuler baskilama kovalent ve kovalent olmayan baglanma yontemlerine gore

2.3.Molekiiler Baskilama Yontemi

iki sekilde olabilir.
2.3.1. Kovalent Baskilama

Fonksiyonel monomer ve hedef molekulin arasinda polimerizasyondan once
tersinir bir kovalent bag olusmaktadir. Polimerizasyondan sonra bu kovalent baglar
kirlmaktadir ve sonrasinda kalip molekul baskilanmig polimerle etkilesime
girdiginde bu baglar tekrar olusmaktadir [38]. Kovalent baskilama yontemi Sekil

2.4’de gOsterilmigtir.
e Avantajlan
« Kovalent baskilanma isleminde fonksiyonel monomer ile Kkalip
molekul stokiyometrik oranlarda etkilesime girmekte ve kovalent bag

olusumu ile monomer-kalip molekll kompleksinin kararlihgi
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artiriimakta ve olusan bogluklarin homojen dagihmi
gerceklesmektedir [31].

« Kovalent baglarla yapilan bu baskilama turinde polimerizasyon
sartlari istenilen sekilde ayarlanabilmektedir [31].

e Dezavantajlari

+« Kalip molekuliin uzaklagsma ve geri baglanma hizi yavas oldugu igin,
polimerden kalip molekulun uzaklagtiriimasi zordur.

% Kovalent baskilama yoéntemi, kromatografi gibi hizli baglanma
kinetigi gosteren uygulamalarda, yavas kinetige sahip oldugu icin ilgi
cekici degildir ve zayif kromatografik sonuglar ortaya cikmasina

sebep olmaktadir [39].

Kovalent ( )

< Kalip
alip-monomer uzaklastinimasi

Polimerizasyon %

0= iQ

Sekil 2.4. Kovalent baskilama [40].
2.3.2.Kovalent Olmayan Baskilama

Kovalent olmayan baskilama, non-kovalent etkilesimlerle (hidrojen bag,
elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesim, dipol-dipol kuvvetler ya da
etkilesimler ve koordinasyon bag olusumu gibi) kalip molekul ve fonksiyonel
monomer arasinda olugsmaktadir. Uygun bir ¢ozicu yardimiyla kalip molekul
yapidan uzaklastirilabilmekte ve daha sonra hedef molekll kovalent olmayan
badlarla tekrar polimere baglanabilmektedir [26]. Kovalent olmayan baskilama

Sekil 2.5'te gosterilmigtir.

e Avantajlari
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< Biyomolekll temelli tanimaya goére ucuz, hazirlamasi kolay, isil ve
kimyasal kararliligi yuksek bir yontemdir.

% Istenilen sekilde farkh formlarda (kire, film, monolit, membran)
yillarca formunu bozmadan uygun kosullarda saklanabilmektedir.

e Dezavantajlari

« Bu tur baskilamada istenilen kosullarda basari saglanamamaktadir
(kalip molekil ve monomer baglanmasi farklihk géstermektedir.).

s Bag olusum dengesini arttirmak icin fonksiyonel monomer cokca
kullaniimaktadir ve spesifik olmayan baglanma yerleri olusmasina

neden olabilmektedir [41,42].

@ Non-kovalent
X kahp—monomer

- kompleksi ( \ Polimerizasyon

Q

Kahp >
uzaklastiriimasi g%

‘‘‘‘‘

Sekil 2.5. Kovalent olmayan baskilama [40].
2.4. Voltametri Yontemi

Polarize edilmig calisma elektrodun degisen potansiyele gore akim-gerilim ve
derisim iligkilerinin gézlendigi bir ydntemdir. Calisma, referans ve yardimci elektrot
kullanilarak akim-gerilim egrileri elde edilmektedir. Voltametrik analiz yapilirken
kullanilan kabin adsorpsiyon gibi durumlara sebep olmamasi igin genellikle cam,

kuvars ve teflon kaplar kullaniimaktadir [43].
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Sekil 2.6. Voltametrik élgiimlerde kullanilan hicre [43].

Voltametrik yontem temelde c¢alisma elektroduyla referans elektrot arasinda
uygulanan gerilime karsi calisma elektrodunun ile karsit elektrot arasindaki akimin
Olcilmesine dayanmakta ve bu degerler (akim-gerilim) grafige gecirildiginde
voltamogramlar elde edilmektedir. Voltametri yontemi birgok alanda birgok tirin

tayini igin kullanilan énemli bir yontemdir [44].
2.4.1.D6nugumlu Voltametri (CV)

Bu yontemde analitin yUkseltgenme ve indirgenme Ozellikleri ayni anda tayin
edilebilmesine olanak saglayan ve en yaygin olarak kullanilan voltametrik
yontemlerdendir. Zamanla dogrusal olarak degisen bir potansiyel uygulamasi
yapilmaktadir. Potansiyel belli bir degere ulastiktan sonra yine dogrusal olarak
azalarak ters yonde uygulanmaktadir. Bu ydontemde tarama hizini degistirerek
farkli tarama hizlarinda da o&lgim alinabilmekte ve bu &lgim birgok kez
tekrarlanabilmektedir. Bu yontemle elde edilen voltamogramlara "donusumlu
voltamogram" adi verilmektedir. DOntsUmll voltametri yontemine ait potansiyel-

zaman grafikleri Sekil 2.7’de gosterilmektedir.
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Sekil 2.7. DéntsUmIG voltametri [43].
Donusumla voltametri ile;
» Bir reaksiyonun tersinir olup olmadigi,
incelenecek olan maddenin pik gerilimi,
Sistemin adsorpsiyon veya diflizyon kontrolll oldugu anlasilabilmekte,
Calisma elektrodun aktif ylizey alani hesabi yapilabilmekte,

Olusan urunlerin kararli olup olmadigdi anlasilabilmekte,

vV Vv VYV V VY

Tepkimeye giren maddelerin  ylzeye absorbe olup olmadidi

anlagilabilmektedir [45].

2.4.2. Kare Dalga Voltametrisi (SWV)

Bu yontem voltametrik yontemler arasinda en hizli cevap veren yontemdir.
Potansiyeli zamana goére grafige geciriimesiyle elde edilen voltamogramlardan
sonuca varilmaktadir. Sekil 2.8’'de goéruldigu gibi dalga sekiller simetrik kare
dalgalardan olusmaktadir. Bu yontemin kullaniimasinda yuksek duyarlihk ve hizli

cevap verme sebep olarak gosterilebilmektedir [46,47].

Bu yontem birgok firma tarafindan ticari olarak piyasaya surulmus olup, cesitli
maddelerin analizinde buyuk oOneme sahip olacagi dusunulmektedir. Ayni
zamanda bu ydntemin yuksek performansli sivi kromatografisi (HLPC) dedektoru

olarak da kullanilabilece@i dusunulmektedir.
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Sekil 2.8. Kare dalga voltametrisi [43].
2.4.3. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)

Bu yontemde sabit bir gerilim uygulanmaktadir ve elektrot-¢ozelti ara yuzeyinde
olusmus olan bu cifte tabakanin alternatif akim empedansi Olglimektedir. Bu
alternatif akim elektrot yuzeyine dusik frekans degerinde ve dusuk genlik
degerinde belirli araliklarda uygulanarak elde edilen grafik ara ylizey hakkinda bilgi
vermektedir. Elde edilen grafige Nyquist diyagrami denir (Sekil 2.9.) ve bu
grafikten faydalanarak ylzeyin i¢ direnci veya bir diger ifade ile yalitkanhgi

hesaplanabilmektedir [48].
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Sekil 2.9. Nyquist Diyagrami [48].

Nyquist edrisinde yarim daire elektron transferine karsi direnci gostermektedir.
Yarim dairenin ¢api da elektron transferi direncini ifade etmektedir [49]. Empedans
yuksek frekanslar uygulandiginda direncin olgumlerini gostermektedir. Batin bu
bilesenler genis bir frekans araliginda elektrokimyasal hicre boyunca empedansta

degisen calismalar olarak ifade edilebilmektedir [49,50].
Rct: Elektrot/cozelti ara ylzeyindeki ylk transfer direnci (Q)
Rs: Cozelti direnci (Q)

C: Sabit faz elemani

W: Warburg sabiti (Q / sn™*?)

