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OZET

L-FENILALANIN TAYiNi iCiN MOLEKULER BASKILANMIS BiYOSENSOR
HAZIRLANMASI

NiHAL ERMiS
Yuksek Lisans, Kimya Bolumiu
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Lokman UZUN
Temmuz 2013, 85 sayfa

Fenilalanin (Phe) esansiyel bir aminoasit olup esansiyel olmayan aminoasit tirozin
ve turevlerinin metabolik onculididr. Fenilalanin, fenilalanin hidroksilaz enzimi
(PAH) varliginda tirozine donuasturalar. Tirozin, dolayisiyla Phe, protein yapiminda,
noérotransmitter maddelerin (dopamin, nefrin, norepinefrin) ve tiroid hormonlarinin
yapiminda kullanilir. Bu ¢alismada; L-fenilalanin tayinine yodnelik molekuler
baskilanmis  elektrokimyasal biyosensdr hazirlanmistir.  Elektrokimyasal
biyosensor, kalip molekul (L-fenilalanin) ve fonksiyonel monomer tiyofen-3-
karbonil triptofan varliginda altin elektrot ylzeyinde elektriksel polimerizasyonla
hazirlanmistir. Calismanin ilk asamasinda, L-fenilalaninle etkilesmesi igin uygun
yapida fonksiyonel monomer olarak segilen tiyofen-3-karbonil-L-triptofan, 3-
karboksitiyofen ve L-triptofanin reaksiyona sokulmasiyla sentezlenmistir.
Sentezlenen tiyofen-3-karbonil-L-triptofan monomeri, NMR ve FTIR c¢alismalari ile
karakterize edilmigtir. L-fenilalanin baskilanmis sensorin etkinliginin incelenmesi
icin farkh derigsimlerde L-fenilalanin igceren cozeltiler, elektrokimyasal hicre ile
etkilestirilerek L-fenilalaninin sulu ortamdan analizi gergeklestirilmistir. Hazirlanan
elektrokimyasal sensor, atomik kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre, FTIR-ATR
ve temas agisi dlgimleri ile karakterize edilmistir. Ayrica L-fenilalaninin dontsumlu
voltametri (CV) ve kare dalga voltametri (SWV) teknikleri kullanilarak
elektrokimyasal davranislari incelenmistir. CV sonuglarina gore L-fenilalaninin
yukseltgenme akiminin diftizyon kontrolli oldugu bulunmustur. Kontrol deneyleri
icin kalip molekul L- fenilalanin olmadan, baskilanmamis sensor de hazirlanmigtir.
L-Fenilalanin baskilanmis sensérin segiciligini gostermek icin L-fenilalanin, D-
fenilalanin ve triptofan aminoasitlerinin yarismaci tayini arastiriimigtir. Sonuglar,
baskilanmis sensoérin L-fenilalanin igin ylksek segicilige ve duyarliliga sahip
oldugunu gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: L-Fenilalanin, molekuler baskilama, donuagumlu voltametri,

elektrokimyasal sensor.



ABSTRACT

PREPARATION OF MOLECULARLY IMPRINTED BIOSENSOR FOR L-
PHENYLALANINE DETECTION

NiHAL ERMIS
Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Lokman UZUN
Temmuz 2013, 85 pages

Phenylalanine (Phe) is an essential amino acid and it is the metabolic precursor of
non-essential amino acid tyrosine and its derivatives. In the presence of
phenylalanine hydroxylase (PAH), phenylalanine is converted into tyrosine.
Tyrosine, therefore Phe, is used in synthesizing proteins, neurotransmitter
substances (dopamine, nephrine, norepinephrine), and thyroid hormones. In this
study, molecularly imprinted electrochemical biosensor was prepared to detect L-
phenylalanine. Electrochemical biosensor was prepared in the presence of
template (L-Phe) and functional monomer thiophene-3-carbonyl-L-tryptophan on
gold electrode surface with electropolymerization. In the first step of the study,
thiophene-3-carbonyl-L-tryptophan was synthesized by the reaction of 3-
carboxythiophene and L-tryptophan. Synthesized thiophene-3-carbonyl tryptophan
monomer was characterized by NMR and FTIR studies. To analyse the activity of
L-phenylalanine imprinted sensor, aqueous L-phenylalanine solutions in different
concentrations were interacted with electrochemical cell. Prepared electrochemical
sensors were characterized with atomic force microscopy (AFM), ellipsometer,
FTIR-ATR and contact angle measurements. Electrochemical behaviour of L-
phenylalanine was analysed with cyclic voltametry (CV) and square wave
voltametry (SWV). According to CV results oxidation current of L-phenylalanine
was found to be diffusion controlled. For control experiments, non-imprinted
sensor was also prepared in absence of template L-phenylalanine molecules
during polymerization. In order to show the selectivity of the L-phenylalanine
imprinted electrochemical sensor, competitive detection of L-phenylalanine, D-
phenylalanine and L-tryptophan was evaluated. The results showed that the
imprinted sensor has high selectivity and sensitivity for L-phenylalanine.

Keywords: L-phenylalanine, molecular imprinting, cyclic voltametry,

electrochemical sensor.
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1. GIRIS

Fenilalanin (Phe) esansiyel bir aminoasit olup esansiyel olmayan aminoasit tirozin
ve turevlerinin metabolik 6nculidur. Fenilalanin, fenilalanin hidroksilaz enzimi
varliginda tirozine donusturalar. Tirozin, dolayisiyla Phe protein yapiminda,
ndrotransmitter maddelerin (dopamin, nefrin, norepinefrin) ve tiroid hormonlarinin
yapiminda kullanilir. Molekiler yapisinda bulunan aromatik grup nedeniyle
hidrofobik 6zellik gosterir ve polar olmayan amino asitler sinifindadir. L-Fenilalanin
ayrica ila¢ sanayinde ve gida sanayinde katki maddesi olarak da kullaniimaktadir
[1]. Gida sanayinde dipeptit tatlandirici olan a-aspartam yapiminda kullanilan L-
fenilalanin; basitrasin, gramisidin, tirosidin gibi bazi antibiyotiklerin yapiminda
kullaniimaktadir [2].

Hiperfenilalaninemiler (HPA), fenilalanin hidroksilaz (EC 1.14.16.1) enzimini
olusturan gende meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan metabolik
bozukluklardir [3]. Fenilketonuriyi (PKU) de kapsayan HPA aminoasit
metobolizmasi bozukluguna bagh en yaygin hastaliktir. PKUda karacigerde
fenilalanin hidroksilaz enziminin aktivitesinin eksikligine bagli olarak Phe’den
tirozin sentezi gergeklesemez. Bu da kanda fenilalanin ve metabolitlerinin
birikimine yol acar [4]. Hastalik eder erken tespit edilip tedavi ediimezse PKU
norolojik fonksiyon bozukluklarina, agir davranis bozukluklarina, otizm ve
egzamaya Yol acar. Erken tedavi ile hastaligin bircok etkisi bertaraf edilebilir [5].
Tum bu nedenlerden dolayl L-fenilalaninin molekiler taninmasi ve tayini son

derece 6nemlidir.

Molekuler baskilama teknolojisi belirli bir analite segiciligi ve 6zgullugu olan yapay
reseptorlerin tasarlanmasini kapsar. Bu kapsamda istenilen analitin eslenigini
iceren ¢apraz bagl polimerik yapilar olusturma islemine molekuler baskilama denir
[6]. Elektrokimyasal donusturuculerden olusmus biyomimetik sensorler ve
molekuler baskilanmis polimerler gitgide dikkat geken ve daha sik kullanilan
sensorler haline gelmistir. Elektrokimyasal sensorler, basitligi, uygun maliyeti ve
kisa surede sinyal verebilme dzellikleri nedeniyle sensorler igerisinde sik kullanilan

bir sensordur [7]. Elektrokimyasal sensorler besin analizi, klinik analiz ve gevresel



goruntuleme gibi pek ¢ok alanda kullaniimaktadir. Elektrokimyasal sensorun teorisi

¢ip yuzeyinde etkilesim sonucu degisen akimin dlgulmesine dayanmaktadir [8].

Bu calisma L-fenilalanin miktarinin belirlenmesi icin molekiler baskilama
yontemiyle elektrokimyasal sensorlerin hazirlanmasi ve elektrokimyasal sensor
yuzeyinde L-fenilalanin baskilanmig polimer hazirlanarak L-fenilalaninin basit,
yuksek hassasiyetli ve segici tayininin saglanmasini igerir. Bu ¢alisma kapsaminda
L-fenilalanin tayinine yodnelik molekller baskilanmis elektrokimyasal sensor
hazirlanmis ve L-fenilalanin baskilanmis sensoérun etkinliginin incelenmesi igin
farkh derigsimlerde L-fenilalanin igeren g¢ozeltiler elektrokimyasal hucre ile
etkilestirilerek L-fenilalaninin  sulu ortamdan analizi gercgeklestirilmistir. Bu

kapsamda c¢alisma; 3 ana baglik altinda gergeklegtiriimistir.
I. Uygun yapida fonksiyonel monomer olarak tiyofen-3-karbonil-L-triptofan, 3-
karboksitiyofen ve L-triptofanin reaksiyonu ile sentezlenerek NMR ve FTIR

Olcumleriyle karakterize edilmistir.

ii. Sensor yuzeyleri hazirlanmig, karakterize edilmis ve kinetik-afinite sabitleri

belirlenmistir.

iii. Sensorun kararliligi, segiciligi ve 6zgullugu belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aminoasit

Atmosferde %78 oraninda bulunan azot tum proteinlerin, nikleik asitlerin temelini
olusturmasi sebebiyle canlilar igin 6nemli bir maddedir. Canlilar igin 6nemli
olmasina ragmen azot ¢ok az organizma tarafindan atmosferde bulundugu N,, NO
ve N,O gibi atmosferik gaz Urlnleri halinde kullanilabilir. Atmosferdeki azotun diger
canhlar tarafindan kullanilabilir  hale gelmesinde o6nemli roli olan
mikroorganizmalar (Pseudomonos, Bacillus, Streptomyces...) azotu fikse ederek
diger canhlar tarafindan kullanilabilir NH;", NOs; veya NO, formlarina

donustararler [9].

Canlilar i¢in azot kaynagi olan amino asitler proteinlerin yapi taslardir. Bir amino
asitin yapisinda karbon atomuna bagli bir amino grubu, bir karboksil grubu ve bir
de R grubu bulunur. Bu R grubunda hidrofilik veya hidrofobik yapilar
bulunmaktadir. R grubu asidik, nétral veya bazik; alifatik veya aromatik olup,

amino asitin 6zelligini belirler [10].

Polipeptid Zinciri

] ‘
Amln
o Grubu NH2

soee COOH]
arbuksn Grubu

R Grubu

Sekil 2.1. Aminoasit yapisi.



R gruplar etkisiyle farklilagan amino asitler dort ana gruba ayrilirlar.

* Polar olmayan (nonpolar) veya hidrofobik R grubuna sahip aminoasitler,
* Notral (yUkslz) polar R grubuna sahip aminoasitler,

* Pozitif yukli (bazik) R grubuna sahip aminoasitler,

* Negatif yukla (asidik) R grubuna sahip aminoasitler.

Polar Olmayan, Alifatik Yan Gruplu Aminoasitler Aromatik Yan Gruplu Aminoasitler
H CHy I HO
«H “ ~H
® /'\ o ® /‘\'H o ® )
H3N COZ H3N COZ H3N COZ
Glisin Alanin Valin H WH
Gly, G Ala, A Val, vV e _X o o _X o ®
HsN CcO; H3N CcO; HaN
Fenilalanin Tirozin Triptofan
Phe, F Tyr, Y Tip, W
~H /'\) f Pozitif Yiiklu (Bazik) Yan Gruplu Aminoasitler
® ) o
HsN~ ~CO; co;
Losin Metiyonin izolssin
Leu, L Met, M lle, 1 ® Va
HoN N7 "NH o
Polar, Yiiksiiz Yan Gruplu Aminoasit " \"S\H f‘\NHz
o K o o < o ® o
HsN CO3 HaN CO; H3N CO;
Lisin Histidin
OH HO.__CHs R Lys. K His, H T
WH
H ot HN™ ~CO%
] o ©
HNT Sco  HNT TCoj : : e N
Sistein Negatif Yiiklii (Asidik) Yan Gruplu Aminoasitler
Serin Treonin Cys,
Ser. S Thr, T
()
O (0]
(e]
09
«H “H
® X =) (] . =)
COz coz H3N CO; H3N CO;
Prolin Aspartat Glutamin Glutamat Aspartat
Pro, P Asp, D Gln, Q Glu, E Asp, D

Sekil 2.2. Amino asitlerin yapisi ve gruplandiriimasi [59].

Amino asitlerin asimetrik a-C atomu dogada L- ve D- seklinde iki stereoizomer
halinde bulunmalarini saglar. DNA tarafindan kodlanarak protein yapisina giren 20
amino asitin hepsi L- amino asittir [10]. Amino asitler yapilarinda iyonlasabilen
gruplar bulundurduklarindan pH’1 nétral olan bir sulu ¢ozeltide dipolar iyon yapisi
gOsterirler. Ayrica bulunduklari ¢ozeltinin pH’sina gore iyonlasarak yuklerini
degistirirler. Her aminoasitin yuksuz oldugu bir pH s6z konusudur. Bu pHya o
aminoasitin izoelektrik noktasi denir. Bu noktada aminoasitler i¢ tuz olustururken

asidik ortamda katyonik, bazik ortamda ise anyonik halde bulunurlar.



