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OZET

YUKSEK LISANS

TiYOL BAGLI KALIKS[4]AREN MODIiFiYELi QCM SENSORLERIN
BiYOANALIT ALGILAMA OZELLIKLERININ iINCELENMESI

Merve AKPINAR

Selguk Universitesi Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mustafa TABAKCI
2017, 112 Sayfa

Jari
Prof. Dr. Mustafa TABAKCI
Prof. Dr. Bedrettin MERCIMEK
Doc. Dr. Hiiseyin DEVECI

Bu ¢alisma, kiral kalis[4]aren tiirevleri kapli QCM sensérlerin hazirlanmasi ve askorbik asit
izomerleri icin algilama ozelliklerinin incelenmesini igermektedir. Bu amagla, QCM kristallerine
kaplanan kiral kaliks[4]aren tiirevleri sentezlenerek yapilari, FTIR, 'H-NMR ve BC-NMR gibi
spektroskopik yontemlerle incelendi. Sentezlenen kiral kaliks[4]aren turevlerinin kloroform igerisinde
¢oOzeltide bekletme yontemi kullanilarak QCM yiizeyinde ince filmler olusturuldu. Sentezlenen kiral
kaliks[4]aren tiirevleri ile kapli QCM sensorlerin, D- ve L-askorbik asit izomerlerine karsi algilama
Ozellikleri incelendi. Kiral ayrim degerlerine bakildiginda kiral kaliks[4]arenler arasinda en iyi ayrimi
saglayan algilayict malzemenin kiral kaliks[4]aren 10b ve 6¢ oldugu goriildii. Boylece, kiral kaliks[4]aren
tirevlerinden hangisinin hangi askorbik asit enantiyomerine karsi algilamada daha ilgili oldugu belirlendi.
Algilama siirecinde, QCM yiizeyinde analitler ve kiral kaliks[4]aren tiirevleri arasindaki hidrojen bagi
etkilesimlerinin 6nemli bir rol oynadig1 ve Schiff bazi ile tiirevlendirilen kiral kaliks[4]arenlerin en etkili
algilama materyalleri oldugu sonucuna varildi. Sensor tepkilerinin algilama limiti (LOD), duyarlilik ve
zaman sabitleri, her iki yaklagimla (kiral ayrim ve stokiometrik oran) belirtilen biyosensor-biyoanalit
ciftleri i¢in farkli analit konsantrasyonlarinda galisilarak hesaplandi. Algilama siirecinde gergeklesen
biyosorpsiyon prosesinin Langmuir ve Freundlich izotermlerine uygunlugu degerlendirildi. En etkin
biyosensor-biyoanalit ¢iftleri ig¢in kaliks[4]aren igerigi ve kaplama teknigi degistirilerek kiral ayrim
bakimindan sonuglar degerlendirildi. Yapilan farkli kaplama yontemleri tizerinde olusturulan etkili QCM
biyosensor filmlerin temas agilar1 6l¢iildii ve AFM gériintiileri alindi. Biyosensorlerin biyoanalitlere karst
tekrarlanilabilirlik testleri gergeklestirilerek biyosensorlerin kararliliklari belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Askorbik asit, kiral kaliksaren, sensor, biyoanalit, kuartz kristal mikroterazi.
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MS THESIS

INVESTIGATION OF BIOANALYTE SENSING PROPERTIES BY THIOL
BONDED CALIX[4]JARENE MODIFIED QCM SENSORS
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This study includes the preparation of chiral calix[4]arene derivative coated QCM sensor and
their using in sensing studies of ascorbic acid isomers. For this aim, various chiral calix[4]arene
derivatives (6a, 6b, 6¢, 6d and 10a, 10b, 10c and 10d) were synthesized and their structures were
characterized by some characterization techniques such as FTIR, 'H-NMR and *C-NMR. These chiral
calix[4]arene derivatives were dissolved in chloroform and were coated to obtain thin films on QCM
crystal surfaces by soaking method. Thus, it was obtained chiral calix[4]arene derivative coated QCM
sensors and it was investigated their sensing properties towards D- and L-ascorbic acid derivatives. Chiral
calix[4]arenes 10b and 6¢ were obtained most effective sensing materials in chiral discrimination of
ascorbic acid isomers. Herein, it was concluded that hydrogen bond interactions between analytes and
chiral calix[4]arene molecules on QCM surface played an important role and Schiff base functionalized
chiral calix[4]arene was most effective sensing materials in sensing process. Limit of detection (LOD),
sensitivity and time constants of sensor responses were calculated by studying at different analyte
concentrations for biosensor-biyoanalyte pairs which specified by both approach (chiral discrimination
and stochiometric ratio). Sensing progress was evaluated in terms of biosorption by Langmuir and
Freundlich isotherms. The results of the chiral discrimination were examined by varying the calix[4]arene
dosage and the coating technique for efficient biosensor-bioanalyte pairs. The contact angles and AFM
images of efficient QCM biosensor films preparing by using different coating methods were evaluated.
The stability of the biosensors was determined by repeatability tests of biosensors against bioanalytes.

Keywords: Ascorbic acid, chiral calixarene, sensor, bioanalyte, quartz crystal microbalance.
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1. GIRIS

Biyosensorler biyolojik yapidaki malzemeler ile fizikokimyasal analiz yéntemlerinin
biraraya getirilmesi ile olusan analitik sistemlerdir. Biyosensorlerde, biyolojik sistemin
yiiksek spesifik 0Ozelligi ile fiziksel analiz sisteminin tayin duyarliligi bilestirilmistir.
Biyoorganik molekiil ve bazi inorganik molekiillerin analizinde kullanilabilmesi i¢in ¢ok
sayida biyosensor gelistirilmistir. Son yillarda biyosensorler, en fazla saglik alaninda olmak
iizere; cevresel analizlerde, askeri sahada, gida, farmasétik ve kimya endiistrilerinde
kullanilmaktadir (Kokbas 2013).

Biyosensorler temelde; analitin  biyosensor yiizeyindeki biyobilesen (biyolojik
tanimlama bolgesi) ile etkilesmesi sonucu doniistiiriicli yiizeyinde analit miktariyla orantili bir
sekilde sinyal olusumu ve bu sinyalin verdigi yanitin Olgiim cihazina iletilmesi ilkesine
dayanir. Biyosensorlerde biyobilesen olarak enzimler, mikroorganizmalar, bitkisel ve
hayvansal dokular, reseptorler, antikorlar ve niikleik asitler kullanilabilmektedir. Analiz
edilecek molekiile uygun olarak bir biyobilesen ve analitin doniisiimii sonucunda olusan
elektrokimyasal, optik, akustik ya da gravimetrik tepkiyi elektriksel sinyale doniistiirebilen
uygun bir dontistiiriicii segilmelidir. Doniistiiricii ve biyobilesenler fiziksel ya da kimyasal
yollarla birbirlerine kolaylikla baglanabilmektedir. (Kokbas 2013).

Biyosensor uygulamali ¢alismalarin  bir¢ogunda, biyolojik analitin biyokimyasal
madde ile etkilesiminin belirlenmesi ya da tayininde elektrokimyasal, termal, kalorimetrik,
optik ve akustik temelli sensorler kullanilmaktadir (Corcuera ve Cavalieri 2003). Akustik
doniistirticiilerden olan kuartz kristal mikroterazi (QCM) sisteminin bilimsel ¢aligmalardaki
kullanim1 giderek artmaktadir. QCM sistemi, biyolojik analit ile biyokimyasal malzeme
arasindaki iligkiden kaynakli nanogramlik kiitle degisimlerini algilamay1 kolaylastirilan bir
sistemdir (Lee ve ark. 2003). QCM, algilayic1 kimyasal film tabakasi ile kaplanmis
elektrotlarin olusturdugu, elektriksel enerjiyi mekanik enerjiye doniistiiren elektromekanik bir
rezanatordur. QCM sensorler piezoelektrik ilkesine bagl olarak ¢aligmaktadirlar.

Algilayict madde olarak makromolekul yapilarm kullanilabilirligi  konusundaki
calismalara az da olsa rastlanilmaktadir. Bu makromolekillerden biri olan kaliksarenlerin
kullanimi1 da yok denecek kadar azdir. Kolay sentezlenmesi, diisiik maliyetli olmasi ve farkli
uygulama alanlarinda kullanilabilmesi nedeniyle supramolekiiler bir bilesik olan kaliksarenler
hakkinda son zamanlarda pek c¢ok g¢alisma yapilmis olsa da, biyosensor iizerine yapilan

calismalar sinirhdir.



Kaliksarenlerin kolaylikla tiirevlendirilmesi kullanim alanlarmi genisletmektedir.
Kaliksarenlerin tiirevlendirme yolu ile, algilanmasi hedeflenen biyoanalit molekiiliiyle iyi bir
etkilesim yapabilecek duruma getirilebilmesi ve QCM ylizeyine kolaylikla kaplanabilmeleri
onlarin QCM biyosensor olarak hazirlamada algilayict madde olarak kullanilabileceklerine
isaret etmektedir.

Dolayisiyla bu calismada kiikiirt atomlar1 igeren farkli yapidaki kiral kaliks[4]aren
tiirevlerinin QCM yiizeylerine algilayici malzeme olarak kaplamak {izere sentezlenmesi ve
boylece hazirlanan yeni modifiye QCM sensorleri, biyolojik énemi bilinen askorbik asit
izomerlerinin algilanma ve kiral ayrim ¢alismalarinda kullanarak kaliks[4]aren kapli etkili ve

secimli QCM biyosensorlerin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sensorler

Teknolojinin gelismesiyle birlikte her gegen giin yeni 6zelliklere, yiiksek secicilige ve
hassasiyete sahip yontem ve cihazlara olan ihtiyag artmaktadir. Ihtiyag duyulan bu
yontemlerin basinda da bu O6zelliklere sahip sensorlerin bulunmasi gelmektedir. Sensorler
fiziksel olarak Sl¢tiigli degeri sinyale doniistiirerek elektronik bir cihaz tarafindan izlenebilen
modern analitik cihazlara verilen genel addir.

Analiz edilecek olan madde ile aktif ylizey bileseninin se¢imli sekilde etkilesime
girmesi sonucu olugan sinyalin iletilmesini saglayan bir iletici sistemle birlestirilmesi ve
olglim sistemleri ile kombinasyonlar1 sonucu sensorler olusturulur (Wang 1997) .

Sekil 2.1’ de herhangi bir sensériin genel yapisi gdsterilmistir. Ornegin, civali bir
termometrede kalibrasyonu yapilmis bir cam tiip icerisinde bulunan civanin genlesmesi ile
sicaklik degeri Olgiilerek, sensor olarak kullanilan termogiftler tarafindan kullaniciya bir

voltmetre yardima ile ¢ikis voltajina doniistiiriilmektedir.

Aktif Yiizey Cevirici
+/ Elektrokimyasal: Elektrot
+ / Elektrik
/ Isi: Termistir sinyali
I / Genellikle
Kiitle degisim cihazlar: voltaj
‘ // Piezoelektrik

Sekil 2.1. Sensorlerin genel gosterimi (Gultekin 2009).

Sensorlerin amaci, giren bilginin miktarma yanit olarak ¢ikis sinyalini iiretmektir.
Cikis sinyali de genel olarak elektriksel, dijital voltaj pulsu veya giren bilgi miktarinin
degerinin frekansini dlgen titresen voltajlar halinde olabilir. Bir numune igin herhangi bir
analizde kullanilabilecek sensorlerin uygunlugunu belirlemede numunenin yapisinda bulunan
kimyasal girisimler, sicaklik ve basing gibi fiziksel parametreler etkilidir. Bu ylizden
sensorlerin hepsi ideal bir sensér kavramindan az ya da c¢ok olarak sapmaktadir. Ornegin
verilen bir numune matriksinde var olan belirli bir analit malzemeyi saptamak icin ¢ok ylksek
bir performansa sahip sensor farkli basing, sicaklik veya kimyasal girisim vb. gibi durumlarda

ayn1 analiti saptamak i¢in uygun bir sensor 6zelligine sahip olamayabilir (Gtiltekin 2009).



2.1.1.Sensorlerin uygulama alanlari

Sensorler giin gectikge hayatimizi kolaylastiran her bir cihazin igerisine entegre
edilmis halde Onimiize sunulmaktadir. Buna Ornek olarak; telefonlardaki, dizisti
bilgisayarlardaki ve tabletlerdeki dokunmatik ekranlar ve 1s1k algilayict diizenekler verilebilir.
Bunun yani sira sensorler; savunma, robotik ekipmanlar, otomotiv, makineler, uzay bilimi,
tip, ilag, gida ve iiretim gibi alanlarda son yillarda sik¢a kullanilmaya baglamistir. Sensdrler
ile kiitlesel debi, hacimsel debi, uzunluk, agirlik miktari, alan, sicaklik, pH 6l¢timleri, 1s1 akist,
voltaj-akim-diren¢ degisimleri, frekans, faz, oksidasyon/rediiksiyon miktari, reaksiyon hizlar
vb. kalitatif ve kantitatif analizler rahatlikla yapilmakta ve gelismektedir (Anonim 2017).

Sensorler konusu kimya alaninin uzun yillardir ilgisini ¢ekmektedir. Buna 6rnek
olarak asit-baz ayirt etmede kullanilan turnusol kagidi verilebilir. Ortamin pH degerine gore
farkli renkler alan turnusol kagidi sensdr kavramini anlamamizda yardimei olmaktadir.
Turnusol kagidi ile hassas olmayan bir nitel analiz yapilabilmektedir. Ayrica turnusol
kagidinin gelisim siireci sensorlerin gelisimi konusunda da bize yardimci olacaktir. pH
Olciimlerinin daha hassas hale getirilmesi i¢in ilerleyen siirelerde pH kagitlar1 piyasaya
striilmiistiir. pH kagitlar1 iizerinde c¢esitli indikatdrler bulundugu icin, ¢ézeltinin pH degerine
gore farkli oranlarda renk degisimleri gozlemlenmektedir. Bu durum sayesinde standart bir
skala ile pH kagidinda olusan renk yogunluguna gore c¢ozeltinin pH degeri
hesaplanabilmektedir. pH kagitlarindan sonra ise piyasaya daha hassas analizler yapabilen
pHmetreler  siriilmistiir.  pHmetreler  elektrot  yardimiyla  ¢ozeltideki  hidrojen
konsantrasyonunu hesaplayip elektriksel yanita (voltaj degisikligi) doniistiirmektedir. Bu
sekilde c¢ozelti pH’1 Olgiilerek, ortamin asitlik-bazikligi yiiksek bir duyarlilikla
Olcilebilmektedir (Stetter ve ark 2003).



2.2. Biyosensorler

2.2.1. Biyosensorlerin tanimi

Canlilar yasadiklar1 ortamlardaki kiiglik veya biiyilik degisiklikleri ¢ok hizli bir sekilde
algilayip bulunduklari ortamda canlilik faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in bu degisimlere adapte
olmaya caligirlar. Canlilarin ortamdaki bu degisiklikleri algilama sistemleri biyosensorlerin in
vitro (hiicre dis1) kullaniminin temel dayanaklarini olusturmaktadir.

Canlilar sanilanin aksine essiz bir duyarlilik(algilama) yetenegine sahiptirler. Ornegin,
balina ve kopek baliklarinin koku alma duyulari, insanlar1 koku alma duyularindan 100.000
kat daha diuyarlidir. Kelebekler eslerinin yaydigi ufacik bir kokuyu dahi hissetme
duyarliligina sahiptir. Ayni sekilde algler de zehirli maddelere karsi ¢ok duyarlidir ve
algiladiginda onlara karsi savunmaya ge¢mektedirler. Canlilarin bu uyarilar1 algilamasini
saglayan biyolojik madde/malzemelerin analiz sistemleri ile kombinasyonu ile birlikte
biyosensorler ortaya ¢gikmustir.

Biyosensorler, genel olarak disiplinlerarasi birgok bilim alanlarindan yararlanarak,
analizi yapilacak madde ile biyolojik molekiillerin veya biyoaktif malzemenin sec¢imlilik
ozellikleri ile etkilesime girmesi sonucu olusan sinyalleri ileten bir iletici sistem yardimiyla
birlestirilmesi ve bunlarin bir dl¢giim sistemi kombinasyonuyla olusan biyoanalitik cihazlara
verilen genel bir addir. Biyosensorler biyokomponent(reseptor)’ler ile fiziksel

komponent(doniistiiriicti)’lerden olusurlar (Stetter ve ark 2003).

2.2.2. Biyosensorlerin tarihsel gelisimi

Biyosensor teknolojisinin tarihsel ge¢misine goz atildiginda ilk biyosensor
caligmalarinin  1950’li yillarda Amerika’daki Cincinnati Hastanesinde L.C. Clark’in
tarafindan yapildigi bilinmektedir. L.C. Clark, hastanede ameliyat yaptigi esnada kanda
bulunan O miktarini bir elektrot ile izlemesiyle ilk biyosensor ¢alismalarina baslanilmistir.
Ardindan 1962 yilina gelindiginde, Clark ve Lyons tarafindan glikoz elektrodu hazirlamasiyla
baslayan biyosensor ¢aligsmalarina devam edilmistir (Clark 1962).

1967 yilinda ise, Updike ve Hick tarafindan glikoz tayinine yonelik caligsmalar
yapilmistir. Bu ¢alisma da glikoz oksidaz enzim elektrotlar1 enzim sensorleri konusunda ilk

ornekleri olusturmaktadir (Updike 1967).



Clark ve Lyons tarafindan 1962 yilinda kanda buluna glikoz duzeyi, glikoz oksidaz
enzimi ile O2 elektrotu birlestirilerek olgiilmiistiir. Kullanilan bu sistem enzimin yiiksek
spesifikligini ve elektrotlarin tayin duyarliligin1 birlestirerek genis bir yelpazede uygulama
alan1 agmasima yol agmistir. Clark ve Lyons’un 1962 yilindaki bu calismasinda, glikoz
oksidaz igeren enzim tabakasi bir oksijen gecirgen membran sandvig¢ icerisinde tutularak
(Sekil 2.2). -0.7 V’de polarize halde bulunan platin katot varliginda, maddeyle enzimin
etkilesimi sonucu peroksit bilesigi ortaya c¢cikmistir. Yapilan bu calismadaki temel hedef
maddesi glikozdu. Glikoz oksidaz katalizorl ile oksidasyon reaksiyonu katalize edilmis ve

reaksiyonu (Denklem 2.1 ve 2.2.) asagida belirtilmistir.

Glikoz+ 0,+H,0 > Glikonik asit+ H,0, (2.1)

02+2e-+2H+ Hzoz (22)

7z

Pt katot

/ Ag katot
Glikoz oksidaz \|

iceren enzim
tabakasi O; gecirgen

membran

Elektrolit

H,0, Glikoz

Sekil 2.2. Clark enzim elektrodu ile glikoz tayinin sematik diyagrami (Clark ve ark, 1962).

Platin elektrot ve glimiis elektrot arasina gerilim uygulanarak oksijen indirgenir.
Indirgenen oksijen konsantrasyonu ile dogru orantili olacak sekilde elektrik akimi
oOlgiilebilmektedir. Akimdaki azalma ise glikoz konstrasyonu ile dogru orantili olacak sekilde
degismektedir. Elektrotlar oksijen gecirgen polietilen gibi bir membran ile kaplanir ve enzim
tabakas1 oksijen gecirgen membran lizerine yerlestirilir. Burada ikinci bir asetat gibi ikinci bir
membran ile sabitlenir. Biyosensorlerin bu sekilde kullanimlarindaki en biiyiik
avantajlarindan bazilari, ¢ok basit bir kullaniminin olmalar1 ve cevap siirelerinin ¢ok kisa

olmalaridir.



Biyosensor teknolojilerinin gelistirilmesindeki bir baska énemli ¢alisma ise Guilbault
ve Montalvo tarafindan 1969 yilinda yapilmistir. Bu ¢alismada ise, biyoaktif molekiiliin
diyaliz membranin arkasinda bulunan temel sensor etrafinda tutulan potansiyometrik iire
elektrodur. Potansiyometrik re elektrotuna sahip biyosensdrler birinci nesil biyosensor olarak
adlandirilir  (Guilbault 1969). ikinci nesil biyosensorler ise biyoalgilama materyalinin
sabitlestirilmesi (immobilizasyonu), transdiiser ara yiizey/birimlerinin degistirilmesi ile elde
edilebilmektedir (Scheller ve ark 1991). Doniistiriici yilizeyleri veya biyoalgilama
materyalleri kimyasallarla ile de modifiye edilebilmektedir. Uclincii nesil biyosensorlerde
biyomolekil, ylizey plazmon rezonans biyosensorlerde oldugu gibi biyoalgilama materyalinin
dahili bir pargasi haline gelir. Bugiine kadar binlerce farkli madde icin biyosensor
uygulamalar1 yapilmasina karsin bunlarin yalnizca birkagi ticari olarak iiretilmeye devam

etmektedir (Mutlu 2011).

2.2.3. Biyosensorlerin yapisi ve temel bilesenleri

Biyosensorler;
v’ tantyici tabaka (biyokomponentler),
v’ cevirici ve

v’ elektronik boliim olmak iizere li¢ kisimdan olusmaktadir (Sekil 2.3).

Analit Tanivici Tabaka Cevirici Olcilebilen
Sinyal

a ’. )’— Enzim

Elektroaklif gy Elektrot
maddeler

pH degisimi ™= pH elektrot

[ ] Antikor
o .D, > =

Mikrooreanizma

L ’,_ Hiicre

Elektrik

Sicakhk ™= Termistor Siuyali

Foton
sayici

Isik —)

= . Piezoelektrik|
[Kutle degisimi wmmp .. -

il

Molekiiler Tanima Matervali Sinval Cevirici

Sekil 2.3.Biyosensorlerin genel tasarimi (Zigal 2012).



2.2.3.1. Taniyic1 tabaka (Biyokomponentler)

Tantyict tabaka, algilanacak olan analit ile se¢imli ve tersinir bir sekilde reaksiyona
giren ve algilanacak analitin konsantrasyonu ile dogru orantili sekilde sinyaller iireten
biyolojik ajanlar tarafindan olusmaktadir. Taniyic1 tabakada bulunan biyolojik taniyici ajan
kendine 6zgli olan ajan1 taniyarak anahtar-kilit modeli gibi etkilesime girmektedirler.
Etkilesim sonucunda sinyal g¢evirici sisteminde uygun ¢evirici ile sinyale dontismektedir.
Biyosensor teknolojileriningelistirilmesinde en Onemli noktalar, biyosensoriin biyolojik
tanima isleminin hassasiyet duyarliligt ve biyosensoriin hedef kimyasala 6zgii olmasidir.
Enzim biyoreseptorleri yiiksek spesifiklik 6zelligindendolayr en yaygin kullanilan
biyoreseptorlerdir.

Taniyic1 tabakadaki biyoajanlar; biyoaffinite ve biyokatalitik ajanlar olmak iizere iki
kisma ayrilmaktadir. DNA parcalari ve glikoprotenlerin molekiiler bazda tanimlanmasinda
antikor, hormon reseptorii, DNA, lektin gibi biyoaffinite ajanlar1 kullanilmaktadir. Referaktif
indeks degerleri, sistemin 151k absorplama miktarini, elektriksel yiik vb. fizikokimyasal
parametrelerini degistirmektedir. Bu degisimler uygun sensorler ile algilanabilmektedir. Saf
enzimler, organeller, mikroorganizmalar, hayvansal ve bitikisel dokular ise biyokatalitik ajan
olarak kullanilmaktadir. Bu ajanlar analit madde yapisi lizerinde molekiiler degisimlere neden
olmaktadir. Ayrica bu molekiiler degisimler sonucunda biyokatalitik ajanlar ortamda azalan

veya artan madde miktarini takip ederler (Zigal 2012).

