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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TRIPTOFAN TESPITI iCIN MOLEKULER BASKILANMIS POLIMER
TEMELLI KUVARS KRISTAL MiKROTERAZI NANOSENSOR
GELISTIRILMESI

Abdulkadir UNUVAR

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. ibrahim YILMAZ

Subat, 2017, 55 sayfa

Sunulan ¢alismanin amaci, triptofan tayinine yonelik molekiiler baskilanmis polimer
(MIP) temelli kuvars kristal mikroterazi (QCM) nanosensor gelistirilmesidir. QCM
nanosensor, 2-metakriloamidohistidin-Cu(ll) [MAH-Cu(ll)]-Triptofan 6n organize
monomer sistemini kullanarak nanomolar seviyelerinde triptofani taniyan belleklerin,
QCM elektrot yiizeyinde olusturulmasiyla hazirlanmistir. Hazirlanan 6n organize
monomer sistemi, Fourier Transform Infrared (FTIR) ile QCM nanosensdr ise Atomik
Kuvvet Mikroskobuyla (AFM) karakterize edilmistir. Karakterizasyon calismalarinin
ardindan baskilanmis ve baskilanmamis sensorler QCM sistemine baglanarak; hedef
molekiile baglanma caligmalari, secicilik caligmalar1 ve gercek numunelerde hedef
molekiiliin tayin g¢alismalar1 yapilmistir. Sonuglar, baskilanmis QCM nanosensoriin

triptofan i¢in yiiksek secicilige sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Triptofan, Kuvars Kristal Mikroterazi, Molekiiler Baskilama,
Nanosensor.



ABSTRACT

Ms Thesis

DEVELOPMENT OF MOLECULARLY IMPRINTED POLYMER BASED
QUARTZ CRYSTAL MICROBALANCE NANOSENSOR FOR THE
DETERMINATION OF TRYPTOPHAN

Abdulkadir UNUVAR
Karamanoglu Mehmetbey University

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. ibrahim YILMAZ

February, 2017, 55 Pages

The aim of this study is the preparation of quartz crystal microbalance (QCM)
nanosensor for the detection of amount of tryptophan. QCM nanosensor was prepared
by formation of tryptophan memories on the gold surface of QCM electrode by using
Methacryloylamidohistidine-Cu(Il) [MAH-Cu(I)]-tryptophan pre-organized monomer
system. The designed pre-organized monomer system was characterized by Fourier
Transform Infrared (FTIR) and QCM nanosensors was characterized by Atomic Force
Microscope (AFM). After the characterization studies, imprinted and non-imprinted
sensors were connected to QCM system for studies of connection of the target
molecule, selectivity and the detection of amount of target molecule in real samples.
The results showed that the imprinted QCM nanosensor has high selectivity for
tryptophan.

Keywords: Tryptophan, Quartz crystal microbalance, Molecular imprinting,

Nanosensor.
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1. GIRIS

Triptofan, proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir. Triptofan, insan viicudunda ¢ok
cesitli fizyolojik rolleri olan temel bir amino asittir (Mazloum-Ardakani ve ark., 2011).
Beslenme agisindan disaridan alinmasi zorunlu (esansiyel) olan amino asitlerdendir.
Ayrica, viicut i¢in gerekli olmayan amino asitlerin sentezi i¢in de gereklidir. Triptofan
norotransmiter serotonin (5-hidroksitriptamin) dahil olmak {izere, viicutta birgcok 6nemli
maddelerin {iretimi i¢in ihtiyagtir. Ayrica biyolojik islemlerde Ornegin, protein
sentezinde, hayvan biiyiimesinde ve bitki gelisiminde 6nemli bir rol oynar (Diem ve
ark., 2000; Miller ve ark., 2003; Von Nussbaum, 2003; Ackay ve ark., 2006). Triptofan
ayn1 zamanda protein aktivitesini, hidrofobikligi ve cesitliligi belirleyen en Snemli
etkenlerden biridir (Friedman ve Cuq, 1988; Budisa ve ark., 2002). Triptofan
proteinlerin 6nemli bir bilesenidir ve insan beslenmesinde pozitif azot dengesinin
kurulmasi ve korunmasinda ¢ok gereklidir (Fiorucci ve ark., 2002). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO)’ya gore, triptofan gereksinimi giinde viicut kilogrami basina 4mg’dur.

b

Serotonin hormonu “mutluluk hormonu’’ adiyla bilinen ve ruh halimizi ¢ok etkileyen
bir hormondur. Serotonin gelismekte olan beynin bazi boélgelerinin serotonerjik
biliylimesini, olgunlagmasini diizenler ve hipofiz biliylime hormonunun salgilanmasini
etkiler (Whitaker-Azmitia ve ark., 2005). Serotonin, stres azaltmada ve saldirganligin
tistesinden gelmede 6nemli rol oynar. Serotonin seviyesinin artmasiyla istah orani
azalmaktadir. Triptofan istah azaltic1 6zelliginden dolay: kilo kontrolii uygulamalarinda
kullanilabilmektedir. Giiniimiizde yapilan calismalar sonucunda depresyon, migren,
obsesif kompulsif bozukluk, obezite, insiilin direnci, fibromiyalji ve hiperaktivite gibi
birgok hastaligin temelinde serotonin eksikligi oldugu diisliniilmektedir. Burada
serotonin seviyesini, triptofan ayarlamaktadir. Serotonin hormonunun iretimini arttiran
kimyasallardan biri de triptofandir. Triptofan viicutta iiretilemez ve disaridan alinir. L-
Triptofan dogada enantiomer yapidadir. insan organizmas: tarafindan sentezlenemedigi
icin sadece diyet yoluyla alinan temel bir amino asittir. Triptofan iceren besinler ise
hindi, yumurta, badem, tavuk, soya, siit ve siit {iriinleri, ke¢i peyniri, mandalina, muz,
kakao, parmesan peyniri, susam, fistik, biftek, un, kahvaltilik tahillar ve tathilardir

(Moranta ve ark., 2014).


http://www.hammaddeler.com/index.php?option=com_content&view=article&id=160&Itemid=118

Serotonin ve melatonin seviyesinin diisiik oldugu durumlarda, Alzheimer ve Parkinson
hastaliklar1 goriilmektedir. Serotonin ve melatonin seviyelerinin diisiik oldugu
durumlarda ayrica uzun siireli depresyon ve ensefalopati de goriiliir. Triptofan gerektigi
kadar metabolize olmadiginda, beyinde zehirli bir atik {riin  olusturarak
haliisinasyonlara ve hezeyanlara neden olur (Kochen ve ark., 1994; Fiorucci ve ark.,
2005). Triptofan serotoninin onciistidiir.

Triptofan eksikligi, beyinde haliisinasyon, hezeyan ve sizofrene neden olan toksik
tiriinlerin birikmesine neden olmaktadir (Goyal ve ark., 2011). Triptofan asir1 dozda
uyusukluk, bulanti, bas donmesi ve istah kaybi1 yaratir. Kandaki triptofan seviyesi
beyinde serotonin ve melatonin seviyesi ile ilgili oldugu kadar ayn1 zamanda plazmada
karaciger hastalig1 ile de ilgilidir (Fan ve ark., 2011). Bu nedenle, triptofan anksiyete
olan yani endise ve kaygili insanlar i¢in ¢ok dnemlidir. Ayni zamanda, uyku yardimeist,
nutrasotik ve antidepresan olarak kullanilir (Shahrokhian ve ark., 2011). Triptofan
organizma tarafindan sentezlenemedigi i¢in vazge¢ilmez aminoasitlerden biridir.
Triptofan cogunlukla bitkilerden ve sikimik asit iceren organizmalarda sentezlenir.
Triptofan konsantrasyonu beynin biyokimyasal dengesini izlemek igin hassas bir
parametredir.

Triptofan, serotonin ve melatonin gibi sinir ileticileri i¢in hayati 6neme sahip bir
maddedir. Bu tip kimyasal tasiyicilar sayesinde viicudumuzda bulunan sinirler bir
hiicreden digerine tasmirlar. Dolayisiyla bu tastyicilar viicudumuzda yeterli miktarda
olmadigr zaman, beyin fonksiyonlarini dogru sekilde yerine getiremez. Triptofan,
serotonin ve melatoninin iretimine yardimet oldugundan, viicudumuzun triptofan iceren
besinlerden ya da triptofan desteklerinden yeterli miktarda almasinin yagamsal 6nemi
bulunmaktadir. Bundan dolayr farkli besin gidalarinda triptofan tayini ve miktarinin
belirlenmesi i¢in basit, hizli, ucuz ve dogru bir metot gelistirmek onemlidir.

Gilinlimiizde triptofan miktarinin  belirlenmesi icin, yliksek performanslt sivi
kromotografisi (HPLC) (Lian ve ark., 2012), floresan dedektorlii HPLC ([Zhang ve ark.,
2012; Zhang ve ark., 2012)], s1iv1 kromatografi-tandem kiitle spektrometri (Zhu ve ark.,
2011), spektrofotometri (Li ve ark., 2010), spektroflorimetri (Reynolds ve ark., 2013),
kapiler elektroforez teknigi (Malone ve ark., 1995) ve kizil6tesi optik sensor (Huang ve
ark., 2011) gibi bir¢cok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler kantitatif analiz i¢in ¢ok
onemli olmasina ragmen ¢ogu yiiksek maliyetler, karmagik analiz siireci, uzun analiz
siresi, optimizasyon sartlarinin uzun olmasit ve analizcinin yetenegine bagli olan

degiskenler gibi dezavantajlara sahiptir.



Kuvars kristal mikroterazi (QCM); kiitle farkliliklarini, elektriksel bir sinyale
doniistiirebilen bir tekniktir. Bu teknik yiiksek frekansli ve yiizeyinde meydana gelen
kiitlesel degisikliklere oldukca hassas olan bir yontemdir. QCM cihazi basit, ucuz,
etkili, az yer kaplayan ve yiiksek hizda kiitle degisikligine duyarli olmasi gibi iistiin
Ozelliklerinden dolayi, son yillarda biyokimya, ¢evre, gida ve klinik uygulamalarinda
siklikla kullanilmaktadir. QCM cihazinin herhangi bir kimyasal yap1 icin secicilige
sahip olmamasindan dolayi, bir molekiile dayali secicilik elde edebilmek i¢in kuvars
kristal ylizeyi ¢esitli kimyasallar ve biyo-molekiiller ile modifiye edilir. Kuvars kristal
mikroterazi yiizeyinde seg¢ici bir polimer tabakasi elde edebilmek i¢in kullanilan en
etkili tekniklerden birisi molekiiler baskilama teknigi ile polimerler sentezlemektir.
Molekiiler baskilama teknigi, spesifik tanima bdlgeleri ile sablon molekiiliin
mevcudiyetinde polimerizasyon ile bir polimer matrisi i¢inde olusturulmus olan
molekiil algilama ve tanima alan1 olan yararl bir tekniktir.