2.4.4. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Bu yontem dusik yodunluktaki organik, inorganik ve metalik iyonlarin tayini igin
kullanilan elverisli voltametrik bir ydontemdir. Bu yontemde dogrusal olarak artan bir
potansiyel Uzerine sabit siddetle bindirilen pulslar, istenilen zaman aralilarinda
calisma elektroduna uygulanmakta ve akim, puls uygulamasindan hemen 6nce ve
uygulamanin sonuna dogru akimin yaklasik olarak sifir oldugu noktada iki kez

Olgim alinmaktadir [51].
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Alinan akimlar arasindaki fark potansiyele karsi grafige gegirilerek voltamogramlar
elde edilmektedir. Pik ylksekligi analitin derigimi ile dogru orantih grafik egrileri
elde edilmektedir. Bu yontem karsilastirmali ve destekleyici bir yontem olarak
glnimuzde, yaygin olarak tercih edilmektedir. Sekil 2.10’da bu yontemle elde

edilen akim-potansiyel egrisi gorulmektedir.

m Potansiyel, V

| 7
< t
S AEp P

¥
Ea

Eb.

Zaman, t

Sekil 2.10. Diferansiyel Puls Voltametrisi [51].
2.4.5. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

Bu yontem yuzeyin U¢ boyutlu olarak goruntulenmesini saglamak igin
kullaniimaktadir. Atomik boyutlarda inceltilmis olan bir igne ucu kullanilarak yuksek
¢Ozunurlukte goruntuler elde edilebilmesine imkan sagdlamaktadir. Elde edilmek
istenen sonuglara goére igne ucu segimi yapilabilmektedir. Bu ydontemde ug farkli

teknik kullanilarak goruntu edilebilmektedir. Bunlar;
1. Sivriltilmig igne ucunun ylzeye temas ettirilmesi yontemi,
2. igne ucunun yiizeye temas ettirimemesi yéntemi,

3. igne ucunun ylizeye vurulmasi ydéntemi olarak bilinmektedir [52].
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2.4.6. Fourier Donusiimliu Infrared (FT-IR) Spektroskopisi

Her maddenin igerdigi kimyasal baglarin turu ve cevresine bagh olarak kendine
0zgu spektrumu vardir ve maddeyi olusturan atomlar arasindaki bagdlarin
titresimleriyle olusan frekanslarina karsilik gelen absorpsiyon pikleri, FTIR
spektroskopisi sayesinde belirlenebilmektedir. BOylece madde hakkinda detayl
bilgiye sahip olunabilmektedir. Elde edilen veriler farkli molekuler baglardan

kaynaklanan farkli titresim frekanslarini temsil etmektedir [53-56].
2.5. Kaynak Arastirmasi

Blanco-Lopez ve arkadaslari molekuler baskilanmis elektrokimyasal sensorler
hakkinda literatir arastirmasi yapmislardir. Konduktometrik, kapasitif, empedans
spektroskopisi,  potansiyometrik, = amperometrik ve  voltametrik iletimi
arastirmiglardir. Duyarli sonuglar icin amperometrik ve voltametrik cihazlarin daha
iyi sonug verdigi rapor edilmigtir. Ve sonug¢ olarak énumuzdeki 10 yil iginde yeni

nesil sensorlerin kurulmasi ihtimalinin yuksek oldugu kanisina varmiglardir [57].

Piletsky ve Turnerin yaptigi bir calismada molekiler baskilanmis polimerlerin
sensorlere uygulanmasi ile ilgili problemler vurgulanmig ve olasi ¢ozumler
aranmigtir [58]. Malitesta ve arkadaslarinin yaptigi bir galisma MIP teknolojisinin
gelismis algilama aygitlarinin  gelistiriimesi igin elektrokimyasal tekniklerle
birlestiriimesinin énemini vurgulanmistir. Bu alanda yapilmig olan ilk calismadan
bagslayarak en yenilikgi ve en basarili calismaya uzanan genel bir bakis

sunulmustur [59].

Alizadeh'nin yaptigi bir calismada trinitrotoluen (TNT) icin yuksek segicilikte
voltametrik bir sensor tasarlamiglardir. TNT igin MIP ve baskilanmamig polimer
(NIP) sentezlenmis karbon pasta (CP) elektron hazirlanmasi icin kullaniimistir.
Karbon pasta elektroduna (CPE) entegre edilen MIP’ler TNT tayini igin segici
tanima elemani ve 6n derigtirme Ozutlemesi olarak islev gérmustir. Hazirlanan
elektrot, TNT'nin dlcumu icin, elektrotta analit ekstraksiyonu, elektrot yikama ve
TNT'nin elektrokimyasal olgumu de dahil olmak Uzere u¢ asamali islem
uygulanmigtir. MIP-CP elektrodu, NIP-CP'ye kiyasla ¢ok yuksek tanima gucu
g6stermektedir. Onerilen elektrot ile TNT tayini igin kare dalga voltametrinin cevabi
diferansiyel puls voltametreninkinden daha ylksek oldugu rapor edilmistir. Sensoér

tepkisini etkileyen bazi parametreler optimize edilmis ve daha sonra bir
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kalibrasyon egrisi elde edilmistir. 5x10° ile 1x10° mol L™ arasinda bir dinamik
dogrusal araliga sahip oldugu belirlenmistir. Sensériin algilama limiti, 1.5x10° mol
LVe esit olarak hesaplanmis ve sensor, farkli su ve toprak érneklerinde TNT tayini

icin basariyla uygulanabilecegi rapor edilmistir [60].

Vembu ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada MIP malzemelerin elektrokimyasal
sensoérler alaninda uygulamalari arastirilmistir. Farkl polimerler iceren MIP'lerin
tasarimlari, bunlarin hazirlanmasi ve transdiser ylzeyinde immobilizasyonu
tartisilmistir. Ayrica, analitlerin saptanmasi igin farkli elektrokimyasal teknikler
temelinde MIP'ler iceren gesitli transdUserlerin kullaniimasi da degerlendirilmigtir.
Buna ek olarak, analitin MIP'ler ile baglanma kabiliyetine dayanan elektrokimyasal
sinyal alma protokolleri verilmistir. inceleme, yukaridaki elektrokimyasal tabanli
MIP sensorlerinin kapsam ve sinirlamalarini ayrintili ve karsilastirmal bir sekilde

sunmustur [61].

Fang ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada paraben tayin etmek igin cam elektrot
uzerine etilparaben (EP) baskilanmis MIP sentezlenmistir. EP’nin elektrokimyasal
davraniglari kare dalga voltametrisi kullanilarak arastiriimigtir. Baskili elektrot,
gercek orneklerde parabenlerin analizi igin kullaniimig ve %90'dan fazla geri
kazanim elde edilmigtir. Molekuler baskilanmis polimer iceren, elektrot, Iiyi

duyarllik ve secicilik gosterdigi rapor edilmistir [62].

Juan ve arkadaslari kutle spektroskopisi yontemini kullanarak karmasik
karigsimlarda paraben miktarinin dlgilmesine olanak tanimiglardir. Kozmetik ve
dogal drunlerdeki paraben miktarini O6lgmek igcin yeni ve alternatif teknikler

geligtirmiglerdir [63].

Cesitli paraben turevlerinin tayinine yonelik literatlirde yiuksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) [64-66], sivi kromatografisi (LC) [67], LC-elektrokimyasal ve
UV dedektorl [68], gaz kromatografik-kitle spektroskopisi (GC-MS) [69], sivi
kromatografisi-kutle spektroskopisi (LC-MS) [70] ve kapiler elektroforez [71] gibi

yontemler siklikla kullaniimistir.

Diger yontemlerle kargilastirildiginda elektroanalitik yontemlerin  Ustunlukleri
goOrulmektedir. Bu yontemlerde analite ait veya olusan urlne 6zel ylkseltgenme

basamagi olmakta ve diger cihazlara gére daha ucuz oldugu bilinmektedir.
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Literaturde tayini dusunulen birgok maddenin elektrokimyasal davranislar ve tayin

kosullari mevcuttur [72-74].