2.2.3.2. Ceviriciler

Ceviriciler, analit ile biyoajan arasinda gergeklesen reaksiyonu dlgiilebilir herhangi bir
fiziksel sinyale donistiiriirler. Biyoreseptorlerin biyokimyasal reaksiyonunun 6zelligine gore
ceviriciler kullanilir. Bir sensorde en onemli bilesenler taniyici tabaka ve sinyal seviyesi ve
glriiltii oran1 i¢in kritik 6neme sahip ¢eviricilerdir. Tablo 2.1°de mevcut ¢evirici tlrleri ve

caligma prensipleri hakkinda bilgiler gosterilmistir (IUPAC 1991), (IUPAC 1999).



Tablo 2.1. Cevirici tiirleri ve ¢aligma prensibi (IUPAC 1991).

Cevirici

Calisma Prensibi

Elektrokimyasal sensorler

« Potansiyometrik

< Amperometrik

% Voltametrik

Analit ile ceviricilerdeki elektrot arasinda meydana
gelen etkilesim sonucu olusan elektrik sinyallerinin
6l¢limii esasina dayanir.

Calisma ve referans elektrotlarin potansiyel farki
temeline dayanmaktadir. Elektrot potansiyeli ise
analitin derigimini tanimlamaktadir.

Belli bir potansiyeldeki akim siddeti degerinin dlgimi
esasina dayanmaktadir.

Empedans, kapasitans ya da iletkenlik degerlerinin

degisiminin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Optik Sensorler

*
0.0

Absorbans

«» Reflektans

% Luminesans

% Floresans

¢ Kirilma indisi

Analit ile biyoajanin reaksiyonu sonucu olusan
kimyasal, fizikokimyasal vb. bir degisimin Ol¢limii
esasina  dayanmaktadir. Madde derisimi  optik
sensorlerde ¢cok 6nemlidir.

Absorbans, gecirgen bir ortamda Olgllerek, analitin
kendisinin veya biyoajan ile reaksiyonu sonucu uygun
belirteclerle absorplama yeteneginin 6l¢iilmesi esasina
dayanir.

Gecirgen olmayan bir ortamda bir immobilize belirteg
yardimiyla 6lgiilmesi esasina dayanir.

Kimyasal reaksiyon sonucu yayilan 1518 6lglilmesi
esasina dayanmaktadir.

Ismnlamadan sonucu ortaya ¢ikan pozitif emisyon etkisi
6l¢iimii esasina dayanmaktadir.

Cozelti bilesenindeki degisimin sonucu dl¢iilmektedir.

Termal Sensorler

Analitin icerisinde bulundugu bir kimyasal reaksiyonun

1s1 etkilerinin 6l¢iimiine dayanmaktadir.

Kiitle hassash sensorler

Kiitle hassaslt sensorler, yiizeydeki kiitle degisiminde
destek materyalindeki Ozelligin degisimi esasina
dayanir. Kiitle degisimi ise analitin birikmesi sonucu

olusur.

Piezoelektrik sensoérler

Kuartz osilatér plakasinda, mevcut analitin kitlesinin
osilatorde birikmesi sonucu frekans degisiminin

Olclimiine dayanir.

Elektriksel sensorler

Analit ile biyoajanin etkilesimi sonucunda elektriksel
ozellikler degismektedir. Bu sinyallerin yilikselmesine

neden olmaktadir.




Reseptor ve ceviricilerin bir ¢ok degisik sekilde kombinasyonu teorikte miimkiindiir.
Ancak bu kombinasyonlar sonucu herhangi bir elektrik sinyali meydana gelmezse biyosensor
calismamaktadir. Ornegin; cevirici olarak bir piezoelektrik sensér kullanilmasi durumunda;
analit kiitlesinde degisme olmayip frekans degisimi gdézlenmez ise, biyosensor calismaz.

Uyumlu reseptor-gevirici bilesimleri ve glinimiizdeki durumlar1 Tablo 2.2°de verilmektedir.

Tablo 2.2. Uyumlu reseptdr - ¢evirici bilesenleri ve giiniimiizdeki durumlari (Lewenstam ve ark 1991)

RESEPTORLER
Cevirici Enzimler ~ Mikroorganizmalar ~ Antikorlar  Doku Nikleik Kimyasal
kesiti asitler reseptorler
Elektrotlar
a)Amperometrik oo oo oo .o .
b)Potansiyometrik oo oo oo oo . .
Transistorler oo .
Termistorler . .
Optik fiberler . .
Piezoelektrik . . .
Kristaller

(*) Arastirma agamasi
(* *) Arastirma ve prototip gelistirme asamast

(* * *) Arastirma ve ticari liretim asamast

2.2.3.3.Elektronik bolim

Elektronik bdliim, cevirici sistem tarafindan olusturulan sinyallerin goriintiilenmesi
veya goriintiilerin depolanmasi amaciyla kullanilan boliimdiir. Olusan fiziksel sinyaller
herhangi bir islem yapilmaksizin uygun bir ekranda(voltmetre vb.) goriintiilenebildigi gibi
sinyaller veri aktarim Kkartlar1 ile bilgisayar ortamina aktarilarak istenilen ¢evrimler,

hesaplamalar ve goriintiilemeler yapilabilmektedir (Zigal 2012).

2.2.4. Biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorlerin  biyoalgilama materyalleri ve simiflandirma tabanli doniistiirme

metotlart temel alinarak yapilan siniflandirma Sekil 2.4.’te gosterilmistir.
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Biyosensorlerin Smiflandiriimasi

Biyoalgilama Materyalleri Temel Sinmiflandirma Tabanlh Doniistiirme
Almnarak Yapilan Simiflandirma Metotlar:
v Enzam Sensdren
v Immuno Sensorler
v Nukdeik AsitProb Sensorlen
v Doku Esash ve Organel Esash Sensorder
¥ Mikrop Esash ve Hiicre Esash
Biyosensorler Dogrudan biyosensdrler Dolayh biyosensdrler
v Amperometnk’ \oltmetnk Biyosensordler v Elektrokimyasal
v Potensiyometnk Biyosensorler Biyosensorler
v lletkenlik Kapasitans’ Impedans Biyosensorler v Optik Biyosensorler
v Emilim ve Yansitma Biyvosensorlen v Termal Biyosensorler
v Ismum Biyosensorlen v Pizoelektnk Bivosensor
v Isma Biyosensorler v Piezoelektnk Bryosensor
v SPR Biyosensorler v Manyetik Biyosensérler
v Optik Fiber Biyosensorler
v DiZer Optik Biyosensorler

Sekil 2.4. Biyosensorlerin siniflandiriimasi

2.2.5. Biyosensorlerin uygulama alanlari

Gunimduzde biyosensorler; tip, tarim, fizik, kimya, biyoloji, eczacilik, gevre kirliligi,
savunma, robotik vb. alanlarin otomasyon ve kalite kontrol uygulamalarinda kullanilmaktadir.
Biyosensorlerin baslica uygulama alanlari su sekilde siralanabilir:

v biyomedikal sektor,
proses kontrold,
ilac,
kandaki glikoz tayini,
klinik diyagnostik,
tarla tarimau,
cevre kirliligi ve kontrolii,
su aritim teknolojilers,
savunma sanayii,
robotik sanayii,

sivilarin analizi,

N N N N N N N N N NN

tarim enduUstrisi,
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v" maden isletmelerinde toksik gaz analizleri,
v’ gida enddstrisi.
Biyosensorlerin kullanim alanlart ve uygulamalari ise Tablo 2.3’de gosterilmistir

(Sariboga 2008).

Tablo 2.3. Biyosensorlerin kullanim alanlari ve uygulama 6rnekleri (Sariboga 2008).

Kullanim Alani Uygulamalari

Halk Saglig: + Kanser, timor gibi O6liimciil hastaliklarin
tedavisinde kullanilan kontrol ilaglarinin
takibi

% Kandaki glikoz ve hormon seviyelerinin

analizi

Cevre % Toprak ve su analizleri
« Endistri firmalarmin  ¢evreye  verdigi

etkilerin kontroli

Ziraat « Tahillarda olusan hastaliklar ve dogaya zarar

veren pestisit tayini

Gida Kontrolii ¢ Gidalarin tazelik kontrolii
< Meyve glukoz i¢eriginin belirlenmesi

« Hastalik yapan mikroorganizmalarin (E.coli)

belirlenmesi
Islem kontrolii +» Fermantasyon gibi islemlerin incelenmesi
Mikrobiyoloji « Bakteri ve virus analizleri

Biyosensorlerin son yillardaki bu gelisimiyle birlikte, gorme, isitme, tat, koku gibi
algilama mekanizmalar1 ideal bir biyosensor olarak goriilmekte ve arastirmacilar bunlarin
yapay olarak dretilmesi konusunda uzun soluklu ¢alismalara yonelmektedir.

Biyosensorler Tablo 2.3’te belirtilen uygulama alanlari haricinde, vitaminler, anti-
biyotikler, ilaglar gibi organik maddeler, belirli anorganik bilesik yaninda olan enzim tayini,
virlis tayini ve mikroorganizmalarin tayininde kullanilmaktadir. Bunlarin disinda biyolojik
oksijen ihtiyaci, toksisite ve mutajenite testlerinde de basar1 ile uygulanmaktadir (Lewenstam
ve ark 1991).

2.2.6. Biyosensorlerde aranan ozellikler

Ideal bir biyosensdrde genellikle asagida agiklamasi yapilan bes kriter aranr.
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Secicilik: Biyosensor segiciligini saglayan biyoajan ile tayin edilecek analit maddenin
arasinda yiiksek segicilikte olan bir etkilesim meydana gelir. Bu 6zellik, biyosensorleri diger
sensorlere gore avantajli kilmaktadir (Ozden 1994).

Kararhhk: Kararlilik biyosensorler i¢in dezavantaj olarak yorumlanmaktadir.
Biyoajanlar biyolojik kdkenli maddelerdir. U¢ boyutlu yapilarini koruduklar siirece biyolojik
sistemdeki fonksiyonlarin siirdiiriilebilirler (Ozden 1994).

Duyarhlik: Cihazin analitteki degisime (konsantrasyon) birebir cevap vermesi
demektir. (Ozden 1994).

Cevap Sdiresi: Biyosensorlerin cevap suresi biyosensoriin tiriine gore birkac
saniyeden birkac saat mertebesine kadar degisiklik gdsterebilmektedir. Cevap siiresinin kisa
olmas1 biyosensor i¢in avantaj olarak yorumlanmaktadir (Ozden 1994).

Dogrusallik: Dogrusallik bir biyosensorde aranan onemli O6zelliklerden birisidir.
Olgiilecek analit maddenin derisimi ile sinyali dlciilecek maddenin ortamdaki derisimi ile
alinan cevabin (voltaj, akim miktari, kiitle, optik yogunluk, renk vb degisimleri) arasindaki
iligkinin dogrusal olarak degismesi gerekir. Baska bir ifadeyle biyosensorler dogrusal
olduklar1 degisim araliginda kalibre edildiklerinden ancak bu bdlgeye sonug verirler.
Dogrusallik, biyoajan tiirii, ¢evirici ve elektronik bdliimlerin yapisi ve tiim elemanlarin uyumu

ile ilgilidir (Ozden 1994).

2.2.7. Biyosensorlerde segiciligin hayati rolt

Bazen spesifiklik olarak adlandirilan secicilik, sensoriin hedef analite spesifik olarak
cevap verme yetenegidir.

Etiketsiz tim sensorlerin en bulyik zorluklarindan biridir. Sensériin aktif yiizeyi,
spesifik olmayan baglamadan daha yiiksek spesifikasyon saglamak i¢in gelistirilmiyorsa, ¢ikis
sinyali belirsizlik tasir ve bu, yetersiz biyo-algilama performansiyla sonuglanir.

Ornek olarak, kan serumunda tipik olarak 70 mg /mL toplam protein icerigi mevcuttur.
Prostat kanseri vakalarinda, kan serumunda tespit edilecek prostata 6zgii antijen (PSA), birkag
ng / mL'dir, yani - 10.000'de 1'i bulgudur. Bu kontrast korkung; Ancak, sans eseri samanlikta
igne bulmak igin gelistirilmis birtakim stratejiler vardir. Istenmeyen molekiillerin aktif biyo-
algilama alanina yapismasindan kaynaklanan spesifik olmayan baglanma, aktif biyo-algilama
alaninin etrafinda bloke edici maddelerin kaplanmasiyla engellenebilir.

Bu maddeler, algilama alanina spesifik olarak baglanmayan molekiilleri adsorbe

edebilir [secicilik klasorii]. Sigir serum antijeni (BSA) ve somon serumu DNA literatiirde iyi
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bilinen 6rneklerdir. Bir diger strateji, miidahaleli proteinlerden insan kaninin arindirilmasidir

(Seker 2005).

2.2.8. Biyosensorlerin avantajlari ve dezavantajlari

v Biyosensorlerdeki biyoaktif bilesenin kararli olmast ve spesifik olmasi
biyosensorlerin en biiylik avantajlarindandir. Biyoaktif bilesenin kararli yapida
olmas1 analizlerin saglikli yiirlimesine olanak verdigi i¢in, biyosensore ekonomik
fayda saglar.

v Biyosensorlerdeki temel reaksiyonun dis etkilerden kaynakl fiziksel parametrelerden
cok az etkilenmesi beklenmektedir. Fiziksel parametreler ne kadar az degisirse,
analizler o kadar saglikli yiiriimektedir.

v' Biyosensorlerde segigi, dogru, duyarli ve tekrarlanabilir cevaplar olmasi
gerekmektedir.  Ozellikle cevaplarin  dogruluk  degerinin  yiiksek  olmasi
beklenmektedir. Cevap siiresinin ise kisa olmasi en Onemli faktorlerden birisi
arasinda yer almaktadir.

v Biyosensorlerde algilayici sistemlerin biyouyumlu ve kiiglik olmasi gerekmektedir.
Biyouyumlu yapilarin ve kiigiik sistemlerin in vivo 6lgiimlerde kullanmanin 6nemli
avantajlar1 bulunmaktadir.

v Olgiim modiiliiniin ¢ok genis capta farkli alanlarda kullanilabilmesi igin ucuz ve
taginabilir modiilde olmas1 gerekmektedir.

v Biyosensorlerin {iretimi biiyiik miktarlarda, seri ve olduk¢a diisik maliyette
olmaktadir.

v" Tek kullanimlik biyosensorler kullanicilara kullanim kolayligi saglamaktadir. Yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir.

v" Mevcut biyosensorlerinin  tamamimin bu 6zelliklerin tamamina sahip olmasi
beklenemez. Ancak cevaplarin dogrulugu, duyarliligt ve tekrarlanabilir olmasi
beklenen Ozellikler arasindadir. Bunlar haricinde kalan fiziksel parametrelerdeki
degisiklikler biyosensorlerin dezavantajlari olarak oniimiize ¢ikmaktadir (Seker
2005).

2.3. Piezoelektrik ve Kuartz Kristaller
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2.3.1. Piezoelektrik etki

Piezoeletrik kavrami Paul Jacques ve Pierre Curie tarafindan ilk kez 1980’li yillarin
baslarinda tanimlanmistir. Piezoelektrik Yunanca’dan tiiretilmistir. Yunanca’da ‘piezein’
terimi bastirmak anlamindadir. Piezoelektrik etki ise, yiizey lizerine mekanik bir basing
uygulanmasi ile kristal, seramik gibi malzemelerin seklini degistirmesi veya elektriksel bir
gerilimin olugsmasi anlamina gelmektedir.

Paul Jacques ve Pierre Curie’ye gore piezoelektrik; kristal bir tiir tizerine bir agirlik
konuldugunda ya da sahip olduklar1 eksenler boyunca sikistirildiklarinda, kristal yiizeyleri
arasinda gerilim farklar1 olusacaktir. Bu etkiye piezoelektrik etki denilmektedir. Piezoelektrik

etkinin bulunmasindan 1 sene sonra tersine piezoelektrik etki bulunmustur (Anonim 2017).

2.3.2. Kuartz kristaller

Kuartz silikon ve oksijen olmak iizere iki elementten olusan monokristaldir. Bilesigin
kimyasal formilu SiO2’dir ve diinyadaki en yaygin bilesikler arasinda yer almaktadir. Kuartz
kristaller piezoelektrik 6zellige sahiptirler. Kuartz kristallerin cogu kimyasal ¢oziictilere karsi
kararli oldugu i¢in ¢éziinmemektedirler. Ayrica kuartz kristaller kristal yapisini1 ¢ok yiiksek
sicakliklara kadar koruyabilmektedirler.

Kuartz kristallerin dogada iki formu bulunmaktadir. Bunlar a-kuartz ve B-kuartzdir
(Sekil 2.5.). 573°C sicakliga ulagildiginda a-kuartz kristaller B-kuartz kristallere
doniismektedirler. Dogada var olup gorebildigimiz tiim kuartzlar a-kuartz kristallerdir. 573°C
sicakliga kadar a- kuartz kristaller piezoelektrik 6zelligini kaybetmeden kararli bir sekilde
kalabilmektedir (Faccio 1995).

a-kuvars B-kuvars

Sekil 2.5. a-kuartz ve B-kuartz formu (Faccio 1995).
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Piezoelektrik sensor uygulamalarinda a-kuartz kristaller kararli yapida olmasindan ve
suda ¢oziinmemesinden dolayi tercih edilmektedirler.

Kuartz kristaller piezoelektrik dedektdr 6zelligi kazanabilmesi i¢in belirli bir agiyla
kesilir. Kesme tabakasi ile kristal formda bulunan yapinin karakteristik diizlemiyle arasinda
bulunan a¢1 AT ve BT kesmelerde farklidir. AT kesme kristaller digerlerine gore ¢ok daha
kararlidir ve sicaklik katsayilari 1 ppm/°C “tir.

AT- kesim kuartz kristaller, piezoelektrik sensor uygulamalarinda kesim tipleri i¢inde
sicaklik degisimlerine karsi kararli olmasindan dolay1 siklikla tercih edilmektedir. Bu kesim
tlm standart kuartz kristallerin kesimlerinde kullanilir.

Sekil 2.6’da agiklanan kuartz kristalinin AT-kesimi, kuartz kristalini z-ekseninden 35°
actyla keserek elde edilir. Rezonans kristalin bir referans frekans kaynagi olarak islev gordiigii
uygulamalar i¢in, kuartz kristallerinin en yaygin olarak kullanilan kesimlerinden birisidir. AT-
kesim kuartz kristalinin verimli kullanilmasinin temel nedeni, miikemmel frekans kararlilig:
ve yuksek kalite (Q-) faktorudir. Tek kristal AT-kesim kuartz malzeme 6zellikleri zaman,
sicaklik ve diger ¢evresel degisikliklerle son derece kararlidir ve ayn1 zamanda tekrarlanabilir.
Kuartzin akustik kayb1 ya da i¢ siirtiinmesi ¢ok disiiktiir ve dogrudan kuartz rezonatdriin en

onemli 6zelliklerinden biri, onun son derece yiiksek Q faktoriine sahip olmasidir.

Rezonator aland

" Ust elektrot
b ———T e

Alt elektrot

Sekil 2.6. (a) Mikro-makine kuartz rezonatériiniin 3D sematik diyagrami, (b) (a) 'da kesikli ¢izgi boyunca
rezonatoriin kesit goriiniigii (Faccio 1995).

AT-kesim kuartz rezonatoriin ikinci 6nemli 6zelligi sicaklik degisimine karsi kararli
olmasidir. Sekil 2.7.a,’da kuartzin farkli kesimleri icin sicaklik ile rezonans frekansindaki
degisim gosterilmektedir. AT kesim, oda sicakliginda sicakligin bir fonksiyonu olarak
rezonans frekansinda minimum degisiklik gostermektedir. Sekil 2.7.b’de, sicakligin bir
fonksiyonu olarak AT-kesim kuartz agilarinin  rezonans frekansindaki degisimi

gosterilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi, genis bir sicaklik araliginda sabit bir frekans (10
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ppm/°C'nin altinda) iiretilebilir. Bir kuartz kristalin frekansinin sicakliga bagimliligi, asagidaki
denklemle ifade edilebilir (Denklem 2.3).

% = a(T = Tyng) + B(T = Ting)” + (T = Ting)’ 23)

Burada, Afo, sicaklik degisiminden dolay1 frekanstaki degisimdir, fo, rezonans
frekansidir, a, b ve ¢, frekansin birinci, ikinci ve ligiincii derece sicaklik katsayilaridir; T,
ortam sicakligidir ve Tinf, egilme sicakligidir. Ayrica, Sekil 3.7.’de, oda sicakligi 25°C olan
kuartz rezonatoriin biikiilme sicakligi gosterilmektedir. Temel olarak 1s1 ile rezonans
frekansinin {Giglincii diizey varyasyonu ile sonuglanan sicakliga duyarsiz AT-kesim kuartz igin,
frekansin birinci ve ikinci dereceden sicaklik katsayilari birbirini iptal eder. Bunun ana nedeni
egilme noktasi g¢evresinde sicakligin bagimsiz frekans ozellikleridir. Kuartz rezonatoriin

ticlincii temel 6zelligi, mekanik 6zelliklerinin kararlilig: ile ilgilidir.
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Sekil 2.7.a) Farkli kesimler igin Kuartz rezonat6riin rezonans frekansinda degisim. b) Bir AT kesim kuartz
kristalinin sicakliga (x-ekseni) gore frekansi (y-ekseni) (Faccio 1995).

2.4. Kuartz Kristal Mikroterazi (QCM)

Iki yiiziinde iist iiste gelecek sekilde metal elektrotlara sahip bir disk seklinde AT-
kesilmis kuartz kristali, genellikle bir kuartz kristal mikroterazi (QCM) olarak kullanilir.
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Uygun frekansh bir dogru akim alani, QCM'nin elektrotlarina uygulandiginda, onun rezonans

frekansinda rezonans yapar (Denklem (2.4));

o= L (2.4)

2tq

Burada, fo, kuartz kristalin rezonans frekansi, pq kuartz kristalin kayma moduludir
(2.947 x 1011 g cm s2), pq kuartz kristalinin yogunlugudur (2.648 g cm?) ve Tq, kuartz
kristalin kalinligidir. Bir QCM'in rezonans frekansi, elektrotlarmin birindeki kiitle

degistiginde degisime ugrar. 1959'da Sauerbrey, frekanstaki degisim ile baglh kiitlenin
degisimi arasinda dogru orantili bir iligki tiiretmistir (Denklem 2.5) (Saurerbrey 1959).

Af =-S5 (2.5)

Burada A, QCM'nin oOrtiisen elektronlarimin alamidir, Af, elektrotlardan birinin
tizerindeki kiitle artis1 ile rezonatoriin rezonans frekansindaki degisimi, S¢, Sauerbrey sabiti ve
Am, QCM elektrodunun tstiindeki kiitle degisimidir.

Denklem 2.5'te negatif isaret, QCM'nin elektrotlarma kiitle eklenince rezonans
frekansinin azaldigin1 gostermektedir.

Denklem 2.6, Sauerbrey esitligi gostermektedir (Saurerbrey 1959).

Am = - >
2f;

(2.6)

Sauerbrey esitliginde;

Am: Kristal malzeme yiizeyindeki kiitle degisim miktar1 (g),

A: Kristal malzeme yiizeyindeki filmin etkin alani (cm?)

pq. Kuartz kristal malzemenin yogunlugu (2,648 g/cmq)

Hgq: Kuartz kristal malzemenin yiizey gerilim degeri (2,947 x 10 dyne/cm?)

Af: Kristal malzeme yiizeyindeki kiitle degisimine bagh olarak frekans degisim degeri
(Hz)

fo: Kuartz kristal malzemenin temel frekansi (Hz) dir.
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2.5. Supramolekiler Kimya

Supramolekiiler kimya, Jean Marie’nin 1987 yilinda molekiiler diizenleme ve molekiil
ici bag kimyasi olarak tanimladig1 ve Nobel 6diilii alan galismasina verilen addir (Lehn 1995).
Molekul o6tesi kimya olarak bilinen supramolekiler kimya, kovalent bag igermeyen
baglanmalarin  ve metal-karbon  bagli  bilesiklerin  organometalik  kimyas: ile
iliskilendirilmektedir (Lehn 2007).