Molekiiler olarak baskili polimerler bir fonksiyonel monomer, bir sablon molekiilii ve
bir ¢oziicii varliginda fazla miktarda ¢apraz baglayicinin kopolimerize edilmesiyle
hazirlanmaktadir. Ayn1 zamanda molekiiler baskilama teknigi, iizerinde hedef (kalip)
molekiili tanima 6zelligi tasiyan bosluklar igeren polimerlerin sentezlenmesi islemine
dayanmaktadir. Olusan bu bosluklar hedef molekiiliin biiytikliigiinii ve seklini tanirlar.
Hedef molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi ile birlikte sabit pozisyonlarda fonksiyonel
monomerleri ortaya ¢ikarmaktadir. Bu olay sayesinde hedef molekiiline eslenik yap1
meydana gelmektedir. Bu islemler sonucu olusan polimerler, hedef molekiiliin yapisini,
boyutunu ve fizikokimyasal niteliklerini tanimaktadirlar.

Hedef molekiil igin benzersiz bir segicilige sahip olan molekiiler baskilanmis polimerler
(MIP) mekanik bir etkiye, 1siya, asite, baza, suya ve organik ¢oziiciilere kars1 direng
gosterirler (Wulff ve ark., 1977). Bu polimerlerin elde edilis yontemleri basit ve ucuz
olup, birka¢ yil boyunca performanslarinda herhangi bir degisim olmaksizin
saklanabilirler. Bu ozellikleri sayesinde molekiiler baskilanmig polimerler yasam,
farmasotik ve doga bilimleri gibi genis bir alanda kullanilabilmektedir.

Nanomolar gibi ¢ok seyreltik numuneleri algilayabilmek i¢in molekiiler baskilanmis
polimerler kuvars kristal —mikroterazi yiizeyinde nanometre kalinliginda

sentezlenebilmektedir (Gliltekin, 2009).



Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizin temelini, farkli besin gidalarinda triptofan miktarinin
belirlenmesi i¢in iki farkli metal selat monomeri kullanarak kuvars kristal mikroterazi
cihazinda molekiiler baskilanmis polimerler temelli nanosensor gelistirilmesi
olusturmaktadir. Yapilacak olan ¢alismanin avantajlari arasinda, yontemin maliyetinin
distikligil, yontemin hizliligi, analiz prosediirlerinin azligi, fazla yer kaplamamasi ve
tekrar kullanilabilmeleri gibi 6zellikleri sayilabilir. Ayrica bu ¢alisma, triptofan tespiti
ve miktarmin belirlenmesi i¢in yeni ve kullanigli bir metot olusturma imkani

saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Triptofan

Sistematik adi (S)-2-Amino-3-(1H-indol-3-il)-propiyonik asittir. Kisaca Trp olarak
gosterilir. Kimyasal formiilii C11H12N20, olup (Sekil 2.1), molekiil agirligr 204,225 g/
mol’diir. Erime noktas1 289°C, yogunlugu 1,34 g/cm*’tiir. Izoelektrik noktasi pH 5,89
ve pKa’s1 2,38 ve 9,34 ’tiir.

Proteinleri olusturan 20 amino asitten biri olan triptofanin genetik kodu UGG olup,
nonpolar bir amino asittir. L- Triptofan B-Karbon iizerinde siibstitiiec indol halkasi i¢eren
alanin tiirevi bir esansiyel amino asittir. Bu siibstitiic indol halkalari, biyokimyada
yaygin olarak kullanilmaktadir. Triptofan esansiyel bir amino asit oldugu igin insan
viicudu tarafindan sentezlenemeyen amino asitler gurubuna girer. Bu yiizden bu amino
asitin beslenme yoluyla disardan viicuda alinmasi gerekmektedir. Glukojenik ve
ketojenik bir amino asit olan triptofan piruvat ve asetil KoA iizerinden yikilir. Yapisinda
indol halkas1 bulunur. Bu indol halkasi serotonin ve melatonin ¢esitli bilesiklerin

yapisina katilir. Karacigerde triptofan yikimui ile nikotinik asit sentezlenir.

Sekil 2.1. Triptofanin kimyasal yapisi

2.2. Sensorler

Giintimiizde gelisen teknoloji ile birlikte ¢evre, gida ve biyoloji alanindaki gelismeler
yiiksek secicilige sahip sensorlerin kullanim alanlarini artirmaktadir. Sensér ya da
algilayici, bilimsel disiplin alanlarmin bilgilerinden faydalanilip molekiillerin veya
diizeneklerin algilama yetenekleri ile giiniimiiz elektronik yontemlerin bir araya
getirilmesiyle olusturulan analitik cihazlar seklinde agiklanabilir. Sensdrler, analit ile

etkilesime giren aktif bir bilesenin kombinasyonuyla olusturulur.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
https://tr.wikipedia.org/wiki/Aminoasit
https://tr.wikipedia.org/wiki/Genetik
https://tr.wikipedia.org/wiki/Piruvat
https://tr.wikipedia.org/wiki/Asetil_KoA
https://tr.wikipedia.org/wiki/Serotonin
https://tr.wikipedia.org/wiki/Karaci%C4%9Fer
https://tr.wikipedia.org/wiki/Nikotinik_asit

Bu kombinasyon, meydana gelen etkilesim sonucunda olusan sinyali ileten ve bu sinyali
Olgen bir sistem igerir (Wang, 1997). Sensorlerin genel gosterimi Sekil 2.2°de

verilmigtir.
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Sekil 2.2. Sensorlerin genel gosterimi (Diltemiz, 2006)

Sensorlerin  gorevi, fiziksel ortam ile elektronik cihazlar1 birbirine baglamaktir.
Sistemdeki sensér veya sensOr gruplart yapisi, hangi degiskene duyarli ise
sistem digindaki degiskeni algilar ve elde ettigi degerleri sistemin karar verme birimine
yollar. Yani sensor, sisteme giren girdi miktara yanit olarak gelen sinyalleri ¢ikarir.
Cikis sinyali genellikle elektrikseldir.

Sensorler belirli bir analiz igin kullanilir. Kullanilan bu sensorlerin uygunluguna katkida
bulunan faktorler, fiziksel o6zellikler veya numune matriksinden dogan kimyasal
girisimler igerebilir. Sensorler bazi durumlarda idealden saparlar. Ornegin bir analizde
belirli bir analiti belirlemek i¢in etkili bir performans 6zelligi olan sensor, farkl

ortamlarda ayn1 analiti saptayamayabilir (Giiltekin, 2009).



2.2.1. Nanosensorler

Nano boyuttaki malzemeleri ya da molekiilleri algilamak igin yapilan sensorlere
nanosensor denilmektedir. Gerek yapilan sensoriin kalinliginin nano boyutta olmasi
gerekse algiladigi molekiiliin nM seviyelerinde olmasi nedeniyle sensér nanosensor

olarak adlandirilmaktadir (Giiltekin, 2009).

2.2.2. Gravimetrik Sensorler

Yiizeyindeki nanogram seviyelerinde kiitle farkliliklarini hassas bir sekilde olgebilen
son derece istiin ozelikleri bulunan yiizey sensorlerine gravimetrik sensorler denir.
Kiitle farkliliklarina hassas olan bu Sensdrlerin 6zelligi, asimetrik kristallerde bulunan

piezoelektirik etkiye sahip olmalaridir (Ralf ve ark., 2000).

2.2.2. Piezoelektrik Etki

Piezoelektrik kelimesi Latince bastirmak-press anlamindaki “piezo” on ekinden
tiiretilen bir kavramdir. Bu kavramin ilk defa ispati Pierre Curie ve Jacques Curie
kardesler tarafindan 1880 yilinda ortaya atilmigtir. Piezoelektirik kavrami, bazi kristal
ve seramik maddeler fiizerine, mekanik bir kuvvet uygulandiginda bir elektriksel
potansiyel meydana gelmesi olarak tanimlanabilir (Rodoplu, 2011). Ayni zamanda
kristale potansiyel bir gii¢ verildiginde, kristal tizerinde bozulmalar olur. Boyle bir
kristal bir elektrik diizenegine yerlestirilirse, kristalin kiitlesine ve sekline bagli olacak
sekilde sabit frekansta titresim meydana getirir (Yao, 1997). Bu o6zellikler sayesinde
duyarl kiitle sensorler yapilir.

Sekil 2.3’te piezoelektrik etkinin sematik gosterimi verilmektedir. Burada x-ekseni
dogrultusunda piezoelektrik etkiye sahip olan kuvars kristalinin deformasyonu ve y-
ekseni dogrultusunda olusan yiik degisimi (polarizasyon) gosterilmistir (Schafgen,
2004)
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Sekil 2.3. Piezoelektrik etkinin sematik gosterimi

Piezoelektrik ozellik gosteren farkh tiirde kristaller olsa da analitik uygulamalarda
kuvars kristaller tercih edilir. Kuvars kristal kullanilmasin sebebi, bu kristallerin sahip
olduklar fiziksel, kimyasal ve elektriksel ozellikleridir. Kuvars ¢ok ince kesilir ve
elektrotlar: iki yiiziine termal buharlastirma yoluyla altin, glimiis, platin, nikel ve
aliminyum gibi metaller ile kaplanir. Analitik uygulamalarda genellikle altin elektrot
kullanilir. Bunun sebebi altinin inert 6zelligidir. Metal miktar1 ile kristalin c¢alisma
frekans1 ayarlanmaktadir. Calismalarda kullanilan kristallerin boyut araligi 10-16 mm,
kalinlig1 ise yaklagik 0.15 mm olmaktadir. Ayrica bu kristallerin sekilleri disk, kare
veya dikdortgen olabilmektedir (S6zmen, 2008).

Kristalin kimyasal yapisi, sekli, kristalin kesimi, boyutu ve kiitlesi kristalin dogal
titresim frekansini etkilemektedir (Heising, 1946). AT ve BT kesim kristalleri olarak
bilinen iki kesme tipinde kristal vardir. Bu kristallerin kesme agilar1 farklidir. Her ikisi
de z ekseninden kesilen kristallerin kesme agilar1 AT kesim i¢in +35°15°, BT kesim igin
ise -49°00°dir (O Sullivan ve Guilbault, 1999).



AT kesimli kristaller piezoelektrik uygulamalarinda kullanilir. Bu kuvars Kristalinin
kullanim nedeni oda sicakligina yakin sicakliklarda neredeyse sifir frekans degisimine

sahip olmasidir. Sekil 2.4°te AT kesimli kuvars kristal diizlemi gosterilmistir.
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Sekil 2.4. AT kesim kuvars kristal (Kanazawa ve Cho, 2009)

Kuvars kristal mikroterazi, piezoelektirik etki gosteren sensorlerin  uygulama

alanlarindan birisidir.