Kerti ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada metilparaben (MP) elektrokimyasal tayini
gerceklestiriimistir. Sensor ylzey olarak altin (Au) ve tayinde doéntsumli (CV),
dogrusal taramal (LSV) ve kare dalga voltametrisi (SWV) yontemleri kullaniimigtir.
MP’nin yukseltgenmenin tersinmez ve difizyon kontrolli bir islem oldugu
gOsterilmis ve oksidasyon mekanizmasi dnerilmistir. Optimum kosullar altinda alt
tayin siniri (LOD) 1.71 uM olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem farmasotik

urunlerde ve idrarda MP tayininde basariyla uygulanmistir [75].

Wang ve arkadaslarinin gergeklestirdigi calismada ise camsi karbon elektrot
(GCE) ylzeyi dikey olarak ¢ok duvarli karbon nanotlip (MWCNT)Un ylzeyde
Langmuir-Blodgett (LB) filmi olusturarak modifiye edilmisti. MWCNT-LB/GCE
yuzeyinin sahip oldugu Ustun elektrokimyasal 6zellikler sayesinde metilparabenin
elektrokimyasal tayini yuksek duyarllikla gergeklestirilmistir. Dogrusal c¢alisma
araligi 1 umol L*— 80 pmol L™ olarak ve LOD degeri 4x10" mol L™ olarak
hesaplanmigtir. MWCNTs-LB/GCE ylzeyinin elektrokimyasal karakterizasyonu
arastirlmis ve metil parabenin reaksiyon mekanizmasi tartisilmistir. Onerilen
yontem kozmetik urunlerde uygulanmis ve tatmin edici sonuglar elde edilmigtir
[76].

MP ve propilparaben (PP)nin es zamanli elekrokimyasal tayini Behpour ve
arkadaglar tarafindan GCE kullanilarak gergeklestirilmistir. Oncelikle MP ve
PP’nin elektrokimyasal c¢alismalari CV, kronokulometri (CHC) ve LSV
yontemleriyle yapilmistir. Cesitli deneysel parametreler (pH, tarama hizi ve puls
araligi vb) her iki analit iginde optimize edilmistir. Ayrica bu analitlerin tayininde
kemometrik yontem de gelistiriimistir. En son olarak ise, gelistirilen yontem
kozmetik Urunlerde test edilmis ve rutin analizlerin yerine gecgebilecegi belirtiimigtir
[77].

Bir baska c¢alismada karbon nanofiber (CNF) nikel-kobalt-paladyum
nanopartikulleri (Co-Ni-Pd NPs) ile yeni bir platform hazirlanarak MP’in farmasatik,
kozmetik ve Ure oOrneklerinde elektrokimyasal tayini gergeklestirilmistir. X isini
Kirlnim yontemi (XRD) ve Fourier dénusumla infrared spektrometrisi (FTIR) gibi

yontemlerle yiizey karakterizasyonu yapilmistir. Onerilen sensor yiizeyinin yiiksek
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elektro-katalitik etkisi oldugu gorulmis ve MP’nin voltametrik pikinin arttigi
belirtiimistir. Dogrusal derisim araligi 3-300 nM araliginda belirlenmis ve LOD
degeri 1,2 nM olarak hesaplanmigtir. Onerilen elektrot sisteminin MP’ye karsi

yuksek tekrarlanabilirlik, kesinlik ve dogruluk gosterdigi kanitlanmistir [78].

Hajian ve arkadaslari tarafindan MP’nin tayinine yonelik amperometrik bir sistem
Onerilmistir. Burada hidrojen peroksit varligindan hemoglobinin elektrokatalitik
Ozelliklerinden yararlaniimigtir. MP’nin voltametrik oksidasyonu fizyolojik pH olan
ve pH: 7.0 fosfat tamponunda incelenmis ve bu sartlarda MP’nin difiizyon kontrollu
bir isleme sahip oldugu belirlenmigtir. Gelistirilen biyosensér MWCNT ile
hemoglobinin karbon pasta elektrot yuzeyindeki modifikasyonundan olugsmaktadir.
Modifiye elektrot ile calisma araligi 0,1-13 yM olarak bulunmustur. Gelistirilen
sensor farkh gergek orneklerde uygulanmis ve basarili sonuglar elde edilmistir
[79].

Baytak ve arkadaglarinin yaptiklari bir diger ¢calismada ise EP’nin elektrokimyasal
tayinine yonelik dnerilen calismada karbon nanofiber (CNF) ve 3’li metalik (altin,
kobalt ve nikel) nanopartikillerle modifiye edilmis bir platform gelistirilmistir. Bu
yontem farmasotik ve kozmetik UrUnlerde EP tayinine yonelik tasarlanmistir.
Yuzey karakterizasyonu XRD ve FTIR yontemiyle yapilmistir. Elektrot sistemi
yuksek katalitik aktivite gosterdigi ve EP’nin elektrokimyasal cevabini arttirdigi
belirlenmistir. EP’nin yUkseltgenme basamagi 0,760 V olarak rapor edilmigtir.
EP’nin tayini SWV metoduyla gergeklestiriimis ve dogrusal ¢alisma araligi 1-100
nM olarak belirlenmistir. LOD degeri ise 0,35 nM olarak bulunmustur. lyi
tekrarlanabilirlik ve yuksek dogrulukla EP’nin tayini gerceklestirilebildigi rapor
edilmigtir [80].

Lorenzo ve arkadaglari ise butilparabenin (BP) tayinini MWCNT modifiye GCE
sensoru ve adsorptif siyirma voltametrisi (ASV) yontemiyle gerceklestirmiglerdir.
Birgok deneysel kosullar ve voltametrik parametreler incelenmis ve optimize
edilmigtir. Optimum sartlar altinda diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile LOD
degeri 0,2 uM olarak hesaplanmistir. Gergek ornek calismalarinda segiciligi ve
duyarhihgi arttirmak icin molekuler baskilanmis kati faz 6zitleme (MISPE) ydntemi
gelistirilmistir. Onerilen ydntem ile BP’nin su 6rneklerinde geri kazanimi %82-85
araliginda bulunmustur. Ayrica potansiyel girisim yapabilecek maddelerin
varhiginda geligtirilien MISPE yontemi BP’nin segici tayinine olanak vermistir [81].
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Literatirde yapilan ¢alismalar gostermektedir ki ¢esitli paraben turevlerinin tayini
icin elektrokimyasal calismalar bulunmaktadir. Ancak, bu maddelerin yaygin
kullanimi ve insan sagligl uzerine olumsuz etkileri bilindiginden, bu maddelerin
tayinine yoénelik hizli, duyarli ve secici analitik yontemlere ihtiya¢c her gegen gin
artmaktadir. Literature baktigimizda paraben molekulinin esterlerine yonelik
tayinleri oldugu gorulmekte; ancak MIP’ler ozellikle on-derigtirme kartugu olarak
kullaniimistir. Bu ¢alismada parabenin (p-hidroksibenzoik asitin) tayinine yonelik
MIP temelli filmler dogrudan elektrot ylzeyinde hazirlanmis ve secici paraben

tayininde kullanim potansiyeli incelenmistir.
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Elektrokimyasal Hiicre ve Elektrotlar

Voltametrik analiz yontemlerinde Uglu elektrot sistemi kullaniimigtir. Calisma
elektrot: modifiye edilmig perde baskil altin elektrot (SPE); karsit elektrot: platin tel
ve referans elektrot: gimis gumus Kklorlr elektrodu (Ag/AgCl) kullaniimistir.

Calisma hucresi olarak 30 mL buyudkligunde cam kap kullaniimistir.

Karsit elektrotlar yardimci elektrot olarak kullaniimaktadirlar ve elektronlar igin
kaynak olusturmaktadirlar. Karsit elektrot olarak platin veya altin elektrotlar siklikla
kullaniimaktadirlar. Sekil 3.1°de kullaniimig olan platin tel elektrot gdsterilmistir. Bu
tir elektrotlar basarih elektron transferi saglamaktadir ve akimi kontrol
etmektedirler [48].

Sekil 3.1. Platin tel elektrot.