Notral Ortamda

COOH (IZOO'
' -
R —C'T—NHZ R»—<|:—NH3
H H
Asidik Ortamda
COO e L}O OH
p—&-—NH; R—C—NH;
|
~ -
Bazik Ortamda

Sekil 2.3. Amino asitlerin farkli pH’larda molekul yapilari ve yik degisimi.

Hucreler tarafindan sentezlenen amino asitler, hiicrede protein ve enzim
sentezlerinde monomer olarak kullanilirlar. insan viicudu bircok amino asiti kendi
sentezleyebilirken bazi amino asitleri sentezleyemez. Bu aminoasitlerin gida
yoluyla alinmasi gerekir. Boyle amino asitlere esansiyel amino asitler denir. L-

fenilalaninin de bu esansiyel (endojen) aminoasitlerden biridir.

2.2. Aminoasit Metabolizmasi

Omurgalilarda diyet yoluyla viicuda alinan proteinlerin sindirimi sonucu ya da aclik
durumu olustugunda vicudun protein deposu olan kaslarin yikilmasiyla elde
edilen aminoasitler vucuttaki amino gruplarinin kaynagini teskil eder. Bu yollarla
elde edilen aminoasitlerin oksidasyonu, enerji elde edilmesini saglar.
Oksidasyonda aminoasitlerin karbon iskeletlerinin ve amino gruplarinin
katabolizma vyollari farkhdir. Karacigere gelen aminoasitlerin amino gruplari
aminotransferazlar veya transaminazlar tarafindan uzaklastirilir. Bu deaminasyon
reaksiyonlari sonucu amonyak olusur. Olusan amonyak ya baska reaksiyonlarda
kullanilir ya da Ureye cevrilerek zararsiz hale getirilir. Bu sekilde gergeklesen

transaminasyon tepkimeleri esnasinda aminoasidin a-amino  gruplari



uzaklastirilirken a-keto asit analogu kalir. Bu a-keto asit analogu aminoasidin
karbon iskeletini teskil eder. Karbon iskelet CO, ve H,O’ya oksitlenir. Ayrica
glukoza cevrilebilecek U¢ veya doért karbonlu bilesiklere donustirtlirler. Karbon
iskeletleri ise glukoza cevrilebilen ya da sitrik asit ¢cevriminde kullanilabilecek ara
bilesiklere donusgturalur [11].

Aminoasitler
Aminoasitlerin, NH," 4—J k—’ Karbon iskeletleri
niikleotitlerin ve
biyolojik aminlerin
biyosentezi
Karbamoil Fosfat Alfa-Ketoasitler

CO, + H,0
+ATP

URE Okzaloasetat

|

GLUKOZ

Sekil 2.4. Amino asit metabolizmasinin sematik olarak 6zetlenmesi [12].



2.3. Fenilalanin (Phe)

Fenilalanin esansiyel bir aminoasittir. Dogada U¢ formda bulunur: L-fenilalanin,
proteinlerde dogal halde bulunur, D-fenilalanin, laboratuarda uretilen formudur.
Ayrica iki formun kombinasyonu olarak bulunan D, L-fenilalanin formu mevcuttur.
Yapisindaki fenil halkasi sebebiyle aromatik amino asittir. Ayrica yapisindaki bu

halka fenilalanine hidrofobik ve nonpolar 6zellik kazandirir.
Aromatik amino asitlerden biri olan L-fenilalanin, tatlandirici olan a-aspartam
yapiminda kullaniimaktadir. Ayrica fenilalanin basitrasin, gramisidin, tirosidin gibi

bazi antibiyotiklerin yapisinda bulunur [13].

Cizelge 2.1. L-Phe’nin yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri [14].

Molekul Formuli: CgH11NO;
Molekil Agirhgr: 165.19 g mol™
pKa: 1.83 (karboksil), 9.13 (amino)
izolektrik Nokta(pl): 5.48 O
Sudaki CozunarlGgu: (mg/mL)
0°C 198 OH
25°C 29.6

50°C 44.3 Nz

75°C 66.2

100°C 99.0

Erime Noktasi: 283°C

2.4. Fenilalanin Fonksiyonlari

Fenilalanin birgok dnemli proteinin sentezinde rol oynar. Fenilalanin ayni zamanda
esansiyel olmayan aminoasit tirozin ve turevlerinin metabolik 6nculudir. Tirozin
protein yapiminda, ndrotransmitter maddelerin (dopamin, nefrin, norepinefrin) ve
tiroid hormonlarinin yapiminda kullanilir. Tirozin ruh halini etkileyen norepinefrinin
sentezlenmesinde kullanildigindan tirozinin dolayisiyla da fenilalaninin degisik

formlari depresyon tedavisinde kullanihr [3].



Fenilalanin depresyon tedavisinin yani sira enflamasyon, kronik agri ve Parkinson
hastaliginin tedavisinde kullanilir [3]. Tatlandirici olan aspartamin da yapisinda yer
alir [2].

Fenilalaninin beslenme eksikligi nadirdir, sadece son derece dusik protein alimi
ile olugsmaktadir. Ancak eksikligi durumunda amino asiduri, anoreksiya, halsizlik,
odem, cilt lezyonlari, hafiza problemleri, istahsizlik, uyusuklugun yani sira,
karaciger hasari ve yavas buyume gibi belirtiler gorulebilir. Yuksek dozlarda L-
fenilalanin ise norotoksik etki goOsterir, anksiyete, carpinti, hipertansiyona neden
olur [15].

2.5. Fenilalanin Metabolizmasi

Fenilalanin, fenilalanin hidroksilaz enzimi varliginda tirozine donugturallr.
Fenilalanin hidroksilaz tetrahidrobiyopterin koenzimi esliginde ¢alisan bir enzimdir.
Enzim elektron ihtiyacini bu koenzim molekiuli olan tetrahidrobiyopterinden
karsilar [11].

Fenilalanin HN N :: H
(Esansiyel) ¢ y ) g )
* H Tetrahidrobiyopterin
| NH? HN » N
CH,CHCO," I - "
o HO OH
0
+ NADP"
Fenilalanin Hidroksilaz l
H,04 NADPH W'
HO L H,N N N
NH,* + Dihidrobiyopterin
: CH,CHCO,- HN
Tirozin : N CHCHCH,
(Esansiyel Degil) 0o H wo OH

Sekil 2.5. Fenilalaninin tirozine gevriminde tetrahidrobiyopterin donlisimu [11].

Tirozinin, 3,4 dihidroksifenilalanine (DOPA) hidroksile olmasiyla baglayan bir dizi

tepkime ile norotransmitter olan dopamin ve adrenal medulla hormonlari olan
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epinefrin ve norepinefrin olusur. Ayrica deri, saga renk veren melanin ve tiroid

hormonu olan tiroksin de tirozinden elde edilir [16].

+
NH;
Hy /
C —CH
\ fenilalanin hidroksilaz
IO \
Fenilalanin +
0 NH,
H, /
HO C —C\I\'i
tirozin hidroksilaz C=0
Tirozin 0/
+ stk
NH;,
Ha /
HO C —CH
N\ aromatik amineasit dekarboksilaz
020\
/ -
- Hy /
DOPA HO C —CH,
dopamin-R-hidroksilaz
HO
+ Dopamin
NH,
H /
HO C—CH, feniletanolamin N-metiltransferaz
| CH,
OH N
HO H o NH
HO C_CHQ
Norepinefrin l
OH
HO Epinefrin

Sekil 2.6. Saglikh bireyde fenilalaninin metabolik yollari [60].

Her ikisi de dokuz karbonlu olan fenilalanin ve oksidasyon urunu tirozin,
homojenistik asit Uzerinden dort karbonlu fumarata ve yine dort karbonlu Asetil-
CoA’ ya gevrilir. [ki Griin de sitrik asit gevrimine girer. Kalan tek karbon ise CO;

olarak kaybedilir.



Fenilalaninin katabolizmasinda daha az kullanilan diger yolunda ise Sekil 2.7.de
goruldugu gibi fenilketonurili bireylerde fenilalanin transaminasyon gegirerek
fenilpirivata daha sonra da fenillaktat ya da fenilasetata donuisir. Fenilasetat
idrara karakteristik koku verir. Bu da yeni doganlarda destekleyici diger verilerle

fenilketonuri tanisi konulmasinda kullanilabilir [11].

Fenilalanin

Pirtivat
@ > Aminotransferaz
Alanin

~ % g0 8 0

/ | \
%{}cn,—coo--»—\-L/ \ crg—c—~coo-—>(/_§—cn,—cu—coo-
\ \\=Jl

Fenilasetat Fenilpiriivat Fenillaktat
CoA-SH

|~ ATP

; AMP+ PPi

Glutamin CoA-SH
CO0-

0 0
| \ [ |
//:\>>CH:—C—S—CO,‘\ -L'L- (f_\>—CH5—C—P4H—CH—CH:—CH5—C:O

\
= |
Fenilasetil-CoA Fenilasetilglutamin NH.

4

Sekil 2.7. Fenilketonurili bireylerde fenilalanin metabolizmasinin sematik gosterimi
[11].

2.6. Fenilalanin Metabolizmasi Bozukluklari

Genetik anomaliler yuzinden aminoasit metabolizmasinda yer alan bazi
enzimlerin islevleri bozulur. Bu yuzden eksik ya da gorevini gergeklestiremeyen
enzimin Urunu olusmaz. Bu da vucutta istenmeyen metabolitlerin birikmesine bagli

olarak bir takim hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Hiperfenilalaninemiler (HPA), fenilalanin hidroksilaz (EC 1.14.16.1) enzimini
olusturan gende meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikan metabolik
bozukluklardir [3]. Fenilketonuriyi (PKU) de kapsayan HPA aminoasit
metabolizmasi bozukluguna bagli en yaygin hastaliktir. PKU’da karacigerde
fenilalanin hidroksilaz enziminin aktivitesinin eksikligine bagli olarak Phe’den
tirozin sentezi gerceklesemez [4]. Bu da kanda fenilalanin ve metabolitlerinin

birikimine yol acar.
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Saglikh bireylerde kandaki fenilalanin seviyesi 2 mg/dL’yi gegmez. Hasta bireyler
ise yenidogan tarama testinde kandaki fenilalanin seviyelerine gore soyle siralanir:
kan fenilalanin seviyesi 2 ila 10 mg/dL arasinda hiperfenilalaninemi (HPA), 10 ila
20 mg/dL arasinda orta dereceli fenilketonuri (PKU), 20 mg/dL’den fazla ise klasik
fenilketonuridir (PKU) [12].

Cizelge 2.2. Plazma fenilalanin seviyeleri ve hastalik iligkileri [12].

Hastalik Plazma Fenilalanin Seviyesi (mg/dL)
Klasik PKU > 20 mg/dL

Orta dereceli PKU 10- 20 mg/dL

Hiperfenilalaninemi (HPA) 2- 10 mg/dL

Normal < 2 mg/dL

PKU, Norvecli biyokimyaci ve doktor olan Asbjorn Folling tarafindan 1934 yilinda
kesfedilmistir [17]. Hasta iki kardesin idrarina FeCls ilavesiyle idrarlarinda gegici
yesil renk olustugunu gozlemistir. Bunun daha sonra kanda L-Phe seviyesi 10
mg/dL’nin Gzerinde oldugunda Phe’nin transaminasyonunda olusan yan drtin olan

fenilpirtvik asitten kaynaklandigini tespit etmistir [17].

PAH eksikliginden kaynaklanan PKU’de fenilalaninden tirozin sentezlenemedigi
igin tirozin esansiyel hale gelir. Tirozin dopamin, noradrenalin, serotonin gibi
norotransmitterlerin beyinde sentezi igin onculudur. Bu yuzden HPA'de birikmis
fenilalanin varligina ve tirozin eksikligine bagh olarak beyinde bu norotrans-

mitterlerin sentezi gerceklesemez [18].

PKU’li hastalarda beyinde miyelinizasyon ve demiyelinizasyonda bozukluklar
gorulur. Hastalarda miyelin déntsumi (turnover) artarken miyelin Uretimi azalir.
Miyelin dontisuma ile beyinde serbest fenilalanin miktari artar. Beyinde protein
sentezi azalir. Hastalarin beyin agirliginda, beyin hicre sayisinda azalma goérulur.
Bu bozukluklar PKU ile beyinde ortaya ¢ikan bozukluklarin temel sebebi olabilir
[18]. Beyindeki bu biyolojik degisimler hasta bireylerde bir takim psikiyatrik
bozukluklara da yol agmaktadir. Hastalik eger erken tespit edilip tedavi edilmezse
PKU noérolojik fonksiyon bozukluklarina, agir davranig bozukukluklarina, otizm ve

egzamaya yol acar. Erken tedavi ile hastaligin bircok etkisi bertaraf edilebilir.
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Erken tedavi gergeklesmesine ragmen hastalikla ilgili birgok semptom
gOzlenmistir. Erken tedavi edilmis bazi gocuklarda depresyon, izolasyon, fiziksel
sikayetler ve hiperaktivite gorllirken vyetigkinlerde anksiyete, fobi, obsesyon,
depresyon, paranoya ve yeme bozukluklari gorullir. Paranoya ve sizofreninin

biriken agir fenilalanine bagl oldugu dasunulmektedir [5].

PKU hastaliginda nérokimyasal bulgular gdstermistir ki artan L-Phe derigimi
beyinde serbest L-Phe miktarini arttirirken; diger buyik nétral aminoasit miktarini
azaltir [18]. McKean'in hiperfenilalaninemik farelerle yaptigi bir calismada beyinde
phe konsantrasyonu artarken valin, I6sin, izoldsin, treonin, histidin, triptofan,
metiyonin ve tirozin gibi diger bluylk nétral aminoasitlerin eksik oldugu tespit
edilmistir [19].