2.3. Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM)

Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM), kiitle algilayici bir sensor olup, kiitlesel farkliliklar
elektriksel sinyale ¢eviren bir cihazdir. Olduk¢a hassas bir sensor olup, frekansin ¢ikis
sinyaline doniisiimii oldukga basittir. Kuvars kristal mikroterazi, piezoelektrik 6zellikli
rezonatordiir. Kuvvet uygulandiginda elektrik, elektrik uygulandiginda ise fiziksel
boyutlarda degisim (burkulma) olusmaktadir. Kuvars kristal mikroterazi piezoelektrik
etkiye sahip 6zel bir bigimde kesilmis kuvars kristal igerir. Ayrica bu cihaz farkli sensor
uygulama alanlarinda kullanilmakta olup; yiiksek frekansl, yiizeyindeki kiitle
farkliklarina hassas bir cihazdir. Kuvars kristal mikroterazinin ilk kez kullanimi 18.
yiizyilin baslarina dayanir. Ik olarak kalitatif tayinler icin kullanilmistir. Kantitatif
tayinler i¢in kullanimi ise Sauerbrey (1959) denkleminden sonra olmustur. QCM,
elektrokimyasal prosediirler esnasinda olusan kiitle farkliliklarini, basitge 6l¢iilebilen bir
sinyal olan, rezonans frekansinda sapmaya doniistiiriirler. Elektrokimyasal tepkime
esnasinda yiiksek kiitle hassasiyeti gostermeleri, bu cihazlar1 farkli kilan bir 6zelliktir.

QCM ozel sekilde kesilmis piezoelektirik 6zellik gosteren Kuvars kristaller igerir.
Kuvars kristal mikroterazi; kuvars elektrot, osilator devresi ve PC ylizeyler arasi frekans
sayicidan meydana gelir. Kuvars kristal mikroterazi alternatif yiliksek akima maruz
kalinca, mekanik rezonans modunda titresim yapar. Kiitle duyarliligi kristalin toplam

kiitlesi lizerindeki osilasyon frekansina bagli olarak ortaya ¢ikar.



Cozelti ile etkilesimde bulunan kuvars kristal rezonatorii oldukga hassas sinyal veren bir
elektronik devreye baglidir. Rezonator tizerinde meydana gelen bir farklilik osilasyon
frekansinda ani bir degisiklige sebep olur.

Bir piezoelektrik 6zellikli kuvars kristal rezonatorii, kuvarsin tek kristalinden kesilmis
bir pargadir. Kristalin elektrotlar1 arasina degisken potansiyel farki uygulandiginda
PQC’de bir alternatif elektrik alani olusur. Uygulanan bu potansiyel farki ile kristal
orgiliniin fiziksel 6zelligi bozulur. Bu durum kristal diskin i¢inde karakteristik titresim
frekansinda kararli dalga olusmasina sebep olur (Sekil 2.5). Salimimin dogrultusu,
kristal oOrgliniin elektrik alan igindeki diizenlenimine baghidir. Kalinlik kesme
modundaki (thickness shear mode, TSM) salinim, kuvars alttagin yiizeyine paralel bir
yer degistirme olusturur. Bu salinim sadece elektrotlar arasindaki bolgede gerceklesir.

Dolayisiyla sadece elektrotlar aras1 bolge piezoelektriksel olarak aktiftir.

Sekil 2.5. Disk bi¢imindeki kuvars kristalin ve elektrotlar1 arasinda olusan kararli dalganin n=1
icin gosterimi( Karanfil, 2013)

Elektrotlar aras1 bolgede olusan kararli dalga Sekil 2.5’te goriilmektedir. Gri renkli
elektrot kristalin iist ylizeyinde, mavi renkle gosterilen elektrot ise kristalin alt
yiizeyindedir. 1ki elektrot arasindaki hacimde pargaciklar +x ile —x dogrultusunda
hareket ederken, dalga hareketi +y ile —y dogrultusunda yani elektrot diizlemine dik

dogrultudadir.
L=n.(An/2), (n=1,2,3,...n) (2.1)
An Esitlik 2.1°den ¢ekilirse;
An=2L/n (2.2)
fn=V/An =nV/2L (2.3)

n=I i¢in temel frekans f1 olduguna gore, n=n i¢in rezonans frekansi fn = n. {1 dir.
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Kararl1 dalga olusturmak, her frekansta miimkiin olmayabilir. Kararli dalga olusturmak
icin titresim frekansi, kaynagin frekansi ile ayni olmalidir. Dolayisi ile iiretilen
dalgalarla kaynak rezonans halinde olmalidir. Titresiciyi sadece temel frekansiyla degil
tek (1,3,5,...) harmonikleriyle de uyarmak miimkiindiir.

Kristalde kalinlik (L) arttik¢a frekans azalir. Frekansi yiiksek kuvars kristal elde
edebilmek i¢in kristal daha ince kesilmelidir. Bu yiizden kristal kalinhigi belirli
seviyelere kadar diisiirtilebilir. Yaygin olarak kullanilan kuvars kristaller 5 MHz, 10
MHz ve 30 MHz’lik kuvars kristallerdir (Karanfil, 2009).

Ilk defa Lord Rayleigh tarafindan mekanik olarak rezonans halinde olan kristalin
kiitlesindeki degismenin, kristalin rezonans frekansini degistirdigi ortaya atilmistir.
Sekil 2.5’te gosterildigi gibi elektrotlarin arasindaki bdlgenin disinda dalga hareketi
olmayacagi icin sadece elektrot yiizeyinde olusan kiitle degisimleri kristalin titresimini
etkiler (Rodoplu, 2011).

Elektrot {izerindeki kiitle birikiminin meydana getirdigi frekans degisikligi Sauerbrey
denkleminden elde edilir. Bu denklem, 1959 yilinda G. Sauerbey tarafindan
piezoelektrik ozellikli kristallerin {izerine baglanan kiitlenin degisimini osilasyon
frekanst ile iliskilendirmek i¢in olusturulmustur (Srivastava, 2001).

Sauerbrey denklemi:

2fEAM

A\/PqHq

M =fo—fo= (2.4

f.= Kuvars kristal ve yiizeyde olusan film tabakasi ile osilasyon frekansi

fo= Kuvars kristal rezonans frekansi

AM= Eklenen kiitle

pg= 2,648 g/cm? kuvars kristal yogunlugu

Hg= 2,947x10M g/cm.s2 AT kesim kuvars kristal i¢in shear modulus katsayisi
Af = f. — fo= Frekans degisimi

A= Kuvars kristal ylizey alanm

Sauerbrey denklemi; K bir sabit say1 olacak sekilde yazilirsa,

Am= -K_Af,
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Af: fc‘fo, 1@111
Am= Kx(fo-f) olacaktir.

Sauerbrey, kuvars kristal bir rezonatoriin frekans boslugunun eklenen kiitle ile direkt
orantili oldugunu godstermistir. Sauerbrey’in yapmis oldugu bu calisma c¢ok kiiclik
kiitlelerin bile 6l¢iilmesinde yeni bir yontem olarak kabul edilebilir. Kuvars kristal
yiizeyindeki kiitlesel bir artig, rezonans frekansinda bir diisiise neden olmaktadir (Ayhan
ve ark., 2011).

Sauerbrey denkleminin kuvars kristal sensorlerde uygulanabilmesi igin; Ol¢liimii
yapilacak olan analitin kiitlesi kat1 olmali, kuvars kristal yilizeyinde homojen olarak

dagilmali ve frekans degisimi Af/ f < 0,02 olmalidir.

2.4. Molekiiler Baskilanms Polimerler (MIP)

Molekiiler etkilesim kavrami ilk kez 1894 yilinda Fischer’in enzim-substrat etkilesimi
olarak ortaya ¢ikmaya baglamistir. “Anahtar-kilit’’ modeli ile gosterilen bu etkilesimin
ortaya ¢ikmasi ile birlikte konuyla ilgili modern fikirler de artmaya baslamistir. Bu
tanimda, enzim molekiilleri ile substrat molekiilleri arasinda bir uyum s6z konusu olup
substrat bir anahtar gibi enzimin aktif bolgeleriyle etkilesmektedir. Molekiiler etkilesim
kavraminin son zamanlarda ilgi goren uygulama alanlarindan biri de molekiiler
baskilama yontemidir. ‘‘Molekiiler Baskilama’’, antibadi/antijen ya da enzim/substrat
gibi biyolojik sistemlerin tanima mekanizmasini polimerik yapilara aktaran tekniktir
(Mosbach ve Ramstrom, 1996). Bu yontemde segiciligi yiiksek olarak ayrilmak istenen
farkli matrikslerden iyonlar, organik molekiiller ve biyomolekiilleri elde etmek
amactyla akilli polimerler elde edilir. Ayrica elde edilen bu polimerlerin farkli
uygulamalarda kullanilmasini artiran yeni bir tekniktir.

Hedef molekiilii taniyabilecek tarzda yapisi olan polimerlerin olusturulmasi islemi
molekiiler baskilama agisindan 6nem arz eder. Molekiiler baskilanmis polimer eldesi
icin kalip molekiil, fonksiyonel monomer, ¢oziicii, ¢capraz baglayict gibi maddelere
ihtiya¢ vardir. Sentezleme islemi sonucu olusan merkezler kalip molekiiliin boyut ve
seklini tanima 6zelligine sahip olurlar.

Hedef molekiil icin benzersiz bir secicilige sahip olan molekiiler baskilanmig
polimerler, mekanik bir etkiye, 1s1 ve sicakliga, asitlere, bazlara, suya ve organik
¢oziiciilere dayaniklidirlar (Wulff ve ark., 1977).
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Elde edilis yontemleri basit ve ucuz olan bu polimerler uzun siire performanslarinda
herhangi bir bozunma olmaksizin muhafaza edilebilirler (Piletsky ve ark., 2001; Haupt
ve Ye, 2004; Rao ve ark., 2004). Bu ozellikler MIP’lerin ilag sanayi, ekoloji ve yasam
gibi alanlarda kullanimini artirmaktadir (Yavuz ve ark., 2006; Spivak, 2005; Ramstrom
ve ark., 1996; Anderson ve ark., 1990).

Molekiiler baskilamis polimerlerin; yiiksek kararlilig, diisik maliyeti ve
polimerizasyon basamaklarinin sensor teknolojisinde kullanilan mikro iiretime tamamen
uyumlu olmasi gibi avantajlart pek cok pratik uygulamada sentetik tanima elemani
olarak kullanilabilmesine olanak saglamaktadir (Piletsky ve ark., 2001). Bundan dolay1
kimyasal/biyosensorlerin gelistirilmesinde giderek artan bir sekilde kullanilmaktadir.
Herbisitler, sekerler, niikleik asit ve amino asit tiirevleri, ilaglar, toksinler ve ¢oziiciiler
icin molekiiler baskilanmis polimer temelli sensorler gelistirilerek, rapor edilmistir
(Guan ve ark., 2008; Piletsky ve ark., 2001). Bu yoniiyle molekiiler baskilanmis polimer
temelli sensorler, Son yillarda aragtirmacilarin ilgisini ¢eken bir arastirma konusu haline
gelmistir (Holthoff ve Bright, 2007; Stephenson ve Shimizu, 2007; Piletsky ve Turner,
2002).

2.4.1. Molekiiler Baskilama Teknigi

Molekiiler baskilama islemi genellikle ii¢ basamaktan olusur:

1- Baskilanacak molekiil (kalip molekiil) ile fonksiyonel monomerler kovalent yada
kovalent olmayan etkilesimler ile baglanarak bir kompleks olustururlar. Bu
etkilesimde hedef molekiiliin yapist ve kimyasal 6zelligi 6nemli yer tutar.

2- Uygun bir c¢apraz baglayict ile fonksiyonel monomer-kalip kompleksi
polimerlestirilir.