Ag/AgCI elektrodu referans elektrot olarak segcilmigstir. Sekil 3.2'de goésterilen ucu
AgCl ile kaplanmig gumus telin 1M AgCl (doygun KCI ¢oOzeltisine daldiriimis)
¢cozeltisi icerisine daldiriimasi ile elde edilen referans elektrodudur. Kullanima
uygun referans elektrotlarin 6zellikleri; tersinir olmali, Nerst esitligine uygun,
gerilimin zamanla degismemesi ve sicaklik degisimlerinden etkilenmemesi gibi

Ozelliklere sahip olmalidir [48].
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Sekil 3.2. Ag/AgCI (3M KCI) elektrodu.

Sekil 3.3'de altin ylzeyinin modifiye edilerek deneylerde kullanilan perde baskili
altin elektrotlar gdsterilmektedir. $ekil 3.4'de ise kullanilan cam hucre

gOsterilmektedir.

Sekil 3.3. Perde baskili altin elektrot (SPE).

Sekil 3.4. 30 mL’lik cam hicre.
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3.2. Elektronik Cihazlar

Elektrokimyasal yOntem olarak calismada donugumld voltametri (CV),
elektrokimyasal empedans spektroskopsi (EIS), diferansiyel puls voltametrisi
(DPV) ve kare dalga voltametrisi (SWV) kullaniimistir. Olgimler Gamry Interface
1000 model potansiyostat ile gergeklestirilmistir. Atomik kuvvet mikroskobu olarak
Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere ve FTIR &lgiimleri igin Nicolet™ 1S™
50 (Thermo Fisher Scientific, ABD) model cihaz ile o6lgimler alinmistir. pH

Olgcimleri icin Hannah model pH metre kullanilmistir.
3.3. Elektrokimyasal Tayini Gergeklestirilen Kimyasallar

Modifiye edilen sensor vyuzeyleri kullanilarak olgimler alinan ve tayinleri

gerceklestirilen kimyasallar Cizelge 3.1’de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Tayini gergeklestirilen kimyasallar.

Kimyasal Formiil Marka Katolog No
Paraben C7HeO3 Sigma Aldrich STBB2361
Metilparaben CsHgOs3 Spelco LB82828V
Etilparaben CoH1003 Fluka BCBDO0732V
Propilparaben C1oH1203 Fluka BCBD1297V
Biitilparaben C11H1403 Fluka BCBD1321V

3.4.Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasallar, aksi belirtiimedikge Sigma-Aldrich firmasindan

temin edilmistir.

Para-hidroksibenzoik asit (paraben), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), etilenglikol
dimetakrilat (EDGMA), asetik asit (CH3COOH), fosfat tampon c¢ozeltisi igin;
sodyum klorir (NaCl), sodyum fosfat (Na,HPO,), sodyum dihidrojen fosfat
(KH2PO,4), demirsiyanur ¢ozeltisi Kz[Fe(CN)g])/K4[Fe(CN)g], etanol (C;HsOH), N-
metakriloil-L-sistein  (MAC), N-metakriloil-L-fenilalanin (MAPA), metilparaben
(CgHgO3) (Spelco), etilparaben (CgH1003) (Fluka), butil paraben (C11H1403) (Fluka)
propil paraben (C1oH1203) (Fluka) ve polivinil alkol (PVA).

3.5. Gergek Ornek Gézeltisinin Hazirlanmasi

Paraben iceren kozmetik drtnlerinden krem segcilmistir. 0.1 g krem tartilmig ve 2

mL etanolde ¢ozulmustar. 20 dk manyetik karistiricida 120 rpm karistirma hizinda
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homojen olana kadar bekletilmistir. Stzgecten gegcirilmis ve 100 mL balon jojeye
aktarilarak PBS (pH: 7.0) ile seyreltilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir.

3.6. Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi

SPE elektrotlarin altin yltzeyi, H,SO4:H,0, (7/3, v/v) asidik pirana ¢ozeltisi ile
temizlenmistir. Asidik pirana ¢ozeltisi altin ylzeyde 20 saniye bekletilmigtir. Bu
islem 5 defa tekrarlanmis ve her tekrar arasinda deiyonize su ile durulanmistir.
Elektrot ylzeyleri, DI ve saf etil alkol (C,HgO) ile yikanmistir. Daha sonra vakum

etlvande (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurumasi saglanmistir.

SPE elektrotlarin altin yGzeyleri, N-metakriloil-L-sistein (MAC) sulu ¢dzeltisinden (5
mg/mL) 100 yL damlatihp 12 saat boyunca oda sicakhdinda inkiube edilmigstir.
Yiuzeye baglanmayan MAC molekilleri DI ile yikanarak uzaklastiriimistir.

Baoylelikle altin ylzey, L-sistein ile aktive edilmigtir.

N-Metakriloil-L-sistein (MAC) monomerinin sentezi [82]: 5.52 mmol (0.67 g) L-
sistein, 1 M NaOH sulu c¢ozeltisi icerisinde c¢ozulmustur. Metakriloil amido-
benzotriazol (MA-Bt) (5.52 mmol, 1.033 g) c¢ozeltisi iceren 25 mL 1,4-dioksan
yavasca aminoasit ¢ozeltisi igine eklenmis ve oda sicakhginda 10-20 dakika
boyunca karigimin reaksiyonunu tamamlamasi igin bekletilmistir. Reaksiyon
bittiginde vakum altinda 1,4-dioksan buharlastirilarak uzaklastiriimis ve ¢okelti su
ile seyreltilmistir. Olusan 1H-benzotriazol, etil asetat (3 x 50 mL) ile ¢ekilmistir.
Elde edilen sulu monomer ¢ozeltisi %10'luk HCI ¢ozeltisi ile pH 6-7 olacak sekilde
notarlestiriimigtir. Buharlastirici kullanilarak su uzaklastiriimis ve sonucunda Grun

olarak MAC monomeri (turuncu ¢okelek) elde edilmistir.

Sonrasinda fonksiyonel monomer olarak kullanilan N-metakriloil-L-fenilalenin
(MAPA) ayni sekilde hazirlanmigtir [82]. Sonraki basamakta, MAC ile modifiye
edilmis altin ylzeyde aminoasit temelli molekuiler baskilanmis polimerik filmin
sentezlenmesi i¢cin molce 1-1 oranda MAPA-paraben 6n kompleksi iceren sulu
¢Ozelti hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden 100 pL alinarak 300 yL HEMA ve 100 uL
EGDMA igeren stok c¢dzelti hazirlanmistir. Ayrica gdzenekli bir yapinin elde
edilmesi icin PVA (25 mg/mL) sulu stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Baslatici olarak
kullanilan AIBN (2 mg/mL) DMSO iginde ¢ézilmustir. Hazirlanan stok ¢dzeltiden
100 uL, PVA stok cozeltisinden 20 pL ve AIBN c¢oOzeltisinden 40 uL alinarak
polimer c¢oOzeltisi hazirlanmistir. Bu polimer ¢ozeltisinden 3 pL alinarak SPE
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elektrotlarin MAC ile modifiye edilmis altin yluzeyine damlatiimig ve UV 1si13in
alinda 30 dakika bekletilerek polimerik filmin sentezi gerceklestiriimigtir.
Polimerizasyon sureci sonrasinda polimerik film yapisindan PVA uzaklastiriimasi
icin SPE elektrotlar galkalamal etuv icinde 1 saat boyunca oda sicakliginda
yikanmistir. Ayrica, hedef molekul parabenin yapidan uzaklastiriimasi igin asetik
asit-su (1:9) karisimi ile gergeklestirilmistir. Sonrasinda DI su ve saf etil alkol ile
yikanmistir. Vakum etivinde (200 mm Hg, 40°C) 1 saat kurutulmustur. Boylece,
ylzeyi paraben baskilanmis gbzenekli polimerik film ile islevsellestiriimis SPE
elektrotlar hazirlanmistir. Baskilama segiciligin belirlenmesi amaciyla fonksiyonel
monomer MAPA olmaksizin MAC kaplanmig altin yizeylerde ayni polimerizasyon

yontemiyle baskilanmamis (NIP) SPE elektrotlar hazirlanmistir.
3.7. Elektrotlarin Karakterizasyonu

Modifiye edilmis elektrotlarin karakterizasyonu igin Fourier donusumla infrared
spektroskopisi (FTIR) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) yodntemleri

kullaniimistir.
3.7.1. Fourier Déniisiimlii infrared Spektroskopisi (FTIR)

Yapilan yiizeylerin FTIR analizleri Nicolet™ 1S™ 50 (Thermo Fisher Scientific,
ABD) model cihazla yapiimistir. Spektrumlar 4000-800 cm™ dalga sayisi

araliginda 16 sayimda duz ug kullanilarak alinmistir.
3.7.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Tum Au-SPE elektrotlarin yizey morfolojisi igin hava ortaminda yari degen sekilde
atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) ile
karakterize edilmigtir. Bu cihaz ile 4096 x 4096 piksel gibi gok yuksek ¢ozunurlukte
Olcim alinabilmektedir. Salinim rezonans frekansi 341.30 kHz olarak segilmigtir.
Olglimlerde 1RMS titresim genligi ve 2 RMS bos titresim genligi kullaniimistir.
Yuzeyler tarama hizi 2 pm/s, ¢6zinurlik 256 x 256 piksel ve 2 x 2 ym’lik ve 4 x 4

pm’lik bir alanin goérantasu alinmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sensor Yiizeyinin Karakterizasyonu
4.1.1. Fourier Donugsumlu Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Yuzeyler modifiye edilerek hazirlanmig ve spektrumlar diz ug¢ kullanilarak 16

sayimda 4000-800 cm™ dalga boyu araliginda alinmistir.