Supramolekiiler kimya, glinlimiizde kimyasal ¢aligmalarin bulundugu alanlar arasinda
en giiclii ve en hizli biiyliyen alanlardan birisidir. Supramolekiiler kimya, multidisipliner
alanlarda calisan fizikgiler, inorganik ve kati1 faz kimyaci1 ve biyokimyacilarin giiglii is birligi
icinde ¢aligmalarina olanak saglamistir (Lehn 2007). Pek c¢ok disiplinin ve disiplinler arasi
caligmanin nedeni supramolekiiler yapilarin hazirlanmasindaki c¢esitlilige dayanmaktadir. Bu
hazirlama yontemlerinden kuvvetli yonlenmis hidrojen baglari, n-n etkilesimleri ve metal
koordinasyonlar1 gibi birka¢ tanesi uygulama kolaylig1 ve elde edilen yapilarin kararliliklart
nedeni ile 6n plana ¢ikmaktadir (Brunsveld ve ark 2001). Supramolekiiler bilesiklerin estetik
olarak guzel sekilleri, direk baglanmayla kurulan molekiler modelleme, ev sahibi (host)
molekiiliin deneysel davranisi ve supramolekiiler kompleksler bu alana olan ilgiyi arttirmis ve
bu alanin genislemesini saglamistir. Son yirmibes yilda supramolekiiler kimya alanindaki hizli
blylime kimyasal sistemlerin ¢esitlenmesine yol ag¢mistir. Supramolekiiler etkilesimler
kullanilarak pek c¢ok sentetik yapi literatiire kazandirilmistir (Sekil 2.8.) (Archer 2001). Bu
yapilar Tablo 2.4’te Ozetlenmistir (Manners 2004). Ozellikle supramolekiiler fotokimya
alaninda calisanlar, supramolekiilleri “herbir molekiiliin kovalent veya kovalent olmayan
komple diizenlenmeye bireysel olarak kattig1 dzellikleri olan molekiiller” olarak tanimlarlar.
Sonug olarak kovalent molekiillerin tiimiinii iceren, drnegin kromofor bir grup, ara {inite
(spacer) ve redoks merkezi iceren molekiller supramolekuller olarak diisiiniilebilir (Hornig ve
ark 2010). Ciinkii kromofor grup ve redoks merkezi 15181 absorplayabilir veya yiikseltgenme
durumunu degistirebilir. Benzer sekilde son calismalar genis molekiillere veya molekiiler
diizene kars1 kendiliginden diizenlenmenin sentetik yollarla gelisimi iizerinde yogunlagmustir.
Bu sistemler siklikla baglarin gesitliligini kullanan kendiliginden diizenlenmelerde, bir kismi1
kovalent olmayan molekiillerde (6rnegin hidrojen baglari) ve bir kismi kovalent molekiillerde
(metal-ligant etkilesimleri) goriiliir. Supramolekiiler kimya alani, kdkenini ev sahibi-misafir

kimyasi (host-guest) olarak adlandirilan alandan alir (Abd-EI-Aziz 2007)
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Tablo 2.4. Supramolekiiler etkilesimler ile gelistirilen kimyasal yapilar (Manners 2004)

Supramolekiiler etkilesim tiirii

Aciklama

Evsahibi-misafir (host-guest) etkilesimi ile

kurulan yapilar

Belirli bir yaprya sahip olan molekiillerin molekiiler arasi

etkilesimlerle diizenli kompleksler olusturmasidir.

Distan kilitli molekdller

Knot, rotaksan ve katanenler gibi tuzakli veya fiziksel

olarak kitli molekullerdir.

Langmuir Blodgett filmleri

Yiizey aktif molekiiller arasinda hidrofobik (lipofilik)
etkilesimlerle elde edilen 2 veya 3 boyutlu yapilardir

Kendiliginden diizenlenebilen

Membranlar

Terminal grup molekiillerin yiizey etkilesimlerinden tek

tabakali kendiliginden diizenlenebilir membranlardir.

Supramolekiiler sivi kristaller

Mezojenik molekiillerle siv1 kristal hal elde edilmesidir.

Polimerik miseller

Cozeltide molekiiler arasi veya molekiil i¢i etkilesimlerle

polimerlerin kapali organizasyonudur.

Mikrofaz yapilar Ic ice mikro yap1 olusturmus ¢dziinmez karakterli
polimerik karigimlarin kopolimerlerin molekiil i¢i ve
molekiiler aras1 etkilesimlerle ayrilmig mikrofazlari
olusturmasidir.

Icice jeller Birarada kurulmus ti¢ boyutlu, ¢apraz bagl polimerik ag

yapilardir.

Alternatif absorpsiyon membranlar

Iki veya daha fazla bilesen icin yarismali absorpsiyon
yapabilecek tabakali yapilardir.

Dendritik sistemler

Cok fonksiyonlu bir merkez atomdan dizenli olarak

dallanmis kiiresel yapilardir.

Biyolojik Molekdiller

Proteinler, niikleik asitler ve DNA gibi kenliginden
diizenlenebilen ii¢ boyutlu yapilardir

Ev sahibi-misafir (host-guest) kimyasi terimini agiklamak igin en basit algiyla
supramolekiler kimya, kovalent olmayan baglar veya komplekslesme olay: olarak diisiiniirek
tanimlanmalidir. Bu baglamda genelde bir host molekulin guest bir diger molekiile host-guest
kompleksi veya bir supramolekiiler yap1 olusturmak i¢in baglandigini1 diisiinebiliriz (Abd-EI-
Aziz 2007). Genelde host molekiil genis bir molekiildiir veya kiimelesmis bir enzim veya
sentetik siklik bilesik gibi 6l¢iilebilir bir istiinliigli, merkez bosluk veya oyugu olan

molekildir. Sekil 2.8’de supramolekiillere ait 6rnekler gosterilmistir.

20



Katanen

Molekiiler Kareler

(Molekiiler kafesler)

Rotaksan a @ ® l )

Helikat

Sekil 2.8. Cesitli supramolekiil 6rnekleri (Cram 1994)

Guest atom ise tek atomlu bir katyon, basit inorganik bir anyon veya hormon gibi daha
karigik bir molekiil olabilir (Cram 1994). Supramolekiiler kimyada, host molekil; molekuler
hakimiyeti belirleyen, yakinsak baglarin yerini belirleyen molekiil olarak tanimlanir (Ornegin
Lewis bazik donor atomlari, hidrojen bagli donor atomlar gibi). Guest ise 1raksak, yeni
ayrilmig baglarin yerini belirleyen olarak tamimlanir (Ornegin, kiiresel, Lewis asidik katyonu
veya hidrojen bagli akseptor hidrojen anyonu gibi). Host-guest kompleksi Donald Cram
tarafindan 1986’da tanimlanmistir (Cram 1994).

Kompleksler, elektrostatik etkilesimlerle kusursuz bir sekilde baglh olan iki veya daha
fazla molekiiliin veya iyonlarin birarada tutunmasiyla olusur (Abd-El-Aziz 2007). Molekdler
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kompleksler genelde birbirlerine hidrojen baglariyla, iyon etkilesimleriyle, n-m-
etkilesimleriyle, metal-ligant etkilesimleriyle, van der Waals ¢cekim kuvvetleriyle, ¢ozlcinin
kendi i¢inde diizenlenmesi ve olusup bozunan kovalent baglarla (gecis halleri) tutunurlar
(Lehn 2007). Yiiksek yapisal organizasyon genelde sadece ¢oklu baglar aracilifiyla
olusturulur. Yiiksek yapisal molekiler kompleks en az bir host ve en az bir guest bilesenden
olusur. Bir ev host-guest baglanmasi host ve guest bilesenin baglarinin biitiinleyici
stereoelektronik diizenlenmesini gerektirir. Host bilesen komplekse yakin olan organik
molekiil veya iyon olarak tanimlanir. Guest bilesen ise komplekse uzak olan molekiil veya

iyondur (Cram 1994).

2.6. Kaliksarenler

1872 yilinda bilim insan1 olan Adolph von Baeyer tarafindan recine formunda katran
yapmin p-ter-butilfenol ile bazik sartlar altinda formaldehitin reaksiyonu sonucunda
olustugunu kesfetmistir (Baeyer 1872). Daha sonraki yillarda Zinke ve Ziegler adli bilim
insanlar1, Bayer’in gerceklestirmis oldugu bu reaksiyon sonucu olusan yapimin 300°C’da
bozundugunu tespit etmislerdir (Zinke ve Ziegler 1944). Cornforth ve ark. (1955), ise 20. yy.
ikinci baslarinda bu reaksiyonunu yeniden detayli bir sekilde ele almislar ve bu regine
formundaki katran yapinin gergekte siklik oligomer karisimi oldugunu belirlemislerdir
(Cornforth ve ark 1955). Gutsche ve ark. (1990) elde edilen bu siklik oligomer yapiyi
karakterize ettiklerinde, p-ter-bitilfenol ve formaldehitin kondenzasyon reaksiyonu sonucu
meydana gelen siklik tetramer, siklik hekzamer ve siklik oktamerden olustugunu
belirlemislerdir (Gutsche ve Muthukrishnan 1978). Ardindan bu tetramer (Gutsche ve Igbal
1990), hekzamer (Gutsche ve Igbal 1990) ve oktamer (Gutsche ve Igbal 1990) molekdllerin
ayr1 ayr1 sentezleme metotlar1 denemislerdir. Sekil 2.9.’da p-ter-bitilkaliks[4]aren'in sentez

semas1 gosterilmistir.

NaOH

+ HCHO

Difenil eter

OH

Sekil 2.9. p-ter Biitilkaliks[4]arenin sentezi (Gutsche ve Igbal 1990)
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2.6.1. Kaliksarenlerin bolgeleri ve konformasyonlari

Kaliksarenler t¢ bolgeden meydana gelmektedir; Gst bolge(upper rim), alt
bolge (lower rim) ve merkez boslugu (annulus) (Sekil 2.10). Sekil 2.11°de ise, Ar-CHz-Ar
baglar1 iizerinde kaliksarenlerin donme etkisinden dolati dort farkli konfarmasyon sekli
goriilmektedir. Bu konformasyon sekilleri koni, kismi koni, 1,2-karsilikli, 1,3-karsilikli olarak
bilinmektedirler. Bu konformasyon sekilleri arasinda termodinamik ag¢idan optimum
kararlilikta olan seklin koni konformasyonu oldugu bilinmektedir. Bunun sebebi, fenolik
birimlerin donmesinin engellenmesidir. Bunu saglayan ise fenolik hidroksi yapilar arasinda

olusan molekiil i¢i hidrojen baglaridir (Morzherin ve ark 1993).

Ust Bolge

< Merkez Bosluk

Alt Bolge

Sekil 2.10. Kaliksaren yapisinin bdlgesel olarak siniflandirilmas: (Morzherin ve ark 1993).

©) (d)

Sekil 2.11. Kaliks[4]arenlerin konformasyonlar1 (Morzherin ve ark 1993).
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2.6.2. Kaliksarenlerin fonksiyonlandirilmasi

Supramolekiiler kimya ¢ok hizli bir sekilde gelismeye devam etmektedir. Bu gelisim
ile beraber, molekiil i¢i boslugu olan makrosiklik molekiillerin tiirevlendirilmesi, sentezi ve
tasarlanmasi konusunda bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan ¢alismalarin biiyiik bir boliimii
ust ve alt bolgelerinden kaliks[4]aren molekillerinin kiral aminlerle ttrevlendirilmesi
olmustur. Kaliksarenler farkli fonksiyonel yapilardan meydana gelen host molekiillerin
sentezinde kullanilmaktadir. Kaliksaren molekiillerinin alt ve 1iist bolgelerinden
tirevlendirilmesi konusunda birgok arastirma c¢alismalar1 bulunmaktadir. Kaliksaren
molekiilleri diger molekiiller ile degerlendirildiginde, anyonlar, katyonlar ve notral
molekiillere karst iyi bir host molekiilii olarak kullanilabilmektedir. Bunlara ¢rnek olarak,
fenolik gruplarin p-pozisyonunda (upper rim) iki veya daha fazla fonksiyonel grup
bulunduran kaliksarenlerin sentezinde farkli metotlar gelistirilmistir (Erdemir, 2006) (Sekil

2.12.).

R=CH,CH,NH,
R =CH,CH,CN
R R=CHO CRZG
R=SO;H ~CH=NOH R=
R=N02 . m CH3
p-CIalsen Diizenlemesi
OH -4 CeHs
Elektrofilik Yerdegistirme

p-Klorometilasyon
H \ CHNY  Nu=CN
m Nu :OCH3
oH ¢

- 1 —_— Nu =N
Upper rim Nu=py°
st oH *
Dealkilasyon p-Kinon Metit Metotu
4
OH
Lower rim R= CH,COR
/ \ R=CH,COOR
Bt _
R= CH,COONH,
4
R= COCH, R= Me
OR % R=COCgHs

Williamson Eter Sentezi
Esterlesme

Sekil 2.12. Kaliksarenlerin farkli sekillerde tiirevlendirilmesi (Erdemir, 2006).
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2.7. Askorbik Asit

C vitamini olarak bilinen askorbik asitin [IUPAC adi (5R)-[(1S)-1,2-dihidroksietil]-3,4-
dihidroksifuran-2(5H)’dir. Askorbik asitin (AA) kimyasal yapisi, diger altt karbonlu
monosakkaritlere benzeyen bir ketolaktondur (Tablo 2.5.). Askorbik asidin kimyasal olarak
15181 sola dondiiren enantiyomerine ‘C vitamini’ denilmektedir ve insan kan plazmasinda AA
yaklasik 0,1 mmol L diizeyinde bulunmaktadir (Thiagaraja ve Chen 2007).

AA tzerindeki ilk bilimsel ¢alismalar 1907°de yilinda Holst ve Frolich adindaki iki
arastirmaci sayesinde gergeklestirilmistir. Calismalarinda AA’nin oncelikle yesil sebze ve
meyveler olmak iizere ¢esitli besin maddelerinde gozlenen iskorbiit hastaligini Onleyici
etkilerinin oldugunu belirlenmistir. 1912 yilinda ise, C.Funk, iskorbiit hastaliginin besinlerde
bulunan bir maddenin eksikligi sonucu ortaya ¢iktigini tespit etmistir. Besinlerde eksik
bulunan bu maddeye antiskorbutik vitamin adinmi verilmistir. 1920 yilina gelindiginde ise,
Drummond yapmis oldugu calismalarda antiskorbutik vitamini i¢in Vitamin C adm
kullanmigtir. 1918-1929 yillar1 arasinda Zilva ve arkadaslarinin antiskorbutik vitamini
iizerinde yapmis olduklar1 calismalarinda limondan saf olarak AA izole ederek, belirleyici
bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirlemislerdir (Xu ve ark. 2007).

1928 yilinda Szent-Gyorki adrenal bezlerinden, portakal ve lahana iizerine yaptigi
caligmalarinda AA’y1 ayirmayi basarmistir. Ancak Szent-Gyorki 1932 yilina kadar AA’nin
antiskorbiit vitamini oldugunu anlayamamistir. 1932 yilindan itibaren Tillmans, Vedder,
Nelson, Harris ve Von Vargha gibi 6nde gelen arastirmacilar yapmis olduklar1 ¢aligsmalariyla
vitaminin kimliginin belirlenmesinde 6nemli yol katetmislerdir. Ardindan glikozdan AA
sentezi gerceklestirilip, AA ismi arastirmaci Szent-Gyorki’e ithafen verilmistir. L —
Ksiloaskorbik asidin giiniimiizde yaygin olarak kullanilan isimleri, AA ve C vitaminidir.
Askorbik asit kesfinden bu yana degisik adlandirilmalarda bulunulmugtur. Bunlar; cevitamik
asit, antiskorbutik vitamin, heksuronik asit, skorbutamin ve redoxon olarak da
adlandirilmaktadirlar (Selimoglu, 2013).
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Tablo 2.5. Askorbik asite ait genel bilgiler (Needs, 1985)

Molekiil Adr: Askorbik Asit
Kapali Formiilii: CeHsOs
Agik formiilii: Vitamin C, 3-Keto-L gulofuranolakton; 3-Okzo-L
gulofuranolakton
Acik formiilii: OH——CH,
HO——H,C 0
0]
H
HO OH
3D gorintusu: .
\
«
Molekiil Agirligr: 176,12 g/mol
Erime Noktasi: 189 °C
Yogunlugu: 1.65 g/cm?3

2.7.1. AA’min insan saghg icin 6nemi

Askorbik asitin canli metabolizmasinda kolajen tiretimi, doku onarimi ve alyuvarlarn
islemesine kadar c¢esitli gorevleri vardir. AA’n1 (C vitamini) asir1 eksikliginde ortaya ¢ikan
hastalia iskorbiit adi verilir. Iskorbiit hastaligimin farkli belirtileri bulunmaktadir. Bunlar,
halsizlik, diseti kanamalari, ciltte morluklar, eklemlerde agr1 sik¢a goriilen belirtilerindendir.
C vitaminin asir1 eksikliginde olusan iskorbiit hastaligi giinde 50-100 mg C vitamini alinarak
tedavi edilebilmektedir (Karasakal 2007).

Beyin fonksiyonlari, yag asidi metabolizmasi, enfeksiyona duyarlilik ve yorgunluk

hissi Uzerinde C vitamininin etkileri vardir. Metal iyonlarinin gegisi ile iliskisi, indirgeyici
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ozelligi ve serbest oksijenin radikal tiirevleri ile reaksiyonu biyolojik fonksiyonlarinin
temelini olusturur. L — Askorbik asit eksikligi, dalaktan diger dokulara demir aktariminin
yavaslamasina sebep olur. Demir yiikleme tedavisinde ek olarak L- Askorbik asit kullanimi1
demirin viicut depolarindan diger dokulara aktarilmasini arttirmaktadir. Bu sebep ile anemi
tedavisinde AA 6nemli bir vitamindir (Kutlu 2012 ).

DNA'’ya zarar veren serbest radikalleri indirgemekte, katarakta neden olan oksidanlari
etkisiz hale getirmekte ve hiicresel faaliyet bozukluklarini 6nlemekte C vitaminin 6nemli
etkileri vardir. Ayrica AA ve E vitamini ikili olarak tokoferoksil ad1 verilen serbest radikali
vicutta etkisiz hale getirmekte ve viicuda zarar veren siperoksit (O2) ve hidroksil (OH)
radikalleri ile reaksiyona girerek onlarin etkilerini azaltmaktadir.

C vitamini 6zellikle turunggillerde, ¢esitli sebze ve meyvelerde bol miktarda bulunur.
Buna karsilik, hayvansal {riinlerde sadece siit ve cigerde, diisiik diizeyde bulunmaktadir

(Menevseoglu 2012).

2.7.2. AA’nmin kullanim alanlari

Askorbik asit (AA), genellikle pH kontrolii amaciyla bir asit diizenleyici olarak
kullanilmasina ragmen, gida irlinlerinde asidik bir tat vermektedir. Bira
endustrisinde antioksidan olarak kullanilan AA; bulaniklig1 engelleyerek biranin raf émriini
iyilestirmekte, et endiistrisinde rengin siirdirtilmesi ile ilgili olarak koruyucu goérev yapmakta
iken, firincilik endiistrisinde gelistirici ajan olarak, meyve pulp ve sularinda ise renk
solmasmin onlenmesinde kullanilmaktadir. Bunun disinda AA, tereyagi, donmus yumurta
urunleri, toz ve konsantre siit, donmus patates vb iriinlerde. bunlara benzer goérevler
yapabilmektedir.

Sodyum askorbat ve potasyum askorbat olmak Uzere iki adet tuzu olan askorbik asit,
ozellikle konserve veya siselenmis tirlinler gibi tepe boslugu olan {iriinlerde oksijen tutucu

olarak kullanilmaktadir (Menevseoglu 2012).

2.8. Kiralite

Stereoizomerler, atomlar1 aymi sirayla, ancak farkli bir geometriyle bagli olan
bilesiklerdir. Enantiyomerler ve diastereomerler olmak {izere iki tiir stereoizomer vardir.
Birbirlerinin enantiyomerleri olan iki bilesik ayn1 fiziksel 6zelliklere sahiptir, ancak polarize

15181 dondiirdiikleri yonde ve diger bilesiklerin farkli optik izomerleri ile nasil etkilesime
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girdikleri farkhidir. Dogada, amino asitler (akiral olan glisin hari¢) gibi kiral biyolojik
bilesiklerin yalnizca bir enantiomeri yaygin olarak mevcuttur. Sonug¢ olarak, bir bilesigin
farkli enantiyomerleri, nemli 6l¢iide farkli biyolojik etkilere sahip olabilmektedir.

Diastereomerler, bir yansima ile iligkili olmayan stereoizomerlerdir. Bunlar ne ayna
goriintiileri ne de st iste binilebilir nitelikte degildirler. Bunlara cis-/trans- veya E-Z
izomerleri ve enantiyomerik olmayan optik izomerler dahildir. Enantiyomerlerin aksine,
diastereomerlerin nadiren ayni fiziksel ozellikleri vardir. Enantiomerik ¢iftlerin varligi,
kiralite olarak bilinmekte ve molekilleri, enantiyomer olarak mevcut olanlara kiral molekiller
denilmektedir. Temel olarak, kiralite terimi, ayna goriintiileri ile Ortiismeyen nesnelerin
tanimudir (Sekil 2.13.). Eger bir molekiil ayna imgesiyle ortiismiiyorsa, bu molekiillere kiral
molekdller denir. (Zahawi 2011)

Kiral molekdllerin, iginden gegen diizlemi polarize monokromatik 151 polarizasyon
dizlemini dondiirme o6zelligi vardir. Bu duruma optik aktivite denir. Sag el ile sol el
arasindaki fark evrensel olarak bilinir ve gozlemlenmesi kolaydir, bir¢ok enantiyomer ¢ifti
konvansiyonel olarak D- ve L-enantiyomerleridir. Son on yilda kiral molekiiller iistiin optik
ozelliklerinden dolay1r arasgtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Kiralite, kiral katalizor,
biyosensor ve benzeri tasarim i¢in temel 6zellikler arasinda yerini almaya baslamistir. Dahasi,
bu molekiillerin enantiyosecici ayirma, lineer olmayan optikler ve dairesel polarizatorler
alaninda potansiyel bir uygulamasi bulunmaktadir (Zahawi 2011)

Kiralite kavrami ayrica biyosensorlerin uygulanmasiyla da incelenebilmektedir.
Biyosensorlerde, biyoreeseptor olarak kullanilan bir enzim, enzim ve elektrot yiizeyi arasinda
dogrudan elektron transferine izin vermeyen bir yapiya sahiptir. DNA veya proteinler gibi
kendiliginden birlestirilmis supramolekiiler yapilar, sarmal virlisler, tiitiin mozaikleri,
bakteriler, deniz kabuklari, salyangoz veya bitkiler gibi makroskopik canli sistemler gibi
farkli mikroorganizma tiirleri gibi nano 6lgekli biyomakromolekiiller olarak listelenmektedir.
Kiralitenin bu sathalar1 arasinda, molekiiler ve supramolekiiler diizeyde kiralite ¢ekici bir olgu
olmasi siddetli bir sekilde multidisipliner aragtirmalarla iliskilidir. Kimya, fizik, biyoloji, tip
malzemeleri, nano-bilim, ilaglarin ve fonksiyonel molekiillerin molekiiler ve supramolekiiler
kiral tasarimi, sayisiz faydali tibbi uygulamayir vaat etmektedir. Ayrica supramolekiiler
yapilar, ayarlanabilir boyut sekli ve biyoaktif yapilarina bagh olarak, kiral tanima, kiral
algilama temelinde biiyiik potansiyel uygulamalar i¢eren 6nemli kiral yapilardir (Hatip 2016).
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Sekil 2.13. Kiralitenin sematik gosterimi (Hatip 2016).
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Son yillarda kaliksarenlerin Ustln o&zelliklerinin ortaya ¢ikmasi, onlarin Sensor
ozelliklerinin de arastirilmasina ve gelisen teknoloji ile biyosensor sistemleri konusunda yeni
gelismelerine yol agmistir. Bu ¢alismalarin dnciilerinden birisi, Zhou ve ark. (1997) taratindan
gerceklestirilmistir. S1vi ortamda kaliksaren tiirevi olmak tizere (Sekil 3.1.) olmak Uzere altt
cesit madde farkli amin tiirevlerinin taninmasinda QCM kristalleri i¢in kaplama malzemesi

olarak kullanilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan kaliksaren molekiillerinin yapisi (Zhou ve ark, 1997)

QCM' in biyosensor uygulamalar1 konusunda yapilan bir ¢alismada, insan serumunu
dogrudan tahlil etmek icin karbon nanotiip temelli bir immunosensor gelistirmislerdir. Eklem
iltthab1 (RA) o6zel peptidi, tek duvarli karbon nanotiip ile fonksiyonlandirilmis ve QCM
kristali iizerine immobilize edilmistir. Nanotlip temelli sensorleri incelemek i¢in RA’l1 bir
hastadan alinan serum kullanilmis ve QCM ile antikor baglanmasi tespit edilmistir (Sekil 3.2.)