3- Uygun bir yikama ajani kullanilarak, kalip molekiiliin polimerden uzaklastiriimasi
saglanir.

Sekil 2.6’da molekiiler baskili polimer hazirlama asamalar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Molekiiler baskili polimer hazirlama asamalar (Giiltekin, 2009)

2.4.2. Molekiiler Baskilama Yontemleri

Molekiiler baskilanmis polimer hazirlamak i¢in fonksiyonel monomer ve kalip molekiil

arasindaki etkilesime gore kovalent ve kovalent olmayan iki farkli yaklagim kullanilir.

2.4.2.1. Kovalent Baskilama

Ik olarak kovalent baskilama Wulff ve Sarhan tarafindan gelistirilmistir (Cazes, 2006).
Bu teknikte, fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasinda 6nce kovalent baglanma
olur. Polimerizasyondan sonra kalip olusturmak i¢in, meydana gelen kovalent baglar
kirilarak polimerden uzaklastirilmasi saglanir. Baskilanmig olan polimer ile kalip
molekiil bir araya getirildiginde, ayn: kovalent bag tekrar meydana gelir (Shea ve
Doughertly, 1986; Molinelli, 2004).
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Avantajlari:

Baskilama islemi 6ncesinde monomer-kalip molekiil kompleksi olduk¢a kararlidir ve bu
sayede baglanma bolgelerinin homojen dagilimi saglanir. Bu teknikte; yiiksek sicaklik,
yiiksek veya diisik pH ve polar ¢oziiciiler gibi polimerizasyon kosullari oldukca
genistir. Ayrica kompleks, kovalent baglarla bir araya getirilmis ve olduk¢a kararlidir
(Ikegami ve ark., 2004).

Dezavantajlari:

Monomer-kalip molekiill kompleksi sentezinde polimerizasyondan sonra hedefin
uzaklastirilmas: olduk¢a zor oldugundan sik sik sorunlar g¢ikabilir. Ayrica sentez
yontemi ekonomik degildir ( Kriz ve ark., 1997 ve Sellergren, 1998). Hedef molekiiliin
polimere tersinir olarak baglanma sayisinin siirli olmasi da bu teknigin baska bir
dezavantajidir. Kovalent bag olusmasi sebebiyle hedefin baglanma ve ayrilmasi
yavastir (Steinke ve ark., 1995).

2.4.4.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Bu baskilamada kalip molekiil ile kovalent olmayan etkilesime girebilecek fonksiyonel
monomerler kullanilir. Fonksiyonel monomer ile kalip molekiiliin birbiri ile etkilesimi
hidrojen bagi, van der Waals etkilesimleri gibi kovalent olmayan etkilesimlerle olur.
Polimerizasyon bittiginde, kalip molekiilin ¢oziicii yardimiyla polimerden
uzaklagtirllmast saglanir. Kovalent olmayan etkilesimlerle hedef molekiil ile

baskilanmis polimerler birbirleri ile etkilesirler (Ers6z ve ark., 2005).

Avantajlari.

Monomer-kalip kompleksinin sentezine gerek yoktur. Bu yontemde polimerizasyondan
sonra kalip molekiil polimerden kolayca uzaklastirilir. Ciinkii non-kovalent etkilesimler
zayif etkilesimlerdir. Ayrica uygulama kosullarina gore farkli formlarda hazirlanabilir.

Hedef molekiile olan afinitesini kaybetmeksizin yillarca saklanabilir.

Dezavantajlari:

Non-kovalent etkilesimleri arttirmak amaciyla polimerizasyon kosullari sinirlidir.
Fonksiyonel monomerler ve hedef molekiiliin etkilesimi 6zgiil degildir. Baglanma
bolgelerinin yapis1 heterojendir. Bu 6zellik nedeniyle spesifik olmayan baglanmalara ve
hedef molekiilin zayif molekiilleri de tanimasina yol agabilmektedir (Katz ve Davis,
1999; Dong ve ark., 2002) .
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2.4.3. Molekiiler Baskilamanin Temel Bilesenleri

Molekiiler baskilama yonteminin etkin olabilmesi i¢in temel bilesenler Snemlidir.
Molekiiler baskilamanin temel bilesenleri; kalip molekiil, fonksiyonel monomerler,

capraz baglayici, ¢oziicii ve baglaticidir.

2.4.3.1. Kahip (Hedef) Molekiil

Tiim molekiiler baskilama islemlerinde baskilanacak kalip molekiil, baskilamanin etkin
yapilabilmesi i¢in 6nemlidir. Fonksiyonel monomerlerde bulunan fonksiyonel gruplar
kalip molekiille etkilesir. Kalip molekiil polimerize olacak gruplar igermelidir. Ayni
zamanda reaksiyon kosullarina herhangi bir fiziksel yada kimyasal miidahale
edilmesiyle, kalip molekiiliin yada polimer kompleksinin yapisinda bozunma olmamasi
gerekir. Ayrica ultraviyole ile yapilan polimerizasyon islemlerinde meydana getirilen 6n
organizasyonun kararlihigi da Onemlidir. Baskilama isleminin basarisini, Kalip
molekiiliin konformasyonundaki ufak degisiklikler bile etkilemektedir (Davies ve ark.,
2004). Molekiiler baskilamada kullanilan kalip molekiiller igerisinde ilaglar,
aminoasitler, karbonhidratlar, proteinler, niikleotid bazlar, hormonlar, pestisitler,

koenzimler ve iyonlar bulunabilir (Cormack ve Mosbach, 1999).

2.4.3.2. Fonksiyonel Monomerler

Baskilama isleminde fonksiyonel monomerlerin se¢imi de ¢ok dnemlidir. Ciinkii hedef
molekiil ile fonksiyonel monomerler arasindaki geri-baglanma adimi molekiiler
baskilanmada ©nemli bir noktadir. Fonksiyonel monomerler, baskilanmis tanima
merkezlerindeki baglanma etkilesimlerinden sorumludurlar. Kompleks olusumu ve
baskilama etkinliginin artirilmasi i¢in fonksiyonel monomer ile kalip molekiiliin
fonksiyonel gruplarinin uyusmasi ¢ok Onemlidir. Kalip molekiile uygun bosluklar
olusturmasi bakimindan monomerin se¢imi Onemlidir. Karboksilik asitler, siilfonik
asitler ve bazi bazlar molekiiler baskilamada kullanilan fonksiyonel monomerlerdir
(Gonen, 2006). Kovalent baskilama tekniginde, kalip molekil ile vinil gruplar
birbirlerine kovalent baglanma ile baglanirlar. Molekiiler baskilama isleminde en
yaygin fonksiyonel monomerler olarak akrilik asit amitleri, esterleri ve metakrilik asit
kullanilmaktadir. Kovalent olmayan baskilama tekniginde ise uygun fonksiyonel

gruplar i¢in vinil monomerleri kullanilir.
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Cizelge 2.1. Molekiiler baskili polimer sentezinde kullanilan bazi fonksiyonel monomerler
(Dmitrienko ve ark., 2004)

Fonksiyonel Monomer Monomerin Yapisal Formiilii
Aknilik asitler § /<O
R=H. CH;. CF;, CH,COQO,
( He G Cheom) R OH
\ 0
Vinilbenzoik asitler
OH
N
Aknlamidosiilfonik asitler I\
7% Y “sos
N
Aminometakril amidler /\6 \/\NR2
N
RO— : NN
N.N-Dietil-4-vinilbenzamin
N %
N\NH
Vinilimidazoller N=/
= N
Vinilpindinler I -
N
A~
CO
4 (Vinilbenziljiminodiasetik asit v
™ COOH
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2.4.3.3. Coziicii

Molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanmasinda 6nemli rolii olan diger bir etken de
¢oOziicli se¢imidir. Coziicii, baskilama isleminde kullanilan temel bilesenlerin tek bir
fazda bir araya gelmesini saglar. Ayrica ¢oziicli, gozenek olusumunu ve sicaklik
dagilimini da etkiler. Segicilik i¢in anorganik c¢oziiciiler ile olusturulan molekiiler
baskilanmis polimerler, polar organik ¢oziiciilere gore daha ¢ok tercih edilir (Yu ve
Mosbach, 1997). Olusan polimerin analite se¢iciligi icin meydana gelen boslugun analit
icin uygun olmasi da ¢oziiciiye baghidir (Sonmezler, 2011). Baskilama ¢esidine gore
¢oziicli se¢imi degisir. Kalip molekiil ile fonksiyonel monomerler arasinda etkilesimi
olusturma ve baskilama verimini yiikseltme agisindan ¢oziicii segimi kovalent olmayan

baskilamada daha onemlidir.

2.4.3.4. Capraz Baglayicilar

Molekiiler baskilanmis polimerleri hazirlarken, ¢apraz baglayicinin se¢imi de 6nemlidir.
Capraz baglayicinin  kullanim amaci; kalip molekiilin etrafinda sabit bir yap1
olusturmak, bu yapmin morfolojisini kontrol etmek, baskilanmis kalip molekiile 6zgii
baglanma bolgelerinin kararli olmasi saglamak ve polimer matrikse mekanik kararlilik
kazandirmaktir (Komiyama ve ark.,2003). Capraz baglayicilarin ve ¢apraz baglanma
miktart polimerik matriksin ¢ozliciide ¢oziinmesini engeller (Cormack ve Elorza, 2004).
Etkin bir molekiiler baskilamanin olabilmesi i¢gin, ¢apraz baglayicilar ile fonksiyonel
monomerlerin uyum i¢inde olmasi ¢ok 6nemlidir. Bu uyum meydana gelmedigi zaman,
fonksiyonel monomer veya ¢apraz baglayicidan biri polimerizasyon esnasinda baskin
cikabilir ve homojen kompleks polimer meydana gelmeyebilir. Capraz baglayicinin
fonksiyonel monomere orani da 6nemlidir. Capraz baglayici/fonksiyonel monomer
derisim oranlar;, molekiiler baskilanmig polimerlerdeki farkli sayida baglanma
bolgelerinin olusumuna yol agar. Ayrica bu oran molekiil seciciligini etkiler (Dickert ve
Hayden, 1999).

Cizelge 2.2°de yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar verilmistir.
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Cizelge 2.2. Molekiiler baskili polimer sentezinde yaygin olarak kullanilan bazi ¢apraz
baglayicilar

Capraz Baglayici Molekiiler Yapisi

Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) )l/owo/i(

“CH,

Divinilbenzen

HQC\

0 0
HQCQ)LO . J_cH,

Pentaeritrol tetraakrilat X

0 0
HQCW \n/\\\CHE
0 0
H H
N,N'-metilendiakrilamid HEC&\W NVN\((}CHE
0 0

N,N'-1,4-fenilendiakrilamid

2.4.3.5. Baslaticilar

Serbest radikal polimerizasyonu, serbest radikal olusturan Dbaslaticilarin 1sil
bozunmasiyla baglatilabilir. Baglaticilar reaksiyonda monomerlere gore ¢ok az
kullanilir. Hedef molekiill ve fonksiyonel monomer arasindaki non kovalent
baglanmalarin ¢ok zayif oldugu sartlarda, cok yiiksek sicaklik degerlerine ¢ikilmasi
uygun olmaz. Bundan dolay1 reaksiyonlarda ultraviyole bozunma kullanilir. Baslatici
olarak  genellikle  2,2’-azobis(izobiitironitril)  (AIBN),  2,2’-azobis(2,4-dimetil
valeronitril) (ADVN) ve benzoil peroksit (BPO) kullanilir.
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2.5. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, bir maddenin diger bir madde yiizeyinde veya iki faz arasindaki ara
ylizeyde derisiminin artmasi ya da bir bagka ifadeyle molekiillerin, temas ettikleri
yiizeydeki ¢ekme kuvvetlerine bagli olarak o yiizeyde birikmesidir. Bu fazlar; sivi-kati,
S1V1-s1v1, §az-sivi Ve gaz-kati olabilir. Yiizeyde tutunan malzemeye “adsorblanan madde
veya adsorbat” ve lizerinde adsorbsiyonun gercgeklestigi katiya ise “adsorbent veya
adsorban” ad1 verilmektedir. Adsorpsiyon isleminin tersi desorpsiyondur. Desorpsiyon,

adsorplanan maddenin ortama geri verilmesi yani ylizeyde derisimin azalmasidir.