Sekil 4.1' da gorildigi gibi MAC’a ait spektrumda 3338 cm™de -OH geriimesi
gorilirken, —CH gerilmesi 2933 cm™ de, karbonil geriimesi 1557 cm™, amide I-II
gerilmesi 1400 cm™, -S-H geriimesi de 840 cm™ gériilmektedir. Bu degerler

yuzeyin MAC ile kaplanabildiginin gostergesidir.
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Sekil 4.1. MAC kaplanmis SPE-Au elektroda ait IR spektrumu

Sekil 4.2’de 3369 cm™ de —OH gerilmesi, 2922 cm™de alifatik —CH gerilmesi, 1714
cm™de karbonil gerilmesi, 1560 cm™’de —COOH gerilmesi, amit |-l gerilmesi 1410
cm™ ‘da, estere ait gerilme 1152 cm™ ‘de ve —SH gerilmesi 840 cm™ ‘de
g6zlenmistir. Bu sonuglar ylzeyin baskilanmamis polimer ile kaplandigi sonucunu

vermektedir.
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Sekil 4.2. Baskilanmamis NIP SPE-Au elektroda ait IR spekturmu

Sekil 4.3'de 3341 cm™'de —OH gerilmesi gozlenirken 2935 cm™de alifatik —CH
gerilmesi, 1724 cm™de -C=0 gerilmesi, 1562 cm™de —COOH gerilmesi, amit I-II
geriimesi 1403, 1238 cm™ ‘da, estere ait gerime 1146 cm™ ‘de, 1146 cm™de
aromatik halkaya ait geriime ve —SH gerilmesi 840 cm™ ‘de gdzlenmistir. Bdylece

yuzeyin paraben baskilanmis polimer ile kaplandigi sonucuna variimistir.

% Reflectance

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.3. Paraben baskilanmis MIP SPE-Au elektroda ait IR spektrumu
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Sekil 4.4'de gériildigi gibi —OH gerilmesi 3350 cm™de, -CH gerilmesi 2922 cm’
Yde, C=C gerilmesi 1641 cm™de goriilmektedir. Bu sonuclar yiizeyden paraben

molekdllerinin bagarih bir sekilde uzaklastirildigini gostermektedir.
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Sekil 4.4. Paraben baskilanmis ve uzaklastiriimigs MIP SPE-Au elektroda ait IR

spektrumu
4.1.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Bu calismada perde baskili altin elektrot yuzeyi molekuler baskilama yontemi ile
modifiye edilerek parabenin elektrokimyasal tayini gergeklestirilmistir. AFM
goruntuleri incelendigi zaman PVA varlidinda sentezlenen polimerik filmin
g6zenekli ve daha amorf bir topografiye sahip oldugu goériimektedir (Sekil 4.6).
AFM goruntulerinden anlasildigr  gibi polimerizasyonun PVA varliginda
gerceklestirimesiyle sentezlenen polimerik filmlerde nano boyuttan mikro boyuta

degisen gbézenekler olusmustur.
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Sekil 4.5. AFM goruntuleri a) modifiye edilmemis altin yizey, b) MAC ile modifiye
edilmis altin ylzey, c) paraben baskilanmis gbézenekli yapiya sahip polimerik film

ile modiye edilmig altin yluzey
4.1.3. Elektrokimyasal Davraniginin incelenmesi

Elektrokimyasal biyosensor c¢alismalarinda elektrokimyasal karakterizasyon,
elektrokimyasal davranisi iyi bilinen redoks problari kullanilarak gergeklestirilir. Bu
amacla, molekiler baskilama teknigi ile modifiye edilen altin gcalisma elektrotlarinin

doénlisimli voltamogramlari 0.1 M KCI icinde 5 mM Fe(CN)g*"™*

redoks ifti
kullanilarak alinmigtir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 4.6’de verilmigtir.

3-/4-

SPE modifiye elektrodun elektrokimyasal davranisi igin Fe(CN)e redoks cifti
kullaniimistir.
Fe(CN)g>+ e — Fe(CN)g™ (4.1)
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Ilk basamakta bos perde baskili altin elektrotlarin (Au-SPE) voltamogrami
alinmigtir. Sekil 4.6’'de modifiye edilmis ve edilmemis ylzeylere ait donusumlu
voltamogramlar verilmigtir. Sekil 4.6.e’den gorulecedi lzere bos elektrotta redoks
ciftinin indirgenme/yikseltgenme pik akimlari yaklasik birbirine esit ve tersinir
olarak gozlenmistir. Burada altin elektrodun metalik 6zelliginden dolay: elektron
transferinin modifiye edilen ylzeylere gore daha hizli gergeklestigi soylenebilir.
Aminoasit temelli MAC ile modifiye edilen altin ylizeyde alinan voltamogramda pik
akimlarinda azalma oldugu gériilmiistiir. Bu durum elde edilen yiizeyin Fe(CN)g >
iyon ciftinin  indirgenme/yukseltgenme olaylarindaki elektron transferinin

sinirlandiginin bir géstergesidir.

Altin ylzeyler paraben baskilanmis gézenekli polimerik film ile modifiye edildiginde
pik akim degerleri Sekil 4.6.a'da goruldigu gibi oldukga azalmis ve pik potansiyel
degerleri negatife kaymistir. Elektrik iletkenliginin azalmasi beklenen bir durumdur;
¢unkl ylzey yalitkan organik tabaka (MAC velveya polimer) icermektedir.
Yuzeyden baskilanmis olan paraben molekulleri uzaklagtirildiginda ise gozlenen
pik akimlarinda artma olmustur. Yukseltgenme pik akimi 30 pA’den 62 upA'e
yukselmistir. Bu durum parabenin yluzeyden uzaklastirmasinin basarih bir sekilde

gerceklestiginin bir gostergesidir.
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Sekil 4.6. a) Paraben baskilanmis Au-SPE, b) paraben uzaklastiriimis Au-SPE, c)
paraben baskilanmamis Au-SPE, d) MAC kaplanmis Au-SPE ve e) bos Au-SPE

-3/-4

yuzeylerin 5 mM Fe(CN)s™ ¢ozeltisi icinde donisimlid voltamogramlari (tarama

hizi 100 mV/s)

Sekil 4.7.e'de modifiye ediimemis bos Au-SPE elektrot pik akiminin beklendigi
uzere yuksek oldugu goézlenmistir. Pik akimi, 181.4 pA olarak olguimustir. Sekil
4.7.d'de yuzey MAC ile kaplandiginda olcllen akim dederi azalmis ve 145.8 pA
olarak dlgulmustir. Yizeye paraben baskilanmamis (NIP) gézenekli polimerik film
kaplandiginda Sekil 4.7.c'de goruldigu gibi akim degeri biraz daha azalmistir ve
90.52 pA olarak olcilimustur. Sekil 4.7.a'de goéruldugu gibi ylzeye paraben
baskilanmis gbézenekli polimerik film (MIP) kaplandiginda akim degeri oldukga
dusmustur ve 14.73 pA olarak Olgulmustlr. Parabenin polimerik yapidan
uzaklastirimasiyla akim degerinde artma meydana gelmis ve 33.65 pA olarak
bulunmustur. Yuzeyde bulunan paraben molekulleri elektron transferini

blokladigindan iletkenlikte azalma meydana getirmiglerdir.
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Sekil 4.7. a) Paraben baskilanmis Au-SPE, b) paraben uzaklastirilmis Au-SPE, c)
paraben baskilanmamis Au-SPE, d) MAC kaplanmis Au-SPE ve e) bos Au-SPE