(Drouvalakis ve ark 2008).

Nanotube Peptide

—

Tween

Sekil 3.2. Peptit-antikor etkilesiminin gosterimi (Drouvalakis ve ark 2008).

QCM kullanilarak yapilan diger bir biyosensdr caligmasinda, protein kinazin tek
seferde tespit edilmesi icin aptamer fonksiyonlu QCM sensorleri kullaniimistir (Sekil 3.3.).

Protein kinazin algilanmasi 10 dakikadan az bir siirede ger¢eklesmislertir (Xu ve ark 2012).
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DHLA-NTA/NiZ

Aptameric Peptide

PKA

Real-time Response

RQCM

Sekil 3.3. Protein kinazin algilanmasi i¢in hazirlanan film ve sonuglarin gésterimi (Xu ve ark 2012).

E-coli bakterisinin algilanmasinda QCM immunosensdr iginde farkli boyutlarda

yapilar1 (miknatis, silika ve polimer) arastirilmigtir. Mikro ve nano yapidaki bu yapilar ile E-

coli antikoru birlestirilmistir. Sekil 3.4.'te gortldugi itizere, E-coli hucrelerinin, elektrot

lizerine immobilize olan antikorlar tarafindan yakalandigi tespit edilmistir (Jiang ve ark

2011).

Sekil 3.4. E-coli ile antikorlarin etkilesimi (Jiang ve ark 2011).

Gergeklestirilen bir TUBITAK projesinde, QCM tabanli elektronik burun sistemi

kullanilarak (Sekil 3.5.) diyabet hastalarinin nefesindeki asetona karsi sensor dizisinin vermis

oldugu tepkiler kullanilarak kan sekeri degerinin belirlenmesi agiklanmistir (Saraoglu 2009).
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Sekil 3.5. QCM tabanli elektronik burun sistemi ve diyabetli hasta nefesi algilama diizenegi (Saraoglu 2009).
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Aminoasitlerin algilanmas1 konusunda yapilan bir ¢alismada ise, amino asit
tlrevlerinden, pirivik asitin sadece D- ve L-alanin amino asitlerden meydana geldigi Sekil

3.6.'da gosterilmistir. D- ve L-alaninin algilanmasi amperometrik metotla gergeklestirilmistir
(Inaba ve ark 2003)

Lysine Tryptophan Arginine Phenylalanine

Amino acid Oxidase

R

6-Amino-2- 2-Oxo-5-

. Indol i = : . . Pl Ipyruvic
oxohexanoic n 0;2’5'—"“: guanidinovaleric enyipyruvic

acid acid B

Sekil 3.6. Amino asit tiirevlerinin amino asit oksidaz enzimi ile reaksiyonu sonucu olusan iiriinler (Inaba ve ark
2003).

Kaliksarenlerin bir baska tiirevi olan kalikscrown eterler ile amino asit algilama
konusunda yapilan c¢aligmalardan birisinde, UV-Vis spektrofotometrik titrasyon ile 3 farkli
konformasyona sahip kalikscrown eter (Sekil 3.7.) ve amino asitler arasindaki komplekslerin

birlesme denge sabitleri belirlenmistir (Amiri 2012).

SH SH >

G

Sekil 3.7.Amino asit algilanmasinda kullanilan farkli konformasyondaki kalikscrown eterler (Amiri 2012).

QCM kullanilan bir polimerik biyosensor uygulamasinda, molekiiler baskilama teknigi
kullanilarak, L- ve D-triptofanin (aminoasit tiirevi) enantiyosecimli olarak algilanmasi
saglanmigtir. Calismada L-triptofanin D- triptofana gore daha iyi algilandigi bulunmus (Sekil

3.8.) ve ayrica molekiiler baskilama tekniginin getirmis oldugu avantaj da ortaya ¢ikmistir
(Liu ve ark 2006).
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Sekil 3.8. L- ve D-triptofana kars1 polimerik biyosensoriin frekans tepkileri (Liu ve ark 2006).

Kaliksaren (Sekil 3.9.) temelli biyolojik sensor ile ilgili bir ¢alismada, QCM algilama
teknigi kullanilarak dopaminin algilanmas1 gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmada dnceki dopamin
algilama caligmalarina nazaran ¢ok daha verimli bir sensor gelistirilmis ve 20 nM olan

dopamin algilama limiti 50 pM seviyesine diistiriilmiistiir (Snejdarkova ve ark 2010).

NS

< T
(° /o A o\(CH)

H,C

( 2|)9<H2?>9 (GHa) | =

H,C CH
21 HC CH 02
2H,C
CH, 1 i 2C
HS (I3H2 ?Hz SH
SH SH

Sekil 3.9. Dopaminin algilanmasinda kullanilan kaliksaren tiirevi (Snejdarkova ve ark 2010).

Kaliksarenlerin protein immobilizasyonu konusundaki bir c¢alismada, kalikscrown
threvlerini kullanilarak mikrogipler hazirlanms ve mikrogiplere protein immobilizasyonu
saglanilarak (Sekil 3.10.) prostat spesifik antijenine karsi tepkileri floresans siddetleri
Olgiilerek tespit edilmistir (Oh ve ark 2005).

s * Protein A-Cy3

v

‘|1> 1gG-Cy5

i
s+ ProLinker A ‘t ", ‘* ‘t 3 . # £

Sekil 3.10. Kalikscrownlu ve kalikscrownsuz ¢iplerin molekiiler algilamada diizen farki (Oh ve ark 2005).
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Kaliksarenlerin  kullanildigi  bir ¢alismada, kalikscrown tiirevleri kullanilarak
hazirlanmis olan protein ciplere protein immobilizasyonu (Sekil 3.11.) gergeklestirilip
protein-protein etkilesimleri QCM metodunun yani sira floresans siddeti Olgllerek de

incelenmistir (Lee ve ark 2013).

Protein

Host-quest interaction
of an aming group
with the crown moiety

Hyarophobic
interaction

Sekil 3.11. Kalikscrown kapli altin kuartza proteinin immobilizasyonu (Lee ve ark 2013).

Kaliksarenlerin kullanildigi amino asit ¢alismalarindan bir digerinde , elektrokimyasal
impedans spekrokopisi (EIS) kullanilarak bazi amino asit tiirevleri ve kaliksaren temelli
molekiiller arasindaki kompleks olusum kabiliyetleri incelenmistir. Kaliksaren molekulleri
arasinda karboksilik asit ile fonksiyonlandirilmig olan turev (Sekil 3.12.), en iyi hassasiyeti
gostererek, 1x10° M arjinin ve 6x10° M lisinin algilanmasi saglanmustir (Hassen ve ark
2007).

R=C(CH3); X=OCH,COOH

Sekil 3.12. Karboksilik asit tirevli kaliksaren (Hassen ve ark 2007).

Karboksilik asit ile tiirevlendirilmis kaliksaren molekiillerini amino asit tiirevlerininin
(Sekil 3.13.) adsorpsiyonu ¢alismasinda kullanmiglardir. Bu c¢alismada adsorpsiyon
degerlerinin belirlenmesinde UV-Vis. spektrofotometresi ile HPLC sistemlerini kullanilmstir.
Aragtirmacilar kaliks[6]aren ve kaliks[8]aren tiirevlerinin kaliks[4]aren tiirevine gore

adsosiyondadaha verimli oldugunu gostermislerdir (Oshima ve ark 2009).
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Sekil 3.13. Adsorpsiyon ¢alismasinda kullanilan amino asit tirevleri (Oshima ve ark 2009).

Yaptiklar1 bir caligmada kiral a-aminler ve a-amino asitler i¢in sivi faz ekstraksiyon
ajan1 olarak (S)-(1)-feniletilamin  fonksiyonel grubu bulunduran yeni kiral kaliksaren
tirevlerini (Sekil 3.14.) sentezlenmisler ve bu bilesiklerin  L-fenilalanin metil esteri
hidroklorur, D-fenilalanin metil esteri hidrokloriir, L-alanin metil esteri hidroklortr, D-alanin
metil esteri hidrokloriir a-amino asitlerinin ve (R)-(+)-1-feniletilamin (S)-(-)-1-feniletilamin
kiral a-aminlerinin ekstraksiyon o&zelliklerini incelemislerdir. Sonu¢ olarak p-ter-
biitilkaliks[4]aren bilesiginin p-H-kaliks[4]arene gbre daha iyi bir 6n organizasyon ile
kullanilan amino asitlere karst daha yiiksek bir ekstraksiyon ozelligi gosterdigi ortaya

cikarilmistir (Tabakci ve ark 2005).

R = tert-butyl / H

Sekil 3.14. Amino asit ve kiral amin ekstraksiyonunda kullanilan kiral kaliksaren tiirevleri (Tabakci ve ark
2005).

Kaliks[4]arenin L- ve D-fenilalaninol ile tirevlendirerek ti¢c amino alkol birimi iceren
kiral kaliks[4]arenlerin (Sekil 3.15.) sentezi ve amino asit ekstraksiyon 6zelligi incelenmistir.
Deneylerde, D-alanin metil ester hidroklortr, L-alanin metil ester hidroklorir, D-fenilalanin
metil ester hidroklortr, L-fenilalanin metil ester hidroklorir, D-triptofan metil ester
hidroklorir ve L-triptofan metil ester hidrokloriir amino asit metil ester gruplar1 incelenmistir.

Arastirmacilar, kaliks[4]aren tlirevlerinin ¢oklu H-baglar1 yaparak incelenen aminoasit

35



tirevleri ile iyi bir kompleklesme kabiliyeti gosterdiklerini ortaya koymuslardir (Erdemir ve
ark 2007).

P \

Sekil 3.15. Amino asit ekstraksiyonunda kullanilan {i¢ amino alkol grubu igeren kiral kaliksaren turevleri
(Erdemir ve ark 2007).

Yapilan bir bagka calismada ise, tiyol turevli bir kaliks[4]crown-5 bilesigi altin
ylizeyine immobilize edilerek (Sekil 3.16.) K secimli bir sensor gelistirilmistir (Chen ve ark
2008).

Sekil 3.16. K* secimli sensor kaplama malzemesi olan altin yiizeyine immobilize edilmis bir kaliks[4]crown-5
turevi (Chen ve ark 2008).

Cok duvarli karbon nanotlip (MWCNT) esasli genetigi degistirilmis organizma (GDO)
icin DNA’nin elektrokimyasal algilanmasini agiklayan doplu polipiroliin (polipirol) DNA
hibridizasyonu QCM ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile incelenmistir.
MWCNT-polipirol DNA sisteminin davranisi ile ilgili Faradaysal yiik aktarma direnci (RCT)
sinyalindeki degisimin, DNA tamamlayic1 hedef konsantrasyonu ile dogru orantili degistigi
belirlenmistir. QCM ve EIS verileri; elektrokimyasal MWCNT-PPy filmlerinin, son derece
hassas oldugunu gdstermistir. Prensip olarak, bu sistemin, DNA biyosensor yapist ve ayni

zamanda protein i¢in de uygun oldugu sonuglara bakilarak anlagilmistir (Lien ve ark 2010).

36



2810
2805
2800
2795
2790
2785
2780
2775

Frequency (kHz)

baglayarak biyosensor tasarlanmistir. Ik yontemde SH-modifiyeli ss-DNA, ikinci yontemde
ise degisik kimyasal baglama ajanlari kullanilarak yilizey kaplandiktan sonra ss-DNA
baglanmistir (Sekil 3.19). ikinci yontemle gergeklestirilen calisma neticesinde DNA
hibridizasyonu gergeklestirilmistir. Hibridizasyon asamalar1 gergek zamanli olarak izlenerek,
hastalik 6n teshisi, bakteri ve viriis tespiti gibi ¢alismalarda, QCM’in yilksek hassasiyete sahip
bir sistem oldugu belirlenmistir. ilk ¢alismada, madde-DNA etkilesim siresi ve madde
derigimi arttik¢a guanin yiikseltgenme sinyalinin diistiigli gézlemlenmistir (Sekil 3.20). Sonug
olarak yapilan birinci ¢aligmada, DNA ile etkilesen voltametrik Ozellikli bircok maddenin
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Sekil 3.17. C-PPy filmine ait zaman-frekans grafikleri (Lien ve ark 2010).
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Sekil 3.18. C-PPy filmine ait konsantrasyon grafigi (Lien ve ark 2010).

Bir doktora galismasinda QCM Kkullanilarak altin yiizeyine farkli iki sekilde ss-DNA

kemoterapi uygulamalarinda kullanilabilecegi goriilmistiir (Diltemiz, 2006)
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»
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Sekil 3.19. SH-modifiye probun altin yiizeye baglanmasi (Diltemiz, 2006)
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Sekil 3.20. a)Dongusel potansiyel tarama profili, b)Elde edilen akim-potansiyel egrileri (Diltemiz, 2006)

Eser miktarda askorbik asit (AA) tespiti i¢in duyarli bir biyosensér yontemi
kullanilmistir. Calismada kolloidal giimiis nanoparcaciklar1 (SNP), bir indirgeme ajani olarak
AA varhiginda giimilis iyonunun kimyasal indirgemesi ile basarili bir sekilde {iretilmistir.
Uretilen giimiis nanoparcaciklar, UV-vis, dinamik 151k sagilmasi (DLS), zeta potansiyeli ve
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile karakterize edilmistir. SNPIer, bir i¢ filtre etkisi
(IFE) yoluyla CdTe kuantum noktalar1 i¢in giiglii bir floresans sondiirlici olarak gorev
yapmistir. SNP'lerin emisyon bandi tamamen QD'lerin emisyon ve uyarim bantlarini
kapsamistir. Bu nedenle, floresans sinyalindeki azalmanmn, 0.2-88.0 ng mL? dogrusal
araliginda AA konsantrasyonuna ve 0.02 ng mL™ algilama limitine bagh oldugu goriilmiistiir

(Sekil 3.21.). 1.8 ve 8.8 ng mL™? AA'nin saptanmasi igin sirasiyla % 2.3 ve % 2.8'lik (n = 5)

standart sapmalar elde edilmistir (Rezaei ve ark 2017).
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Sekil 3.21.a) AA'nin eklenmesiyle CdTe kuantum noktalarinin floresansinin sondiiriilmesi i¢in sematik tasarim,
b) Optik sensoriin floresans spektrumu (farkli AA konsantrasyonu) (Rezaei ve ark 2017).
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Tablo 3.1. 1,0 x 108 mol L* AA varhginda potansiyel hata tiiriiniin girisim ¢aligmas1 (Rezaei ve ark 2017).

Potansiyel olarak karisan tiirler

Glikoz 100
Cr 50
Mg?, SO+ 35
Ure 20
K*, Br 18
Ca* 15
NO,” 10
Dopamin, Cu? 8

Askorbik asit (AA) varliginda epinefrin (Epi) tayini i¢in yeni bir elektrokimyasal
sensoOr olusturmuglardir. Au TMBH kendiliginden bir araya getirilmis tek tabaka modifiye
elektrodun karakterizasyonu (TMBH SAM-ME), [Fe (CN)]redoks ciftini kullanarak déngusel
voltametri (CV) ile arastirllmistir (Sekil 3.22). Epi'nin modifiye edilmis elektrot’da
oksidasyonu, voltametrik yontemlerle arastirilmis ve transfer katsayisi (a), iyonik degisim
akim yogunlugu (io), katalitik hiz sabiti (kh) ve diflizyon katsayis1 (D) degerleri
hesaplanmistir. Bu modifiye edilmis elektrodun avantajlar, TMBH SAM-ME yiizeyinde
Epi'nin oksidasyon iriinlerine karsi tekrarlanabilirligi, kararliligi ve antikirlenme etkisi
olmustur (Zohreh ve ark, 2017). Ayrica Tablo 3.2°de insan kan serumundaki Epi tayini icin

Au-TMBH SAM elektrodunun uygulanmasina ait veriler gosterilmistir (Zohreh ve ark 2017).
1.20

d

1.00 4

0.80 +

IinA

0.40 - a

0.20 T T T T T T T
-0.10 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60

EVvs. Ag/AgCl]

Sekil 3.22.a) pH 6.0'da 0.1 M PBS'nin DPV egrileri, (b) 1.2 - 10*M AA’nin, (c) 2.0 - 10°M AA’nin Epi ve (d)
2.0 - 10°M Epi +1.2 * Au TMBH Uzerinde 10*M AA PV egrileri (Zohreh ve ark 2017).
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Tablo 3.2. Insan kan serumunda Epi tayini igin Au-TMBH SAM elektrodunun uygulanmasi (Zohreh ve ark

2017).
Numune Eklenen (uM) Tespit edilen(uM)  Geri kazanma (%)
Serum 0.00 - -
1.96 2.01 102.55
1.92 1.87 97.39
eIektPo?)%ll?rr::riilzeasyon / Beinging /
2 B
Aniline {0.1M)+ FSA x =X
(0.3m) i 1% NS
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gl
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pr
Sekil 3.23. Sensor iiretimini ve elektrokimyasal algilamay1 gosteren sema (Komal 2017).

Kiral elektrokimyasal sensor ile yapilan bir ¢aligmada, tabaka olarak L-askorbik asit
kullanilarak elektro-kaynakli molekiiler olarak baskilanmis polimer esaslt ultra-ince film ile
gelistirilmis ve sensoriin biyolojik verimliligi analiz edilmistir. Kiral secici sensoriin
serumdaki performansi, dongiisel voltametri, diferansiyel titresimli voltametri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi kullanilarak sulu ve serum 6rneklerinde L-askorbik
asitle baskilanmis polianilin ferrosen siilfonik asit kalem grafit elektrodunun elektrokimyasal
tepkisinin karsilastirmali bir ¢alismasi yiiriitiilerek degerlendirilmistir. Sensor, ¢ozeltilerde
oldukga yiiksek serum oranlarinda esit konsantrasyonlarda L-askorbik asidin sulu ve serum
cozeltilerinde benzer elektrokimyasal tepkiler gostermistir (Sekil 3.23.). Kompleks biyolojik
ortamda ¢ok yonlii etkilesime karsi miikemmel etki gostermis ve dolayisiyla klinik

uygulamalarda degerini dogrulamistir. Yiizey morfolojileri, kiral sensoriin taramali elektron
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mikroskobu (L-askorbik asitin de-dopinginden 6nce ve sonra) ile karakterize edilmis ve bos,
baskilanmamus elektrot ile karsilagtirilmistir. Elektrokimyasal empedans spektroskopi teknigi
ile nicel 1 uM'lik bir tespit limiti L-askorbik asit 6l¢mek i¢in molekiiler olarak baskilanmis bir
elektrot kullanilmistir. Boylece biyomedikal alanlarda biiylik bir 6neme sahip, basit, hizl1 ve
diisiik maliyete sahip bir sensor gelistirismistir (Komal 2017).

Kalic1 farmasotik mikro-kirleticilerin elektrokimyasal olarak izlenmesi i¢in yapilan bir
calismada, genel ve ¢ok yonlii bir metodoloji 6nerilmistir. Sunulan sistemde, elektroaktif ve
elektropolimerlesmis bir hapten (tespit edilecek kirleticinin mimetik molekiilii) ve hapten
veya Kkirleticiyi molekiile baglayan spesifik bir antikor temel alinmistir Sekil 3.24.).
Parasetamol uygulanan bu elektrokimyasal immiino sensor, bir karisimda yapisal analoglara
(aspirin, BPA ve piperazin) kars1 ¢ok diisiik bir tespit limiti 10pM (S / N = 3) ve ¢ok yiiksek
bir se¢icilige sahip oldugu bulunmustur (Wang ve ark 2015).

Hapten kirliligi

H-? !
Uyusan gruplar Azid
Y 5 g p p fonksiyonlastirilmas:

Alkin

fonksiyonlastinimasi j \ _ v =
Hapten A h‘a) | Redoks transduser
u - g ﬁ 4 Elektro agilanan
T . Y

grup

Haptenalkin @4 Transduserazid

0™ |

Elektro asilanan
Hapten-transduser

Hapten-transduser

GC

Elektrot Adim 1

Elektropolimerizasyon

Sinyal 1 nl
Sinyal A J
1 ;0
. e | { -

Anti- parasetamol
___/ Antikor

Parasetamol /

Algilama

Adim 2
Komplekslesme

Sekil 3.24. Hapten-JUG c¢iftinin sematik gosterimi (Wang ve ark 2015).
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Amfifilik pillar[S]aren (amPA5) ve sinyal sondasi (akridin turuncu, AQO)/hedef
molekiil (parasetamol, AP) arasindaki rekabetci bir konak-konuk etkilesimine dayanan bir
calismada duyarli ve secici bir yaklagimi, amPAS ile islevsellestirilmis indirgenmis grafit
oksit (AmMPA5-RGO) bir reseptor olarak kullanilmistir. Host-guest etkilesimi nedeniyle, AO
ve AP molekiilleri her ikisi de molekiillerin bliyiikliigline ve amPAS5'in bosluguna gore
amPAS5 ile 1:1 konuk-konak kompleksi olusturacak sekilde amPAS'in hidrofobik i¢ bosluguna
girebildigi goriilmiistiir (Sekil 3.25.). Ancak AP, AO'dan daha fazla amPAS5 ile etkilesime
girdiginden, AP'yi konak-konuk rekabeti ile tespit edilmislerdir. Bu yontem kullanilarak 0.05
uM (S/N= 3) diisiik algilama limiti ve AP i¢in 0,1-4,0 uM ve 4,0 32 uM dogrusal yanit aralig
elde edilmistir. AO- amPA5-RGO reseptorii olarak kullanilan AP'nin algilanmasi i¢in
flioresan yaklagim Sekil 3.26’da gosterilmistir. Diger yontemlerden daha diisiik algilama
limiti ve daha genis dogrusal aralik vardir. Bu nedenle, serum 6rneklerinde AP'yi tespit etmek
icin basartyla kullanilmis ve u gelecek uygulamalar i¢in umut verici oldugu diistintilmiistiir

(Zhao ve ark, 2017).

AO= akridin turuncu
AP = parasetamol

W +

AO

calistirmak

AO

AP amPAS5-RGO doplanmaasi

Sekil 3.25. AO- amPA5-RGO reseptori olarak kullanilan AP'nin algilanmasi i¢in floresan yaklagim (Zhao ve
ark, 2017).
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Sekil 3.26. AP / amPAS5 kompleksinin molekiiler yerlestirme ile iki farkli molekiiler sekli (Zhao ve ark, 2017).