2.5.1. Adsorpsiyon Olusum Mekanizmalar:

Coziiciide ¢oziinen madde ile kat1 yiizeyi arasinda meydana gelen temas sonucu
adsorpsiyon olay1 gergeklesir. Yiizeyde bulunan atom, iyon ve molekiil gibi kimyasal
tiirler, dengelenmemis kuvvetlerin etkisi altindadir. Molekiilii disartya dogru ¢eken giic,
iceriye dogru ¢eken giigten daha kiigiik olmalidir. Bu sebepten dolayr molekiilii alt yone
dogru ¢eken gii¢ yiizeyi kiiciiltme meyilindedir. Coziiciide ¢oziinmiis veya gaz halindeki
molekiiller, kati yiizeyindeki atomlarin doyurulmamis kuvvetleri tarafindan kati
yiizeyine dogru ¢ekilmektedir ve bdylelikle dengede olmayan yiizey kuvvetleri gaz veya
¢Oziinmiis molekiillerce dengelenmektedir. Dolayisiyla katt maddenin ylizey gerilimi,
gaz molekiillerinin adsorpsiyonu ile kiiciiltiillmektedir. Burada meydana gelen hadise
sistemin yiizey enerjisini azaltmaktadir. Yizey enerjisini kiigiiltme kendiliginden
meydana gelen bir olaydir. Adsorpsiyon ile sistemin serbest enerjisinde bir azalma
olmaktadir. Bu da adsorpsiyonun, kendiliginden meydana gelen bir olay oldugunu

gostermektedir (Ozer, 2004).

2.5.2. Adsorpsiyon Izotermleri

Adsorpsiyon olayinda adsorplanan madde miktari, ylizeyde tutunan maddenin
derisimine ve ortamin sicakligina bagl olarak degisir. Genel olarak sicaklik sabit
tutuldugu miiddetge, adsorplanan madde miktari, derisimin fonksiyonu olarak tespit
edilir. Denge aninda sabit sicaklikta cozeltide adsorplanmadan kalan ¢6ziinenin
derisimine karsi birim adsorban kiitlesinde ¢6ziinenin adsorplanan miktarinin grafigi

cizilerek adsorpsiyon izotermi adi verilen sonu¢ fonksiyonu elde edilir (Lin ve Liu,
2000).
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2.5.2.1. Scatchard Analizi

Scatchard analizi, adsorplanan maddenin belirgin Gzelliklerinin = ve  gesitli
parametrelerinin incelenmesi acisindan daha giivenilir sonuglar verebilen dogrusal bir
grafiktir. Bu grafikte dogrusalliktan 6nemli Olclide sapmalar gbzlendiginde, kimyasal
adpsorpsiyon yerine fiziksel adsorpsiyonun meydana geldigi diisiiniilebilir. Scatchard
analiz sistemine gore ¢izilen grafikler, lincer bir grafik verirse bu da Langmuir
modelinin uygulanabilirliginin bir gostergesidir. Bu dogru da ligandin spesifik
baglanacag yerlerin tiir sayisini belirlemede yardimci olmaktadir.

Adsorbsiyon olayinin bir denge reaksiyonu oldugu diisiiniildiigiinde, Scatchard egrisi

icin kullanilan denklemleri asagidaki sekilde elde edebiliriz:

q/C = (gm /KD) — (q/ KD) (2.5)

Scatchard denklemi Langmuir’in kendi adiyla bilinen izoterminin bir sonucu olarak
ortaya ¢cikmistir. Buradaki q; doygunluk kesrini, KD; ayrisma sabitini, C’ de hareketli
fazdaki ligand konsantrasyonunu vermektedir. Bu denklemi kullanarak q / C’ ye kars1 q
grafigi ¢izildiginde, lineer bir grafik elde edilir. Elde edilen grafikteki egim, -1/KD’yi,
ve kayma degeri qn/KD’yi verecektir (Ucan, 2002).

Sekil 2.7. Scatchard grafigi
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2.5.2.2. Langmuir Analizi

Langmuir izoterminde yiizeyde adsorplanan molekiillerin tek tabaka halinde
adsorplandigi, adsorpsiyonda yiizeyin her tarafinin Ortiilmedigi yer yer oOrtiilmelerin
olustugu, yiizeyin her tarafinda adsorpsiyon enerjisinin homojen oldugu ve yiizeyde
tutunan molekiiller arasinda karsilikli  etkilesme olmadigi gibi  varsayimlar
gelistirilmistir.

Bu varsayimlara dayanarak asagidaki bagint1 verilebilir.

1 1 1 1

5 - ([Qmax.b] E) T ([Qmax]) (2.6)
Burada;

b : Langmuir sabitini,

Q : Polimere baglanan madde miktarini,

C : Serbest madde derisimini,

Qmax : Baglanma bolgelerinin maksimum sayisini gostermektedir.

a
Q

1
Burada, E’ye karsilik — grafigi elde edildiginde dogrunun egimi ’yi ve kesim

Qmax.b

noktas1 da "1 verecektir. Bu degerlere bakilarak Qmax ve langmuir sabiti (b)

max

hesaplanir.
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2.6. Kaynak Ozetleri

2.6.1. Triptofan Tayini ile lgili Yapilmis Cahsmalar

Farkli besin, gida numunelerinde triptofan miktarinin belirlenmesi igin yapilan
calismalar su sekilde ozetlenebilir.

Szunerits ve ark. (2010), bor kapli elmas nanotellerinin hazirlanmasi ve triptofanin
hassas elektrokimyasal tespiti i¢cin uygulama yapmislardir. Yapilan ¢aligmanin tayin
limiti 5,010 M olarak belirlenmistir.

Goyal ve ark. (2011), altin nanopartikiiller ile indiyum kalay oksit yiizey
modifikasyonunun etkisi ile triptofani elektrokimyasal olarak tayin etmislerdir. Yapilan
caligmada triptofan tayin limiti 0,025 uM olarak belirlenmistir.

Zhao ve ark. (2011), triptofan tayini i¢in, yiiksek performansl sivi kromatografisi ile
ultraviyole ve florimetrik algilama yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde,
triptofan i¢in elde edilen tayin limiti 0,02 uM’dur.

Zhang ve ark. (2012), ¢alismalarinda; askorbik asit, dopamin, iirik asit ve triptofanin es
zamanli saptanmasi icin grafen melez tiip benzeri yapmin Facile sentezini
gelistirmiglerdir. Gelistirilen sistemde triptofan ic¢in tayin limiti 0,06 uM olarak
bulunmustur.

Mao ve arkadaglar1 (2012), triptofan tespiti i¢in modifiye edilmis camsi karbon elektrot
kullanilarak basit bir elektrokimyasal yontem gelistirmislerdir. Elektrot, tek kap
icerisinde hidrotermal yontem kullanilarak ¢ekirdek-kabuk yapili nanopartikiiller ile
sentezlenmistir.  Karakterizasyon islemlerinde taramali elektron mikroskobu,
transmisyon elektron mikroskobu ve Fourier doniisiimlii kizildtesi spektroskopisi
(FTIR) kullanilmigtir. Elektrot ger¢cek numunelerde triptofan konsantrasyonun
belirlenmesi i¢in tatmin edici sonuglar vermistir. Caligmanin tayin limiti 4,0x10% M
olarak bulunmustur.

Wang ve ark. (2013), bor katkili elmas ve elmas nanotel elektrotlar kullanarak triptofan
ve tirosin ayni1 anda elektrokimyasal algilama metodu ile tanimlamiglardir. Tanimlanan
metodun triptofan i¢in tayin siirt 5,0 uM olarak bulunmustur.

D’Souza ve ark. (2013), yaptiklar ¢calismada, askorbik asit (AA), dopamin (DA) ve iirik
asit (UA) mevcudiyetinde fizyolojik pH’da L-Triptofan segici olarak saptanmasi igin
biyolojik uyumlu bir modifiye karbon pasta elektrot (CPE) gelistirmislerdir. Hazirlanan

prosediir ile triptofan igin tayin limiti 6,8x10° M olarak bulunmustur.
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Beitollahi ve arkadaslar1 (2014), epinefrin ve triptofanin eszamanl belirlenmesi i¢in, bir
nano-bazli elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir. Bu c¢alismada vinil ferrosen ve
karbon nanotiipler (CNT) ile modifiye edilmis bir karbon pasta elektrot, duyarli ve
secici voltametrik tayin i¢in kullanilmigtir. Triptofan ve epinefrinin kantitatif
tayinlerinde sensor sonug vermistir.

Karimi-Maleh ve ark. (2014), nanokompozit-bazli voltametrik eszamanli hassas bir
elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir. Hazirlanan yontem ile elde edilen tayin limiti

4.0 uM olarak bulunmustur.

2.6.2. Kuvars Kristal Mikroterazi Yiizeyinde Molekiiler Baskilannms Polimer

Teknigine Dayalhh Calismalar

Kuvars kristal mikroterazi (QCM) yiizeyinde molekiiler baskilanmis polimer (MIP)
teknigine dayali yapilan ¢alismalarin bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Lin ve arkadaglari (2004), yaptiklar1 ¢alismada albumin protein karigimlarini analiz
etmek i¢cin QCM ile mikrokiitle tayini ve MIP’in segici adsorpsiyonunu bir araya
getirme c¢alismast yapmislardir. Yapilan ¢alismanin sonucunda albumin, MIP-QCM
altin elektrodu tiizerine basarili bir sekilde modifiye edilmistir. Bu g¢alisma diger
analizler ile karsilastirildiginda, MIP-QCM sonuglarinin daha iyi oldugu kanisina
varilmstir.

Piacham ve arkadaslar1 (2005), yaptiklar1i calismada ylizey baslatilmis radikal
polimerizasyon teknigi kullanarak ultra-ince MIP filmler hazirlamislardir. Hazirlanan
polimer filmler altin kapl kuvars kristal rezonatorlerinin lizerine olusturulmustur. Bu
caligmada, farkli miktarlardaki MIP yiiklii sensorlerin yeniden iretilebilirligi ve uzun
donem kararliliga sahip oldugu ispatlanmistir.