Notral aminoasitlerin derisimlerinin azalmasiyla beyinde protein sentezi azalir ve
miyelin yikimi artar. Bu da beyin agirligini etkiler ve beyin hicre sayisinda
azalmaya neden olur ancak bdbrekleri etkilemez. Organa 6zgu bu etkinin kan
beyin bariyerinin agilmasinda phe ile yarisan nétral aminoasitlerden kaynaklandigi

dusunulmektedir [18].

Dunyada PKU goérulme sikhgr ulkeden Uulkeye degisiklik gosterir. Avrupa’ya
bakildiginda bu oran; irlanda da 1:4,500 iken Finlandiya'da 1:100,000 ila
1:200,000 arasinda degismektedir. Klasik PKU daha ¢ok kuzey ve bati Avrupa’da
gorulur. Polonya’da bu oran % 70’i bulmaktadir. Kuzey Amerika'da ise 1:15,000
seklindedir. Akraba evliliklerinden dolayi Orta Dogu Ulkelerinde de yuksek oranda
PKU’ya rastlanir. israil’de oran 1:11,000'dir. Japonya’da gériilme sikligi 1:108,000;
Cin'de ise yaklagik 1:15,000 oldugu tespit edilmistir [17]. Bu Ulkeler arasinda
Tarkiye'ye bakildiginda 1:2,600 ile yuksek gorulme sikhgi goze garpmaktadir [20].

PKU’'nun tedavisi agsirn phe birikimini Onleyecek sekilde L-Phe derigiminin
sistematik azaltilmasini kapsar. Ancak ayni zamanda protein sentezini
destekleyecek sekilde yeterli miktarda tirozin takviyesini kapsar. Dusuk Phe diyeti
kanda Phe seviyesini normal tutabilmek icin bazi hastalarda dmur boyu devam
ettirilmelidir. Boylece hastaliktan kaynaklanabilecek biligsel bozukluklar onlenebilir.

Ancak boylesi bir diyetin 6mir boyu uygulanmasi zordur. Bu durum bebekler ve
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cocuklar icin sorun olusturmasa da ergen ve yetigkinler icin sosyal izolasyona
neden olabilir. Ayrica diyet UrUnlerinin pahalihidi, genetik ve sosyoekonomik farklar
dusundldiugunde tedavi olarak diyetin segimi zorlasir. Bu nedenle alternatif tedavi

yollar geligtirimektedir [21].

PAH enzimi karacigerde gorev yapar ve eksikligi HPA'ya yol agtigindan karaciger
transplantasyonu denenmis bir tedavi yontemidir. Varyo ve arkadaglarinin yaptigi
bir calismada on yasinda siroz ve PKU’lu bir gocuga vyaptiklari karaciger
transplantasyonu ile fenilalanin seviyesi yaklagik 10 mg/dL’den 1 mg/dL’ye kadar
indirilmigtir [22]. Ancak hasta sikhdi ve transplantasyon imkaninin az oldugu g6z

onune alindiginda bu yontem ¢ok etkili olmayacaktir.

Kan beyin bariyerinde tasinim esnasinda Phe ile yarisacak buyuk notral
aminoasitlerin gida takviyesine eklenmesi de PKU'lu bireylerde Phe seviyesini
dusurmektedir. Ancak bu yontem tartismalidir ve sadece diyetini takip etmekte

zorlanan hastalar igin onerilir [23].

PKU’lu bireye PAH kofaktoru olan tetrahidrobiyopterin (BH,4) uygulanmasi da diger
bir alternatif tedavi yontemidir. BH, takviyesi HPA'lI hastalarda ise yararken, daha
agir klasik PKU veya PKU olmayan hiperfenilalaninemik hastalarin BH, takviyesine
cevap vermedigi gorllmuastir. Boyle hastalar icin gelistiriimekte olan enzim
tedavisi kullanilabilir. Bu yontemde PAH yerine Phe’i amonyak ve sinamik asite
ceviren fenilalanin amonyum liyaz enzimi (EC 4.3.1.5) kullanilir [39]. Sinamik asit
zararsiz bir rindur ve sonraki basamakta benzoik asite pargalanir, daha sonra
hizlica hippurik asite gevrilir. Amonyak ise hiperamonemiya olacak kadar kanda
birikmez [24].

Tum yasami etkileyen PKU'da dogru tedavi yonteminin belirlenip, biriken phe
metabolitlerinin bireyin zihinsel ve motor faaliyetlerini etkilemesinin engellenmesi
icin erken teshis 6nem tasimaktadir. Bu nedenle tim didnyada yeni dogan
bebeklerde hastaligin taranmasi gitgide 6nem kazanmistir. Bu nedenler goz
oninde bulunduruldugunda L-fenilalaninin molekiler taninmasi ve tayini son

derece onem arz etmektedir.
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2.7. Molekuler Baskilama Teknolojisi

Molekuler baskilama teknolojisi belirli bir analite segiciligi ve 6zgullugu olan yapay
reseptorlerin tasarlanmasini kapsar [7]. Bu kapsamda istenilen analitin eslenigini
iceren capraz bagh polimerik yapilar olusturma islemine molekiler baskilama
denir. Canli organizmalarin birbirleriyle etkilesirken sahip olduklari yapisal ayrim
yapma yetenegine ve bu yetenegi polimerik yapilara aktarma yontemi olarak da
dusunulebilen molekuler baskilama mekanizmasinin anlasiimasi enzim-substrat,
antijen-antibadi, hormon-reseptor arasindaki etkilesimlerin anlasiimasini sadlar.
Bilim insanlari bunun altinda yatan mekanizmayi anlamaya ve dolayisiyla antijen-
antibadi, enzim-substrat, hormon-reseptér, DNA ve RNA arasindaki etkilesimleri
ortaya koymaya caligsmaktadir. Dolayisiyla molekuler baskilanmig polimerler
(MIPler), baskilama teknolojisi kullanilarak elde edilen antibadiler, biyolojik
reseptorler gibi dogal tanima elemanlarini taklit yetenegine sahip yapilardir. Bu
sayede biyolojik sivilardan ve gevre érneklerinden karmasik numuneler ayristirilip
analiz edilebilir [7]. Yani molekiler baskilanmis polimerler hedef molekuli tanima

ve baglanma 6zelligine sahip yapay reseptorlerdir.

Molekuler baskilama yoéntemi molekller kalip (taninmasi istenen yapi) ile
fonksiyonel monomerler arasinda bir kompleks olusumu ve daha sonra
polimerizasyon islemiyle yapinin sabitlenmesine dayalidir. Kalibin uzaklastiriimasi

sekil ve fonksiyonel olarak kaliba uygun “baskilar’in ortaya gikmasini saglar.

Kalip molekul varliginda sekillenen 6zgul tanima bolgeleriyle olusturulan molekuler
baskilanmis polimerler (MIPler) hedef molekull birgok bilesen iceren bir
karisimdan ayirma 6zelligine sahiptir [25,26]. Dogal sistemlerin tanima 6zelligi ile
kargilastirilabilir derece tanima 6zelligine sahip bu yapay reseptorlerin dizayni ile
molekuler baskilama son yillarda énemli bir aragtirma konusu olmustur. Molekuler
baskilama teknolojisi birgok biyolojik ve kimyasal molekulin taninmasini mumkun
kKilmistir. Bunlarin basinda amino asitler [27, 28] ve proteinler [29], nukleotit
turevleri, kirleticiler, ilaglar ve gida gelmektedir.

MIP’lerin ¢alisma konusu olarak secilmesini saglayan birgok avantaji mevcuttur.
En 6nemli avantaji dogal kaynakla karsilastinlabilecek kadar hedef molekile
gosterdikleri ylUksek afiniteleri ve segicilikleridir. Bu sayede kisa slUrede hedef

molekull alikoyar, kolayca rejenere edilebilir. Cevresel faktorlere; yuksek sicaklik,
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basing, yuksek pH, organik c¢ozuculere dayaniklidir. Ayrica dusuk maliyetle
kolayca hazirlanabilen yapilardir. Fiziksel ve kimyasal dayanikhligi vardir ve birgok
farkh sekillerde hazirlanabilir [26,30]. Protein ve nukleik asit gibi biyolojik
sistemlerle karsilastirildiinda daha yuksek fiziksel kararliiga sahiptir. Artan
sicakhga, basinca, asit, baz, metal iyon etkilerine ve organik ¢bézuculere daha
dayaniklidir. Ayrica yine biyolojik sistemlerle karsilastirildiginda sentezlenmeleri
daha ucuzdur. Bir diger onemli Ozellikleri ise molekuler tanima oOzelliklerini

kaybetmeden uzun sire hatta oda sicakliginda yillarca saklanabilirler [7].

Tam bu avantajlarina ragmen molekuler baskilanmig polimerlerin sentezlenmesin-
de zorlayici noktalar mevcuttur. Birgok madde igin MIP’ler yapilsa da proteinler
gibi buyuk yapilar icin MIP yapimi zordur. ClnkU protein ve nikleik asit yapilarin
ligand segciciligi 6zellikleri yaninda denatlrasyon ve proteinlerin konformasyonel
degisim egilimleri, kararlihk problemleri, abiyotik c¢evrelerde kullanimlarini
kisitlamaktadir. Proteinlerin ylzeylerinde sahip olduklari birgok baglanma bdlgesi
nedeniyle spesifik olmayan etkilesim sayisi artar [31]. Ayrica bluylk molekuller
capraz bagli yapilar igerisinde daha dusuk mobiliteye sahiptirler ve tekrar
baglanmalari da zordur [25]. Bu problemler baskilama sirecinde proteinlerin
baskilanmasi zorlagtirmistir. Ancak dogal eslenikleriyle ayni secicilige ve etkinlige
sahip yapay tanima sistemlerinin gelistiriimesini tetiklemistir. Buyuk molekullerin
baskilanmasi zor olsa da proteinlerin baskilanmasiyla ilgili basarili ¢alismalar
mevcuttur. Uzun ve ark. SPR yuzeye Hepatit B antibadi (HBsAb) baskilanmis

nanofilm hazirlayarak insan serumundan HBsADb teshisini gerceklestirmistir [32].

MIPler kararliliklari, kolay hazirlanislari ve dusuk maliyetleri ile antibadilerin,
enzimlerin yerini alarak kimyasal sensorlerde kullanim potansiyeline sahiptirler.
Ayrica kuguk analitlere, bakterilere, virUslere, peptit ve proteinlere gosterdikleri
yuksek secicilik sayesinde biyoayirma islemlerinde de sikga kullaniimaktadirlar
[26]. Ayrica katalizde, ayirma teknikleri ve saflastirmada, ilag taginiminda ve
biyolojik antibadi ve reseptor sistemlerinde kullanilirlar [25,7]. MIP sensorler
yuksek segicilik ve afiniteleriyle anahtar-kilit modeli gibi calistiklarindan kiral
kimyasal sensorler olarak da kullanilabilirler. Ayrica kolayca rejenere olabilmeleri
ve analit tayini sagladiklarindan elektrokimyasal sensor olarak da kullaniimaktadir

[33]. Baskilanmig polimerlerin bir¢ok yapisal avantaji ile farmasoétikten cevre
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bilimlerine kadar ¢ok genis bir yelpazede tanima ve ayirma amaglh kullaniimasi

molekuler baskilama teknolojisini gitgide daha cazip hale getirmektedir.

2.7.1. Molekuler Baskilama Teknigi

Molekuler baskilama klasik olarak kalip molekil (analit) ve ona sekil ve buyuklik
olarak benzer bir fonksiyonel monomerle kompleks olusturarak polimerizasyon
yapma islemidir [30]. Polimerizasyon iglemi, kalip molekdil, fonksiyonel monomer,

¢apraz baglayici ajan ve baslaticinin uygun ¢ézicude ¢ozunmesiyle baglar.

Genel olarak bu islem U¢ adimda gergeklesir.
1. Fonksiyonel monomerle kalip molekull arasinda 6n komplekslesme,
2. Asiri gapraz baglayici varliginda Ug boyutlu polimer ag olusumu,
3. Polimerizasyon sonrasinda kalip molekul 6zgul bosluklar olusturacak
sekilde polimerden uzaklastirilir. Olusan bu bosluklar kalip molekuli sekil,

blyUklUk ve kimyasal uygunluk agisindan tamamlayicidir [7].

Fonksiyonel
Monomer
\:,,O C-n komplekslesme Polimerizasyon 3:2&:;;1?:::!;?
P * — = W [
Kalip Molekiil Molekiiler Baskilanmig
Polimer

Sekil 2.8. Molekuler baskilanmig polimerlerin sentez basamaklari [34].

On-komplekslegme

Fonksiyonel monomer kalip molekille etkilesecek sekilde segilir. Clnka kararh bir
kalip monomer kompleksi, molekuler tanimanin basariyla gergeklesmesi igin
olmazs olmazdir. Bu adimda kalip molekil etrafinda fonksiyonel monomerin
baglandigi bir iskelet yapi olusur. Hedef molekllin tg¢ boyutlu yapisi ve kimyasal
Ozelliklerinin benzer olmasi onemlidir.

Polimerizasyon

Monomerler kalip molekulun etrafinda U¢ boyutlu duzlemde yer alirlar. Capraz

baglayici varliginda da fonksiyonel monomer Uzerinden polimerlestirilerek sabit
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hale getirilirler. Elde edilen yapiyla kalip molekulin u¢ boyutlu yapisina eslenik

o0zgul mikrobogluklar igceren polimer matriks olusmustur.