Grafen ve etil 2- (4-ferrosenil- [1,2,3] triazol-1-il) asetat (EFTA) ile modifiye edilmis
oldukca hassas ve secici bir elektrokimyasal karbon pasta elektrodu (CPE) (EFTAG-CPE) ile
yapilan bir ¢alismada eszamanli izoproterenol, parasetamol, triptofan ve teofilin tayini i¢in
kullanmiglardir. Elektrotun, fosfat tampon ¢ozeltisi (pH = 7.0) igindeki farkli analitlerin
oksidasyonlarinda yiiksek elektrokatalitik etkinlikler gdzlenlenmistir. Izoproterenol ve
parasetamol arasinda 0.190 V, izoproterenol ve triptofan arasinda 0.510 V ve izoproterenol ve
teofilin arasinda 0.750 V olan iyi ¢6ziilen oksidasyon pikleri saglanmistir. Oksidasyon akimu,
0.1 ila 40.0 V ve 40.0 ila 600.0 uM araliginda izoproterenol konsantrasyonu ile dogrudan
dogruya orantili olarak bulunmustur ve bu analit icin SWV analizleri ile 0.034 uM (S/N = 3)
EFTAG-CPE'ye dayali tespit smir1 (3 sn) gozlemlenmistir. Elektrotun, gergek numuneler

icinde kullanilabilecegini 6ne siirmislerdir (Beitollahi ve ark 2017).

EFTA (oks.) izoproterenol (redoks)

izoproterenol (oksidasyon)

Sekil 3.27. EFTAG CPE'de izoproterenolln elektrokatalitik oksidasyonu (Beitollahi ve ark 2017).

Grafene dayali yapilan bir ¢aligmada, ayn1 anda elektrokimyasal olarak indirgenmis ve

camsi1 bir karbon elektrota (GCE) birakilan parasetamoliin hassas algilanmasi igin yiiksek
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performansli bir elektrokimyasal sensor iizerinde calisilmistir. Elektrokimyasal olarak
indirgenmis grafenin (ERG) parasetamoliin oksidasyonuna kars1 elektrokatalitik 6zellikleri
dongiisel voltametri (CV), diferansiyel titresim voltametri (DPV) ve kronoamperometri ile
analiz edilmistir (Sekil 3.28). Karsilastirma igin, ¢esitli ERG/GCE'ler, ERG'nin miktarini
optimize etmek icin farkli elektroforez dongiileri hazirlanmis. Deneysel sonuglar, optimize
edilmis ERG/GCE'nin parasetamoliin elektrokimyasal oksidasyonunda gii¢lii bir etkinlige
sahip oldugunu ve bunun tespiti i¢in son derece hassas bir elektrokimyasal sensor
gelistirdigini gostermistir. Bu calismada, parasetamoliin saptanmasi i¢in elde edilen genis
dogrusal algilama araligi, kalite kontrol agisindan ve hepatotoksisitenin belirlenmesiyle ilgili
olarak, parasetamol igin klinik laboratuvarlarda farmasotikler igin gelecek vaat eden bir

algilama teknigi oldugu goriilmistiir (Adhikari ve ark 2015).
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Sekil 3.28. a) Farkli tarama hizlarindaki parasetamolin 0.1 M PBS’de kaydedilen ERG / GCE'nin
voltamogramlar1 b) Tarama hizlarmin karekokiine karsi anodik ve katodik pik akimlarinin ¢izimleri (Adhikari ve
ark 2015).
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4, MATERYAL VE YONTEM

4.1. Deneylerde Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar

Askorbik asit algilama c¢alismalarinda, Kiral kaliks[4]aren bilesikleri ile hazirlanan
modifiye QCM sensorlerin askorbik asite karsi vermis oldugu tepkileri 6l¢mek i¢in, QCM
cihaz1 (Stanford Research Systems—QCM200) kullanilmigtir. QCM cihazinda kullanilan
sensOr kristalleri salinimlarini 5 MHz da gerceklestirmektedir. QCM kristallerinin yogunlugu
ve kesme modiilii (shear modulus-p) sirasiyla 2,648 g/cm?, 2,947x10% g cm™ s?dir.

Sentezlenen bilesiklerin karakterizasyon islemi icin NMR spektrumlart Varian marka
400 MHz spektrofotometre cihazindan alindi. NMR spektrumunda kimyasal kayma degeri (J)
ppm cinsinden verildi. Sentezlenen kiral kaliks[4]aren tiirevlerinin erime noktas1 tayinleri igin
Gallenkamp marka cihaz kullanildi. Ayrica, sentezlenen bilesiklerin FT-IR spektrumlari
Perkin Elmer Spektrum 100 spektrofotometresinden alindi. ince Tabaka Kromatografisi
(ITK), silika jel (SiO2, Merck 60 Fzs4) ile kaplanmis aliiminyum plakalar kullanilarak yapildi.
Sentez islemlerinde kullanilan tiim kimyasallar Merck, Sigma-Aldrich, Fluka ve Acros

firmalarindan alindi.

4.2. Kiral Kaliksaren Temelli Bilesiklerin Sentezi

Askorbik asit algilama amacl olarak sentezlenecek olan kiral kaliks[4]aren bilesiklerin
sentezleri, Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterildigi gibi kaliksarenin tiirevlendirilebilme
ozelliklerinden yola c¢ikilarak fenolik oksijen (lower rim) ve p-pozisyonu (upper rim)
Uzerinden tarevlendirilmek Uzere iki ayr1 sema halinde gergeklestirildi. Tez ¢aligmalarinda
sentezlenen bilesiklerden bazilari literatiirdeki metotlara gore, digerleri ise yeni gelistirilen

metotlara gore sentezlendi.

4.2.1. Kiral kaliks[4]aren bilesiklerinin fenolik oksijen iizerinden (lower rim) eldesi

Kaliksarenler, halkali yapida olmasi kolaylikla tiirevlendirilebilmesi ve farkli
biiytikliikte molekiil boslugu olusturabilmesi nedeniyle farkli alanlarda kullanilabilmektedirler
(Bohmer 1995). Kiral kaliks[4]aren tiirevleri elde etmek i¢in kaliks[4]aren bilesiginin halkali
yapisindan yararlanarak ve fenolik oksijenler Gzerinden, kiral aminler ile tirevlendirme

yapilarak Sekil 4.1°e gore sentezler gerceklestirildi.
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Sekil 4.1. Fenolik oksijenler Uizerinden kiral kaliks[4]aren eldesi i¢in sentetik sema.

4.2.1.1.15,11,17,23-Tetra-ter-bitil-25,26,27,28-tetrahidroksi kaliks[4]aren (1)

1 L’lik bir balona, 100 g (0,67 mol) p-ter-biitilfenol, 62,30 mL (0,83 mol) %37’lik
formaldehit ve 1,20 g (0,03 mol) NaOH alinir. Reaksiyon karigsimi, banyonun (yag banyosu)
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sicakligr 110-120°C’da sabit tutularak ksilol baslig1 takili geri sogutucu sisteminde, azot gazi
altinda 1,5-2 saat 1sitilir. Reaksiyon karisimi viskoz bir haldeyken 6nce turuncu renge, sonra
da sar1 bir kat1 hale dontigiir. Karisim oda sicakligmma kadar sogutulur, 800-1000 mL
difenileter ile siispanse edilip 1 saat oda sicakliginda karistirilir. Azot girisi ve ksilol baslig
takilarak balon 1sitilir ve suyun ortamdan wuzaklastirilmasi, karigimin berraklagmasi
gerceklestirilir. Daha sonra reaksiyon karisimi 1 L etil asetat eklenerek bir saat karistirilir ve
¢okmenin tamamlanmasi beklenir. Olusan c¢okelek siiziiliip, iki kez 100 mL etil asetat, 200
mL asetik asit ve saf su ile yikanir. %62 verimle elde edilen 66,5 g kati madde, toluen iginde
yeniden Kristallendirilerek 61,6 g parlak, beyaz kristaller halinde p-ter-butilkaliks[4]aren 1
elde edilir (Gutsche ve Igbal 1990). E.n.: 344°C (Lit., 344-346°C). *H-NMR (CDCls): § 1,20
(s, 36H, But), 3,45 (d, 4H, ArCH2Ar), 4,25 (d, 4H, ArCH2Ar), 7,05 (s, 8H, ArH), 10,35 (s,
4H, OH).

OH

4.2.1.2. 25,26,27,28-Tetrahidroksi kaliks[4]aren (2)

52,4 g (70,71 mmol) 1 nolu bilesik, 675 mL kuru toluende ¢oziiliir ve tizerine 32 g
(340 mmol) fenol ilave edilir. 76 g (570 mmol) AICIs {ig esit parga halinde 15 dk ara ile ilave
edilir. Son AICI3 eklendikten sonra dort saat oda sicakliginda azot atmosferinde karigtirlir.
Dort saat sonunda buz banyosu igerisindeki balona 0,2 M HCI ilave edilir. Organik ve sulu faz
ayrilir. Ayrilan organik faz notrallestirili, MgSOys ile kurutulur. Olusan sar1 ¢ozelti vakum
altinda ¢oziiciisii uzaklastirihir ve tlizerine 500 mL metanol ilave edilir. Coken bej renkli
madde suzullr, Kloroform—-metanol karisiminda kristallendirilir ve %78 verimle beyaz
kristaller halinde kaliks[4]aren 2 elde edilir (Tabakci 2006). E.n.: 313°C (Lit., 314°C). 1H-
NMR (CDCls) : § 4,23 (d, 4H, ArCH,Ar), 4,23 (d, 4H, ArCH.Ar), 6,67 (t, 4H, J=7,44, ArH),
7,45 (d, 8H, J=7,56 Hz, ArH), 10,16 (s, 4H, OH).
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AICL

4.2.1.3. 25,27-dimetoksikarbonil metoksi-26,28-dihidroksi kaliks[4]aren (3)

5,0 g (9,43 mmol) 2 numaral bilesik ve 2,60 g (18,86 mmol) KoCO3 200 mL kuru
asetonun i¢inde bir saat oda sicakliginda karistirilir. Daha sonra 30 dk siireyle 2,19 mL (18,86
mmol) metilbromoasetat damla damla eklenir ve 24 saat geri sogutucu altinda karistirilarak
kaynatilir. Reaksiyon sonunda, ¢oziiclinlin bir kismi distile edilir ve sirasiyla seyreltik HCI
¢ozeltisi i¢inde ¢oktiriiliir, su ile yikanir ve kurutulur. Elde edilen {iriin diklorometan/hekzan
¢ozlcu sisteminde kristallendirilir ve %75 verimle 5,02 g 3 numarali bilesik elde edilir
(Collins ve ark 1991). E.n.: 206°C. IR: 3430 cm™(OH), 1755 cm™ (C=0). *H-NMR (CDCly):
0 3,39 (d, J=13,3, 4H, ArCH.Ar), 3,87 (s, 6H, OCHs), 4,46 (d, J=13,3, 4H, ArCH>Ar), 4,75
(s, 4H, OCH>), 6,65 (t, J=7,6, 2H, ArH), 6,73 (t, J=7,6, 2H, ArH), 6,89 (d, J=7,6, 4H, ArH),
7,02 (d, J=7,6, 4H, ArH), 7,52 (s, 2H, ArOH).

/ \
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OH OH OH HO
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4.2.1.4. 25,27-diamido-26,28-dihidroksi kiral kaliks[4]aren tlrevleri (4a-4d)

2,27 g (4,0 mmol) bilesik 3’iin 20 mL toluendeki ¢o6zeltisi hazirlanir ve Uzerine
toluen:metanol (1:2) igerisinde 20 mmol (R)-/(S)-1-feniletilamin (4a ve 4b icin), ya da (R)-
/(S)-2-fenilglisinol (4c ve 4d igin) cozeltisi damla damla ilave edilir. Reaksiyon oda
sicakliginda 30 dakika karistirilir ve daha sonra refluks edilir. ITK ile reaksiyon takibi yapulir.

Reaksiyon sonunda karisimdan ¢oziiciiler vakumda uzaklastirilir. Olusan {iriin metanol ile bir
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kac kez muamele edilerek lower rim fonksiyonlu Kkiral kaliks[4]aren amit tlrevleri 4(a-d) elde
edilir (Kocabas ve ark 2006, Kocabas ve ark 2008).

; <( K 0 ;‘ Yo no' %
_O Oj

;S (R) /(S)-1-Feniletilamin (R)-/(S)-2-Fen| lgl inol jg

o

I

OH OH

0 OH OH Tol en/Metanol ol Metmol OH OH o

4a (R) 4c (R)
4b (S) 4d (S)

/.

MHz): § 9,18 (d, 2H), 7,74 (s, 2H), 7,17-7,30 (m, 10H, Ph), 7,06-7,15 (m,

. B D\ 4H, ArH), 6,84-6,93 (m, 4H, ArH), 6,70-6,82 (m, 4H, ArH), 5,20 (p, 2H,

) NHCHCH:), 4,66 (d, 2H, OCHa, J=15,2 Hz), 4,28 (d, 2H, OCHa, J=15,2
Hz), 4,07 (d, 2H, ArCH,Ar, J=13,1 Hz), 4,03 (d, 2H, ArCH:Ar, J=13,1 Hz),
3,50 (d, 2H, ArCH2Ar, J=13,1 Hz), 3,35 (d, 2H, ArCH,Ar, J=13,1 Hz), 1,67
(d, 6H, CHCHsa).

Q, Q 4a; verim %72, E.n.: 239-241°C; FT-IR: 1669 cm™; 'H-NMR (CDCls, 400

4b; verim %75, E.n.: 238-242°C; FT-IR: 1669 cm; 'H-NMR (CDCls, 400
Q ‘QMHZ) 59,18 (d, 2H), 7,71 (s, 2H), 7,18-7,28 (m, 10H, Ph), 7,08-7,12 (m,
o I ig 4H, ArH), 6,86-6,91 (m, 4H, ArH), 6,73-6,80 (m, 4H, ArH), 5,20 (p, 2H,
{ ) NHCHCHa), 4,64 (d, 2H, OCHz, J=15,2 Hz), 4,28 (d, 2H, OCH,, J=15,2
4b Hz), 4,06 (d, 2H, ArCHAr, J=13,1 Hz), 4,03 (d, 2H, ArCH2Ar, J=13,1 Hz),
3,50 (d, 2H, ArCH,Ar, J=13,1 Hz), 3,35 (d, 2H, ArCH,Ar, J=13,1 Hz), 1,66
(d, 6H, CHCHa).

QA 4c; verim %82, E.n.: 156-157°C; FT-IR: 1660 cm™; *H-NMR (CDCls, 400
on “p MHz): § 9,55 (d, 2H), 7,85 (s, 2H), 7,27-7,30 (m, 4H, Ph), 7,08-7,14 (m,
o oy ig 10H, ArH, Ph), 6,84-6,90 (m, 4H, ArH), 6,76 (t, 2H, ArH), 6,72 (t, 2H,
! ) ArH), 5,24-5,29 (m, 2H, NHCHCH,), 4,98 (d, 2H, OCH, J=15,0 Hz), 4,30
4c (d, 2H, ArCH2Ar, J=13,1 Hz), 4,17 (d, 2H, OCH3, J=15,0 Hz), ,4,07 (d, 2H,
ArCHzAr, J=13,1 Hz), 3,95 (dd, 2H, Ha, CH.OH), 3,85 (dd, 2H, Hp,
CH,0H), 3,52 (d, 2H, ArCHAr, J=13,1 Hz), 3,34 (d, 2H, ArCH2Ar, J=13,1

Hz).
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QA AQM verim %81, E.n.: 155-158 °C; FT-IR: 1660 cm™; *H-NMR (CDCls, 400
£ MHz): & 9,55 (d, 2H), 7,84 (s, 2H), 7,27-7,29 (m, 4H, Ph), 7,07-7,13 (m,
Z’AQ\S 10H, ArH, Ph), 6,86-6,91 (m, 4H, ArH), 6,73-6,77 (m, 4H, ArH), 5,24-5,29
m (m, 2H, NHCHCH,), 4,97 (d, 2H, OCH,, J=150 Hz), 4,29 (d, 2H,

ArCHzAr, J=131 Hz), 4,17 (d, 2H, OCH,, J=15,0 Hz), 4,06 (d, 2H,
ArCHzAr, J=13,1 Hz), 3,95 (dd, 2H, Hs, CH20H), 3,85 (dd, 2H, Hb,
CH20H), 3,53 (d, 2H, ArCH2Ar, J=13,1 Hz), 3,35 (d, 2H, ArCH:Ar, J=13,1
Hz).

4.2.1.5. Kaliks[4]arenin kiral diamit ttrevlerinin klormetilasyonu (5a-5d)

100 mL kloroform icerisine klormetil metil eter (37,0 mmol) ve SnCls (17,0 mmol) -
10°C da ilave edilerek karistirilir. Daha sonra bu karisim tizerine 20 mL kloroform da
¢oziinmiis olan 4(a-d) bilesikleri (1,0 mmol) damla damla ilave edilir ve reaksiyon oda
sicakliginda 50 dk karigtirilir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra 2x50 mL distile su ile
ekstraksiyon yapilir. Baglangicta pembe renkli olan karisim ekstraksiyon sonrasi renksiz olur.
Organik faz ayrilarak MgSOjs ile kurutulur. Coziicii vakum altinda uzaklagtirilir ve kalan
kisim heksan ile muamele edildiginde klorometil uglu kiral kaliks[4]aren amit tiirevleri, 5(a-

d), beyaz kati olarak elde edilir.

3£ 9 o a g

L swc, o saal,
OH o klormetll metil eter i’H oH \ iH F ° klormetll metil eter o OH OH
/ \ /
4a (R) 4c(R)
4b (S) 4d (S)
Sa (R) Sc (R)
5b (S) 5d ()

5a; verim %60, E.n.: 141-143°C; *H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 9,03 (d,

Q/ fffffff "~ 2H), 7,83 (s, 2H), 7,18-7,25 (m, 10H, Ph), 7,12 (s, 4H, ArH), 6,92-6,95 (m,
5 4H, ArH), 6,84 (t, 2H, ArH), 5,18 (p, 2H, NHCHCH3), 4,62 (d, 2H, OCHs,
/i S J=15,4 Hz), 4,52 (s, 4H, CHCl), 4,27 (d, 2H, OCHz, J=15,4 Hz), 4,01 (dd,
- 4H, ArCH:Ar, J=2,5 Hz, J=13,1 Hz), 3,49 (d, 2H, ArCHAr, J=13,1 Hz),

3,35 (d, 2H, ArCH,Ar, J=13,1 Hz),1,65 (d, 6H, CHCHs).
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;,,\\\\\CH: HiC oy, \S :

Sb; verim %64, E.n.: 140-142°C; 'H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 9,03 (d,
2H), 7,82 (s, 2H), 7,19-7,25 (m, 10H, Ph), 7,12 (s, 4H, ArH), 6,92-6,95
(m,4H, ArH), 6,84 (t, 2H, ArH), 5,18 (p, 2H, NHCHCHS3), 4,62 (d, 2H,
OCH?2, J=15,4 Hz), 4,52 (s, 4H, CH.Cl), 4,27 (d, 2H, OCHj, J=154 Hz),
4,01 (dd, 4H, ArCH.Ar, J=2,5 Hz, J=13,1 Hz), 3,49 (d, 2H, ArCH,A,
J=13,1 Hz), 3,36 (d, 2H, ArCH,Ar, J=13,1 Hz), 1,64 (d, 6H, CHCHs).

5c; verim %65, En: 236-238°C; 'H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 8,79 (d,
2H), 7,27-7,30 (m, 4H, Ph), 7,20 (s, 2H), 7,07 (d, 2H, Ph), 6,89-6,93 (m,
8H, ArH, Ph), 6,72-6,80 (m, 6H, ArH, Ph), 5,66-5,71 (m, 2H, NHCHCHy),
5,11 (d, 2H, OCHy, J=15,4 Hz), 4,93 (s, 2H, CH,OH), 4,52 (s, 4H, CH.CI),
4,33 (dd, 2H, Ha, CH,OH), 4,22 (d, 2H, OCH,, J=15,4 Hz), 3,95 (d, 2H,
ArCH,Ar, J=13,1 Hz), 3,80-3,84 (m, 4H, ArCH2Ar, CH20H (Hb)), 3,55 (d,
2H, ArCH.Ar, J=13,1 Hz), 3,02 (d, 2H, ArCH:Ar, J=13,1 Hz).

5d; verim %63, E.n.: 234-236°C; 'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 8,80 (d,
2H), 7,25-7,27 (m, 4H, Ph), 7,21 (s, 2H), 7,07 (d, 2H, Ph), 6,89-6,93 (m,
8H, ArH, Ph), 6,72-6,81 (m, 6H, ArH, Ph), 5,66-5,72 (m, 2H, NHCHCHy),
5,11 (d, 2H, OCHj, J=15,4 Hz), 4,93 (s, 2H, CH,0H), 4,52 (s, 4H, CH,ClI),
4,33 (dd, 2H, Ha, CH,OH), 4,22 (d, 2H, OCH,, J=15,4 Hz), 3,94 (d, 2H,
ArCH,Ar, J=13,1 Hz), 3,80-3,84 (m, 4H, ArCH2Ar, CH20H (Hb)), 3,55 (d,
2H, ArCH.Ar, J=13,1 Hz), 3,02 (d, 2H, ArCH:Ar, J=13,1 Hz).

4.2.1.6. 5,17-ditiyol-25,27-diamido-26,28-dihidroksi kaliks[4]aren tirevleri (6a-6d)

Bilesik 5(a-d) (1,0 mmol) ve tiyoire (10,0 mmol) 40 mL asetonitril icerisinde

karistirilarak kaynatilir. Reaksiyon ITK ile takip edilir. Reaksiyon tamamlandiginda, ¢oziicii

vakum altinda tamamen uzaklastirilir. Geride kalan kat1 kisim 30 mL distile su ile ¢ziiniir ve

tizerine KOH (20,0 mmol) ilave edilir. Karigim 2 saat karistirilarak kaynatilir. Bu siire

sonunda oda sicakligina getirilen karisim 1,0 M HCI ve 2x40 mL CHClz ile ekstrakte edilip,

organik faz ayrilarak MgSOg ile kurutulur. Organik fazin uzaklastirilmasiyla elde edilen kati

kisim heksan:diklorometan ile kristallendirilerek tiyol u¢lu kiral kaliks[4]aren tiirevleri 6(a-d)

elde edilir.

51



e

Tiyoiire / MeCN

i«;@ N Q@

Tiyoiire / MeCN 2
—_—
OH OH o DH OH OH OH o OH OH 0

E I \ KOH / H,0 ; I \ ; I \ KOH / H,0 E I
, SH HS

Cl
6a (R) 5a (R) 5¢(R) 6¢ (R)
6b (S) 5b (S) 5d (S) 6d (S)

6a; verim %55, E.n.: 204-206°C (bozunma); *H-NMR (CDCls, 400 MHz): &
Q’ Q 9,12 (d, 2H), 7,80 (s, 2H), 7,05-7,25 (m, 14H, Ph), 6,90-6,95 (m, 4H, ArH),
z- 6,80 (t, 2H, ArH), 5,13-5,22 (m, 2H, NHCHCHs), 4,68 (d, 2H, OCHy,
m J=15,3 Hz), 4,26 (d, 2H, OCHa, J=15,3 Hz), 3,95-4,08 (m, 4H, ArCHAr),
3,49-3,58 (m, 6H, CH.SH, ArCHAr), 3,34 (d, 2H, ArCH2Ar, J=13,1 Hz),

1,63-1,68 (m, 6H, CHCH?3).
6b; verim %57, E.n.: 201-203°C; H -NMR (CDCls, 400 MHz): § 9,13 (d,
Q *Q 2H), 7,79 (s, 2H), 7,05-7,25 (m, 14H, Ph), 6,88-6,95 (m, 4H, ArH), 6,79 (t,
C o ES 2H, ArH), 5,15 (brs, 2H, NHCHCH3), 4,58-4,68 (m, 2H, OCH>), 4,25 (d,
m 2H, OCHa, J=15,3 Hz), 3,94-4,08 (m, 4H, ArCHAr), 3,48-3,57 (m, 6H,
CH2SH, ArCH:Ar), 3,34 (d, 2H, ArCH2Ar, J=13,1 Hz), 1,62 (d, 6H,

CHCHpa).