Bunte ve arkadaslar1 (2007), yaptiklar1 calismada patlayict madde olan 2,4,6-
trinitrotoluenin tespiti i¢in molekiiler baskilanmis polimer teknigine dayali 6zel sensor
kaplama malzemeleri gelistirmislerdir. Bu amagla, hazirlanan ince MIP filmler, QCM
yiizeyine yiizey polimerizasyon teknigi ile sentezlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
patlayict maddelerin tespitinde QCM sensor, patlayict algilama limitinde TNT
algilamak i¢in kullanilabilecegi gézlenmistir.

Diltemiz ve arkadaslar1 2009 yilinda yaptiklar bir ¢alismada timin tayini i¢in molekiiler
baskilanmis polimerler (MIP) ile kaplanmis kuvars Kkristal mikroterazi (QCM) sensorleri
gelistirmislerdir. Yapilan galisma, timin baskilanmis sensérlerin timin tayini ig¢in genis

calisma araligina sahip oldugunu gostermektedir.
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Giiltekin (2009), bu c¢alismada, dipikolinik asit (DPA) belleklere sahip Au ve Au-Ag
nanosensorlerin, molekiiler baskilama (MIP) temelli sentezlenmesi ve bacillus anthracis
sporlariin dedekte edilmesinde kullanilmasini gergeklestirmistir. Ayrica, 8-OHdG
belleklere sahip QCM elektrotun molekiiler baskilanmis polimer temelli sentezlenmesi
ve hasarli DNA tayininde kullanilmas1 da aragtirilmistir.

Apodaca ve arkadaslar1 (2010), yaptiklar1 ¢alismada folik asite dayali QCM sensorii
elde etmek igin politerttiyofene 6zgii elektro-polimerlestirilmis molekiiler baskilanmig
polimer (E-MIP) hazirlamiglardir. Calismanin sonucunda, E-QCM araciligiyla izlenen
folik asidin algilanmasi i¢in bis-terttiyofen dendron-temelli E-MIP sensér filmlerinin
basartyla yapildigi gézlenmistir. Folik asit i¢in, 0 ile 100 uM arasindaki konsantrasyon
araliginda, E-MIP/QCM film sensériiyle olduk¢a iyi bir lineerlik (R%=0,985) elde
edilmistir.

2010 yilinda Zhou ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada QCM Kristali
tizerinde MIP {iretimi igin, kalip molekiil esliginde dopaminin polimerizasyonuna
dayali, QCM kristaline modifiye edilmis molekiiler baskilanmis polidopamin
iretebilecek kolay, ucuz ve hizli bir teknik gelistirmislerdir. Calismanin sonucunda
tiretilen m-MIP filmi, domoik asit i¢in iyi bir se¢icilik ve afinite gostermistir. Yapilan
caligmada ayrica m-MIP-QCM sensoriin ger¢cek numunelerde, domoik asit tayini igin
kullanilabilecegi gosterilmistir. Onerilen teknigin tayin limiti 0,005 mg/L (5 ppb) olarak
bulunmustur. Bulunan bu sonu¢ Avrupa Birligi ve Amerika’nin yami sira Kanada
yazarlar: tarafindan belirlenmis maksimum artik limitinin altindadir.

Sonmezler 2011 yilinda yaptigi c¢aligmada histidin tayinine yonelik kuvars kristal
mikroterazi (QCM) biyosensor hazirlamistir. QCM biyosensér, QCM ¢ipinin altin
yiizeyine histidin baskilanmis poli(etilen glikol dimetakrilat — N-metakriloil-(L)-histidin
metil ester/bakir(Il)) (poli(EDMA-MAH/Cu(Il)) partikiillerinin  tutturulmasiyla
hazirlanmistir. Yapilan caligmanin sonuglari, baskilanmig sensoriin L-histidin ig¢in
yiiksek secicilige ve duyarliliga sahip oldugunu gostermektedir.

Karanfil (2013), yapmis oldugu calismada, kafeik asit tespitine yonelik molekiiler
baskilanmis polimer temelli kuvars kristal mikroterazi nanosensor gelistirmistir. Kuvars
kristal mikroterazi nanosensor, kafeik asidi taniyan belleklerin kuvars kristal
mikroterazi elektrot yiizeyinde olusturulmasiyla hazirlanmigtir. Hazirlanan nanosensor
farkl1 gida numunelerinde istenilen sonuglar1 vermistir. Ayn1 zamanda baskilanmis

nanosensoriin, kafeik asit igin yiiksek segicilige sahip oldugu bulunmustur.
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Hussain ve arkadaslar1 (2013), yapmis olduklari ¢alismada asidik ve bazik olan iki farkli
polimere dayali folik asit MIP-ince filmleri ve MIP-nanopartikiilleri iizerinde ¢alisma
yapmiglar ve sensor olgiimleri i¢in QCM kullanmislardir. Yapilan ¢aligma sonucunda,
QCM sensor sisteminin diisilk ppm araligindaki tayin limiti ile sulu sistemlerde folik
asidi tayin etmek i¢in kullanilabilecegi gériilmiistiir.

Yukarida yapilan ¢alismalar incelendiginde triptofan analizine dair ¢esitli teknik ve
yontemler gelistirilmis, farkli kimyasal maddeler i¢in molekiiler baskilanmig polimer
temelli ¢aligmalarin yapildigi goriilmiistiir. Ayrica farkli birgok bilesik tayini igin kuvars
kristal mikroterazi {izerinde molekiiler baskilanmis polimer temelli ¢alismalar yapildigi
da gozlenmektedir. Yapilan literatiir aragtirmasinda triptofan analizine dair kuvars
kristal mikroterazi elektrotta molekiiler baskilanmig polimer temelli tek bir ¢alismaya
rastlanmis olup, bu ¢alismada kuvars kristal mikroterazi elektrotun yiizeyine molekiiler
baskilanmis polimerlere dayanarak triptofani tutturmuslardir (Liu ve ark., 2006). Bu
sensoriin tayin limiti mikromolar seviyelerindendir ve herhangi bir gida numunesindeki
triptofan miktar1 tespit edilmemistir. Bu sebeple bu tez calismasinda, triptofan igin
kuvars kristal mikroterazi elektrotta molekiiler baskilama temelli nanosensor

sentezlenmis ve farkli gida numunelerindeki miktar tayinine dair ¢aligmalar yapilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Yapilan deneysel ¢alismalart su bagliklar altinda toplamak miimkiindiir:

1. 2-metakriloamidohistidin (MAH) ve 2-metakriloamidohistidin-Cu(ll) [MAH-
Cu(I)] monomerlerinin sentez ve karekterizasyon islemleri

2. 2-metakriloamidonhistidin-Cu(ll) [MAH-Cu(ll)]-Triptofan 6n organize monomer
sistemi ile QCM sensoriiniin hazirlanarak triptofan taniyan belleklerin QCM elektrot
yiizeyinde olusturulmasi

3. MAH-Cu(II) monomerleri kullanilarak hazirlanan QCM nanosensoérlerinin triptofan
tayininde kullanilmasi, segicilik ile ilgili ¢alismalar ve farkli gida orneklerindeki

miktar tayini

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Triptofan, asetik asit, etanol Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan alinmis,
Azobisizobutironitril  (AIBN), L- fenil alanin Aldrich (Milwaukee, WI, USA)
firmasindan, etilenglikoldimetakrilat (EDMA) Fluka AG (Buchs, Switzerland)
firmasindan temin edilmistir. Etilenglikoldimetakrilat hidrokinonin inhibitori ile

vakumda damitilmis ve 4°C’da saklandiktan sonra kullanilmustir.

3.2. Kullamilan Cihazlar

Yaptigimiz islemlerde mikrogravimetrik ol¢timler i¢in 5 MHz, teflon tutturucuda AT
kesimli kuartz kristaller ve kuvars kristal analizoér (SRS Standford Research Systems,
Model QCM200 Quartz Crystal Microbalance Digital Controller) kullanilmistir. AFM
goriintiileri hpAFM, (Nanomagnetics Instruments, Oxford, UK) ile alinmistir. Infrared
spektrumlar1 FTIR (Spectrum 100, Perkin Elmer, USA) ile alinmistir.

3.3. Metakrilamidohistidin (MAH) Monomerinin Sentezi

2-metakriloamidohistidin monomerinin sentezlenmesinde kullanilan yontemde; 5,0 g L-
histidin ve 0,2 g NaNO,, 30 mL K,CO3’da(% 5, v/v)¢oziilmiistiir. Olusan ¢ozelti O °C’a
sogutulmustur. Sonra 4,0 mL metakroilkloriir, bu ¢6zeltiye yavas yavas eklenmistir.
Olusan ¢ozelti, oda sartlarinda 120 dakika boyunca azot atmosferi altinda, manyetik
karistirict  yardimiyla karigtirilmigtir.  Tepkime sonucunda, ¢ozeltinin pH’1 7,0’ye

ayarlanmig ve etilasetat ile ekstrakte edilmistir.
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Sulu faz, doner buharlastiric1 kullanilarak uzaklastirilmis ve kalan kistm (MAH),

etanol/etilasetat karisimindan kristallendirilerek saflastirilmistir (Say ve ark., 2002).

3.4. Metakrilamidohistidin-Cu(l1) [MAH-Cu (11)] Metal-selat Monomerinin
Sentezi

Metakrilamidohistidin-Cu(ll) [MAH-Cu (Il)] metal-selat monomerinin sentezi igin 1
mmol MAH monomeri 15 mL etanolde ¢oziilmiistiir. Uzerine 1 mmol CuSO4.5H,0
yavagca ve siirekli karistirilarak eklenmistir. Bu ¢ozelti 3 saat karistirilmis ve olusan
berrak mavi renkteki kompleks, doner buharlastiricida ¢o6ziiclisii uzaklagtirilarak

etanol/asetonitril karistmindan kristallendirilmistir (Bereli ve ark., 2008).

3.5. Metakrilamidohistidin-Cu(ll)-triptofan [MAH-Cu(l1)-triptofan] Metal-selat

Monomerlerinin On Organizasyon Cozeltilerinin Hazirlanmas:

MAH-Cu(ll)-triptofan metal selat monomeri sentezi i¢in; 0,01 mmol MAH-Cu(ll) ve
0,01 mmol triptofan igceren etanol ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler birbiri iizerine

eklenerek 24 saat boyunca karistirilmistir.