Kalip (hedef) molekiliin uzaklastiriimasi

Kalip molekulin uygun ¢oOzucu ile yikanarak polimerden uzaklastiriimasiyla
baglanma bodlgeleri kalip molekuli tamamlayan bogluklar olusur. Olusan bu
bosluklar kalip moleklltn seklini, yapisini ve fizikokimyasal 6zelliklerini taniyarak

segici ve etkin olarak kalip molekult baglar.

Genel olarak polimer yapi igerisinde kalip molekul ve fonksiyonel gruplar arasinda
olusan hidrojen, dipol-dipol ve iyonik etkilesimler molekuler tanimadan sorumludur
[57]. Polimerizasyon igleminde kullanilan kalip molekulin, fonksiyonel monomerin,
gapraz baglayicinin, polimerizasyon igin ¢b6zuclinun ve baslaticinin kimyasal
uygunlugu, bu nedenle de dikkatli segimi basarili bir molekuler baskilama sireci

igin dnemlidir.

2.7.1.1. Kalip Molekiil

Kalip molekillin fonsiyonel monomerle kompleks yapabilmesi igin buna uygun
fonsiyonel gruplari icermelidir. Molekller tanimanin gergeklesmesi igcin kalip
molekul ve fonksiyonel gruplar arasinda hidrojen, dipol-dipol ve iyonik etkilesimler
olugsmalidir. Bu nedenle kalip molekulin bu etkilesimleri yapabilecek karboksil,
amino, hidroksil ve amid gruplari bolgeleri kompleks olusumu igin gereklidir. Kalip
molekulin  konformasyonunda veya stabilitesinde kimyasal reaksiyonun
gerceklestigi kosullar altinda degisiklik olmamalidir. Baskilanacak molekul olarak
ilaglar, aminoasitler, karbonhidratlar, proteinler, nukleotid bazlar, hormonlar,

pestisitler, koenzimler kullaniimistir [35].

2.7.1.2. Fonksiyonel Monomerler

Monomerin sec¢imi kalip molekile uygun bosluklar olusturmasi agisindan
onemlidir. Bir fonksiyonel monomerin kalip molekille etkilesebilmesi igin hem
secici etkilesime girebilecek fonksiyonel gruplara hem de polimerlesebilecek

doymamig baglara sahip olmasi gerekir.
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Sekil 2.9. Molekuler baskilamada sik kullanilan fonksiyonel monomerler [7].

Tipik fonksiyonel monomerler ¢ kisimda incelenebilir.

1. Asidik karakterli monomerler
e akrilik asit (AA), metakrilik asit (MAA), p-vinilbenzoik asit, 2-(triflorometil)-
akrilik asit (TFMAA), akriloamido-(2-metil)-propan, 2-akrilamido-2-
metilpropan sulfonik asit (AMPSA)

2. Bazik karakterli monomerler
e 4-vinil piridin (4-VP), 2-vinil piridin (2-VP), 4-(5)-vinilimidazol, 1-vinil

imidazol, allilamin, N,N-dietil aminoetil metakrilamit (DEAEM)
3. Notral monomerler

e akrilamit, metakrilamit, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), akrilonitril (AN),

metilmetakrilat (MMA), stiren, etilstiren
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2.7.1.3. Capraz Baglayicilar

Baskilanmis polimerlerde polimer matriksin kararli bir gekilde olusabilmesi igin
capraz baglayici 6nemlidir. Capraz baglayici polimer matriksin morfolojisinin
kontrol edilmesinde kullanilir. Ayrica baskilanmis kalip molekule 6zgu baglanma
bolgelerini kararli hale getirerek, polimer matriksin molekuler tanima 6zelligini
korumasini saglar. Bunun igin birgok farkli ¢capraz badglayici kullanilir. Capraz
baglayici polimerin fiziksel yapisinin olusumunda énemli etkiye sahip oldugundan

kullanilan gapraz baglayici-monomer orani da basaril bir sentez i¢in d6nemlidir.

Capraz baglayici-monomer mol orani disik oldugunda kalip molekillerin
baglanma bdlgeleri birbirlerine ¢ok yaklasir. Bu yuzden hedef molekilin baglanma
bolgeleri komsu bolgeler tarafindan kapatilir. Aralarindaki oran yuksek oldugunda
da, capraz baglayici monomerle ya da kalip molekulle non-kovalent etkilesimler
gOsterir. Her iki durumda da baskilamanin etkinligi azalir [36,37]. Yuksek capraz
baglayici orani genellikle yeterli mekanik kararliliga sahip makrogézenekli yapilar

elde etmek igin kullanilir.

Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM) sik
kullanilan g¢apraz baglayicilardandir. Capraz baglayici polimerin fiziksel yapisinin
olusumunda o6nemli etkiye sahiptir. Yapilan c¢alismalar gostermistir ki capraz

baglayici polimerin bayukligunu énemli derece etkilemektedir [7].
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Sekil 2.10. Molekuler baskilamada sik kullanilan ¢apraz baglayicilar [7].

2.7.1.4. Gozici

Coézicu de baskilama siurecinde Onemli roli olan diger bir etkendir.
Polimerizasyonda kullanilan kimyasallarin tek bir fazda, homojen olmasini saglar.
Ayrica makrogozenekli polimerlerde gbézenek olugsumundan sorumludur. Bu
nedenle ¢Ozucl gobzenek olusturucu (porojen) olarak da adlandirilir. Cozucu
olugan baskilanmig polimerde gozenek olusumu ve daha iyi akistan sorumludur.
Bu yuzden ¢ozicu hacminin artmasi olusacak gozeneklerin hacminin artmasina

neden olur [7].

2.8. Biyosensorler

Biyokimyasal algilama, anlik (on-line) uygulanan ve gercek zamanli (real-time)
Olcum sagladigindan son 30 yildir bilimsel ilgi odag! olmustur [55]. Biyosensorler
¢cok genis alanda kullanima sahip analitik cihazlardir. Klinik teghis, tibbi
uygulamalar, gida, c¢evresel analizlerden; kalite kontrol, tarim, gida ve ilag
endustrisine, ¢evresel analizlere, madencilik, savunma sanayine ¢ok genis olgcekte
kullanim alani mevcuttur. Ancak en genis 0Olgedi diyabetli hastalarda glikoz
sensOrud  kullaniminin - yayginligiyla tibbi  uygulamalar alir. Bu baglamda
biyosensorler kisisellestiriimis tipta 6nemli yer tutmaktadir [38]. Biyosensorler
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temelde iki kisimdan olusurlar. ilk kisim analit ile secimli etkilesime girecek

biyolojik duyargag, ikinci kisim ise bu etkilesimi anlamli sinyale c¢evirecek

donustiracudur [35].

ANALIT RESEPTOR SINYAL

ey 52%., DONUSTURUCU " \

Kireticiler.. % ,.g‘,'.{‘v‘ ol
pt
- Optik
BiYOMOLEKULLER Piezoelektrik
quum Elektrokimyasal
Hiicre
Antibadi...

Sekil 2.11. Bir biyosensorun bilesenleri ve galisma mekanizmasi [38].

Sensorlerde kullanilan donustiraculer farkl olabilir. Bunlar arasinda piezoelektrik,
termometrik, manyetik ve mikromekanik dénusturiculer yer almaktadir. Buna bagl

olarak sensorler isil, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif sensaérler olabilir.

Biyolojik algilayici elemanlar varliginda ¢aligan analitik cihazlar olan biyosensoér
alaninda gelismeler artan bir hizla devam etmektedir. Bu alandaki onemli
dergilerden biri olan ‘Biosensors and Bioelectronics’ 1985 yilinda yayinlandiginda
sadece otuz civarinda makale yayinladi. Bu esnada dunya ¢apinda bu alanda
yayinlanan makale sayisi ise yaklasik yuz dolaylarinda idi. Sekil 2.12’den de
goruldugu gibi 2012 yilinda ise bu alanda yayinlanan makale sayisi (Web of
knowledge veri tabanina gore, “biosensor” kelimesi “Topics” lerde taranmistir) ise
yaklasik 3200 idi. Bu da gdstermektedir ki bu alanda yapilan ¢alismalar dinya

¢apinda yogun bir hizla ilerlemektedir.
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Sekil 2.12. 1980- 2013 yillari arasinda biyosensoarlerle ilgili yayin sayilari. Web of
Knowledge taramasi. Anahtar kelime: “biosensor” kelimesi “Topics” lerde
taranmigtir. Tarih: 15.07.2013.

Cogdunlukla kullanim alanlari klinik amacli olsa da sensorler ¢cok farkli amaglar igin
kullanilabilir. Bunlara o6rnek olarak kiral tanima amagli biyosensorler [30],
fermentasyon islem kontrolinde kullanilan biyosensorler [39], gida analizlerinde
patojen, pestisit, mikroorganizma ve toksin tespitinde kullanilan biyosensorler [40]
verilebilir. Tim bu amagclar icin sensoérlerde tanima elemani olarak enzimler,
antibadiler, biyoreseptorler veya aptamerler gibi biyolojik tanima elemanlar
kullanilabilir. Genis kullanim alanina ragmen biyosensarlerin bir takim sinirhliklari
mevcuttur. Bunlarin uzun sureli dayaniklihgi (raf émrQ) ve tekrar kullanilabilirlikleri
sinirhdir. Belirlenmis optimum calisma pH ve sicaklik degerleri korunmalidir.
Molekuler tanima elemani olarak kullanilan biyolojik bilesenlerin temini zor, bazen
de fiyatlari yuksektir [30].

Kitle duyarli biyosensorler, yuzey plazmon rezonans, elektrokimyasal sensorler
sikca kullanilan biyosensorlerdendir. Kuvars kristal mikroterazi (QCM)
biyosensorler, kutle duyarli kimyasal sensorler sinifindan olup yliksek segicilik,
dusuk maliyet, tasinabilirlik ve basitlik gibi ozellikleri nedeniyle arastirmacilarin
dikkatini cekmektedir [41]. Kutle duyarli sensorlerin galigma prensibini asimetrik
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kristallerin sahip olduklari “piezoelektrik etki” 6zelligi olusturmaktadir. Biyosensor
calismalarinda siklikla kullanilan bir biyosensor olan kuvars kristal mikroterazi
(QCM), piezoelektrik 6zelligi kullanan kutle duyarli sensordir. Piezoelektrik etki;
bazi kristallerin ylUzeylerine mekanik kuvvet (gerilim) uygulandiginda kristal
yuzeyleri arasinda, uygulanan bu gerilimin siddeti ile dogru orantili olarak artan bir
elektriksel potansiyel farki ile ortaya ¢ikan etkidir. Bir QCM sensor bir ¢ift elektrot
arasinda yer alan ince kuvars diskten olugur. Kuvars kristal dogal bir titregim
frekansina sahiptir. QCM, ylzeyine biyomolekulller immobilize olmus salinimli

kristal kullanarak biyokimyasal etkilesimlerin dinamik goruntilenmesini saglar.

.
Kuvars Kristal
Tabaka
Altin Elektrot
(Ust yuzey)
Altin Elektrot
(alt yuzey)

Sekil 2.13. Bir QCM sensor yuzeyinin goruntusu.

Kuvars rezonator yuzeyine kitle uygulandiginda salinimin frekansi azalir. Ortamin
sivl ya da gaz faz olmasi da salinim frekansi etkiler. Baslangigta, QCM odlgumleri
kati faz Olcumler igin kullaniimis olsa da uygun salinim (osilator) devrelerinin
geligtiriimesiyle sivi fazda da dlgimler yapmak muamkin hale gelmistir. Kitle
uygulandiginda frekanstaki degisimin dlgllmesiyle kitlede ki degisimin
belirlenmesi mumkin hale getirilir. Kuvars kristal rezonator kullanarak kutle tayinini
ilk Sauerbrey gercgeklestirmistir. Ayrica Sauerbrey kuvars kristal rezonatdrin
frekansindaki degisimin (Af), mutlak kitle degisiminin (Am) dogrusal bir fonksiyonu
oldugunu gdstermigtir. QCM temelli biyosensorler gevresel kirleticiler, genetik
hastaliklarin markirlari, oksidatif stresin tayini, protein miktari belirlemede, genetigi

degistirilmis organizmalarin tayininde kullaniimaktadir [31, 35, 42].
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Bir diger sikhkla kullanilan biyosensor yuzey plazmon rezonans sensorlerdir.
Yuzey plazmon rezonans teorisine gore enerji tasiyan i1sik fotonumetal elektron-
lari ile birlesir ve enerji transferi gergeklesir. Burada kirilma indisleri farkh iki ortam
vardir. DUzlem polarize 151k daha yuksek kirllma indisli cam prizma ortamina
girdiginde toplam i¢ yansimaya ugrar. Bu durumda kendiliginden sonumlu dalga
(evanescent wave) adi verilen 1sik, metal filmin igine dogru nufuz eder.Belirli bir
kirlma acisinda bu dalga nedeniyle metal yluzeydeki serbest elektronlar ylzey
plazmonlari olusturur. Bu sebeple yansiyan 1s1gin yogunlugu duser. Bu olay yuzey
plazmon rezonans olarak adlandinlir. Enerji transferi, 1gik fotonlari ve metal
yuzeyindeki elektronlar arasinda bir eslesme ve/veya rezonans yakalandiginda
gerceklesir. Bu transfer metal film ylzeyinden yansiyan isigin miktari élgtlerek
belirlenebilir. Burada birlesmenin ya da enerji transferinin gergeklestigi 1s1gin gelis
acgisi her metal ve metal yuzeyinin gevresine goére degisir. Yuzey plazmon
rezonans sadece rezonans agisi denilen belirli bir agida gozlenir. Metal ylzeye
analit eklenmesiyle rezonans agcisi degistirilebilir. Bu degisim 0Ozelliginden
faydalanilarak ylzey hedef molekile gére modifiye edilerek segici hale getirilebilir.