6¢; verim %55, E.n.: 310 °C (bozunma); *H-NMR (CDCls, 400 MHz): &
Q" A<© 8,82 (d, 2H), 6,66-7,30 (m, 20H, ArH, Ph), 5,66 (brs, 2H, NHCHCH>),
{TO QS 5,07-5,16 (m, 2H, OCHy), 4,91 (s, 2H, CH20OH), 4,14-4,33 (m, 4H, OCH,

\
m CH20H (Ha)), 3,73-4,05 (M, 6H, ArCH2Ar, CH20H (Hy)), 3,56 (brs, 4H,
CH2SH), 3,03 (d, 2H, ArCHzAr, J=13,1 Hz), 2,01 (brs, 2H, SH).
6d; verim % 55, E.n.: 310°C (bozunma); *H-NMR (CDCls, 400 MHz): &

QAOH B 8,80 (d, 2H), 6,65-7,31 (M, 20H, ArH, Ph), 5,66 (brs, 2H, NHCHCH?>), 5,10
” (d, 2H, OCHa, J=15,4 Hz), 4,91 (s, 2H, CH20H), 4,13-4,34 (m, 4H, OCH,,

m CH20H (Ha)), 3,74-4,05 (m, 6H, ArCH2Ar, CH20H (Hb)), 3,55 (brs, 4H,
CH,SH), 3,02 (d, 2H, ArCH.Ar, J=13,1 Hz), 2,01 (brs, 2H, SH).

o

OH OH

o,
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4.2.2. Kiral kaliks[4]aren bilesiklerinin p-pozisyonu (upper rim) tzerinden eldesi

Kiral Kaliks[4]aren tiirevleri elde etmek icin ayrica kaliks[4]aren bilesiginin halkali
yapisindan yararlanarak ve p-pozisyonu Uzerinden Kiral aminlerle tiirevlendirme yapilarak

Sekil 4.2°ye gore sentezler gerceklestirildi.

Kloroform

(R)-/(S)-1-Feniletilamin (R)-/(S)-2-Fenilglisinol

Sekil 4.2. Sentezlenen kiral kaliks[4]aren bilesikleri i¢in hazirlanan sentetik sema.

4221 5 11, 17, 23-Tetra-ter-batil-25, 27-bis(3-bromopropoksi)-26,28-dihidroksi
kaliks[4]aren (7)

1,0 g (1,54 mmol) p-ter-Butilkaliks[4]aren, 0,53 g (3,85 mmol) K>COs3, 1,56 mL (15,4

mmol) 1,3-dibromopropan, 100 mL kuru asetonitril igerisinde 24 saat karigtirilarak kaynatilir.
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Reaksiyon sonrasi ¢oziiciinlin biiyiik kism1 vakum altinda uzaklastirilir ve kalan kat1 kisim 1
M HCI ile etkilestirilir. Daha sonra ortama katinin ¢oziinmesi i¢in diklorometan eklenir ve
ekstraksiyon islemi yapilir. Organik faz ayrilarak MgSOg ile kurutulur. Karigim siiziildiikten
sonra urln (7) saf olarak elde edilir. Verim %90, e.n. 291°C (Lit., 288-290°C) (Li ve ark.,
1999), 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7.71 (s, 2H), 7.03 (s, 4H, ArH), 6.87 (s, 4H,
ArH), 4.25 (d, 4H, J= 13.1 Hz, ArCHAr), 4.10 (t, 4H, OCHy), 4.01 (t, 4H, CH2Br), 3.33 (d,
4H, J= 13.1 Hz, ArCHAr), 2.51 (p, 4H, OCH2CH2CH>), 1.26 (s, 18H, But), 1.01 (s, 18H,

But). Elde edilen veriler, literatiir verileriyle dogrulandi.

Br Br

OHOH OH

2 < 1,3-dibromopropan O OHOH O
PUXIN o g
2 Asetonitril / % &
7

4.2.2.2. 5 11, 17, 23-tetra-ter—Butil-25, 27-bis (3-disulfitpropoksi)-26,28-dihidroksi
kaliks[4]aren (8)

1,0 g (1,12 mmol) bilesik 7 ve 0,85 g (11,20 mmol) tiyoire 100 mL kuru asetonitril
icerisinde 24 saat karistirilarak kaynatilir. Daha sonra oda sicakligina getirilen karisim tizerine
20 mL distile suda ¢oziinmiis 0,89 g (22,40 mmol) KOH ¢ozeltisi ilave edilir ve 2 saat oda
sicakliginda kanistiritlir.  Reaksiyon sonrasi ¢oziiciiniin - biiylik kismi  vakum altinda
uzaklastirilir ve kalan kisim 1,0 M HCI ile n6tr hale getirilir. Karigim 2x40 mL diklorometan
ile ekstrakte edilir. Organik faz ayrilarak MgSOs ile kurutulur. Organik fazin tamamen
uzaklastirilmasi ile kaliks[4]aren disiilfit tiirevi (8) saf olarak elde edilir. Verim %80, e.n. 190-
192°C, 'H-NMR (400 MHz, CDCls), § (ppm) 8.45 (s, 2H), 7.05 (s, 4H, ArH), 7.03 (s, 4H,
ArH), 4.25 (d, 4H, J= 13.1 Hz, ArCH2Ar), 4.11 (t, 4H, OCHy), 3.45 (m, 4H, CH.S), 3.39 (d,
4H, J= 13.1 Hz, ArCH2Ar), 2.40 (brs, 4H, OCH.CH.CHz), 1.26 (s, 18H, But), 1.15 (s, 18H,
But), ®C-NMR (CDCls, 100 MHz) § (ppm) 28.43 (OCH2CH2CH,S), 30.51 (ArCH,Ar),
31.18, 31.68 (C(CHs)), 32.38 (OCH:CH.CH.S), 33.83, 34.19 (C(CHas)), 74.65
(OCH2CH2CH,S), 12541 (ArC-m), 125.86 (ArC-0), 127.18 (ArC-m), 133.00 (ArC-0),
141.71, 147.38 (ArC-p), 149.33, 150.82 (ArC-O).
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Tiyoiire/KOH

O, atmosfer

4.2.23. 5, 17-dialdehit-11, 23-di-ter-Butil-25, 27-bis(3-disulfitpropoksi)-26, 28-
dihidroksi kaliks[4]aren (9)

1,0 g (1,26 mmol) bilesik 8, 7,06 g (50,4 mmol) HMTA (hekzametilentetramin) ilave
edilerek 50 mL TFA (trifloroasetik asit) igerisinde 40 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Bu
stire sonunda karisim oda sicakligina getirilerek asitli su ile ¢oktiirme yapilir. Olusan kati
kisim siiziilerek su ile yikanir. Elde edilen iirtin (9), vakum altinda kurutulur. Verim %70, e.n.
182°C (Chawla ve ark., 2006), *H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 9.77 (s, 2H), 9.47 (s,
2H), 7.63 (s, 4H, ArH), 7.04 (s, 4H, ArH), 4.22 (d, 4H, J= 13.1 Hz, ArCH.Ar), 4.14 (t, 4H,
OCHz), 3.53 (d, 4H, J= 13.1 Hz, ArCH:Ar), 3.41 (t, 4H, CH.S), 2.42 (brs, 4H,
OCH,CH2CH,), 1.11 (s, 18H, But), *C-NMR (CDCls;, 100 MHz) § (ppm) 28.40
(OCH2CH2CH>S), 30.50 (ArCHAr), 31.22 (C(CHs), 31.87 (OCH2CH2CH.S), 34.33 (CCHs3),
75.04 (OCH2CH2CH>S), 126.39 (ArC-m), 128.49, 128.90 (ArC-0),131.02 (ArC-m), 131.72,
148.60 (ArC-p), 149.09, 159.50 (Ar-C-0), 190.94 (C=0).

S—S

{ OHOH 0\ HMTA/TFA

4.2.2.4 5,17-dialdehit-11,23-di-ter-Batil-25,27-bis (3-distlfitpropoksi)-26,28 dihidroksi
kaliks[4]aren (10a-10d)

0,5 g (0,68 mmol) 9 numarali bilesik ve kiral amin tiirevleri (3,38 mmol) MgSO4

iceren 40 mL kloroformda 48 saat boyunca geri sogutucu altinda kaynatilir. Siire

tamamlandiktan sonra MgSOy siiziilerek karisimdan ayrilir. Kalan kloroform vakum altinda
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uzaklastirilir, elde edilen kat1 10a ve 10b icin diklorometan/hekzan sisteminde ve 10c ve 10d

icin ise diklorometan/metanol sisteminde kristallendirilir.

A A

@ (R)- /(S)lfemletllamm pry (R)-/(S)-2-fenilglisinol V / IAc 7
CHCI, @ CHCI, ” 57 \
\ N/ \N
OH HO

10a (R) 10¢ (R)
10b (S) 10d (S)

10a; verim %62; E.n.:159-161°C; *H-NMR (400 MHz, CDClz): § 8,98 (s,
§> 2H), 8,16 (s, 2H), 7,58 (d, 1H, J=1,95 Hz, ArH), 7,19-7,40 (m, 15H, ArH,
p@ { Ph), 7,10 (d, 1H, J=2,34 Hz, ArH), 7,05 (d, 1H, J=2,34 Hz, ArH), 4,46 (q,
| 2H, CHCH3), 4,24 (d, 2H, J=12,5 Hz, ArCH2Ar), 4,19 (d, 2H, J=12,5 Hz,
@ erare” YCYArCHoA), 4,12 (t, 4H, OCHy), 3,48 (d, 4H, J=13,1 Hz, ArCH.Ar), 3,41
10 (brs, 4H, CH,S), 2,41 (brs, 4H, OCH,CH,CH,), 1,57 (d, 6H, CHCH3), 1,14

(s, 18H, But).

ss 10b; verim %61; E.n.:163-165°C; 'H-NMR (400 MHz, CDCls): & 8,97 (s,

{ > 2H), 8,15 (s, 2H), 7,58 (d, 1H, J=1,95 Hz, ArH), 7,19-7,40 (m, 15H, ArH,
g: { Ph). 7.10 (d, 1H, J=2:34 Hz, ArH), 7,05 (d, 1H, J=2,34 Hz, ArH), 4,46 (,
S, & 2H, CHCHa), 4,23 (d, 2H, J=12,5 Hz, ArCH,Ar), 4,18 (d, 2H, J=12,5 Hz,

@cﬂs © k©A|rc:H2Ar), 4,12 (t, 4H, OCHy), 3,47 (d, 4H, J=13,1 Hz, ArCHAr), 3,42

1ob (brs, 4H, CH,S), 2,40 (brs, 4H, OCH2CH2CH>), 1,56 (d, 6H, CHCH3), 1,13
(s, 18H, But).
S—S. 10c; verim %58; E.n.:190-192°C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § 9,10 (s,

g \a 2H), 8,22 (s, 2H), 7,62 (d, 1H, J=1,76 Hz, ArH), 7,22-7,44 (m, 13H, ArH,
%i o\ Ph), 7,09 (brs, 3H, ArH, Ph), 7,03 (d, 1H, J=2,15 Hz, ArH), 4,42 (dd, 2H,
7 N, ™ CHCH20H), 4,27 (d, 2H, J=13,1 Hz, ArCH,Ar), 4,18 (d, 2H, J=13,1 Hz,
\M H;’ArCHzAr), 4,12 (t, 4H, OCHy), 3,86-3,96 (m, 4H, CH,OH), 3,49 (dd, 4H,
10c J=131, 56 Hz, ArCHAr), 3,41 (brs, 4H, CHS), 2,43 (brs, 4H,
OCH,CH2CHy), 0,98-1,26 (m, 18H, But).
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s-s_ 10d; verim %57; E.n.:188-190°C; 'H-NMR (400 MHz, CDCla): & 9,10 (s,

< . 2H), 8,21 (s, 2H), 7,62 (d, 1H, J=1,76 Hz, ArH), 7,21-7,43 (m, 13H, ArH,
9/* @ Ph), 7,00 (brs, 3H, ArH, Ph), 7,01 (d, 1H, J=2,15 Hz, ArH), 4,42 (dd, 2H,
7 N T CHCH:0H), 4,27 (d, 2H, J=13,1 Hz, ArCH,A), 4,18 (d, 2H, J=13,1 Hz,
HoArCHzAr), 413 (t, 4H, OCHy), 3,87-3,96 (m, 4H, CH,OH), 3,48 (dd, 4H,
10 J=13,1, 56 Hz, ArCH:Ar), 3,41 (brs, 4H, CH.S), 2,42 (brs, 4H,

OCH,CH>CH), 0,97-1,25 (m, 18H, But).
4.3. Askorbik Asit Algilama Calismalar:
4.3.1. Kiral kaliks[4]aren modifiye QCM sensoérlerin hazirlanmasi
Kiral kaliks[4]aren modifiye QCM sensoérleri hazirlanmadan énce QCM kristallerinin
temizlenmesi gerekmektedir. Bu amacla, QCM Kkristalleri ultrasonik banyo igerisinde 5 dk

kloroform ile temizlendi. Daha sonra saf su ve etanol ile yikandi, yiiksek safliktaki azot gazi

ile kurutuldu. Temizlenen QCM kristallerinin temel frekans degerlerinin 6l¢iilmesi i¢in Sekil

4.3’te gosterilen QCM sensor sistemine yerlestirildi.

QCM hiicre QCM hiicre QCM kristal
bashk baglantiss basha boshugu

QCM kristal

°M knistal L kri
QCM krista QCM kristal styi temas kism1

Sekil 4.3. QCM sensor sistemine ait hiicre ekipmanlari

Temizlenen ve temel frekans degeri Olclilen QCM kristallerine kiral kaliks[4]aren

tiirevlerinin immobilizasyon islemi igin sentezlenen tiirevlerin kloroformda 1 mM’lik
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¢ozeltileri hazirland1. Cozeltide bekletme (soaking) metodu kullanilarak sensor filmleri elde
edildi. Bunun i¢in 6ncelikle bir beher i¢ine 3 mL kloroform, 3 pL kiral kaliks[4]aren tiirevi
eklendi ve ¢ozelti ortamina QCM kristali yerlestirildi. Elde edilen ¢ozeltilerdeki kloroformun
bir giin bekletilerck tamamen uzaklagmasiyla kiral kaliks[4]aren modifiye QCM sensorler
elde edildi. Kiral kaliks[4]aren bilesiklerinin QCM kristali iizerine kaplanmasindan dolay1
meydana gelen kiitle degisiminin Hertz birimi cinsinden oOl¢iilebilmesi i¢in QCM kristali
yeniden sisteme takilarak frekans 6l¢timii yapildi. Temel frekans degeri ile son dlgiilen deger
arasindaki fark, Hertz olarak QCM kristaline immobilize olan kiral kaliks[4]aren tlirevinin

kitlesi olarak kaydedildi.

4.3.2. QCM sensor sistemi ve algilama yontemi

Askorbik asit algilama c¢alismalar1 igin Sekil 4.4°te gosterilen QCM sistemi kullanildi.
QCM sisteminin bilgisayar baglantis1 saglandiktan sonra alinan sinyaller bilgisayar
yardimiyla kaydedildi. Kiral kaliks[4]aren modifiyeli her bir QCM sensor filmi olusturulurken
filmlerin kaplama Oncesi ve sonrasinda Hertz cinsinden frekans degerleri okunarak
kaydedildi. Kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorler frekans olgiimleri tamamlandiktan
sonra, sivi temaslt sistemde (flow-cell) calismak iizere, QCM sisteminin akis hiicresine

yerlestirildi.

Sekil 4.4. Kiral amin algilama c¢alismalarinda kullanilan QCM sistemi

Algilama caligmalari, kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensor yiizeyi ile kiral amin
cozeltisinin etkilesebilecegi sekilde gergeklestirildi. Sekil 4.5’te deneylerde kullanilan QCM

Olctim diizeneginde goriildiigii gibi QCM akis hiicresine kiral amin ¢dzeltileri peristaltik
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pompa yardimiyla gonderildi. Sistemden oncelikle saf su gecirilerek sistemin kararli hale

gelmesi saglandi.

Peristaltik Pompa QCM hiicresi

Frekans Sayaci

Sekil 4.5. Deneylerde kullanilan QCM 6l¢iim diizenegi

Kararli hale gelen sisteme belirli konsantrasyonda hazirlanan askorbik asit ¢6zeltisinin
verilmesi ile algilama sonucunda frekansta meydana gelen degisimler bilgisayar yardimiyla
kaydedildi. Algilama sonucunda QCM sisteminin ¢alisma prensibi olan Esitlik 1°de verilen

Sauerbrey denklemi ile uyumlu sekilde, frekans degisikligi oldugu goriildii.

A,/
AmZ—ﬂAf

of2 )

Sauerbrey Esitliginde;

Am: Kristal ylizeyindeki kiitle degisimini (g),

A: Kristal yiizeyindeki filmin etkin olarak kullanilan alanini (cm?)

pq: Kuartz kristalin yogunlugunu (2,648 g/cm?)

Hq: Kuartz kristalin yiizey gerilimini (2,947 x 10 dyne/cm?)

Af: Kristal ylizeyindeki kiitle degisimine baglh olarak frekans degisimini (Hz)
fo: Kuartz kristalin temel frekansini (Hz) ifade etmektedir.

Kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorler kullanilarak askorbik asit algilama
calismalar1 sonucunda, film yiizeyinde tutulan analit miktarinin belirlenmesi i¢in Sauerbrey
denklemi kullanildi. Bu degerlerden yola ¢ikarak kiitlesel adsorpsiyon verileri (Am) de
hesaplanarak stokiyometrik oran (SO), dagilim katsayisi (DK), algilama sinir1 (LOD) ve

zaman sabiti (1) parametreleri incelendi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Fenolik Hidroksi Tarafindan Fonksiyonlandirilan Kiral Kaliksaren Tiirevlerinin L-

AA ve D-AA Algilanma Calismalari

Tezin bu asamasinda, sentezlenen farkli yapidaki kiral kaliks[4]aren tiirevleri QCM
kristal ylzeyine kaplanarak kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorler hazirlanmstir.
Daha sonra askorbik asit izomerlerinin algilama ¢aligmalar1 incelenip, hazirlanmis olan ¢ozelti
yardimiyla olusan frekans degisimine karsi degerleri gozlemlenmistir. Algilama siireci
bittikten sonra sensor yiizeyinde adsorbe olmus askorbik asit izomerleri sistemden saf su
gecirilerek desorbe edilmistir. Bu sekilde adsorbsiyon ve desorpsiyon iglemleri araliksiz
gerceklestirilmistir. Algilama calismalarinda kullanilan L-AA ve D-AA’nin agik formiilleri
Sekil 5.1°de gosterilmistir.

L-Askorbik Asit D-Askorbik asit
HO

.\\\\\\O

HO
HO

HO OH HO OH

Sekil 5.1. Algilama ¢aligmalarinda kullanilan askorbik asit enantiyomerleri.

Algilayict malzeme olarak kullanilan 6a bilesigi, fenolik-OH gruplari iizerinden (R)-1-
feniletilamin ile tiirevlendirilerek elde edilmis bir kiral kaliks[4]aren amit tirevidir (Sekil
5.2.). Bu bilesik ile olusturulan kaplama sonrasinda QCM kristalinde meydana gelen frekans
degisimi (bu degisime yiizeyde olusturulan film kiitlesi sebep olmaktadir.) 136 Hz olarak
Ol¢lilmiistlir. 6a numaral1 bilesigin L-AA’ya kars1 algilama degerleri Sekil 5.3’de, D-AA’ya

kars1 algilama sonuglar1 Sekil 5.4°te verilmistir.
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SH HS

6a (R)

Sekil 5.2. Kiral kaliks[4]aren turevi 6a (R).

—— Adsorpsiyon
Desorpsiyon

Frekans Degisimi(AF)
&
1

T T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750
Zaman(sn)

Sekil 5.3. Kiral kaliks[4]aren 6a modifiyeli QCM sensoriin 1000uM L-AA'ya kars1 frekans cevabi

Adsorpsiyon
Desorpsiyon

Frekans Degisimi(AF)

T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zaman(sn)

Sekil 5.4. Kiral kaliks[4]aren 6a modifiyeli QCM sensoriin 1000uM D-AA'ya kars1 frekans cevabi
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Algilayict malzeme olarak kullanilan 6b bilesigi, fenolik-OH gruplari tizerinden (S)-1-
feniletilamin ile tiirevlendirilerek elde edilmis bir kiral kaliks[4]aren amit turevidir (Sekil
5.5.). Bu bilesik ile olusturulan kaplama sonrasinda QCM kristalinde meydana gelen frekans
degisimi (bu degisime yiizeyde olusturulan film kiitlesi sebep olmaktadir.) 119 Hz olarak
Ol¢iilmiistiir. 6b numarali bilesigin L-AA’ya kars1 algilama degerleri Sekil 5.6’da, D-AA’ya

karsi algilama sonuglart Sekil 5.7°de verilmistir.

Sekil 5.5. Kiral kaliks[4]aren tlrevi 6b (S).
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Sekil 5.6. Kiral kaliks[4]aren 6b modifiyeli QCM sensoriin 1000 pML-AA'ya kars1 frekans cevabi
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Sekil 5.7. Kiral kaliks[4]aren 6b modifiyeli QCM sensoriin 1000uM D-AA'ya karsi frekans cevabi

Algilayict malzeme olarak kullanilan 6¢ bilesigi, fenolik-OH gruplar tizerinden (R)-2-
fenilglisinol ile tirevlendirilerek elde edilmis bir kiral kaliks[4]aren amit turevidir (Sekil 5.8.).
Bu bilesik ile olusturulan kaplama sonrasinda QCM kristalinde meydana gelen frekans
degisimi (bu degisime yiizeyde olusturulan film kiitlesi sebep olmaktadir). 138 Hz olarak
Ol¢tilmiistiir. 6¢ numarali bilesigin L-AA’ya kars1 algilama degerleri Sekil 5.9°da, D-AA’ya

karsi algilama sonuclar1 Sekil 5.10°da verilmistir.

(o) OH OH o)

6¢ (R)

Sekil 5.8. Kiral kaliks[4]aren tlrevi 6¢ (R).
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Sekil 5.9. Kiral kaliks[4]aren 6¢ modifiyeli QCM sensoriin 1000 uML-AA'ya kars1 frekans cevabi
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Sekil 5.10. Kiral kaliks[4]aren 6¢ modifiyeli QCM sensoriin 1000uM D-AA'ya karsi frekans cevabi
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Algilayici malzeme olarak kullanilan 6d bilesigi, fenolik-OH gruplari tizerinden (S)-2-
fenilglisinol ile tirevlendirilerek elde edilmis bir kiral kaliks[4]aren amit turevidir (Sekil
5.11.). Bu bilesik ile olusturulan kaplama sonrasinda QCM kristalinde meydana gelen frekans
degisimi (bu degisime yiizeyde olusturulan film kiitlesi sebep olmaktadir). 128 Hz olarak
Ol¢iilmiistiir. 6d numarali bilesigin L-AA’ya kars: algilama degerleri Sekil 5.12°de, D-AA’ya

karsi algilama sonuglar1 Sekil 5.13’de verilmistir.

OH OH

;‘ “oH Ho/\/Q
H
D,
\

6d (S)

Sekil 5.11. Kiral kaliks[4]aren tirevi 6d (S).
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Sekil 5.12. Kiral kaliks[4]aren 6d modifiyeli QCM sensoriin 1000uM L-AA'ya kars1 frekans cevabi
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Sekil 5.13. Kiral kaliks[4]aren 6d modifiyeli QCM sensériin 1000uM D-AA'ya kars1 frekans cevabi

Boylece yukarida ozellikleri verilen kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorlerin
secilmis L ve D-askorbik asite kars1 tepkileri, toplu olarak Tablo 5.1°de verilmistir. Sonuglar,
tiim kiralkaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorlerin secilmis askorbik asitler i¢in farkli, ama
belirli oranlarda algilama o6zelliklerinin oldugunu ve bdylece biyosensor olarak

degerlendirilebileceklerini ortaya ¢ikarmistur.