-3/-4

yuzeylerin 5 mM Fe(CN)g™ ¢ozeltisi icinde diferansiyel puls voltamogramlari

EIS yonetimi, modifiye edilmis ylzeyler hakkinda bilgi edinmek icin siklikla
kullanilan bir elektroanalitik yontemdir. MIP-SPE modifikasyonu kontrolu icin CV
ve DPV’ye ek alternatif bir yontem olarak uygulanmistir. Randles devresi
yardimiyla elde edilen spektrumlardan Sekil 4.8'de elektrot ¢ozelti ara yuzeyindeki
yuk transfer (Rc) direnci hesaplanmigtir. Bos elektrotta R¢; degeri 823 Q olarak
Olculmustur (Sekil 4.8.e). Yuzeye MAC kaplandiginda Sekil 4.8.d'de gorulduagu gibi
Olclilen R degeri 1657 Q’a yukselmistir. Bu durum ylzeye baglanan MAC
molekullerinin altina gére yuk transferine karsi direnci arttirmasi ile ilgilidir.
Yuzeyde baskilanmamis polimerlesme saglandiginda (NIP) Sekil 4.8.c'de
goruldugua gibi direng artmig, iletkenlik azalmig ve R dederi 4476 Q olarak
bulunmustur. Ylzeye paraben baskilanmig polimer kaplandiginda Sekil 4.8.a'de
oldugu gibi direng oldukca artmis ve R¢ degeri 12 x10° Q olarak 6lciilmustir.
Yuzeye baglanan paraben molekullerinin iletkenligi azalttigi gozlenmistir. Elde
edilen spektrumlardan bos elektrot ve modifiye edilmis elektrot davraniglarinin
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birbirinden farklh oldugu sonucuna varilmis ve yuzey Ozelliklerinin her modifikasyon
islemiyle degistigi belirlenmistir. Aiinan CV, DPV ve EIS odlgumlerine ait sonuclar

uyumlu ve birbirini desteklemektedir.
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Sekil 4.8. a) Paraben baskilanmis Au-SPE, b) paraben uzaklastiriimis Au-SPE, c)
paraben baskilanmamis Au-SPE, d) MAC kaplanmis Au-SPE, e) Bos Au-SPE
ylzeylerin 5 mM Fe(CN)s¥* cozeltisi iginde Nyquist diyagramlari
(E=0,2/Frekans=100000-0,1 Hz)

4.2.Parabenin Elektrokimyasal Davranisi

Donusumlt voltametri yontemi elektrokimyasal tayinlerde analitin davranisinin
ortaya c¢ikarlmasinda basvurulan ilk yontemdir. Bu nedenle parabenin
elektrokimyasal davranisini anlamak igin bos ve modifiye elektrotlar kullanilarak
dénlsimli voltamogramlari alinmistir. Oncelikle bos Au-SPE ile PBS tamponunda
(pH: 7.0) anodik yonde tarama yapilarak 0.0 V ile 0.9 V (vs. Ag/AgCl) araliginda
ortamda analit varliginda ve yoklugunda doénusumld voltamogram alinmigtir.
Destek elektrolit ortaminda paraben varliginda yaklagik 0.800 V (vs. Ag/AgCl)
geriliminde 0.0866 pA yukseltgenme pik akimi goézlenmistir. Geri yondeki

taramada ise bir indirgenme pikine rastlanmamistir (Sekil 4.9.b)

36



=10 -

Akim [y A

-15 -

=20 -

-25_

0 0,2 0,4 0,6 0.8 1
Gerilim/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.9. Modifiye edilmemis bos Au-SPE elektodun 0.1 M PBS (pH: 7.0)
tamponunda alinan voltamogramlari (a: paraben yoklugunda, b: paraben (10 uM)

varliginda)

Sekil 4.10.'de paraben baskilanmis Au-SPE ile alinan donlisumli voltamogramda
bos c¢Ozeltiden farkh olarak parabenin 0,734 V (vs. Ag/AgCl)da 3,075 pA
degerinde yukseltgenme piki gozlenmigtir. Elde edilen sonuglar gostermektedir ki;
calisma elektrodunun modifiye edilmesiyle birlikte parabenin yikseltgenme pik
akiminda yaklasik 35 kat bir artis oldugu belirlenmigtir. Buradan molekuler
baskilama teknolojisinin kullanilarak modifiye edilmesi ve altin elektrot kullanilarak

parabenin tayini i¢cin olduk¢a uygun bir yluzey oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.10. Paraben baskilanmis ve uzaklastirimis SPE elektrodunun 0.1 M PBS
(pH: 7.0) tamponunda alinan voltamogramlari (a: paraben yoklugunda, b: paraben
(10 pM) varhginda)

Fenolik gruplarin redoks aktivitesi bolum 2.1.3’de anlatiimigtir ve parabene ait

yukseltgenme mekanizmasi Sekil 2.2’de gosterilmisgtir.
4.3. Tarama Hizi Caligmasi

Elektroaktif bir tirin ylkseltgenme/indirgenme mekanizmasi ile ilgili veriler almak
icin tarama hizi c¢alismasi hem islemin aydinlatimasi hem de en uygun
elektrokimyasal ydontemin segimi igin dnemlidir. Clinkd tarama hizi galismasi ile
islemin adsorpsiyon vel/veya diflizyon kontrolli olup olmadigini anlamak

mumkuinddr.

Bu sebeple, parabenin ylkseltgenme/indirgenme mekanizmasinin daha iyi
anlasilabilmesi icin tarama hizi 60-300 mV/s arasinda degistirilerek CV dlgumleri

alinmigtir.

60-300 mV/s tarama hizi araliginda CV voltamogramlari, Sekil 4.11’de verilmistir.

Farkli tarama hizlarinda dl¢ilen CV voltamogramlarda goruldigua tzere; pik akimi
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degerleri tarama hizinin artmasiyla yukselmektedir. Pik akimi-tarama hizinin
karekoku arasindaki dogrusal iligki Sekil 4.12°de verilmigtir. Elde edilen grafige ait
esitlik:

I(pA) = 1,719 V(mVs™)- 5,443 (R?=0,9912) (4.2)
olarak belirlenmigtir. Bu dogrusal artig paraben tayin surecinin difuzyon kontrollt
oldugunun gostergesidir. Bir diger ifade ile; hedef molekuld dncelikle baskilanmis

yuzeye segici olarak baglanmaktadir ve i¢ kesimler ile ¢ozeltinin arasindaki derigim

farki ve elektroaktif madde ile difliizyon kitle aktarim hizi arasinda bir iligki vardir.
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Sekil 4.11. Tarama hizinin etkisi 100 yM paraben ¢o6zeltisi ile MIP ve paraben
uzaklastiriimis (MIP) SPE’lerin donlisumla voltamogramlari (PBS, pH: 7.0).
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Sekil 4.12. Tarama hizi®® ve akim (1) arasindaki iligki.
4.4.Desorpsiyon Siiresinin Optimizasyonu

Molekuler baskilama igsleminin performansini etkileyen en kritik basamaklardan biri
en uygun desorpsiyon suresinin belirlenmesidir. Bu nedenle paraben baskilanmis
yuzeyler %1 asetik asit:su (%1 HAc:H,O) (1:9) c¢Ozeltisinde farkli strelerde
desorpsiyona tabi tutularak kare dalga voltamogramlari alinmistir. Parabene ait
okunan pik akimlarinin desorpsiyon suresi ile azaldigi ve 60 dk’nin sonunda ise

parabene ait pikin tamamen kayboldugu gézlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. Molekuler baskilanmis elektrodun %1 HAc:H,O (1:9) icerisinde farkli

surelerde bekletilerek olgulen akim degerlerinin zamana bagh degisimi.