Bu da SPR biyosensoarlerin temelini olusturur [41].

O O\ o\ .Akl§ Kanall o O O-

S ow@w@o

Altin Film Kapli
B A G Sensor Cip
Polarize
lsik ) Yansiyan
- PRIZMA Itk
Isik Kaynag: Optik Tespit Kismi

Sekil 2.14. Bir SPR sensorun galisma prensibi [60].

Rezonans agisindaki kaymanin olguldugu metal ylzeyindeki kimyasal bilesen

degisimi, absorplanan 1si1gin gelis agisinda kaymaya neden olur. Sensoére analit
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iceren Ornek uygulandiginda gerceklesen biyomolekuller etkilesim miktari ile
rezonans acisindaki kaymanin boyutu orantiidir. Bu etki zamana baglh
incelendiginde once yuzeye analit baglanmasi ile rezonans agisi artar. Daha sonra
desorpsiyon ¢oOzeltisinin sisteme verilmesiyle analit, yizeyden ayrilmaya baslar ve

belli slre sonra sinyal tekrar eski seviyesine doner.

Rezonans Sinyali

N\

Ayriima

Baglanma

Rejenerasyon

> Zaman

Sekil 2.15. Tipik bir SPR biyosensér sensorgraminin sematik gosterimi.

SPR biyosensorler herhangi bir isaretleme olmadan kullaniimalari, etkilesimleri es
zamanh ve dogrudan goruntuleyebilmeleri, hizli cevap suresine ve yuksek
secicilige sahip olmasi nedeniyle gesitli biyomolekuler etkilesmelerde tercih edilen
sensorlerdendir [43]. SPR sensorler biyomolekuler etkilesimlerin karakterizasyo-
nunda, afinite ve baglanma sabitlerinin belirlenmesinde, goérintlilemede, teshiste,
DNA analizinde kullaniimaktadir [32,44]. SPR biyosensorler biyoteknolojide,
yasam bilimlerinde ve farmasotik calismalarda biyomolekuler ve onlarin
etkilesimlerinin arastirimasi ve goéruntilenmesi icin biyotipta kullaniimaktadir.
Ayrica c¢evresel kirleticilerin tespitinde, ila¢ analizinde, gida guvenliginde,
hastaliklarin teshisinde kullanilan bir tekniktir [45].
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2.9. Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal donusturtculerden  olusmus  biyomimetik  sensorler ve
elektrokimyasal molekiler baskilanmig polimerler gitgide dikkat ceken ve daha sik
kullanilan sensorler haline gelmistir [34]. Elektrokimyasal sensorlerle cevresel,
klinik, biyolojik birgok analitin yuksek segicilikle analizi mumkundur. Hassas, ucuz,
elektrotlarin sensor sistemine uygulamasi kolay, birgok analitin analiz edilebilir

olmasi gibi nedenlerden oturu tercih edilen sensorlerdendir.

Elektrokimyasal sensorler tibbi ve klinik, gcevresel ve endustriyel analizlerde 6nemli
rol oynamaktadir. Yapilan elektrokimyasal olgimler amperometrik, voltametrik,
potensiyometrik ve konduktometrik olabilir [8,46,47]. Bu cesitli yollardan birgok
farkh uygulamada yararlanildigindan molekuler baskilanmis polimerler kullanilarak
sensoOr Uretiminde elektrokimyasal donusturiculer énemli hale gelmistir. Triazin
herbisitler, endokrin bozucu kimyasallardan bisfenol A (BPA) gibi énemli toksik
bilesiklerin MIPler kullanilarak yapilan elektrokimyasal sensorlerle tespiti mumkan

hale gelmistir [34].

Elektrosentezin MIP teknolojisine uygulanmasi dikkat ¢ceken bir yontemdir. Bu
yontemden ilk defa 1995 yilinda nitrat secici potansiyometrik sensér yapiminda
faydalaniimigtir  [34]. Pirolin, NaNOs varliginda polimerizasyonu ile nitrat
iyonlarina 6zgul bosluklar igeren polimer film olusturulmustur. Bu molekuler
baskilanmis elektrokimyasal sensorun nitrata, perklorat ve iyodure gore dort kat
daha fazla secici oldugu tespit edilmistir [48]. Yapilan bir calismayla atrazin tayini
icin elektrokimyasal sensor yapilmistir. Atrazin sensor ¢ipi, altin yizeyde metakrilik
asit ve EDMA varliginda dogrudan polimerizasyonla saglanmistir. MIP yapiminda
LiCl elektrolit olarak kullanilarak atrazinin elektrokimyasal indirgenmesi
saglanmistir. 1 ila 10 uM arasi tayin araliginda atrazin tesbit edilmistir [34].
Atrazinle ilgili yapilan bagka bir galismada ise atrazin baskilanmig ince polimer
filmleri hazirlanmis ve 50 nM’ a kadar dusik miktarda atrazin tespit edilebildigi
bildirilmistir [49].

Elektrokimyasal sensorlerde kullanilan iletken polimerlerin  elektrokimyasal
tekniklerle elde edilmesi kolay olmasina ragmen polimerlerin fiziksel ve kimyasal

Ozellikleri polimerizasyonda kullanilan ¢ézicu, destek elektrolit, elektrot malzemesi

26



ve elektropolimerizasyon potansiyeline bagl olarak degisir. Ayrica iletken
polimerler iyonik adsorpsiyona o kadar hassasdirlar ki spesifik olmayan

adsorpsiyonlar ihnmal edilemez.

2.9.1. Voltametri

Elektroanalitik yontemlerde, elektrot-gozelti sistemine bir elektriksel etki yapilir.
Yapilan bu elektriksel etkiye sistemin verdigi cevap olgullr. Elektroanalitik
yontemler elektrot tepkimelerinin mekanizmalarinin belirlenmesi, elektrokimyasal
ve kimyasal tepkimelerin kinetiklerinin ve adsorpsiyon olaylarinin incelenmesi,
denge sabitlerinin ve difizyon katsayisinin bulunmasi, nicel ve nitel analizler gibi

kimyanin pek ¢ok alaninda kullaniimaktadir.

Elektroanalitik yontemler genel olarak ikiye ayrilir. ilki net akimin sifir oldugu
denge durumundaki duragan yontemler; ikincisi ise denge durumundan uzakta net
akimin goézlendigi dinamik yontemlerdir. Elektroanalitik tekniklerin blyUtk bir
kismini net akimin sifir olmadigi dinamik yontemler olusturur. Bunlar da potansiyel

kontrollt, akim kontrolli ya da yUk kontrolli yontemlerdir [8].

Voltametri potansiyel kontrolli bir teknik olup calisma (indikatdr) elektrodunun
polarize oldugu sartlarda potansiyel ve akim parametreleri arasindaki iligkiyi
inceleyen tekniktir. Burada olusan akim potansiyelin bir fonksiyonudur ve analitle

ilgili bilgi verir.

Voltametride gl elektrot sisteminden faydalanilir.

1. Referans elektrodu; potansiyeli deney suresince sabittir. Genellikle Ag/AgCl
veya doymus kalomel elektrotlar kullanilir.

2. Calisma (indikator) elektrodu; polarize edilebilen, zamanla potansiyeli
degistirilen elektrotlardir. Civa, platin, altin, paladyum, karbon elektrot(grafit,
karbon pasta elektrot, camsi karbon, karbon cloth elektrot) gibi
elektrotlaryaygin olarak kullaniimaktadir.

3. Karsit (yardimci) elektrot; elektrigin gl¢ kaynagindan ¢oézeltinin iginden
gecerek cgalisma elektrotuna aktarilmasini saglayan elektrotlardir. Karsit
elektrot olarak ise genellikle Pt tel kullanilir [8].
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Bu sistemde, potansiyel, ¢calisma elektrodu ile referans elektrot arasina uygulanir
ve calisma elektrodu ile karsit elektrot arasindaki akim olgular. Akim, calisma
elektrodu Uzerinde maddelerin indirgenmesi veya yukseltgenmesi ile olugur.
Katodik ve anodik olmak uzere iki tur akim olusur. Katodik akim indirgenmeden
dolayi olusan akima, anodik akim ise yUkseltgenmeden dolayi olusan akima denir
[50].

Bir voltametrik yontemde c¢alisma elektrodu damlayan civa elektrodu (DCE) ise
yontem polarografi adini alir. Damlayan civa elektrodu 0,05 - 0,08 mm i¢ ¢capl bir
kilcal cam borudan damlayan civadan olusur. Sekil 2.16’ da Normal polarografide

gozlenen akim —potansiyel egrisi gosterilmigtir.

20—
Sinr Akimi
(a)
15—
il |
| | 1 H
S 1or
Yar dalga DifUzyo-n akarmi
“ " potansiyeli ly
5— Eip
Bozunma Potansiyveli
Ep
. (b)
O b—
[ \\ Artik akam
I | ! 1 I [ 1 |

0 -0.3 -06 -09 —12
E (¥, ag/agCl'yve kars)

Sekil 2.16. Dogru akim polarogramlari (a) Elektroaktif maddenin polarogrami, (b)
Destek elektrolit polarogrami [50].

Yukaridaki poloragramda gorilen sinir akimi belli bir potansiyel degerinden sonra

akimin sabit kaldigi bir degere ulastigi akimdir. Elektrot Uzerinde henuz reaksiyon
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olmadigi zaman kuguk de olsa gozlenen akima artik akim denir. Sinir akimi ile
artik akim arasindaki yukseklik ise dalga yuksekligidir. Elektroaktif maddenin
derisimi arttikga dalga yuksekligi de dogrusal olarak arttigindan polarografi

kantitatif tayinlerde kullanilabilmektedir [50].

2.9.1.1. Dénlisumli Voltametri

Bu teknik elektrokimyasal teknikler icinde en yaygin kullanilan tekniktir.
Doéndsumla voltametri (CV) yonteminde ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel
kontrol edilir ve hucreden kuguk bir akim gecer. Bu nedenle CV, potansiyel
kontrollli sabit elektrot voltametri yontemidir. Dontusumlu voltametride Ep akimin

maksimum oldugu noktadaki pik potansiyelidir.

Bu teknikte tarama hizi (v) olarak adlandirilan potansiyelin zamanla dogrusal
olarak degisimi uygulanir. Belli bir potansiyelden sonra ilk tarama ydninde tarama
yapilir. Elektrot mekanizmalarinin incelenmesinde, adsorpsiyon olayinin
arastinlmasinda, maddelerin miktar tayinlerinin yapilmasinda ve Kkinetik
calismalarda kare dalga voltametrisi ve polarografisi, siyirma voltametrisi,
kronoamperometri teknikleri gibi CV teknigi de siklikla kullanilir [8, 50]. Uygulanan
potansiyelin zamanla degisim grafigi Sekil 2.17°de gorulmektedir. Potansiyel
taramasi bir E1 baslangi¢ potansiyeli ve E2 potansiyeli arasinda yapilirsa yontem
dogrusal taramali voltametri adini alir (LSV). LSV analitik galismalar i¢in uygun bir
metotdur. E2 potansiyeline ulastiktan sonra ayni tarama hiziyla ilk tarama yonune

gore ters yonde tarama yaplilirsa yontemin adi dontsumlu voltametri olur.

29



«— Donlisim | —>¢— Donustim I —

Potansiyel
Akim

m

pa
08 09 10 11 12 13 14 15
-E (Ag—AgCIdoy'e karsi) (V)

Sekil 2.17. Dogrusal taramali (solda) ve donusumliu voltametri tekniklerinde

(sagda) potansiyel taramasinin zamanla degisimi [8].

Grafiklere bakildiginda akimin artmaya basladidi kisimda standart indirgenme
potansiyeli degerine yaklasiimaktadir ve madde indirgenmeye baslar. Potansiyel
azaldikga elektrot yuzeyindeki maddenin indirgenme hizi artar. Madde daha hizl
indirgenmeye basladikca akim da artar. indirgenme hizi yeterince yiksek
oldugunda elektrot yuzeyine difuzyonla gelen madde miktari akimi kontrol eder.
Elektrot yuzeyine madde geldikge difizyon tabakasi kalinlasir. Bu da difuzyon

hizini azaltir ve buna baglh olarak da akim azalmaya baglar.

CV’de elde edilen pik akiminin buyuklugunu etkileyen faktorler sunlardir;
o elektroaktif maddenin derisimi,
o aktarilan elektron sayisi,
e elektrot yuzey alani

¢ diflizyon katsayisi
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Tersinir Reaksiyonlarin Dondistimlii Voltamogrami

Elektrot reaksiyonu,
ks
O+ne +—— R
Kp
seklinde oldugu durumlarda bagslangigta ¢ozeltide yalnizca O maddesi bulundugu
varsaylilir. Eger gergeklesen tek kimyasal reaksiyon, elektron aktarimi ise ve
elektrot ylzeyinde adsorpsiyon olayi meydana gelmiyor ise i — E grafigi pik

seklinde gozlenir. Pik yuksekligi tarama hizi arttikga artar.