Tablo 5.1. Kiral kaliks[4]aren (6a-6d) modifiyeli QCM sensorlerin segilmis askorbik asit tiirevlerine karst
tepkileri (frekans degisimleri, Af)

Askorbik Asit Tlrevleri
Algilayic1 Film
sray D-/L-
6a (R) 11,5/9,7
6b (S) 10,9/8,4
6¢ (R) 10,5/10,1
6d (S) 12,5/22,2

5.1.1 Etkin biyosensor-biyoanalit ¢iftlerinin belirlenmesi
Tablo 5.1° de verilen kiralkaliks[4]aren modifiyeli QCM biyosensorler ile askorbik

asit tiirevleri arasindaki algilama sonuglar1 degerlendirildiginde en etkin biyosensor-biyoanalit

ciftlerini belirlemek igin Oncelikle kiral yapiya sahip bu biyoanalit tiirevlerinin farkli
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algilanma Ozelliklerine gore kiral ayrim degerleri (o) hesaplanmis ve en yiliksek degerdeki

ayrimlarin gerceklestigi biyosensor-biyoanalit ¢iftleri belirlenmistir.
5.1.2. Kiral ayrim degerlerine gore etkin biyosensor-biyoanalit ¢iftlerinin belirlenmesi

Cogu kiral bilesikler gibi, askorbik asitler de enantiyomerik karigimlar halinde
bulunabilmektedir. Bilindigi gibi enantiyomerlerden biri tedavi edici 6zellik gosterirken, diger
enantiyomer istenilen tedavi edici 6zelligi sergilememekte hatta saglik agisindan daha kotii
sonuclara neden olabilmektedir (Izake 2007). Bu nedenle, askorbik asitlerin enantiyomerik
ayrimlari saglik acisindan analizler i¢in ¢gok 6nem arz etmekte ve dolayisiyla birgok calismada
kiral ayrimlarin gergeklestirilmesi hedeflenmektedir. Kiral ayrim degerleri (a) ise Esitlik 5.1'e

gore hesaplanabilmektedir.
a=|1-22| (5.1)
Bu esitlikte Afp, D-izomerlerin, Af,, ise L-izomerlerine karsi tepkilerini

gostermektedir. Boylece, kiralkaliks[4]aren modifiyeli QCM biyosensorlerin, askorbik asit

tiirevlerine karsi1 kiral ayrim degerleri Esitlik 5.1'e gére hesaplanmis ve Tablo 5.2 verilmistir.

Tablo 5.2. Modifiye QCM biyosensorlerin askorbik asit tiirevlerine kargi kiral ayrim degerleri (o).

Askorbik Asit Tirevleri

Algilayic Film
D -/L-
6a 0,08
6b 0,24
6c 0,44
6d 0,10

Tablo 5.2'ye bakildiginda fonksiyonlandirilmis kiral kaliks[4]aren sensor filmleri ile
askorbik asit izomerleri arasindaki kiral ayrimlar, askorbik asit tlrevlerinde dnemli 6l¢ude
gerceklesmistir. Bu tabloya gore her iki askorbik asit tiirevi igin en yiiksek kiral ayrim
degerine sahip olan kiral kaliks[4]aren 6c, sensor kaplama malzemesi olarak segilmistir ve
bundan sonraki c¢aligmalarda L-AA ve D-AA izomerleri igin 6c kapli biyosensor
kullanilmugtr.

Yapilan calismanin devaminin ilk asamasinda Sekil 5.1°de kiral ayrimin gozlendigi
askorbik  asit izomerlerinin  farkli  konsantrasyonlarindaki  algilama  c¢aligmalari

gerceklestirilmig, 6¢ filminin farkli analit konsantrasyonlarina karsi vermis oldugu frekans
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degeri Sekil 5.14 ve 5.15'te verilmistir. Buna gore konsantrasyon artisiyla tepki degerlerinin
de lineer olarak arttigi gozlenmistir. Sekil 5.16’ya bakildiginda ise askorbik asit izomerlerinin
konsantrasyonlarindaki artisin  50-1000 pM araliginda lineer bir sekilde kiral ayrim
degerlerini artirdig1 goriilmiistiir (R?=0.993; y=0,0019x+0,613) (Sekil 5.17).
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Sekil 5.14. Kiral kaliks[4]aren 6¢ modifiyeli QCM sensoriin farkli L-AA konsantrasyonlarina karsi frekans

cevaplart
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Sekil 5.15. Kiral kaliks[4]aren 6¢ modifiyeli QCM sensoriin farklt D-AA konsantrasyonlarina kars: frekans
cevaplari
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Sekil 5.16 6¢ modifiyeli QCM biyosensdriin farkli konsantrasyonlardaki askorbik asit izomerlerine kars1
tepkilerinin regresyon grafigi.
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Sekil 5.17. Askorbik asit konsantrasyonun kiral ayrim degeri iizerine etkisi

Sauerbrey denklemine gore, sensor film ylzeyinde adsorbe olmus analitlerin sebep
oldugu kiitle degisimi, frekans degisimi ile dogru orantilidir. Bundan dolayi, sensor yilizeyinin
hassasiyeti 1 uM'lik analite karsi verdigi frekans degisimi (Hz) ile dlgiilmektedir (Koshets
2009). Hassasiyet (S) degeri, analitin farkli konsantrasyonlarina karsi biyosensorde goriilen
frekans degisimleri ile ¢izilen grafigin egiminden hesaplanabilmektedir (Hz/uM). Tablo 5.3’te
6¢ modifiyeli QCM biyosensoriin biyoanalit hassasiyetleri verilmistir.

Biyoanalitlerin diisiik konsantrasyonlarda algilanmasi O6nem arz etmektedir. Bu
yuzden, D-AA ve L-AA konsantrasyonlarina karsi frekans degerlerine ait regresyon

verilerinin lineer kisimlar1 ile Excel-regresyon ozelliginden yararlanilarak LOD degerleri

69



belirlenmistir (Tablo 5.3.). Ayrica Tablo 5.3.’te grafiklerin lineerlestirilip eksponansiyel

fonksiyona frekans degerlerinin yerlestirilmesi ile T (zaman sabiti) degerleri (biyosorpsiyon
(Tvis) hesaplanmustir (sadece 1000 uM'lik askorbik asit) (Temel 2017).

Tablo 5.3. 6¢ modifiyeli QCM biyosensdrin D ve L askorbik asit turevleri igin LOD, S ve T degerleri.

Askorbik Asit LOD (uM)

S (Hz/uM) This ()

D-/L- 8.58/2.14

0.008/0.021 111.9/64.9

5.1.3. Algilama calismalarinin biyosorpsiyon bakimindan degerlendirilmesi

Biyoanalitlerin algilanma ¢aligmalari, biyosensoriin biyoanalit tarafindan adsorpsiyonu

anlamima gelmektedir. Biyosensoriin adsorpsiyon ozelligini aragtirmak icin, 6¢ modifiyeli

QCM biyosensor ile farkli konsantrasyonlardaki askorbik asit ¢alismalarindan yararlanilarak

Langmuir ve Freundlich izotermleri Sekil 5.18 ve Sekil 5.19'da ¢izilmistir (Atkins ve ark.,

2010).
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Sekil 5.18. 6¢ modifiyeli QCM sensoriin askorbik asit izomerleri i¢in biyosorpsiyonlarina ait Langmuir
izotermleri (Atkins ve ark., 2010).
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Sekil 5.19. 6¢ modifiyeli QCM sensoriin askorbik asit izomerleri i¢in biyosorpsiyonlarina ait Freundlich
izotermleri (Atkins ve ark., 2010).

Tablo 5.4. Langmuir ve Freundlich izotermlerine ait parametreler(Atkins ve ark., 2010).

Askorbik Asit Langmuir Freundlich
Trevleri o (mmol/g) b (L/mmol) R? RL Ks n R?
D-AA 0.512 0,580 0,998 0<R<1 4.083 1.837 0,993
L- AA 6.474 2.521 0,999 O0O<Ri<1 0.796 0.972 0,997

Sekil 5.18’deki Langmuir izotermlerinden o ve b degerleri hesaplanarak Tablo 5.5°te
verilmistir. b degerlerinin kiigiik olmasi, adsorbent malzemesinin biyosorpsiyon 6zelliginin,
diisiik konsantrasyonlarda ¢ok iyi olmadigini gostermektedir. Ayrica qo degerlerinin buyik
olmas1 ise, adsorbent malzemesinin genis bir yiizey alanina sahip oldugu i¢in biyosorpsiyon
ozelliginin ¢ok iyi oldugunu gostermektedir. Tablo 5.5’te boyutsuz R_ degerlerine gore
izoterm tipleri gosterilmistir. Bu degerler dogrultusunda Ry degerinin O ile 1 arasinda degerler

almasi biyosorsiyon 6zelliginin Langmuir izotermine elverisli oldugunu gostermektedir.

1
RL =
1+bCy

(5.2)

Bu esitlikte, b, Langmuir sabitini, Co ise maddenin ¢6zeltideki baslangi¢c konsantrasyonunu

ifade etmektedir.
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Tablo 5.5. R, sabiti degerlendirme tablosu (Atkins ve ark., 2010).

Re Degerleri izoterm Tipi
R.>1 Elverisli Olmayan
Ri=1 Lineer

1>R. >0 Elverisli

R.=0 Tersinmez

Boylece askorbik asitin boyutsuz Ri degerinin Esitlik 5.2'ye gére 1 > RL > 0 olarak
hesaplanmasi askorbik asit biyosorpsiyon 6zelliginin Langmuir i¢in elverisli olduguna isaret
etmistir.

Tablo 5.4’te Sekil 5.19°daki Freundlich izotermlerinden faydalanilarak Ki ve n
degerleri hesaplanmistir. Freundlich izoterminin dogrusalliga yaklasmasi(regresyon degerinin
1’e yaklagsmasi) ve n degerinin 1'den biiyiik olmasi, adsorbent malzemesinin biyosorpsiyon
ozelliginin Freundlich izotermine uygun oldugunu géstermistir.

Ayrica Tablo 5.4’te verilen n degerinin 1/n degerlerine donistiirlilmesiyle ylizeyin
homojen olup olmadigi incelenmistir. Bu degerin 1'e ¢ok yakin olmasi adsorbent
malzemesinin ylzeyinin homojen olduguna isaret etmektedir. Sonug olarak her iki izoterm
egrileri incelendiginde, askorbik asit izomerlerinin biyosorpsiyon 6zelliginin her iki izoterme

de uydugu goriilmistiir.

5.1.4. Algilayicr film miktarmin Kiral ayrim Uzerine etkisi

AA algilama calismalarinda genel olarak kaliks[4]arenin p-pozisyonundan kiral amin
tiirevleri ile tiirevlendirilmis bilesiklerin algilamasinda kiral kaliks[4]aren 6¢ modifiyeli QCM
biyosensor, AA igin hem kiral ayrim bakimindan hem de stokiyometrik oran bakimindan
etkili olmustur. Sensor ylzeyine kaplanan kaliks[4]aren miktarinin algilamaya etkisini
incelemek icin kiral kaliks[4]aren 6¢ modifiyeli QCM sensorler hazirlanmistir. Hazirlanan
sensorlerin kaplama miktarlarnt 95Hz, 138 Hz, 206 Hz, 306 Hz ve 403Hz elde edilmistir.
Boylece farkli miktarlarda 6¢ modifiyeli QCM biyosensorlerin askorbik asit izomerleri icin
algilama calismalar1 yapilmistir. Kaplama miktariin belli kalinliga geldiginde doygunluga

ulastig1 ve hatta kiral ayrimin sensor film kalinlig arttik¢a azaldig1 sonucuna varilmistir.
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Sekil 5.20. Algilayici film (6¢) miktariin kiral ayrim iizerine etkisi

Sekil 5.20’ye bakildiginda, en yiiksek kiral ayrimlarin 138 Hz'lik 6¢ icerigine sahip
biyosensor tarafindan gerceklestigi anlasilmistir. Bagka bir deyisle kaliks[4]aren 6¢ igerikleri
(95, 138, 206, 306 ve 403 Hz) arttikca kiral ayrim degerlerinin 6nce arttigi, daha sonra
giderek azaldigi goriilmiistiir. Bu durumun, kaliks[4]aren 6¢ molekillerinin biyosensor
yuzeyinde miktarlarinin artmasi nedeniyle birbiri iizerlerine yayilarak katmanlar olusturmasi
dolayisiyla {ist katmanda bulunan kaliksaren molekiillerinin alt kisimdaki kaliksaren
molekiillerinin amino asit molekiilleri ile etkilesebilmesine engel olmasindan kaynaklandigi

distinilmistir.

5.1.5. Kaplama yontemlerinin kiral ayrim Uzerine etkisi

Kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorlerinin hazirlamasinda kullanilan kaplama
yonteminin askorbik asit ayrimi tizerine etkisini incelemek igin, ¢ozeltide bekletme yontemi
(soaking), dondiirerek kaplama (spin coating) ve damlatilarak kaplama (drop casting)
yontemleri uygulanmistir. Ilk olarak, ¢Ozeltide bekletme yontemi ile hazirlanan 138 Hz'lik
kaliks[4]aren 6¢c modifiyeli QCM biyosensorii hazirlanmistir. Dondiirerek kaplama yontemi
ile, kloroformda hazirlanmis 1 mM kaliks[4]aren 6¢C ¢ozeltisinden 100 uL kullanilarak 1000
rpm doniis hizi ve 30 sn siire ile kaplama gerceklestirilmis ve 130 Hz'lik kaliks[4]aren 6¢
modifiyeli QCM biyosensorii hazirlanmistir. Damlatilarak kaplama yontemi ile ise,
kloroformda hazirlanmis 1 mM kaliks[4]aren 6C ¢Ozeltisinden 20 pL kullanilarak kaplama

yapilmis ve biyosensoriin olusmasi i¢in kaplama 60°C'da etlivde 30 dk. bekletilerek
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¢ozlicliniin buharlagsmasi saglanmistir. Boylece 133 Hz'lik kaliks[4]aren 6¢ modifiyeli QCM
biyosensorii  hazirlanmistir.  Yontemlerin  birbirleriyle saglikli  kiyaslanabilmesi igin
biyosensorlerin kaliks[4]aren miktarlarinin birbirine yakin degerlerde olmasina 6zellikle

dikkat edilmistir.

1,50

I R-PG-SH

Bekleterek Doéndurerek Damlatarak
Kaplama Kaplama Kaplama
(138 Hz) (130 Hz) (133 Hz)

Sekil 5.21. Kaplama ¢esidinin 6¢ modifiyeli QCM sensoériindeki kiral ayrim {izerine etkisi

Hazirlanan 6¢ modifiyeli QCM sensorleri ile yapilan c¢alisma sonucunda kaplama
cesidi kiyaslanmak i¢in kiral ayrim sabiti degerlerine bakilarak en iyi kaplama cesidi olarak
dondirerek (spin) kaplama yonteminin, bu kaplama ¢esidi ve algilanmis olan analit i¢in en iyi
oldugu saptanmistir. Bunun sebebi déndurerek (spin) kaplama yonteminde malzemenin daha
diizgilin bir ylizeye sahip olmasidir.

Hazirlanan QCM biyosensorlerin ylzeylerine 6c modifiyeli kiral kaliks[4]arenin
kaplandigini  kanitlamak amaciyla biyosensor yizeylerinin  temas acgist Olglimleri
gerceklestirilmistir (Sekil 5.22). QCM kristalinin kaplamadan énceki (Sekil 5.22a), ¢ozeltide
bekletme yontemi ile kaplandiktan sonraki (Sekil 5.22b), dondiirerek kaplamadan sonraki
(Sekil 5.22¢) ve damlatilarak kaplamadan sonraki (Sekil 5.22d) biyosensor yiizeylerinin temas
a¢1 degerleri sirasiyla 68°, 84,9° 94.8° ve 84,5° olarak ol¢iilmistiir. Bilindigi iizere, yiizeyler
temas agilarina gore, hidrofilik (6«90°), hidrofobik (6»90°) seklinde siniflandirilabilmektedir
(Yuan 2013). QCM kristali kaliks[4]aren 6¢c bilesigi ile modifiye edildiginde temas agisi
degerlerinin artmasi ile yuzeyin hidrofilik o6zelliginin azaldigir anlasilmistir. Kaplama
yontemleri degistirilerek hazirlanan QCM biyosensorlerin - temas agis1  Ol¢limleri
karsilagtirildiginda, damlatilarak kaplama yontemi ile algilayic1 malzemenin QCM kristal
ylizeyine diizensiz bir dagilim sergilerken, ¢ozeltide bekletme yontemi ile daha diizenli bir

sekilde dagildig anlasiimistir.
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Sekil 5.22. a) QCM bos kristal yiizeyi, b) ¢ozeltide bekletme, c¢) dondiirerek kaplama, d) damlatilarak kaplama

yontemleri ile hazirlanan biyosensorlerin temas agist goriintiileri.

Sekil 5.23. a) QCM bos kristalinin, b) ¢6zeltide bekletme, c) dondirerek, d) damlatilarak

kaplama yontemleri ile hazirlanan QCM biyosensodrlerin AFM goriintiileri.

75



5.1.6. Tekrarlanabilirlik

Biyosensorlerde aranan en 6nemli 6zelliklerden birisi tekrarlanabilirlik ¢calismalaridir.
Tezin bu asamasinda bekletme yontemi ile 110 Hz'lik 6c modifiyeli QCM biyosensor
hazirlanarak 1000 pM'lik L-AA  ve D-AA igin tekrarlanabilirlik  ¢alismalari
gerceklestirilmistir.

Tekrarlanabilirlik ¢alismalari, sensor calisir durumdayken analitin arka arkaya en az
dort kez biyosorpsiyon yoluyla algilanmasi ve saf su ile desorpsiyonun saglanmasi seklinde
gerceklestirilmistir. Sekil 5.24 ve 5.25'te verilen sonuglardan da anlasildigi gibi, kiral
kaliks[4]aren 6c modifiyeli QCM biyosensoriin L-AA ve D-AA izomerlerine karsi her
denemede hemen hemen ayni frekans cevaplar1 verdigi gozlenmistir. Bu durum, c¢ozeltide
bekletme yontemi ile hazirlanmis 6¢ modifiyeli QCM biyosensoriin arka arkaya yapilan
algilama ¢aligmalari igin tekrarlanabilir sonuglar vermesinin yani sira rejenarasyonun saf su
ile kolay bir sekilde gerceklestirildigi goriilmiistiir.

Zaman (sn)
0 1000 2000 3000 4000
1 1 1 1

20

Frekans Degisimi(AF)

-10

Sekil 5.24. 6¢ modifiyeli QCM biyosensdérin D-AA izomeri icin tekrarlanabilirlik testi.

76



Zaman (sn)
0 1000 2000 3000 4000
L 1 L 1 L 1 L 1
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Sekil 5.25. 6¢ modifiyeli QCM biyosensorun L-AA izomeri icin tekrarlanabilirlik testi.

5.2. Para Pozisyonundan Fonksiyonlandirilan Kiral Kaliksaren Tiirevlerinin L-AA ve

D-AA Algillanma Calismalar:

Algilayict malzeme olarak kullanilan 10a bilesigi, p-pozisyonu uUzerinden (R)-1-
feniletilamin ile tirevlendirilerek elde edilmis bir kiral kaliks[4]aren amit tlrevidir (Sekil
5.26.). Bu bilesik ile olusturulan kaplama sonrasinda QCM kristalinde meydana gelen frekans
degisimi (bu degisime yiizeyde olusturulan film kiitlesi sebep olmaktadir). 138 Hz olarak
Ol¢tilmiisttir. 10a numarali bilesigin L-AA’ya kars1 algilama degerleri Sekil 5.27°de, D-AA’ya

kars1 algilama sonuglar1 Sekil 5.28’de verilmistir.

o

B

10a (R)

Sekil 5.26. Kiral kaliks[4]aren tiirevi 10a (R).
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Sekil 5.27. Kiral kaliks[4]aren10a modifiyeli QCM sensoriin 1000 uML-AA'ya kars1 frekans cevabi
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Sekil 5.28.Kiral kaliks[4]aren10a modifiyeli QCM sensorin 1000uM D-AA'ya kars1 frekans cevabi

Algilayici malzeme olarak kullanilan 10b bilesigi, p-pozisyonu Uzerinden (S)-1-
feniletilamin ile tirevlendirilerek elde edilmis bir kiralkaliks[4]arenSchiff bazi tiirevidir (Sekil
5.29.). Bu bilesik ile olusturulan kaplama sonrasinda QCM kristalinde meydana gelen frekans
degisimi (bu degisime yiizeyde olusturulan film kiitlesi sebep olmaktadir.) 137 Hz olarak
Ol¢tilmiistiir. 10b numaral bilesigin L-AA’ya kars1 algilama degerleri Sekil 5.30’da, D-AA’ya

kars1 algilama sonuglar1 Sekil 5.31°de verilmistir.
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Sekil 5.29. Kiral kaliks[4]aren tlirevi 10b (S).

Adsorpsiyon
Desorpsiyon

Saf su

Frekans Degisimi(AF)

T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Zaman(sn)

Sekil 5.30. Kiral kaliks[4]aren 10b modifiyeli QCM sensériin 1000 uM L-AA'ya kars1 frekans cevabi
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Sekil 5.31. Kiral kaliks[4]aren 10b modifiyeli QCM sensoriin 1000uM D-AA'ya kars1 frekans cevabi
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Algilayici malzeme olarak kullanilan 10c bilesigi, p-pozisyonu uzerinden (R)-2-
fenilglisinol ile tlrevlendirilerek elde edilmis bir kiral kaliks[4]aren Schiff bazi tiirevidir
(Sekil 5.32.). Bu bilesik ile olusturulan kaplama sonrasinda QCM kristalinde meydana gelen
frekans degisimi (bu degisime yiizeyde olusturulan film kiitlesi sebep olmaktadir). 139 Hz
olarak Olclilmiistiir. 10c numaral1 bilesigin L-AA’ya kars1 algilama degerleri Sekil 5.33’de, D-
AA’ya kars1 algilama sonuglari Sekil 5.34°te verilmistir.

I
OH HO
10c (R)

Sekil 5.32. Kiral kaliks[4]aren tirevi 10c (R).
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Sekil 5.33. Kiral kaliks[4]aren 10c modifiyeli QCM sensoriin 1000uM L-AA'ya kars1 frekans cevabi
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Sekil 5.34.Kiral kaliks[4]aren 10c modifiyeli QCM sensoriin 1000pM D-AA'ya karsi frekans cevabi

Algilayict malzeme olarak kullanilan 10d bilesigi, p-pozisyonu Uzerinden (S)-2-
fenilglisinol ile tlrevlendirilerek elde edilmis bir kiral kaliks[4]aren Schiff bazi tiirevidir
(Sekil 5.35.). Bu bilesik ile olusturulan kaplama sonrasinda QCM kristalinde meydana gelen
frekans degisimi (bu degisime yiizeyde olusturulan film kiitlesi sebep olmaktadir). 127 Hz
olarak Ol¢iilmiistiir. 10d numarali bilesigin L-AA’ya karst algilama degerleri Sekil 5.36°da,
D-AA’ya karsi algilama sonuglar1 Sekil 5.37°de verilmistir.