Bu nedenle yapilan optimizasyon calismasi sonucunda; MIP-Au-SPE ylzeyinden
parabenin uzaklastiriima suresi 60 dk olarak belirlenmis ve deneysel suregte hep

bu sure kullanilarak paraben uzaklastiriimistir.
4.5. MIP-SPE ile Parabenin Elektrokimyasal Tayini

Kare dalga voltametrisi (SWV), gelismis sinyal/gurllti karakteristigi nedeniyle
elektrokimyasal tayin ¢alismalarinda oldukg¢a yaygin kullanilan bir yontemdir. Bu
¢calismada da parabenin elektrokimyasal tayini igin SWV yontemi tercih edilmigtir.
Belirli kosullar altinda farkli derisimlerde paraben ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Elektrot
ortamina farkli derisimlerde paraben c¢oOzeltisi eklenerek kare dalga
voltamogramlari dlgllmistir. Olgllen akim degerleri derisime karsi grafige
gegirilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Sekil 4.16’da goéruldagu gibi derisim
araligi 1-30 pM olarak belirlenmis ve elde edilen egrinin dogrusal oldugu
gOrulmustur. 30 yM’'dan daha yuksek derisimlerde 6lgum alindiginda pik akiminda
kayda deger bir artis gozlenmemigtir. Bu durum ylzeyin doygunluk noktasina
ulastiginin bir gostergesidir. Bu sebeple 30 uM derisim degeri Ust sinir olarak

kabul edilmistir.
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Parabenin degisen derisimlere kargi elde edilen kare dalga voltamogramlari Sekil
4.15’da verilmigtir. 1 uM-30 uM paraben derisim araliginda ylkseltgenme pik
akimlar grafige gegirilmis ve derisim-pik akimi arasindaki iligkinin dogrusal oldugu
bulunmustur (Sekil 4.16).

ilgili grafige ait esitlik;

Ipa(uM) = 0,3777 (uM) + 2,370 (R = 0,993) (4.5)

&5
10 -
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Sekil 4.14. Farkli derisimlerdeki paraben c¢ozeltisinin kare dalga voltamogramlari
(a.0,b.1,c. 5, d. 10, e. 15, f. 20, g. 30 yM paraben) (PBS, pH: 7.0).
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I ! I Y 1 ! I 4 1 % I ¥ I

0 5 10 15 20 25 30

Derisim /pM

Sekil 4.15. Farkli derigsimlerdeki paraben c¢ozeltilerine ait akim degeri-derisim
iligkisi (0.1 M PBS, pH: 7.0).

n=4 icin standart sapma hesaplamasi yapiimis ve standart sapma 0,089 pA olarak

bulunmustur.

LOD= 3sb/m esitligi kullanilarak tayin siniri (LOD) degeri 0,706 uM olarak

belirlenmis ve bu deger gozlenebilme siniri olarak kabul edilmistir.

LOQ= 10sb/m esitliginden faydalanilarak kantitatif 6lgme siniri (LOQ) degeri 2,35

MM olarak hesaplanmistir.
sb: blank ¢ozeltinin standart sapmasi (n=4)
m: kalibrasyon grafiginin egimi

Paraben tayini icin belirlenen analitik parametreler Cizelge 4.1’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.1. Paraben igin elde edilen analitik parametreler.

Parametre Deger

Pik gerilimi 0,73V (vs Ag/AgCl)
Dogrusal ¢aligma araligi 1-30 uM

Egim, m (uA.L/mol) 0,377

Regresyon katsayisi, R? 0,993

LOD 0,706 pM

LOQ 2,35 yM
Tekrarlanabilirlik (%RSD) 2,45

4.6.Baskilama Segiciliginin Belirlenmesi

Gelistirilen sensér yuzeyinin parabene karsi segiciliginin arastirilmasi igin
parabenin gesitli tirevleri yarismaci olarak kullaniimigtir. Etil paraben (EP), metil
paraben (MP), propil paraben (PP) ve butil paraben (BP) molekulleri kullanilarak
yarismali adsorpsiyon calismalari gergeklestirilmistir. Secicilik deneyleri iki farkli
yaklasimla gerceklestirilmistir. Oncelikle; tekli yarismaci molekillerle hem MIP
hem de NIP elektrotlar etkilestiriimistir ve akim deg@erleri dlgulmugtir (Sekil 4.17).
Bu veriler kullanilarak; baskilama segiciliginin gostergesi olan segicilik katsayisi ve

goreceli segicilik katsayisi hesaplanmigtir.

16
A MIP-30 UM paraben
14 Bl  MIP-30 UM MP
B2  MIP-300 UM MP
B3 MIP-3000 UM MP
12 C1  MIP-30 UM EP
€2 MIP-300 UM EP
C3  MIP-3000 UM EP
10 D1 MIP-30 UM PP
2 MIP-300 UM PP
g D3  MIP-3000 UM PP
E E1l  MIP-30 UM BP
‘E E2  MIP-300 UM BP
S E3  MIP-3000 UM BP
<6 -
4
| I
. i 1 g il & = 4 i i
=T — =~ (28] — ~ oy - (o | o — (] (ap]
s} o @ [&] 8] [ [ ) o w w w
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B a NIP-30 UM paraben
b1 NIP-30 UM MP

b2 NIP-300 M MP

b3 NIP-3000 g MP
cl NIP-30 UM EP

c2 MNIP-300 UM EP

c3 NIP-3000 M EP

di MNIP-30 UM PP
0,595 d2 MNIP-300 UM PP

d3 NIP-3000 M PP
el MNIP-30 UM BP
el NIP-300 uM EP

e3 NIP-3000 pM BP
0,585
058 - - -
0,575
057 - e -
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Sekil 4.16. Segicilik arastirmasi igin tekli karigimlar halinde farkli derisimlerde
alinan akim degerleri (A: Baskilanmis ylzeylerde (MIP) B: Baskilanmamis

yuzeylerde (NIP))

Segicilik katsayisi, k= akim degerikaip/akim degerigiisimei  $eklinde ifade
edilmektedir. Baskilama segiciliginin (k') ise Kpaskianmsdegerinin Kionwoi degerine
orani seklinde ifade edilmektedir. Paraben baskilanmis olan ylzeyin segiciligini
tespit etmek igin yarismali adsorpsiyon deneyleri MP, EP, PP ve BP molekillerinin
¢ozeltileri kullanilarak gergeklestiriimistir. Paraben baskilanmis sensérin MP, EP,
PP ve BP karsi verdigi akim degerleri sirasiyla 0.95, 0.68, 0.57 ve 0.51’dir. Ayni
derisimdeki paraben igin elde edilen akim degeri ise 13.64°tir. Bu sonuglara gore
baskilanmis sensor parabeni, MP’ye gore 14.35 kat, EP’ye gore 20.11 kat, PP’ye
gbre 23.84 kat ve BP’'ye gore 26.74 kat daha duyarl tayin edebilmektedir. Bu
sonuglar sensor yuzeyindeki bogluklara paraben molekullerinin hem fiziksel hem
de kimyasal yapisini polimerik hafizaya aldiginin gostergesidir. Baskilama
seciciligini gosteren bagil secicilik katsayisi 14,17 (paraben/MP), 19,85
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(paraben/EP), 23,08 (paraben/PP), 25,48 (paraben/BP) olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Secicilik ve bagil secicilik katsayilari.

Paraben Tiirevleri k (MIP) k (NIP) K’

MP 14,35789 1,0136 14,16524
EP 20,11799 1,0134 19,85197
PP 23,84615 1,0332 23,07989
BP 26,74509 1,0498 25,47636

Segicilik deneylerinin ikinci béliminde; hedef molekll paraben, diger yarismaci
molekullerle ikili karigimlar hazirlanmig ve yarigmaci molekullerin girisim degerleri
incelenmigtir (Sekil 4.18). Alinan dlgumlerde girisim yapabilecek tlrlerin varliginda
MIP temelli polimerik filmin parabene (p-hidroksibenzoik aside) karsi segici oldugu
gbzlenmistir. Paraben piklerinde ¢ok az degisim meydana gelmigtir. Bu degisim

karbon zinciri arttikga azalmistir.