Potansiyel taramasi geriye dogru yapildiginda tarama hizl ise elektrot yuzeyinde
yeteri kadar R bulundugundan, E° degerinden itibaren daha pozitif potansiyellerde
R vyukseltgenmeye baslayacaktir. R yuUkseltgenmeye baslayip ters taramada
anodik pik olusacaktir. Bu sirada E° degerine kadar O indirgenmeye yani R
olusmaya devam edecektir. Ters taramada potansiyel pozitiflestikce Nernst
esitligine gore R ylizey derisimi azalacak ve yeteri kadar pozitif degerlerde sifira
gidecektir. Ters taramada potansiyel pozitiflestikge Nernst esitligine gére R ylzey
derigimi azalir ve yeteri kadar pozitif degerlerde sifira gider. Deney sirasinda
yluzeyde olusan R, ¢ozeltiye dogru diflizlenir. Bu yuzden ters tarama akimi katodik
akimdan biraz daha dusuk olur. Bundan dolay! ters pik akimi (anodik akim)

katodik akimdan biraz daha dusuk olur.
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“E(v)

Sekil 2.18. Tersinir bir sisteme ait CV voltamogrami [50].

Sekil 2.18 de verilen tersinir bir O + ne” & R tepkimesinin donlsumlu
voltamogrami asagidaki gibidir. Tersinir sistemlerde butun potansiyellerde elektron
aktarim hizi kitle aktarim hizindan buyuk oldugu igin elektrot yuzeyinde Nernst

esitligi gecerlidir.

_ o RT; [R]
E=E — In 0] (2.1)

Tersinir bir elektrot reaksiyonunun pik akimi ise 25°C sicaklikta Randles — Sevcik

esitligi ile gosterilir.
I = (2.69 x 10°) n¥? A C, D¥?v*2 (2.2)

ip: Pik akimi, Amper

Do: O tiirliniin difiizyon katsayisi, cm?/ s

v: Tarama hizi,V /s

Co: O tiriiniin ana ¢dzelti derisimi, mol / cm?®

n: Aktarilan elektron sayisi
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CV verileri ile bir reaksiyonun tersinirlik testi yapilabilir. Eger I, — V2 grafigi
dogrusal ise ve orjinden gegerse sistem tersinirdir. Buna ilaveten bir sistemin

tersinir olup olmadigi su 6zelliklerin bulunmasiyla tespit edilir.

1. Ip — v*2 grafigi dogrusal olmalidir.

2. Ep = Ep* =59/n mV veya E, — Ep = 57/n mV olmalidir.
3. AEp, tarama hizi ile degismemelidir.

4.i,% i, = 1 olmalidr.

5. Ey'ten daha negatif potansiyellerde 2, tile orantili olmalidir [53].

Tersinmez Reaksiyonlarin Donlistimlii Voltamogrami

Tersinmez sistemlerde elektron aktarim hizi yeteri kadar buyluk olmadigindan
elektrot ylzeyinde Nernst esitligi gecerli degildir. Bu durumda CV voltamogrami
tersinir durumdan farkhdir. Tamamen tersinmez bir sistemde genellikle ters tarama
piki (anodik pik) gézlenmez. Ancak dikkat edilmesi gereken bir husus vardir ki o
da; anodik pikin gozlenmeyisi mutlaka elektron aktarim basamaginin tersinmez
oldugunu gostermez. Soyle ki elektron basamagini takip eden c¢ok hizli bir
kimyasal tepkimede olugsan urtn hizli bir sekilde bagka maddeye donusur. Bu da

ters taramada yukseltgenme gozlenmemesine neden olabilir.

Tersinmez durumlarda tarama hizi ¢ok dusik oldugunda elektron aktarim hizi
kiatle aktarim hizindan daha ylUksek olur. Bu da sistemin tersinir gibi gdzlenmesine
neden olur.Tarama hizi arttikga kutle aktarim hizi elektron aktarim hizi ile ayni
seviyeye gelir. Bu durumda tarama hizi arttikga anodik ve katodik pik potansiyelleri
birbirinden uzaklasir (Sekil 2.19). Tersinir durumda Ep", tarama hizinin bir
fonksiyonu degildir. Ancak tersinmez durumda E., v ile degisir. Tersinmez
elektron aktarim reaksiyonlarinda standart hiz sabiti, tersinir reaksiyonlardakine

gOre daha kuguktur.
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Sekil 2.19. Tersinmez bir elektrot reaksiyonunda CV ile farkli tarama hizlarinda
anodik ve katodik pik potansiyellerinin birbirinden uzaklagsmasi. v; a) 0,13 V/s
b)1,3 V/sc) 4 Vis d) 13 V/s [8].

Doénusumll voltametri ile bir reaksiyonun tersinmez oldugunu tespit etmek igin su

Ozelliklerden faydalanilir [50].

1. Anodik pik gdzlenmez.

2. ipk, tarama hizinin karekoku ile dogru orantili olarak degisir.

3. Ep" kaymasi tarama hizindaki 10 kat artmada 30/a.nq kadardir.
4. |Ep — Eppo| = 48/(acng) mV

Yari Tersinir Reaksiyonlarin Donligumlu Voltamogrami

Yar tersinir reaksiyonlarda akim hem difizyon hizi hem de elektron aktarim hizi
ile birlikte kontrol edilir. Tersinir, yari tersinir ve tersinmez durumlar igin akim,
tarama hizinin karekokune karsi grafige gegirilirse Sekil 2.20° deki gibi bir grafik
elde edilir.
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Tarama hizinin kare koku

Sekil 2.20. DonlsumllU voltametride pik akiminin tarama hizinin karekoku ile
degisimi [50].

Tarama hizindaki artis ile sistemin tersinir durumdan tersinmez duruma gegisi
goOrulmektedir. DonUsumIU voltametride bir sistemin yari tersinir olup olmadigdi su

Ozelliklerin bulunmasiyla tespit edilir [50].

1. I, v2ile artar ancak dogrusal degildir.

2. Epk, tarama hizi ile degisir bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi
ile negatif degerlere kayma yonundedir.

3. 02/ iy=1 olmaldir. (a = 0.5 ise)

4, Ep" — E,® farki diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklagmalidir.

2.9.1.2. Adsorpsiyonun CV ile incelenmesi

Cozelti icerisindeki iyon veya molekullerin elektrot ylzeyine adsorpsiyonlari farkli
sekillerde olabilir [8]. lyon veya molekiil, elektrot ylizeyine adsorbe olunca
aralarinda bag olusur. Bu bag, anyon ve katyonlarda elektrostatik karakterli
olabildigi gibiyuklu elektrot yuzeyi ile dipol Ozellikteki molekuller arasinda yuk —
dipol etkilesmesiseklinde de olabilir [50]. Elektrot ylzeyine elektroaktif maddelerin,

ara Urunlerin veya son drunlerin adsorplanmasi elektrot reaksiyonunu etkiler.
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Elektrot reaksiyonunda dogrudan yer almayan iyon veya molekullerin
adsorplanmasi sonucu elektron aktarim hizi etkilenir. Bu da elektrot
reaksiyonunun mekanizmasini degistirerek farkli Grin olusumuna yol acgabilir. Tim
bu nedenlerden dolayi, beklenmeyen elektrokimyasal davraniglar adsorpsiyon

olayina baglanir.

Adsorpsiyonda iki farkl grafik gozlenir. Elektroaktif maddenin Grana kuvvetli bir
sekilde adsorbe oldugunda, elektroaktif maddenin pikinden o6nce kulguk bir
adsorpsiyon piki gozlenirken (Sekil 2.21. a), elektroaktif maddenin kendisi yluzeyde
kuvvetli bir sekilde adsorbe oluyorsa normal pikten sonra ayri bir adsorpsiyon piki
g6zlenir (Sekil 2.21. b).

Alam /A
Alam /A

ﬂ..l. 0o 0l 0.1 0.0 0.1
Potansivel | V Potansiyel | V

Sekil 2.21. (A) Urtiniin kuvvetli adsorpsiyonunda ve (B) Reaktantin kuvvetli

adsorpsiyonunda gozlenen donusumlu voltamogramlari [50,57].

Uriin kuvvetli bir sekilde adsorbe oluyorsa asagidaki sekilden de goruldigi
gibivoltamogramda bir 6n pik gdzlenir. Bu 6n pikin yuksekligi tarama hiziyla dogru

orantili oldugu igin ve diflzyon pikinin akimi ise tarama hizinin karekoku ile arttigi

(Ip) ads
(p)dif
zaman, diflizyon pikinden sonra gobzlenen arka pik, adsorbe olmus tirln

icin orani tarama hizi arttikga artar. Reaktant kuvvetli adsorbe oldugu

cOzeltideki ture gore daha kararli olmasindan dolayi olugur. Gézlenen bu arka pik
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tarama hizindaki artis ile artar [51]. Dontigsumlu voltametri teknidi ile kuvvetli ve

zayif adsorpsiyonun varligi asagidaki testlerle belirlenir [50].

1. CV voltamogramlarinda 6n pik veya arka pik gézlenmelidir.
2. Log (Ip) — log (v) grafiginin egimi 0,5'ten biyiik olmahdir

3. Akim fonksiyonu (i, / C,"’%) tarama hizi ile artmalidir.

4. Derigim artigl ile 1, / C orani azalmalidir.

5. I / Cv- v degigimi sabit olmalidir.

Kuvvetli adsorpsiyon gergeklesiyorsa anodik taramadaki pik, potansiyel eksenine
gore katodik pik ile simetriktir.

ideal bir tersinir reaksiyon icin, Langmuir izotermi sartlarinda anodik pik
potansiyelinin katodik pik potansiyeline esit olmasi gerekir. Bu durumda anodik ve

katodik piklerin yari yuksekligindeki genisligi Esitlik 2.3 gibi olur.

— RT _ 906 0
AEp2 = 3,53nF == mV (259C) (2.3)

Pik akimini veren baginti ise Esitlik 2.4’deki gibi olur.

n2F2
"~ 4RT

Ip VAT " (2.4)
Bu esitlikten yararlanilarak elektrot ylizeyine adsorbe olan madde miktari (I') da

hesaplanir [8].

2.9.1.3. Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi (SWV) hem teorik hem de cihaz geligtiriimesi bakimindan
Barker tarafindan geligtirilmistir. Hizh ve duyarli bir yontem olan kare dalga
voltametrisinin sabit elektrotlarda potansiyel-zaman dalga sekli Sekil 2.22'de
gOrulmektedir [50, 56].
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Sekil 2.22. Kare dalga voltametrisi igin potansiyel-zaman dalga sekli ve akim

OlcimU; AEs : adim yuksekligi, Esy : puls genligi, T : periyot [8].

Sekilden de goéruldugu Uzere dalga sekli, simetrik kare dalgalardan olusan
merdiven gorunusundedir. Potansiyel-zaman dalga seklini olusturan bu simetrik
kare dalgalardan, bir kare dalganin tamamlanma suresi olan periyod, T ile gosterilir
ve yaklasik 5 ms civarindadir [8]. Birbirini takip eden kare dalgalar arasindaki
yukseklik farki basamakli adim yliksekligi(sinyalin potansiyel basamagi) dir ve AEs
ile gosterilir. Bu da genelde AEs 10 mV'dur. Herbir dalganin alt ve Ust noktalari
arasindaki farkin yarisina kare dalga genligi (Esw) denir. Puls genisligi (t,) ise 1/2’ye
esittir. Genellikle periyod yerine 1/7 a esit olan frekans (f) kullanilir. Frekansin
artmasi ve buna bagli olarak periyodun azalmasi ile kare dalga pik akimi ve
hassasiyet artar. Kare dalga voltametrisinde deneysel parametrelerin genellikle

secildigi araliklar;

frekans 10 < f <1000 Hz
periyod 1 <71<100 ms

Basamakh adim yuksekligi ise aktarilan elektron sayisina (n) bagh olarak

: 5
AEs=10/n mV esitliginden bulunarak kullanilri. Eg, ise genelde ;0 m\V’dur.
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Kare dalga voltametrisinde akim olgumleri ileri ve geri pulslarin sonuna dogru ts
kadar bir zaman araliginda yapilir. lleri puls igin dlgiilen akim I, geri puls igin
dlciilen akim I, olmak tizere her bir kare dalganin net akimi Ai = i; — I,’'ye esittir. Bu
net akim (Ai) ileri fark akimi olarak adlandirihr. Al farki potansiyele karsi grafige

gegirildiginde voltamogram tek pik seklinde elde edilir [50].

15 I I I I I I

Akim, yA

_s | 1 | 1 1 1
200 100 0 -100 -200 -300 -400 - 500

n(E = El/Z)' mV

Sekil 2.23. Tersinir bir reaksiyon icin uyarma sinyaline akim cevabi, A, (i,) ileri
akim; B, (i) ters akim; C, (i1 — I») akim farki [8]

Olusan pik potansiyeli de polarografik yari dalga potansiyeline karsilik gelir. Kare
dalga voltametrisinde Olgim son derece hizli yapilir. Tarama hizi, frekans ve
periyod ile adim yuksekligine bagli olarak asagidaki gibi belirlenir. Belirlenen bu

tarama hizina etkin tarama hizi (ETH) denir.

ETH = f x AEg = 1/ T X AEs (2.5)
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AEr kadar bir potansiyel araliginda tarama yapmak i¢in sadece 1 (AEr / AEs) kadar
bir zaman gereklidir. Uygun frekanslarin secimi ile deney sureleri ¢ok azaltilabilir.
Ornegin n=1 iken AEs= 10 mV ve f = 200 Hz (1 = 1/200) ise, ETH = 2 V/sdir. 500
mV’luk (AEs) bir potansiyel araligini tarayabilmek igin gerekli olan sire sadece
0.25 s’dir. Bu da birka¢ voltametrik taramanin sinyal ortalamasi alinarak analizin
kesinliginin arttirlmasini mimkiin kilar. Bu yéntemin tayin sinirlari 107 ile 10° M
arasindadir. Bu nedenle bu teknik en hassas ve hizli elektroanalitik teknikler

arasindadir. Bundan dolayr SWV hizli taramali teknik olarak tanimlanir [8].