Sekil 5.35. Kiral kaliks[4]aren tlirevi 10d (S).
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Sekil 5.36. Kiral kaliks[4]aren 10d modifiyeli QCM sensoriin 1000uM L-AA'ya kars1 frekans cevabi
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Sekil 5.37. Kiral kaliks[4]aren 10d modifiyeli QCM sensérin 1000uM D-AA'ya kars1 frekans cevabi

Boylece yukarida ozellikleri verilen kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorlerin

secilmis L ve D-askorbik asite karsi tepkileri, toplu olarak Tablo 5.6’da verilmistir. Sonuglar,

tim kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorlerin segilmis askorbik asitler i¢in farkli, ama

belirli oranlarda algilama o6zelliklerinin oldugunu ve bdylece biyosensor

degerlendirilebileceklerini ortaya ¢ikarmistir.
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Tablo 5.6. Kiral kaliks[4]aren modifiyeli (10a-d) QCM sensorlerin se¢ilmis askorbik asit tiirevlerine karst
tepkileri (frekans degisimleri, Af)

Askorbik Asit Turevleri
Algilayicl Film
D-/L-
10a (R) 16,4-9,1
10b (S) 10,9-4,9
10c (R) 9,1-8,6
10d (S) 9,3-10,2

5.2.1 Etkin biyosensor-biyoanalit ¢iftlerinin belirlenmesi

Tablo 5.6°da verilen kiralkaliks[4]aren modifiyeli QCM biyosensorler ile askorbik asit
tiirevleri arasindaki algilama sonuglari degerlendirildiginde en etkin biyosensor-biyoanalit
ciftlerini belirlemek icin Oncelikle kiral yapiya sahip bu biyoanalit tiirevlerinin farklh
algilanma o6zelliklerine gore kiral ayrim degerleri (o) hesaplanis ve en yiiksek degerdeki

ayrimlarin gergeklestigi biyosensor-biyoanalit ¢iftleri belirlenmistir.

5.2.2. Kiral ayrim degerlerine gore etkin biyosensor-biyoanalit ¢iftlerinin belirlenmesi

(5.1)

Kiralkaliks[4]aren modifiyeli QCM biyosensorlerin, askorbik asit tiirevlerine karsi kiral ayrim

degerleri Esitlik (5.1)'e gore hesaplanmis ve Tablo 5.7°de verilmistir.
Tablo 5.7. Modifiyeli QCM(10a-d) biyosensorlerin askorbik asit tiirevlerine karsi kiral ayrim degerleri (a).

Algilayici film D-/L-AA
10a 0,48
10b 0.55
10c 0,14
10d 0,10

Tablo 5.7'ye bakildiginda fonksiyonlandirilmis kiral kaliks[4]aren sensor filmleri ile
askorbik asit izomerleri arasindaki kiral ayrimlar, askorbik asit tiirevlerinde 6nemli Olciide
gerceklesmistir. Bu tabloya gore her iki askorbik asit tiirevi icin en yiiksek kiral ayrim

degerine sahip olan kiralkaliks[4]Jaren 10b sensor kaplama malzemesi olarak segilmistir ve
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bundan sonraki calismalarda L-AA ve D-AA izomerleri icin 10b kapli biyosensor
kullanilmistir.

Yapilan galismanin devaminin ilk agamasinda Sekil 5.2’de kiral ayrimin gozlendigi
askorbik  asit izomerlerinin  farkli  konsantrasyonlarindaki algilama  caligmalari
gerceklestirilmig, 10b filminin farkli analit konsantrasyonlarina karsi vermis oldugu frekans
degerleri Sekil 5.38 ve 5.39'da verilmistir. Buna gore konsantrasyon artisiyla tepki
degerlerinin de lineer olarak arttig1 gézlenmistir. Sekil 5.40’a bakildiginda ise askorbik asit
izomerlerinin konsantrasyonlarindaki artisin 50-1000 uM araliginda lineer bir sekilde kiral

ayrim degerlerini artirdig1 goriilmiistiir (Sekil 5.41).
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Sekil 5.38. Kiral kaliks[4]aren 10b modifiyeli QCM sensoriin farkli L-AA konsantrasyonlarina karsi frekans
cevaplart
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Sekil 5.39. Kiral kaliks[4]aren 10b modifiyeli QCM sensoriin farklt D-AA konsantrasyonlarina karsi frekans

cevaplart
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Sekil 5.40. 10b modifiyeli QCM biyosensoriin farkli konsantrasyonlardaki askorbik asit izomerlerine kars
tepkilerinin regresyon grafigi.
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Sekil 5.41. Askorbik asit konsantrasyonun kiral ayrim degeri iizerine etkisi.

Sauerbrey denklemine gore hassasiyet (S) degeri, analitin farkli konsantrasyonlarina
karst biyosensorde goriilen frekans degisimleri ile ¢izilen grafigin eZiminden
hesaplanmaktadir (Hz/uM). Tablo 5.8’de 10b modifiyeli QCM biyosensoriun biyoanalit
hassasiyetleri verilmistir.

Biyoanalitlerin diisiik konsantrasyonlarda algilanmasi 6nem arz etmektedir. Bu

yuzden, D-AA ve L-AA konsantrasyonlarina karsi frekans degerlerine ait regresyon
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verilerinin lineer kisimlar ile Excel-regresyon Ozelliginden yararlanilarak LOD degerleri
belirlenmistir(Tablo 5.8.). Ayrica Tablo 5.8’de grafiklerin lineerlestirilip eksponansiyel
fonksiyona frekans degerlerinin yerlestirilmesi ile T (zaman sabiti) degerleri (biyosorpsiyon

(Tvis) hesaplanmustir (sadece 1000 uM'lik askorbik asit) (Temel 2017).

Tablo 5.8. 10b modifiyeli QCM biyosensérin D ve L askorbik asit turevleri igin LOD, S ve T degerleri.

Askorbik Asit LOD (uM) S (Hz/pM) Tpis (S)

D-/L-AA 2.35-0.81 0.009-0.013 72.98-53.85

5.2.3. Algilama cahismalarinin biyosorpsiyon bakimindan degerlendirilmesi

Biyoanalitlerin algilanma ¢aligmalari, biyosensoriin biyoanalit tarafindan adsorpsiyonu
anlamina gelmektedir. Biyosensoriin adsorpsiyon 6zelligini arastirmak i¢in, 10b modifiyeli
QCM biyosensor ile farkl konsantrasyonlardaki askorbik asit ¢alismalarindan yararlanilarak

Langmuir ve Freundlich izotermleri Sekil 5.41-42'de ¢izilmistir (Atkins ve ark., 2010).

2,50 { —m— L-AA y = 0.006x + 1.31
—a— D-AA R2=0.937
2,25
-
= 2,00
ey
OU)
1,751 y = 0.002x + 1.46
R2 = 0.995
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T T T T

T T T T T
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Sekil 5.41. 10b modifiyeli QCM sensoriin askorbik asit izomerleri i¢in biyosorpsiyonlarina ait Langmuir
izotermleri (Atkins ve ark., 2010).
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Sekil 5.42. 10b modifiyeli QCM sensoriin askorbik asit izomerleri i¢in biyosorpsiyonlarina ait Freundlich
izotermleri (Atkins ve ark., 2010).

Tablo 5.9. Langmuir ve Freundlich izotermlerine ait parametreler (Atkins ve ark., 2010).

Langmuir Freundlich
AA
go (mmol/g) b (L/mmol) R? RL K n R?
D-AA 0.932 0,781 0,998 0<R.<1 4.083 1.837 0,998
L- AA 2.139 0.318 0,998 0<Ri<1 0.919 1.119 0,999

Sekil 5.41°deki Langmuir izotermlerinden qo ve b degerleri hesaplanarak Tablo 5.9°da
verilmistir. b degerlerinin kiiglik olmasi, adsorbent malzemesinin biyosorpsiyon 6zelliginin,
diisiik konsantrasyonlarda ¢ok iyi olmadigini gostermektedir. Ayrica qo degerlerinin buyik
olmasi ise, adsorbent malzemesinin genis bir yilizey alanina sahip oldugu i¢in biyosorpsiyon

ozelliginin ¢ok iyi oldugunu gostermektedir (Atkins ve ark., 2010).

1
RL =
1+bCy

(5.2)

Boylece askorbik asitin boyutsuz Rp degerinin Esitlik 5.2'ye gore hesaplanarak
askorbik asit biyosorpsiyon 6zelliginin Langmuir i¢in elverisli oldugu sonucuna varilmistir.
Tablo 5.9°da Sekil 5.42°deki Freundlich izotermlerinden faydalanilarak K: ve n

degerleri hesaplanmistir. Freundlich izoterminin dogrusalliga yaklagmasi(regresyon degerinin
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I’e yaklagsmasi) ve n degerinin 1'den biiyiik olmasi, adsorbent malzemesinin biyosorpsiyon
ozelliginin Freundlich izotermine uygun oldugunu gostermistir.

Ayrica Tablo 5.9’da verilen n degerinin 1/n degerlerine doniistiiriilmesiyle yiizeyin
homojen olup olmadigi incelenmistir. Bu degerin 1'e ¢ok yakin olmasi adsorbent
malzemesinin ylzeyinin homojen olduguna isaret etmektedir. Sonug¢ olarak her iki izoterm
egrileri incelendiginde, askorbik asit izomerlerinin biyosorpsiyon 6zelliginin her iki izoterme

de uydugu anlasilmistir.

5.2.4. Algilayicl film miktarimin Kiral ayrim Gzerine etkisi

Askorbik asit algilama ¢alismalarinda genel olarak kaliks[4]arenin p-pozisyonundan
kiral amin tiirevleri ile tiirevlendirilmis bilesiklerin algilamasinda Kiral kaliks[4]aren 10b
modifiyeli QCM biyosensor, askorbik asit i¢in hem kiral ayrim bakimindan hem de
stokiyometrik oran bakimindan etkili olmustur. SensOr yuzeyine kaplanan kaliks[4]aren
miktarinin algilamaya etkisini incelemek i¢in kiral kaliks[4]aren 10b modifiyeli QCM
sensoOrler hazirlanmistir. Hazirlanan sensorlerin kaplama miktarlart 92Hz, 137 Hz 242 Hz, 300
Hz ve 426 Hz olarak elde edilmistir. Boylece farkli miktarlarda 10b modifiyeli QCM
biyosensorlerin askorbik asit izomerleri i¢in algilama c¢alismalar1 yapilmistir. Kaplama
miktarinin belli kalinliga geldiginde doygunluga ulastig1 ve hatta kiral ayrimin sensor film

kalinligr arttik¢a azaldig1 sonucuna varilmistir.
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Sekil 5.43. Algilayici film (10b) miktarinin kiral ayrim tizerine etkisi

Sekil 5.43’e bakildiginda, en yiiksek kiral ayrimlarin 137 Hz'lik 10b igerigine sahip
biyosensor tarafindan gergeklestigi anlasilmistir. Bagka bir deyisle kaliks[4]aren 10b icerikleri
(92, 137, 242, 300 ve 426 Hz) arttikca kiral ayrim degerlerinin Once arttigi, daha sonra
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giderek azaldigi goriilmistiir. Bu durumun, kaliks[4]aren 10b molekillerinin biyosensor
ylzeyinde miktarlarinin artmasi nedeniyle birbiri iizerlerine yayilarak katmanlar olusturmasi
dolayisiyla {ist katmanda bulunan kaliksaren molekiillerinin alt kisimdaki kaliksaren
molekiillerinin amino asit molekiilleri ile etkilesebilmesine engel olmasindan kaynaklandig:

diistinilmiistiir.

5.2.5. Kaplama yontemlerinin kiral ayrim Uzerine etkisi

Kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorlerinin hazirlamasinda kullanilan kaplama
cesidinin askorbik asit ayrimi tizerine etkisini incelemek igin, ¢ozeltide bekletme ydntemi
(soaking), dondiirerek kaplama (spin coating) ve damlatilarak kaplama (drop casting)
yontemleri uygulanmustir. ik olarak, ¢ozeltide bekletme yontemi ile hazirlanan 137 Hz'lik
kaliks[4]aren 10b modifiyeli QCM biyosensorii hazirlanmistir. Dondiirerek kaplama yontemi
ile, kloroformda hazirlanmis 1 mM kaliks[4]aren 10b ¢ozeltisinden 100 pL kullanilarak 1000
rpm doniis hiz1 ve 30 sn siire ile kaplama gerceklestirilmis ve 120 Hz'lik kaliks[4]aren 10b
modifiyeli QCM biyosensorii hazirlanmistir. Damlatilarak kaplama yontemi ile ise,
kloroformda hazirlanmis 1 mM kaliks[4]aren 10b ¢ozeltisinden 20 uL kullanilarak kaplama
yapilmis ve biyosensoriin olugmasi i¢in kaplama 60°C'da etivde 30 dk. bekletilerek
¢Oziicliniin buharlagmasi saglanmistir. Béylece 138 Hz'lik kaliks[4]aren 10b modifiyeli QCM
biyosensori hazirlanmistir.  Yontemlerin  birbirleriyle saglikli  kiyaslanabilmesi igin
biyosensorlerin kaliks[4]aren miktarlarinin birbirine yakin degerlerde olmasina &zellikle
dikkat edilmistir.

2,25

I | -PEA-SCHIFF

2,00 +
1,75
1,50
s 1,25+
1,00 ~
0,75
0,50

0,25

0,00 -

Bekleterek Dondurerek Damlatarak
Kaplama Kaplama Kaplama
(137 Hz) (120 Hz) (138 Hz)

Sekil 5.44. Kaplama ¢esidinin 10b modifiyeli QCM sensériindeki kiral ayrim iizerine etkisi
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Hazirlanan 10b modifiyeli QCM sensorleri ile yapilan ¢alisma sonucunda kaplama
cesidi kiyaslanmak icin kiral ayrim sabiti degerlerine bakilarak en iyi kaplama ¢esidi olarak
bekleterek (soaking) kaplama ydnteminin, bu kaplama gesidi ve algilanmis olan analit igin en
iyi oldugu saptanmistir. Bunun nedeni ise rastgele kaplanmis olan kaplama malzemesinin
daha diizgiin bir yiizey olusturmasidir.

Tekrardan hazirlanan QCM biyosensorlerin - yizeylerine 10b modifiyeli kiral
kaliks[4]arenin kaplandigin1 kanitlamak amaciyla biyosensor yiizeylerinin temas agisi
Olgtimleri gerceklestirilmistir (Sekil 5.45). QCM kristalinin kaplamadan 6nceki (Sekil 5.45a),
cozeltide bekletme yontemi ile kaplandiktan sonraki (Sekil 5.45b), dondurerek kaplamadan
sonraki (Sekil 5.45¢) ve damlatilarak kaplamadan sonraki (Sekil 5.45d) biyosensor
yiizeylerinin temas ag1 degerleri sirasiyla 68°, 85,9° 89,6° ve 75,3° olarak Ol¢iilmiistiir.
Bilindigi tizere, yilizeyler temas agilarina gore, hidrofilik (6«90°), hidrofobik (6»90°) seklinde
siniflandirilabilmektedir (Yuan 2013). QCM kristali kaliks[4]aren 10b bilesigi ile modifiye
edildiginde temas acis1 degerlerinin artmasi ile ylzeyin hidrofilik 6zelliginin azaldig
anlagilmistir. Kaplama yontemleri degistirilerek hazirlanan QCM biyosensorlerin temas agisi
Olciimleri karsilastirildiginda, damlatilarak kaplama yontemi ile algilayici malzemenin QCM
kristal yiizeyine diizensiz bir dagilim sergilerken, ¢ozeltide bekletme yontemi ile daha diizenli

bir sekilde dagildig1 anlagilmigtir.

Sekil 5.45.a) QCM bos kristal yiizeyi, b) ¢cdzeltide bekletme, ¢) dondiirerek kaplama, d) damlatilarak kaplama
yontemleri ile hazirlanan biyosensorlerin temas agis1 goriintiileri.
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Sekil 5.46. a) QCM bos kristalinin, b) ¢6zeltide bekletme, ¢) dondurerek, d) damlatilarak kaplama yontemleri ile
hazirlanan QCM biyosensdrlerin AFM goriintiileri.

5.2.6. Tekrarlanabilirlik

Biyosensorlerde aranan en énemli 6zelliklerden birisi tekrarlanabilirlik ¢alismalaridir.
Bekletme yontemi ile 137 Hz'lik 10b modifiyeli QCM biyosensor hazirlanarak 1000 uM'lik
L-AA ve D-AA i¢in tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Tekrarlanabilirlik ¢calismalari, sensor ¢alisir durumdayken analitin arka arkaya en az
dort kez biyosorpsiyon yoluyla algilanmasi ve saf su ile desorpsiyonun saglanmasi seklinde
gerceklestirilmistir. Sekil 5.47 ve 5.48'de verilen sonuglardan da anlasildigi gibi, kiral
kaliks[4]aren 10b modifiyeli QCM biyosensorin L-AA ve D-AA izomerlerine karsi her
denemede hemen hemen ayni frekans cevaplar1 verdigi gozlenmistir. Bu durum, c¢ozeltide
bekletme yontemi ile hazirlanmis 10b modifiyeli QCM biyosensoriin arka arkaya yapilan
algilama g¢alismalart i¢in tekrarlanabilir sonuglar vermesinin yani sira rejenarasyonun saf su

ile kolay bir sekilde gerceklestirildigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.47. 10b modifiyeli QCM biyosensdrin D-AA izomeri icin tekrarlanabilirlik testi.
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Sekil 5.48. 10b modifiyeli QCM biyosensoriin L-AA izomeri icin tekrarlanabilirlik testi.
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6. SONUCLAR

Bu ¢aligmada kaliks[4]aren yapisinin iki farkli bolgesinden (fenolik-O- tarafindan ve
p-kosesinden) kiral fonksiyonel gruplari olan Kiral kaliks[4]aren tirevleri QCM sensor
yuzeyine kaplanarak elde edilen modifiye QCM sensorler, D- ve L-askorbik asit izomerlerinin
algilanmast ve kiral ayriminda kullanilmistir. Her iki taraftan fonksiyonlandirma ile elde
edilen kiral kaliks[4]arenlerin algilayic1 malzeme olarak kullanimi ile elde edilen sonuglar

asagida ayr1 ayr1 verilmistir.

6.1. Amit fonksiyonlu kaliks[4]aren kaph QCM sensorlerin algilama ¢alismalar:

Bu calismanin birinci kisminda, fenolik hidroksil gruplarindan kiral fonksiyonel
gruplar ile turevlendirilen kiral kaliks[4]aren tlrevleri (6a, 6b, 6¢c ve 6d) sentezlendi ve
yapilari ¢esitli spektroskopik yontemlerle karakterize edildi. Sentezlenen kiral kaliks[4]aren
threvleri ¢ozeltide bekletme yontemi ile QCM kristal ylzeyine kaplayarak modifiye QCM
sensorler hazirlandi. Hazirlanan sivi temasli QCM sistemi biyoanalitlerin (L-AA ve D-AA)
algilama caligmalarinda biyosensor olarak kullanildi. Kiral kaliks[4]aren tiirevleri ile modifiye
edilmis olan QCM sensorlerin biyoanalitlere (L-AA ve D-AA) karsi algilanma 6zellikleri,
QCM sistemindeki sensor frekanslari 6l¢iilerek belirlendi. Buna gore:

v' Kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM biyosensorlerin askorbik asit izomerleri(D-AA/L-
AA) kars1 frekans tepkileri, kiral ayrim bakimindan incelendiginde, 6¢c modifiyeli
QCM biyosensoriin her iki izomere kars1 1yi bir kiral ayrim sagladigi goriildii.

v’ Farkli konsantrasyon ¢alismalar1 ile LOD degerleri, kiral kaliks[4]aren modifiyeli
QCM biyosensorlerin hassasiyet degerleri ve biyosorpsiyon degerleri, ve zaman
sabitleri hesaplandi. Bunun sonucunda hassas ve hizli bir algilama saglandig1 anlasilda.

v Kiral ayrimin en iyi oldugu biyosensor-biyoanalit ¢iftinin biyosorpsiyonlarinin
Langmuir ve Freundlich izotermlerinin her ikisine de uygun oldugu goriildii.

v' Biyosensoérlerin yiizeyine kaplanan film kiitlesinin kiral ayrim {izerinde 6nemli bir
etkisi oldugu goriildii.

v" Biyosensorlerin ylizeyinde biriken film kiitlesinin uygulanilan kaplama ¢esidiyle kiral
ayrim bakimindan nasil etkilenecegi lizerine ¢alismalar yapildi ve belirli bir kaplama
miktar1 sonunda kiral ayrimin maksimuma ulastig1 ve Sonrasinda kiral ayrimin azaldigi

g6zlemlendi.
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v/ Hazirlanan kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorlerin temas agis1 degerleri
sensor yiizeyine kaliksaren molekiillerinin kaplandigint dogruladi.
v" Tekrarlanabilirlik testleri, en az 5 denemeden sonra bile sensoriin algilama 6zelligini

korudugunu gosterdi.

6.2. Schiff bazi fonksiyonlu kaliks[4]aren kaph QCM sensorlerin algilama ¢alismalari

Bu caligmanin ikinci kisminda ise p-pozisyonlarindan kiral fonksiyonel gruplar ile
tirevlendirilen Kkiral kaliks[4]aren tirevleri (10a-d) sentezlendi ve yapilar1 gesitli
spektroskopik yontemlerle karakterize edildi. Sentezlenen Kkiral kaliks[4]aren tirevleri
cozeltide bekletme yontemi ile QCM kristal yizeyine kaplanarak modifiye QCM sensorler
hazirlandi. Hazirlanan sivi temasli QCM sistemi biyoanalit (L-AA ve D-AA) algilama
calismalarinda biyosensor olarak kullanildi. Kiral kaliks[4]aren tiirevleri ile modifiye edilmis
olan QCM sensorlerin biyoanalitlere (L-AA ve D-AA) karsi algilanma ozellikleri, QCM
sistemindeki sensor frekanslari 6l¢iilerek belirlendi. Buna gore:

v" Kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM biyosensorlerin L-AA ve D-AA ’ya kars1 frekans
tepkileri, kiral ayrim bakimindan incelendiginde, kiral kaliks[4]aren 10b modifiyeli
QCM biyosensorin biyoanalitlere (L-AA ve D-AA ’ya) karsi iyi bir kiral ayrim
sagladig1 goriilmiistiir.

v’ Belirlenen biyosensor-biyoanalit ¢ifti i¢in konsantrasyon c¢alismasi ile LOD degerleri,
kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM biyosensorlerin  hassasiyet degerleri ve
biyosorpsiyon degerleri, ve zaman sabitleri de hesaplandi. Bunun sonucunda hassas ve
hizl1 bir algilama saglandig1 anlasildi.

v Kiral ayrimin en iyi oldugu biyosensor-biyoanalit ¢iftinin biyosorpsiyonlariin
Langmuir ve Freundlich izotermlerinin her ikisine de uygun oldugu goriildi.

v" Biyosensorlerin yiizeyinde biriken film kiitlesinin uygulanilan kaplama gesidiyle kiral
ayrim bakimindan nasil etkilenecegi iistiinde ¢aligmalar yapildi ve belirli bir kaplama
miktart sonunda kiral ayrimimn maksimuma ulastigt ve Sonrasinda kiral ayrimin
azaldig1 gézlemlendi.

v' Hazirlanan kiral kaliks[4]aren modifiyeli QCM sensorlerin temas agisi degerleri
sensor yiizeyine kaliksaren molekiillerinin kaplandigini dogruladi.

v' Tekrarlanabilirlik testleri, en az 5 denemeden sonra bile sensoriin algilama ozelligini

korudugunu gosterdi.
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Sonug olarak, bu calismada kaliks[4]aren iskeletinin hem Gst bolgesinden hem de alt
bolgesinden fonksiyonlandirma yapilarak sentezlenen farkli yapidaki kiral kaliks[4]aren
tirevleri, QCM ylizeyine kaplanarak hazirlanan modifiye yeni QCM biyosensorlerin askorbik
asit izomerlerini algilama ve kiral ayrim ¢alismalar1 basariyla gerceklestirildi. Boylece, bu
calismanin hem sentezlenen yeni kiral kaliks[4]aren bilesiklerini askorbik asit izomerlerini
algilama ¢aligmalar1 agisindan, hem de Kkaliksaren tiirevlerinin uygulamalari ve 6zellikle de
sensOr c¢aligmalart icin Onemli katkilar saglamasi beklenmektedir. Kaliksarenlerin kolay
tiirevlendirilebilme 6zelliklerinden dolay1 ve bu sekilde etkili bir sensér malzemesi olarak
kullanilabilirlikleri degerlendirilerek ayrica kolon dolgu maddesi olarak da kromatografik

caligmalarda enantiyomer karigimlarinin ayrilmasinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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