A A MIP 30 uM Paraben

B1 MIP 30 pM paraben+30 pM MP
B2  MIP 30 pM paraben+300 pM MP
B3  MIP 30 pM paraben+3000 pM MP
c1 MIP 30 uM paraben+ 30 uM EP
c2 MIP 30 uM paraben+ 300 pM EP
C3  MIP 30 pM paraben+3000 pM EP
D1 MIP 30 pM paraben+ 30 pM PP
16 D2  MIP 30 uM paraben+ 300 pM PP

D3 MIP 30 pM paraben+3000 pM PP
El MIP 30 uM paraben+ 30 puM BP
14 | E2 MIP 30 uM paraben+ 300 pM BP
E3 MIP 30 pM paraben+3000 pM BP
12
10
3 g
S—
E
-
<
6 -
4 -
2 -
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B2
B3
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a
a MIP-30 pM Paraben
bl NIP-30 pM paraben+30 uM MP

3.5 b2 NIP-30 pM paraben+300 pM MP
b3 NIP-30 pM paraben+3000 pM MP
cl NIP-30 pM paraben+ 30 pM EP

2 c2 NIP-30 pM paraben+ 300 pM EP

c3 NIP-30 pM paraben+3000 pM EP
dl NIP-30 pM paraben+ 30 pM PP
d2 NIP-30 pM paraben+ 300 pM PP

2,5 d3 NIP-30 pM paraben+3000 pM PP
el NIP-30 pM paraben+ 30 pM BP
e NIP-30 pM paraben+ 300 pM BP
e3 NIP-30 pM paraben+3000 pM BP

Akim [ pA
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Sekil 4.17. Segicilik arastirmasi igin ikili karigimlar halinde farkh derigsimlerde

- o~ o o
o o o o

alinan akim degerleri (A: Baskilanmig yuzeylerde (MIP), B: Baskilanmamig

yuzeylerde (NIP)).
4.7.Gergek Ornek Galismasi

Parabenin elektrokimyasal tayinini yapabilmek igin gelistirilen sensorun pratikte
uygulanabilirligini goérebilmek igin gercek ornek ile calisiimistir. Gergek 6rnek
olarak kozmetik Grunlerinden krem secilmis ve geri kazanim galismasi yapiimistir.
Bolum 3.5'de hazirlanan ¢ozelti kullanilarak optimum kosullarda belirli derisimlerde
hazirlanan paraben ¢ozeltileri i¢ standart olarak eklenerek SWV voltamogramlari
alinmigtir. Bu yontem ile elde edilen geri kazanim deneylerinin sonuglari Cizelge
4.3'de 6zetlenmistir. Cizelgede verildigi gibi; eklenen i¢ standart dlgimlerine gore
geri kazanim degeri; %91.9 - 116.6 arasinda degismektedir. Goéreceli standart
sapma degerleri ise oldukga duguk olup %2.35 ile 5.52 arasinda hesaplanmigtir.
Bu sonuglar, gelistirilen sensorin dogal orneklerde uygulanabilecegine isaret

etmektedir.
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Cizelge 4.3. Gergek drnek olgumu ile ilgili sonuglar.

Ornek Olgiilen Eklenen Elde edilen %RSD %Geri
(uM) (M) (M) kazanim

Krem - 1 0,76 £ 0,44 2,35 91,88

20 24,1 £ 3.30 5,52 119,60

(%95 guven araliginda, N=3, t=4,30 )

Yapilan bu c¢alisma literalurdeki diger calismalarla karsilastiriimis ve bazi
caligmalara gore daha hassas ve secici oldugu bazi cgalismalara gore ise

kiyaslanabilir oldugu gérulmustur (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Karsilastirmali tablo.

Calisma Tayin Metod RSD Referans
Aralhigi (mM) Sinin
(mM)
0,019-0,650 1,9 RP-HPLC 3 [83]
0,034-2,630 14 HPLC with MWCN 3,8 [84]
0,003-0,048 2,14 kapiler elektroforez 1,86 [85]
0,011-0,20 3,28 Elektrokimyasal yontem 1,73 [86]

(cam elektrot)

0,04-1,00 1,71 Elektrokimyasal ybntem 0,38 [75]
(altin elektrot)

0,1-0,02 0,0004 Elektrokimyasal ybdntem [72]
(altin elektrot)

0,001-0,03 0,0007 Elektrokimyasal yontem 2,45 Tez
(SPE altin elektrot) Calismasi
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5. SONUGLAR

Bu calismada perde baskili altin elektrot yuzeyi, molekuler baskilama yontemi ile
modifiye edilmis ve paraben baskilanmis sensorler hazirlanmistir. Bu sensorlerin
elektrokimyasal ozellikleri ile segicilik arastirmasi yapilmistir. Modifiye edilmis Au
yuzeyin karakterizasyonu FTIR, AFM ve elektrokimyasal olgumlerle yapilmistir.
Sensor yuzeyine ait EIS, CV ve DPV sonuglarinin uyumlu ve birbirini destekledigi

belirlenmistir.

Parabenin elektrokimyasal davraniginin incelenmesi icin modifiye edilmemis ve
paraben baskilanarak modifiye edilmis elektrotlar, hem bos tampon ¢ozeltide hem
de 10 uM paraben igeren ¢ozeltide CV voltagramlari alinarak paraben tayini igin
uygun akim-gerilim iligkisi belirlenmistir. Modifiye edilmis elektrot icin parabenin

yukseltgenme mekanizmasina bagli olarak 0,734 V’da pik gozlenmigtir.

Parabenin yuUkseltgenme mekanizmasinin adsorpsiyon veya difizyon kontrollu
olup olmadigini anlamak icin tarama hizi ¢calismasi yapilmistir. 75 mV/s- 300 mV/s
araliginda caligilmis ve tarama hizi ile akim arasinda dogrusal bir iliski oldugu
gOzlenmistir. Bu da mekanizmanin adsorpsiyon kontrolli gergeklestigine kanit

olmustur. Ayrica E, ya karsin Inv grafigi de dogrusal olarak bulunmustur.

Modifiye yuzeyde baskilanmis olan parabenin uzaklastiriimasi igin sire
optimizasyonu yapilmistir. Uzaklastirma igin H,O/ %1 CH3COOH (9:1) kullaniimis

ve optimum sure 60 dk olarak belirlenmigtir.

Parabenin elektrokimyasal tayini icin farkl derisimlerde SWV &l¢gumler alinmistir
ve paraben miktari arttikga pik akiminda da artis gézlenmistir. LOD degeri 0,706
MM, LOQ degeri ise 2,35 uM olarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik galismasi igin 4
kez alinan SWV voltamogramlari sonucunda %RSD degeri % 2,45 (n=4)

bulunmustur.

Yizeyin segiciligi iki farkh calisma ile incelenmistir. Oncelikle ortamda tek bagina
bulunan yarismaci molekullerle olgimler alinmis ve segicilik katsayi ile goreceli
secicilik katsayilari hesaplanmistir. Bagil segicilik katsayisinin 1’den buyuk
cikmasi ile ylizeyin baskilanmis olan parabene secici oldugu belirlenmistir. ikinci
olarak ise ortamda hem hedef molekul paraben hem de diger yarismaci molekuller

variginda olglimler alinarak girisim degerleri incelenmistir. Olgilen akim
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degerlerinde ¢ok fazla degisiklik olmadigi gorulmus ve karbon zinciri arttikga da bu

degisim miktari azalmistir.

Gelistirilen yontem kozmetik érneklerinde basari ile uygulanmistir. Elde edilen geri
kazanim oranlari % 95 glven seviyesinde % 91-119,6 araliginda elde edilmistir.
Bu geri kazanim degerlerine bakildiginda geligtirilen yontemin iyi sonug verdiginin
gostergesidir. Yontemin analitik duyarlihdr sayesinde kozmetik drneklerinde daha
dusuk duzeyde paraben igeriklerinin belirlenmesi ve kontroliinde kullanilabilecegini

gOstermektedir.

Bu galismada PVA varliginda goézenekli yapinin olusmasi saglanarak diger yapilan
calismalara gore Ustunlik kazaniimistir. Ayrica kati elektrotlara gore ve diger
kullanilan kromatografik yontemlere gére daha ucuz ve segici bir yontem

gelistirilerek literature katki saglanmigtir.
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