HN O

Sekil 3.1. MAH-Cu(ll)-Triptofan yapisi
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3.6. Triptofan Baskilanmus QCM Elektrotun Hazirlanmasi

Altin elektrotlar polimerize edilmeden oOnce piranha ¢o6zeltisi (H,SO4:H,0,, 3:1)
yardimiyla yikanmislardir. Hazirlanan bu ¢ozeltide kristaller 10 dakika bekletilmis,
once etanol ile sonra saf su ile yikanmig sonra kurutulmustur. Kuvars kristal
mikroterazinin yikanmis altin yiizeyinde, polimerizasyona acik uc elde edebilmek igin
kristal, 1 giin siireyle 2 propen-1-tiol (allil merkaptan, SH-CH,-CH=CH,) iceren
etanol/su (4:1, v/v) c¢ozeltisinde bekletilmistir. Kristalde olusan tiyol gruplarinin
fazlasini ¢ikarmak igin etanol ve saf su kullanilmistir. MAH-Cu(I1)-Triptofan monomeri
(50 uL), capraz baglayici (etilenglikoldimetakrilat) (250 uL) ve AIBN karisimi etanolde
¢oOziilmiis ve cozelti kuvars kristal mikroterazi elektrotuna damlatilmistir. Elektrot
yiizeyi 4 saat siire ile oda sicakliginda utraviyole 15181 ile polimerize edilmistir.
Elektrotlar, etanol/asetik asit (9:1, v/v) geri yikama g¢ozeltisinde 1 giin siire ile

bekletilerek, kalip uzaklastirilmasi saglanmistir (Liu ve ark., 2006).
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Sekil 3.2. QCM nanosensor ylizeyindeki triptofan bellek olusumu
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3.7. Triptofan Baskilanmis QCM Elektrot ile Sensor Olciimleri

Geri yikama ¢ozeltisinde bekletilen triptofan baskilanmig kristaller saf su ile yikanip
kurutulmasinin ardindan sabit rezonans frekansi (Fo) Olglilmiistiir. Ardindan fosfat
tamponu igerisinde olusturulan triptofan standart ¢ozeltisi (16 pL), Kuvars Kkristal
mikroterazi elektrodun yiizeyine damlatilmis ve 1 giin bekletilmistir. Sensor frekansi
kararli oluncaya dek (F;) takip edilmistir. Triptofan farkli konsantrasyon igin frekans
kayma degeri, AF=F-F; esitligi kullanilarak hesaplanmistir. Yapilan her dl¢iimlerden
sonra triptofan, geri yikama ¢ozeltisi ile yikanarak uzaklastirilmigtir. Sensoriin frekans

degeri yaklasik olarak Fy’a kadar geri elde edilmistir.

Sekil 3.3. Kuvars kristal mikroterazi

3.8. Triptofan Baskilanmms QCM Elektrot ile Seg¢icilik Calismalari

Triptofan baskilanmigs QCM elektrot ile segicilik ¢alismalarinda, L-fenil alanin tercih
edilmistir. Triptofan baskilanmis kristaller ilk once saf su ile temizlenmis ve
kurutulduktan sonra Fo Ol¢iilmiistiir. Ardindan etanolde hazirlanan L-fenil alanin
standart ¢ozeltisi (16 pL), QCM elektrotun yiizeyine damlatilmis ve 1 giin
bekletilmistir. Sensoriin frekanst kararli oluncaya dek (F;) takip edilmistir. L-fenil
alanin i¢in frekans kayma degeri, AF=Fy-F; esitligi kullanilarak hesaplandiktan sonra
L-fenil alanin geri yikama ¢ozeltisi ile yikanarak uzaklagtirilmistir. Sensoriin frekansi

yaklagik olarak Fy’a kadar geri elde edilmistir.
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3.9. Triptofan Baskilanmms QCM Elektrot ile Ger¢cek Numunelerde Triptofan
Miktar Tayini

Triptofan baskilanmig QCM elektrot ile gergek numune analiz ¢alismalari igin siit, muz,
fisttk ve susam numuneleri kullanilmistir. Triptofanin muz, fisttk ve susam
numunelerinden izole edilmesinde, asit ¢dzeltisinden faydalanilmistir (Friedman ve
Finley, 1971). Siit i¢in slizme yontemi kullanilmistir. Triptofan baskili kristaller dnce
saf su ile yikanmig ve kurutulma isleminden sonra sabit rezonans frekanst (Fp)
hesaplanmistir. Daha sonra santrifiijde ¢oktiiriillen numunelerden elde edilen muz, fistik
ve susam c¢ozeltileri ile siit numunesi sirasiyla (16 puL), QCM elektrotun yiizeyine
damlatilmis ve 1 giin bekletilmistir. Sensoriin frekansi kararli hale gelene kadar (F;)
takip edilmistir. AF=F¢-F1 esitliginden frekans kaymalar1 hesaplanmistir. Her bir
6l¢iimden sonra elektrot geri yikama ¢ozeltisi ile yikanarak triptofan uzaklastirilmistir.
Sensoriin frekanst yaklasik olarak Fo degerine kadar geri elde edilmistir. Kalibrasyon
caligmalarindan yararlanilarak siit ve gida numuneleri igerisindeki triptofan miktar

tespit edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MAH, MAH-Cu(Il) Monomerlerinin ve MAH-Cu(ll)-triptofan Kompleksinin
Karakterizasyonu
100.0 _

e VPN TRV
% v | : f\ f’l Y | ‘l "l‘} \ | |
'\ '
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701 \ .‘ \ 'Z Hll
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Sekil 4.1. MAH monomerinin FTIR spektrumu

MAH monomerinin karakterizasyon islemi FTIR ile yapilmistir. Sekil 4.1°’de FTIR
analizlerinin karakteristik pikleri incelendiginde MAH yapisina ait karakteristik
karbonil bantlar1 1600 ve 1700 cm™’de ve amid II gerilme titresim bandi 1500-1550 cm’

L de goriilmektedir.
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Sekil 4.2. MAH-Cu metal selat monomerinin FTIR spektrumu

MAH-Cu(ll) metal-selat monomerinin karakterizasyonu igin kullanilan FTIR
analizlerinin karakteristik pikleri ise soyledir: FTIR: v (cm™) = 3400 ile 3250 (-CONH-
), 3095 (vinil C-H gerilme), 1680 (C=0 karbonil gerilme), 1250 (C-O gerilme), 498
(Cu-N gerilme, zayif bant). Burada, MAH monomerinin 1710 cm™de gériilen karbonil
bandinin 1680 cm™e kaydigi goriilmektedir. Ayrica 498 cm™de gorillen Cu-N
etkilesim bandi da bakir iyonlarinin MAH monomeri ile etkilesime girdigini

kanitlamaktadir.
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Sekil 4.3. MAH-Cu(ll)-triptofan kompleksinin FTIR spektrumu

MAH-Cu(ll)-triptofan kompleksinin FTIR karakterizasyonu incelendiginde, 1150-1400
cm™deki ¢ikan pikler triptofandan gelen C-N etkilesiminin gerceklestigini

gostermektedir.

4.2. Triptofan Baskih QCM Elektrotun Yiizey Karakterizasyonu

QCM elektrotun altin yiizeyinin allil merkaptan ile modifiye edilmesi sonucu, Au-S
halinin ve polimerlesmeden sonra olusan Au-S-polimer halinin, ylizey morfolojisindeki
degisim goriintiileri atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile alinmigtir. Altin elektrotun
saf halinin AFM goriintiisii  Sekil 4.4’de gosterilmistir.  Altin  elektrotun, allil
merkaptanla modifiyesinin goriintiisii Sekil 4.5°te verilmistir. Polimerlesmeden sonraki
ylizeyin yapist ise Sekil 4.6’da goriilmektedir. Yiizey morfolojisinde meydana gelen
degisimlerden, yiizeyde modifikasyon ve polimerizasyon isleminin gergeklestigi
gozlenmektedir. Altin elektrot ylizeyinde meydana gelen modifikasyon ve
polimerizasyon sonucunda sensoriin kalinliginin 322,98 nm boyutunda olmasi sensoriin

nanosensOr oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.4. QCM elektrotun altin ylizeyinin AFM goriintisii
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Sekil 4.5. Allil merkaptan ile modifiye edilmis QCM elektrotun altin yiizeyinin AFM gériintiisii
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Sekil 4.6. Polimerlestikten sonra QCM elektrotun altin yiizeyinin AFM goriintiisii
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4.3. Ligand Etkilesimi Aracihigiyla Triptofan Baskih QCM Nanosensorlerin

Baglama Etkilesimlerinin Ol¢iimii

Altin kuartz kristaller {izerine triptofan ligand-degisim metoduyla baskili polimerlerini
hazirlamak i¢in, metakroil bazli yeni bir yontem gelistirilmis ve triptofan MAH-Cu(ll)-
triptofan polimerinin triptofan seciciligi incelenmistir. Kalip molekiiliin metakroil
temelli metal-selat kopolimerine baglanmasi kristalin frekansina yansiyan kiitlede bir

degisime (Am) neden olmaktadir. Kiitle degisimi ve frekans kaymasi arasindaki baginti

su sekildedir:
2F¢Am
AF = — A:’/p_u (4.1)
Bu esitlikte;

F, : Temel frekans

A : Piezoelektriksel yiizey alani

p : Kuartzin yogunlugu

m : Kuartzin kayma modiiliinti gostermektedir.

Saf suda bulunan baskili polimer kapli sensoriin frekansi kararli oldugu an triptofan
¢ozeltisi dedektor hiicresinin tizerine damlatilmistir. Triptofan ¢ozeltisinin ilavesi ile
birlikte sensoriin frekans1 azalmaya baslamis ve 20 dakika i¢inde sabit bir degere
gelmistir (Sekil 4.7).

Ligand degisim tepkimesinin hayli hizli bir sekilde dengeye ulastigi gozlenmistir.
Kuartz kristal iizerinde baskilanmis olan polimere triptofanin tutunmas: frekans
degisikliginden  anlasilmaktadir.  Ayrica  baskilanmamis  polimere  triptofan

baglanmasinin ¢ok daha zayif oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Triptofan baskilanmis ve baskilanmamis nanosensor frekans degerleri

Baskilanmis polimer ve triptofan arasindaki baglanma etkilesimleri ve esitlik denklemi
Scatchard analizi yontemi ile hesaplanmistir. Ayrica bu analiz teknigi molekiiler
baskilanmis polimer c¢alismalarinda Onceleri de faydalanilmistir. Scatchard analiz

isleminde asagidaki denklem kullanilmaktadir.

% - Q?_fc B ,f—D (4.2)
Bu denklemde;
Q : Polimere baglanan triptofan miktarimi
C : Serbest triptofan derisimini
Qmax - Baglanma bolgelerinin maksimum sayisini
Kp . Ligand-degisim temelli metal-selat kopolimerinin ayrisma sabitini ifade

etmektedir.
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Sekil 4.8. Triptofan baskili polimerin Scatchard egrisi

Sekil 4.8’de 0.01-1000 uM degerlerindeki triptofan ¢ozeltisinin Scatchard egrisi

goriilmektedir.

€= -1090,8Q +5216,2 (4.3)
Scatchard baglanma sabiti (Ka) 109,08x10" M™ ve ligand-degisim bolgelerinin sayisi,
Qmax 4.78 nmol esitlik 4.3’ten hesaplanmustir. Sekil 4.8 incelendiginde grafik lineer
degildir ve R? ¢ok kiigiik ¢ikmustir. Bundan dolayr baglanma sabiti (Ka) ve ligand-
degisim bolgelerinin sayist (Qmax) Net olarak hesaplanamamistir. Dolayisiyla triptofan
baskili MIP sensoriiniin Scathard analizi i¢in uygun oldugu sdylenemez.

Scathard analiz yOnteminin uygun olmadigi durumlarda Langmuir analiz yontemi

kullanilmaktadir. Bu analiz yonteminde asagidaki denklem kullanilmaktadir.