2.9.1.4. Siyirma Voltametrisi

Siyirma voltametrisi elektrokimyasal ya da fiziksel herhangi bir yolla elektrotta
biriktirilen maddelerin analizi i¢in kullanilir. Bu yontemde iki basamak vardir. Birinci
basamakta ¢ozelti karistirilarak analitin calisma elektrotu Gzerine elektrokimyasal
yolla veya sabit potansiyelde herhangi bir kimyasal degisiklige ugratiimadan
dogrudan dogruya elektrot ylzeyine fiziksel adsorpsiyonla adsorbe edilerek
birikmesi saglanir. Ikinci basamak siyirma basamagidir. Bu basamakta elektrot
Uzerinde biriktirilmis olan madde sinUs dalga, puls, diferansiyel puls veya kare
dalga gibi potansiyel-zaman dalga sekilleri kullanilarak voltametrik yontemlerden
biri ile siyrilir. Elektrolizdeki onderistirme basamagi, siyirma yontemleri ile eser
element tayini yapmaya olanak saglar. Bu yéntemlerle 10°-10° M arasinda analiz
yapilabilir. Styirma voltametrisi ile bir maddenin analiz edilebilmesi i¢in; maddenin
kararli olmasi ve ¢ozelti tarafindan tutulmasi gereklidir. Biriktirme basamaginda
arinun ¢ozeltiye geri difizlenmemesi igcin civa elektrotta ¢oézinmemesi gerekir.
Ayrica ¢bOzunmeyen bir Urin olusuyorsa c¢ok fazla seyrelmelerde bile
¢ozunmemelidir. Ancak yuksek direngli bir tabaka olusturmamalidir. Son olarak
biriken maddenin siyirma piki olusturabilmesi igin biriken madde tekrar oksitlenme

kabiliyetinde olmahdir [8].

Elektrot Uzerine biriken maddelerin miktari, maddelerin ve ¢o6zeltinin 6zelligi,
elektrot malzemesi ve boyutu, potansiyel, zaman, pH, iyonik gug¢, maddenin
elektroda taginmasi, sicaklik, biriktirme suresi ve ¢oOzeltinin karistirlma hizi gibi
faktorlerden etkilenir. Karistirma, ¢ok yavas olursa daha az madde birikir ve

arinun geri kazanilma verimi artar. Bu durumda daha ¢ok zaman harcanir ve
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duyarllik azalir. Bazen ¢ozelti hi¢ karistirlmadan, yalniz difuzyonla madde gogcu
saglanarak da biriktirme yapilabilir. Biriktirme suresi de analizin duyarlligini etkiler.
Elektrot yUzeyine madde birikimi ile duyarliik dogru orantilidir. Maksimum
duyarlihk maddenin tamaminin elektrot ylzeyine toplanmasiyla elde edilir.
Cozeltide ve elektrot ylzeyinde tepkimeler tersinirdir. Bu nedenle elektrot
yuzeyinde biriktirilen madde siyirma igleminden sonra tekrar ¢ozeltiye geger. Bu
noktada uzun sure madde birikimi de maddenin geri kazanimini engelleyebilir.
Ayrica uzun bekleme sonucunda elektrot yuzeyine istenmeyen tepkimeler
olusabilir. Urlin kararsiz olabilir ve elektroinaktif bir hale déniisebilir. Biriktirme
esnasinda elektrota uygulanan potansiyel, pik yuksekligini etkilediginden normal
siyirma voltametrisi ile analizi yapilacak maddenin yari dalga potansiyelinden
birka¢ yiz milivolt daha ylUksek potansiyelin uygulanmasi gerekir. Clnkld normal
slyirma voltametrisinde maddeler elektrot ylzeyine bir kimyasal tepkime ile
biriktirilirken; adsorptif katodik siyirma volatametrisi (adsorptive cathodic stripping
voltammetry, AdSV)'nde uygulanacak potansiyelin herhangi bir kimyasal
tepkimeye yol acmayacak degerde tutulmasi gerekir. Bu nedenle AdSV’de bu

potansiyel artik akim bdlgesinden segilmelidir.

Siyirma voltametrisinde karisimdaki maddelerin ayni anda analizi mumkindur.
Biriktirme potansiyeli 6zellikle karigim analizlerinde onemlidir. Birka¢ tane metal
iyonu iceren bir ¢Ozeltiden biriktirme yapilirken siyirma esnasinda analitin pikine
girisim yapabilecek bilesenler bilinmeli ve biriktirme potansiyeli buna goére
secilmelidir. Cok sayida maddenin bulundugu bir ¢ézeltide girisim yapma ihtimali
biriktirme potansiyelinin negatifligi arttikgca artar. Siyirma voltametrisinde asilh

duran civa damlasi veya bir kati elektrot kullanilir.
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2.9.1.5. Kronoamperometri (CA)
Kronoamperometride ¢ozeltiye daldiriimis olan g¢alisma elektrodu potansiyeli

birden degigtirilerek durgun ortamda akim—zaman iligskisi gozlenir. Elektrot

yuzeyinde;
ks
O+ne < R
ks

reaksiyonu gercgeklesir. Baslangicta ¢oOzeltide O maddesinin oldugu durumda
calisma elektroduna herhangi bir redoks reaksiyonunun olmadigi E1 potansiyeli
uygulanir. E1 icin elektroaktif maddenin indirgenmedigi ve artik akimin oldugu
herhangi bir potansiyel secilir. CV voltamograminin pik potansiyelinin 6tesinde bir
potansiyelde, indirgenme difizyon kontrolll olacak sekilde E2 potansiyeli segilerek

aniden elektrodun potansiyeli E2’ye degistirilir ve potansiyel E2 de sabit tutulur.

E2 potansiyelinde olusan akimin zamanla degisimi Cottrell esitliginde verildigi
gibidir.

__ MFADV/2C,

Tl/2¢1/2 (2.6)

| = Akim, A

n = Aktarilan elektron sayisi

F = Faraday sabiti, C/eq

A = Elektrot alani, cm?

D2 = Difiizyon katsayisi, cm?/s

Co = Maddenin derisimi, mol/cm?

t=zaman, s

Bu potansiyelde olusan akimin zamanla degisimine bakilir (Sekil 2.24). Olusan

akim grafikten de gorildigu gibi zamanin karekoku ile azalir.
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El

Sekil 2.24. Kronoamperometride (a) potansiyel-zaman ve (b) akim-zaman iligkisi

[8].

Akim degerleri t¥?ye karsi grafige gecirildiginde orijinden gecen bir dogru elde
edilir.  Kronoamperometri teknigi bir maddenin difizyon katsayisinin
bulunmasinda, elektron aktarim reaksiyonunun hiz sabitinin hesaplanmasinda,
elektron aktarim basamagina eglik eden bir kimyasal reaksiyonun hiz sabitinin
bulunmasinda kullanilir. Ayrica bu teknikle elektrot reaksiyonunun mekanizmasi ve
elektrotta bir adsorpsiyon olayr meydana gelip gelmedigi belirlenebilir. Zaman

araliginin genis tutulmasi deneyin guvenilirligini arttirir [8,50].
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kimyasal Maddeler

Kalip molekal olarak kullanilan L-fenilalanin Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltd.
firmasindan temin edilmistir. Deneyde kullanilan 3-karboksitiyofen  Sigma
firmasindan (St. Louis, ABD) temin edilmistir. Diger kimyasallar Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edilmis olup analitik safliktadir. Deneylerde kullanilan
su, yuksek akigli seluloz asetat membran (Barnstead D2731) ile ters ozmoz
Barnstead (Dubuque, |A) ROpure LP® birimi ve ardindan Barnstead D3804
NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon
sistemi kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen saf suyun (deiyonize su) direnci 18
MQ/cm’dir.

3.2. L-Fenilalanin Baskilanmis Elektrokimyasal Sensoériin Sentezi

3.2.1. Tiyofen-3-Karbonil Triptofan Monomerinin Sentezi

3-Karboksitiyofen (5 mmol), tiyonil klortr (5 mmol), 1H-benzotriazol (20 mmol)
iceren THF (15 mL) ¢ozeltisine 25°C ilave edilmistir. Reaksiyon karisimi, 20 dakika
35-40°C’de karistinimistir. Tepkime karisimi, buz banyosunda sogutulmus ve 5 mL
THF’da ¢6zunmus N-ucu kapali L-triptofan (5 mmol) damla damla ilave edilmistir.
25°C’de 2 saat karigtirildiktan sonra tepkime sirasinda olusan beyaz c¢Okelek
alinmis ve filtrat disuk basing altinda deristirilmistir. Kalinti 100 mL etil asetat
(EtOAC) ile seyreltiimis ve ¢ozelti doygun Na,COj; ¢dzeltisi ile (3 x 50 mL) yikanmig
ve susuz MgSOQOy ile kurutulmustur. DUsuk basingta ¢oztcunin uzaklastiriimasiyla

son urun, tiyofen-3-karbonil triptofan (TP3C-Trp) elde edilmistir.

3.2.2. Tiyofen-3-Karbonil-L-Triptofan Monomerinin Karakterizasyonu

3.2.2.1. FTIR Analizi

TP3C-Trp monomerinin FTIR spektrumu igin FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000
Series, Shimadzu, Japonya) kullaniimistir. Bunun igin TP3C-Trp monomeri (2 mg),
KBr (98 mg, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen olarak karistirilarak, tablet
haline getirilmistir. FTIR spektrumu 400-4000 cm™ dalga sayisi araliyinda

alinmistir.
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3.2.2.2. NMR Analizi
TP3C-Trp monomerinin proton (*H) ve karbon (**C) NMR spektrumlari, CDCl;
icerisinde JEOL GX-400 300 MHz (Japonya) NMR cihazi kullanilarak alinmigtir.

Kimyasal kaymalar (8) ppm cinsinden CDCI; referans alinarak rapor edilmistir.

3.3. Elektrokimyasal Sensorun Hazirlanmasi

Voltametrik ¢caligmalar lvium marka Compactstat model (lvium Technologies B.V.,
The Netherlands) elektroanalizor ile yapiimigtir. Deneylerde referans elektrot
olarak Ag/AgCl elektrot, karsit elektrot olarak platin tel, calisma elektrodu olarak
altin elektrot kullaniimigtir. Molce orani 1:1 olacak sekilde 5’er mL L-Phe ve TP3C-
Trp ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Daha sonra kalip molekulle fonksiyonel monomerin
etkilesmesi icin c¢ozeltiler, 3 saat manyetik karistiricida karnstirnimistir. Bu
cOzeltiden 5 mL alinip molce 1:4 olacak sekilde 5 mL tiyofen ¢dzeltisi hazirlanmig
ve bu ¢ozeltiler de karigtirilarak polimerizasyon ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Hazirlanan
bu polimerizasyon ¢ozeltisin-den 50 pL alinarak Au ylzeye damlatiimigtir.
Hazirlanan Au plaka bir gin boyunca kurutulmustur. Calisma elektrodu bu sekilde
hazirlandiktan sonra diger elektrotlar-la cihaza baglanmistir. Elektrotlar, destek
elektrolit olarak 0.1 M pH 7.0 fosfat tamponundan 3 mL iceren hicreye
daldinimigtir. Bu sisteme donusumli voltametri uygulanarak -900 mV ila + 900 mV
arasinda potansiyel uygulanarak elektropolimerizasyon yapilmistir. 10 defa tarama

yapilarak yuzeyde polimerizasyon saglanmistir.

3.3.1. Kalip Molekiiliin Desorpsiyonu

TP3C-Trp monomeri ve L-fenilalanin arasinda ikincil kuvvetlerden kaynaklanan
ortak etkilesimler s6z konusudur. Ancak temel etkilesimler, TP3C-Trp monomeri
ve L-fenilalanin arasindaki hidrojen baglari ve aromatik halkadan kaynaklanmasi
muhtemel hidrofobik etkilesimlerdir. Kalip molekll olan fenilalaninin polimerik
yapidan soOkulebilmesi icin yukaridaki etkilesimleri kirabilecek bir desorpsiyon
ajaninin kullanilimasi gerekmektedir. Bu amacla desorpsiyon ajani olarak 1M etilen
glikol ¢ozeltisi kullaniimistir. Kalip molekulin desorpsiyonu kesikli sistemde
gerceklestiriimigtir. Altin  ylzeye tutturulan L-fenilalanin baskilanmis polimer

Uzerine desorpsiyon ¢ozeltisi (20 mL) eklenmigstir. Calkalamali inklibatérde oda
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sicakhginda 2 saat boyunca c¢alkalanmistir (200 rpm). Desorbe edilen sensor,

deiyonize su ile yikanmig ve vakum etuvinde (200 mmHg, 25°C) kurutulmustur.

3.4. L-Fenilalaninin Elektrokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.1. Donusumlii Voltametri Deneyleri

Bu yontemde calisma elektrodu olarak altin elektrot, referans elekrot olarak
Ag/AgCl, karsit elektrot olarak platin tel kullanilmigtir. Elektrokimyasal hucreye pH
3.0 -9.0 araliginda 3.0 mL pH 7.0, 0.05 M KH,PO4- K;HPO,4 (1:1) tamponu konup,
¢cozeltiden 10 dk azot gazi gegcirilmigtir. Bu sUrenin sonunda azot gazi ¢ozeltinin
lizerine génderilmeye baslanmistir. 25 mV/s tarama hizlarinda 10 M derisimde L-

fenilalanin ¢ozeltisinin donusimlu voltamogramlari kaydedilmistir.