1_ (;l) n (;) (4.4)
Q [Qmax.b] C [Qmax]

Bu esitlikte;

b : Langmuir sabitini,

Q : Polimere baglanan triptofan madde miktarini,

C - Serbest triptofan derisimini,

Qmax : Baglanma bolgelerinin maksimum sayisini gostermektedir.
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Sekil 4. 9. Triptofan baskili polimerin Langmuir egrisi

Sekil 4.9’da 0,01-1000 pM degerlerindeki triptofan ¢ozeltisinin Langmuir grafigi
goriilmektedir.

i

== (%) +0,0002 (4.5)
Esitlik 4.4’ten MIP sensore, triptofan baglanmasi i¢in Langmuir baglanma sabiti (b)
142857 M™ ve ligand-degisim bélgelerinin  sayis;, Qmax 5000 nmol olarak
hesaplanmustir. Sekil 4.9°da R? degeri (0,9659) oldukea yiiksektir. Bu degerin yiiksek
olmasi triptofan baskili QCM nanosensoriiniin Langmuir analizi i¢in kullanilabilir
oldugunu gostermektedir. Diger taraftan Langmuir baglanma sabiti degerinin de yliksek

olmasi baglanma bolgelerindeki afinitenin hayli kuvvetli oldugunu gosterir.

Cizelge 4.1. Triptofan baskili QCM nanosensoriin Langmuir ve Scatchard analizlerinin

karsilastirilmast
Molekiil Langmuir b (M™)  Qmax (nmol) Scatchard Ka (M™) Qmax (nmol)
Triptofan  1,42x10° 5000 109,08x10’ 4,78
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4.4. Triptofan Baskilanmms QCM Elektrotun Segiciligi

Hedef molekiil ve MIP-QCM nanosensoriin, metal-selat baglanma bolgeleri arasinda
meydana gelen etkilesimin segiciliginin gbzlenebilmesi ig¢in triptofan molekiiler
yapisina benzeyen fenil alaninin (Sekil 4.10.b), baskilanmis kuartz kristal nanosensor
tizerine adsorpsiyonlar1 arastirilmistir. 100 uM’lik fenil alanin ¢ozeltisi ile triptofan
baskilanmis polimer, 1 giin siire ile etkinlestirilmistir. Bu etkilesimin sonucu Sekil 4.11
ve Cizelge 4.2 ’de gosterilmistir. Triptofan baskilanmis sensoriin fenil alanine oranla 9

kat daha segici oldugu goriilmiistiir.

OH

(b)
Sekil 4. 10. (a) Triptofan (b) Fenil alaninin kimyasal yapist
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Sekil 4.11. Triptofan baskili sensériin triptofan ve fenil alanin igin frekans degerleri (100 uM
igin)
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Sonuglardan da goriildiigii gibi triptofan baskili polimerin, triptofan i¢in daha yiiksek

seciciligi oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Triptofan baskili polimerin segiciligi

Q (mg/g) Q (mg/g) K K K’
(baskilanms) (baskilanmamis) (baskilanmis) (baskilanmamis)
Triptofan 62,86 4,87 - - -
Fenil alanin 6,92 3,66 9,08 1,33 6,8

4.5. Triptofan Baskilanmms QCM Elektrot ile Ger¢ek Numunelerde Triptofan
Tayini

Gergek numunelerde triptofan analizi i¢in siit, muz, susam ve fisttk numunelerinin,
triptofan baskilanmig QCM elektrotla etkilesiminde ortaya ¢ikan frekans kaymalar1 ve
Sekil 4.12°de verilen kalibrasyon grafiginden yararlanilarak hesaplanan sonuglar

Cizelge 4.3 te goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Gergek numune analiz sonuglart

Numune Frekans Triptofan Triptofan Literatiir verileri
kaymasi derisimi miktari (mg/100g)
(Hz2) (nM) (mg/100g)

Siit 1244 62.7 82 80 (Rambali ve ark., 2002)
Muz 789 10.7 14 10 (Rambali ve ark., 2002)
Yer fistigi 1701 241 315 330 ( www.turkomp.gov.tr)
Susam 1734 276.9 362 370 (Rambali ve ark., 2002)
350 (www. turkomp.gov.tr)




4.6. Triptofan Baskilanmms QCM Elektrotun Analitik Performans

Triptofan baskili kuartz kristalin, triptofan derisim degerlerine karsilik frekans kaymasi
degerleri sonucu ortaya c¢ikan kalibrasyon grafigi Sekil 4.12°de gosterilmektedir.
Triptofan 0,01 ile 1000 uM derisim araliginda dogrusal bir grafik elde edilmistir ve
triptofan baskilanmig kuvars kristalin tayin limiti 8,3 nM’dir. Triptofan derisimi ile
frekans kaymasi degerlerinin dogru orantili oldugu goriilmektedir. Dogrunun R? degeri
0,9895 olarak bulunmustur. Deneyler ti¢ tekrarli yapilmistir. Her bir veri seti basina
ortalama degerler ve standart sapmayi hesaplamak i¢in standart istatistiksel teknikler

kullanilmistir. Giiven araligi % 95 tutulmustur.

baskilanmamis sensor
2000

7000 -
) y =906,03x - 175,6
6000 R? =0,9895
I 5000
2 000 == Triptofan baskilanmig
% 4 sensor
= 3000 —— Triptofan
S
2
()
fr

—— Dogrusal (Triptofan

1000 baskilanmis sensor)

0
0,01 01 1 10 100 1000

Triptofan konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.12. Triptofan baskili sensor i¢in kalibrasyon grafigi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismamizda, MAH-Cu(II) metal selat monomeri ile MAH-Cu(ll)-Triptofan metal
selat monomeri, 6n organize monomer sistemi ile hazirlanmis ve bu sistem kullanilarak
molekiiler baskilanmis polimerler QCM elektrot yiizeyinde nanomolar seviyelerinde
triptofan algilamak i¢in nanosensér hazirlanmigtir. Bu nanosensor, farkli gida
numunelerindeki triptofan miktarin1 belirlemek igin kullanilmistir. Olgiim sonuglarina
bakilarak, molekiiler tanima agisindan 6nemi incelenmistir.

MAH monomeri FTIR ile karakterize edilmistir. FTIR spektrumu incelendiginde MAH
yapisina ait karakteristik karbonil bantlar1 1710 ve 1629 cm™ de ve amid Il gerilme
titresim band1 1529 cm™de saptanmugtir.

MAH-Cu(ll) metal-selat monomerinin karakterizasyonu igin kullanilan FTIR
analizlerinin karakteristik pikleri ise soyledir: FTIR: v (cm™) = 3400 ile 3250 (-CONH-
); 1680 (C=0 karbonil gerilme); 1250 (C-O gerilme); 498 (Cu-N gerilme, zayif bant).
Burada, MAH monomerinin 1710 cm™de goriilen karbonil bandinin 1680 cm™e
kaydigi goriilmektedir. Ayrica 498 cm™’de goriilen Cu-N etkilesim bandi da bakir
iyonlarinin MAH monomeri ile etkilesime girdigini kanitlamaktadir.
MAH-Cu(ll)-Triptofan ~ 6n  organizasyon sisteminin FTIR karakterizasyonu
incelendiginde, 1150-1400 cm™ deki ¢ikan pikler, triptofandan gelen C-N etkilesiminin
gercgeklestigini gostermektedir.

QCM elektrotun altin yiizeyinin morfolojisi, atomik giic mikroskobu (AFM)
kullanilarak incelenmistir. Elektrotun yiizeyi allil merkaptan ile modifikasyona tabi
tutulduktan sonra Au-S halinin ve polimerizasyondan sonraki Au-S-Polimer halinin
yiizey karakterizasyonu incelenmistir. Yiizey morfolojisindeki degisiklikler, yiizeyde
modifiyenin meydana geldigini ve yilizeyde polimerizasyonun gerceklestigini
gostermektedir.

Scatchard ve Langmuir yontemleri kullanilarak triptofan baskilanmis QCM
nanosensoriin affinite sabitleri bulunmustur. QCM nanosensore triptofan baglanmasi
icin yapilan hesaplamalarda Scatchard baglanma sabiti (Ka) 109,08x10" M™ve ligand-
degisim bdlgelerinin sayisi, Qmax 4,78 nmol olarak hesaplanmistir. Elde edilen grafigin
R? degeri ¢ok kiiciik ¢ikmis ve ayn1 zamanda dogrusal olmadigindan baglanma sabiti
(Ka) ve ligand-degisim bolgelerinin sayist (Qmax) net olarak hesaplanamamistir. Bundan
dolay triptofan baskili molekiiler baskilanmis polimer sensoriiniin Scathard analizi igin

uygun oldugu sdylenemez.
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Buradan hareketle, tek tabakali adsorpsiyon ve ¢6zeltiden adsorpsiyon i¢in kullanilan
Langmuir analizi yapilmis ve triptofan baskilanmis polimer ile QCM olglimleri
sonucunda, triptofan baskili QCM nanosensdre triptofan baglanmasi i¢in Langmuir
baglanma sabiti (b) 1,42x10°> M ve ligand-degisim bélgelerinin sayist, Qmax 5000 nmol
olarak hesaplanmistir. Langmuir baglanma sabiti degerinin de yiiksek olmasi baglanma
bolgelerindeki afinitenin hayli kuvvetli oldugunu gosterir.

Nanosensoriin  segiciliginin anlasilmasi i¢in yapilan calismada triptofan molekiiler
yapisina benzeyen L-fenil alanin ile c¢alisilmis ve triptofan baskili kuartz kristal
nanosensor {izerine adsorpsiyonlar1 incelenmistir. Sentezlenen nanosensoriin triptofan
igin, L-fenil alanine oranla 9 kat daha fazla secici oldugu goriilmiistiir. Triptofan baskili
kuartz kristalin tayin 8,3 nM’dr.

Gerg¢ek numuneler icin yapilan ¢alismalar igin segilen siit, susam, fisttk ve muzdan
alman numunelerin triptofan baskilanmis QCM elektrotla etkilestirilmesi ile ortaya
cikan frekans kaymalar1 ve Sekil 4.12°de verilen kalibrasyon grafiginden elde edilen
konsantrasyon miktarlar1 Cizelge 4.3’de verilmistir. Cizelge 4.3’te verilen gida
numunelerinde gergeklestirilmis, analiz sonuglarina bakildiginda, triptofan baskili QCM
sensorden elde edilen sonuglarin diger literatiirdeki yapilmis analiz sonuglarini destekler
nitelikte oldugu goriilmistiir. Sonuglarin  kiyaslanmasiyla, MIP temelli QCM
nanosensoriin basarili bir sekilde hazirlandigr ve gergek numune analizi i¢in uygun
oldugu sonucuna varilmstir.

Yaptigimiz ¢alismada hazirladigimiz triptofan baskili QCM nanosensoér, diisiik tayin
limiti, yiiksek seciciligi ve gergek numunelere uygunlugu bakimindan, ileride patenti
alinarak, 6zellikle gida laboratuvarlarinda saglik agisindan ¢ok 6nemli bilesiklerden biri
olan triptofan tayininde kullanilmak {izere, daha ucuz ve kullanimi kolay bir yontem

olarak gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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