3.4.2. Kronoamperometri Deneyleri

Bu yontemde calisma elektrodu olarak altin elektrot, referans elektrot olarak
Ag/AgCl, karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir. Elektrokimyasal hicreye 3.0
mL pH 7.0, 0.05 M KH,PO4- K,HPO,4 (1:1) tamponu konup, ¢ozeltiden 10 dk azot
gazi gegirilmistir. [(-900) — (+900)] mV’luk potansiyel arahdinda 50.00 ng/mL
derisiminde L-fenilalanin ¢ozeltisinin kronoamperometrik voltamogramlari tek yonlu

olarak kaydedilmisgtir.

3.5. Elektrokimyasal Sensoriin Karakterizasyonu

3.5.1. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

Elektrokimyasal sensorlerin altin yuzeylerinin karakterizasyonu icin FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD)
kullanilmistir. Olglim yapilan 6érnek haznesinden 10 dk azot gazi gegcirilerek
havadan kaynaklanan nem ve karbondioksit uzaklastiriimistir. Elektrokimyasal
sensoér, cihazin érnek yuvasina yerlestiriimis 400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda
yuzeyde gerceklesen toplam yansima miktari dlgulerek spektrumlar alinmistir.

3.5.2. Atomik Kuvvet Mikroskopisi
Elektrokimyasal sensorlerin altin yuzeylerinin karakterizasyonu igin yari degen
modda atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere)

kullanilmigtir. Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi
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ile 4096 x 4096 piksel gibi ¢ok yuksek ¢ozunurlikte olgum alabilmektedir.
Elektrokimyasal sensor cift yuzli karbon bant ile 6rnek tutucuya yerlegtirilmistir.
Goruntlleme cgalismalari hava ortaminda, yari degen modda gercgeklestirilmistir.
Salinim rezonans frekansi, 341.30 kHz olarak uygulanmistir. Titresim genligi, 1
VRrus Ve bos titresim genligi ise 2 Vrus'dir. Ornekler 2 ym/s tarama hizinda, 256 x

256 piksel ¢ozunurlukte, 2 x 2 ym’lik bir alanin goruntusu olarak alinmistir.

3.5.3. Elipsometre

Hazirlanan sensorlerin yuzeylerindeki kalinhk olgumleri Nanofilm EP3-Nulling
Elipsometre (Goéttingen, Almanya) cihazi ile karakterize edilmigtir. Kalinlik
Olcimleri 532 nm dalga boyunda, 62°’lik bir gelis acisinda gergeklestirilmistir.
Elektrokimyasal sensor lazer 1gik kaynagi altina yerlestiriimigtir. Yuzey kalinhgi
hesaplama program igin 50 nm altin + 50 nm polimer katmani veri olarak
dngoérilmustir. Olgiimler sensor ylizeyinde 6 farkli noktada 3 kere tekrarlanmis ve

sonuclar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edilmigtir.

3.5.4. Temas Agisi Olgiimleri

Temas agcisi Olcimleri icin KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi
kullaniimistir. Elektrokimyasal sensoérlerin yuzeyine 1 damla su damlatilarak
yapisik damla (Sessile Drop) yontemiyle temas acisi belirlenmistir. Cip ylzeyinin
farkh bolgelerine su damlatmak suretiyle 10 ayri fotograf ¢cekilmis ve her biri igin
ayri temas acisi belirlenmistir. Belirlenen temas ag¢i degerleri damlacigin kati ile
sol temas noktasindan alinan soldan temas acisi; sag temas noktasindan alinan
sagdan temas agcisi olarak belirlenmistir. Ayrica her iki noktanin ortalamasi olan
ortalama temas agcisi degerleri elde edilmigtir. Modifiye edilmemis ve edilmis
sensor yuzeyleri icin temas acisi deg@erleri alinan 10 dlgimun ortalama degerleri

hesaplanmigtir.

3.6. Elektrokimyasal Sensorle Kinetik Analizler

L-Fenilalanin baskilanmis elektrokimyasal sensorun hazirlanmasindan sonra
kinetik ¢calismalara gegilmistir. Kinetik ¢calismalar, farkli derisimlerdeki L-fenilalanin
cOzeltileri ile gergeklestirilmistir. Bu ¢ozeltiler pH: 7.0 fosfat tamponuyla 0.01-0.5

nM derigimleri arasinda hazirlanarak elektrokimyasal sensor sistemine verilmistir.
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Elektrokimyasal sensoér sistemi; galisma, karsit, referans elektrotlardan olusan
hicre sistemi ve hicre sisteminin bagli oldugu, verilerin okundugu potensiyostat
cihazindan olugsmaktadir (Sekil 3.1.). Calisma elektrotlarinin temizligi 0.05-0.1 yM
boyutunda alimina ¢ozeltileri ile yapiimistir. Ylzeyine L-fenilalanin baskilanmis ve
baskilanmamis elektrokimyasal sensorler, kinetik analiz ¢alismalarinda kullanil-

migtir.

N/ |

Sekil 3.1. Hucre sistemi (solda) ve hicre sisteminin bagli oldugu, verilerin

okundug@u potensiyostat cihazi (sagda).

Destek elektrolit olarak segilen pH 7.0 0.05 M K;HPO, — KH;PO, (1:1)
tamponundan 3.0 mL alinarak elektrokimyasal hucreye konulmus ve 10 dakika
azot gazi gegcirilmigtir. Deney esnasinda azot gazi ¢ozelti Uzerine gonderilmistir.
Farkli tarama hizlarinda CV ile L-fenilalaninin davranigi incelenmis, optimum
potansiyel bulunmustur. Daha sonra belirlenen potansiyelde SWV kullanilarak
kalibrasyon grafigi elde edilmigtir. Kronoamperometri yontemi ile de diflizyon
katsayisi hesaplanmistir. Bunun igin SWV ydnteminde 400 mV; CV ve CA
yontemlerinde ise -900 mV ve +900 mV’luk biriktirme potansiyelleri uygulanmistir.
Hucreye mikropipet yardimiyla yL dizeyinde standart L-fenilalanin ¢dzeltisinden
eklenmis ve bir dakika N, gazi gegirildikten sonra artan derigsimlerde L-fenilalanin
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eklenerek deney tekrarlanmis ve voltamogramlar kaydedilmistir. Elde edilen kinetik

veriler, lviumstat yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

3.7. Yanigmali Kinetik Analizler

Calisma elektrodunun yluzeyindeki L-fenilalanin baskilanmig polimerin segiciligini
gostermek icin L-fenilalanin, D-fenilalanin ve triptofan kullaniimasiyla hazirlanan
cOzeltiler elektrokimyasal hucre sistemine gonderilerek yarigmali adsorpsiyon
calismalari gergeklestirilmistir. Bu ¢ozeltiler, fosfat tamponu (pH:7.0) icerisinde 1
nM derisiminde hazirlanmistir. Yarigmaci molekul deneyleri igin farkli potansiyeller
araliginda CV ydntemi ile belirli potansiyel araliginda akim karakteri olgiimustur.
Cozeltiler elektrokimyasal hlicre sistemine eklenerek sensorle etkilestiriimis ve

kinetik veriler alinarak lviumstat yazilimi ile analiz edilmistir.

3.8. Elektrokimyasal Sensoriun Baskilama Segiciliginin Belirlemesi

L-Fenilalanin baskilanmis sensorin segiciligini gostermek igin L-fenilalanin
baskilanmamis sensor de hazirlanmistir. L-Fenilalanin, D-fenilalanin ve triptofan
kullaniimasiyla  olusturulan  ¢oOzeltiler elektrokimyasal sensor sistemine
gonderilmistir. Bu ¢ozeltiler fosfat tamponu (pH: 7.0) icerisinde 1 nM derisiminde
hazirlanmistir. Secicilik deneyleri icin de yukarida anlatildigi gibi CV yontemi
kullanilmigtir. Cozeltiler elektrokimyasal sensorle etkilestiriimis ve kinetik veriler

alinarak lviumstat yazilimi ile analiz edilmigtir.
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4. SONUGLAR ve TARTISMA

4.1. TP3C-Trp Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu
Fonksiyonel monomer, 3-karboksitiyofen ile uygun sartlar altinda L-triptofanin
reaksiyonu sonucu elde edilmistir [58] (Sekil 4.1.). Elde edilen fonksiyonel

monomer NMR ve FTIR ¢alismalari ile karakterize edilmistir.

N 0
w H H
c @ N C (|3 -0H
OH N L-Trp Et;N CH
H \
B - ’
S SOCI, THF, r.t, 2h CH_;CN HoO, rt., 20 S =
' HN
TP3C-Trp

Sekil 4.1. TP3C-Trp monomerinin sentez reaksiyonu.

Elde edilen TP3C-Trp monomerinin proton NMR analizi sonucunda; *H NMR (500
MHz, CDCls, 25 C): & = 8.34 (s, 1H), 7.30 (dd, “Juy= 1.17, 2.79 Hz, 1H), 7.61 (d,
3Jun= 7.93 Hz, 1H), 7.35 (d, %Juu= 8.02 Hz, 1H), 7.25-7.23 (m, 1H), 7.22-7.19 (m,
2H), 7.11 (t, 3Jun= 7.47 Hz, 1H), 7.06 (d, *Juu= 2.06 Hz, 1H), 6.60 (d, 3Jyu= 7.57
Hz, 1H), 5.10 (dd, 3Juu= 2.04, 5.41 Hz, 1H), 3.49 (d, 3J4u= 5.22 Hz, 2H) ppm
pikleri gériilmistiir. Karbon NMR analizinde ise;**C NMR (125 MHz, CDCls, 25 C):
6 = 27.1, 53.7, 109.5, 111.5, 118.5, 119.89, 122.4, 123.4, 126.1, 126.6, 127.7,
129.3, 136.1, 136.2, 163.5, 175.2 ppm pikleri gorulmugtar. NMR spektrumlari

fonksiyonel monomerin basariyla sentezlendigini géstermektedir.

Monomerin FTIR-ATR spektrumunda; 3554 cm™'de karboksilik asit —OH bandi,
2358 ve 2256 cm™de alifatik C-H gerilme bandlari, 1745 cm™de karbonil C=0
bandi (farkli C=0 varligi nedeniyle omuz olugsumlariyla beraber), 1556 ve 1530 cm”
Yde NH, ve NHs* geriime bandlari, 1426 cm™de aromatik C=C gerilme bandi,
1374 cm™de indol halkasinin C-N geriime bandi, 1270, 1227 ve 1203 cm™de
coklu C-H egilme bandlari, 763 cm™de tiyofen halkasinin C-S-C diizlem disi
egilme bandi belirlenmistir. FTIR-ATR spektrumu da NMR verilerini dogrulamakta

ve fonksiyonel monomer yapisinin elde edildigini gdstermektedir.
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Sekil 4.2. TP3C-Trp monomerinin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.3. TP3C-Trp monomerinin ~°C-NMR spektrumu.
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Sekil 4.4. TP3C-Trp monomerinin FTIR spektrumu.
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4.2. Sensorlerin Yiizey Karakterizasyonu

4.2.1. FTIR Analizi

Elektrokimyasal sensorin yuzey  karakterizasyonu icin FTIR-ATR
spektrofotometresi  kullanilmistir  (Sekil 4.5). Sekilden de goéruldugu gibi
spektrumda fonksiyonel monomerin sahip oldugu karboksilik asit —OH bandi, 3397
cm™de; alifatik C-H gerilme bandi 2297 cm™de; karbonil C=0 bandi (farkli C=0
varligi nedeniyle omuz olusumlariyla beraber) 1719 cm™de; NH, ve NHs* gerilme
bandlari 1540 cm™'de; aromatik C=C gerilme bandi 1437 cm™de; indol halkasinin
C-N gerilme bandi 1338 cm™de; tiyofen halkasinin C-S-C diizlem disi egilme
bandi 742 cm™de belirlenmistir. Bos altin plakasinin FTIR-ATR spektrumunda ise
herhangi bir fonksiyonel grup gbzlenmemis olup sonuglar, polimerizasyonun
basariyla gerceklestigini ve triptofan ve tiyofen gruplarinin ylzeye doénuk olarak

bulundugunu gostermektedir.
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il Wik
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Sekil 4.5. L-Fenilalanin baskilanmig sensor ylzeyine ait FTIR-ATR spektrumu.

4.2.2. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi
Modifiye edilmemisg, baskilanmis elektrokimyasal sensorlerin ylizey morfolojisi yari
degen modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmistir. Bazik pirana

¢Ozelti (10 mL; NH30H:H,0,; 1:3 v/v) ile temizlenmis altin elektrot sensorin ylzey
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purtzlulogu ortalama karekoku, yuzey egriligi ve yuzey basikhdr degerleri,
sirasiyla, 0.0372 pm, 0.0383 um, 1.085 ve 1.228 olarak belirlenmistir. (Cizelge
4.1.). L-Fenilalanin baskilanmig elektrokimyasal sensorun yuzey icin bu degerleri
ise; sirasiyla 0.0619 pum, 0.0642 pum, 1.095 ve 1.255 olarak bulunmustur (Cizelge
4.1). Bu sonuglar; ylzeyde vyaklasik 30 nm’lik bir artigin oldugunu ve

polimerizasyonun ylzeyde homojen bir sekilde gergeklestigini gdostermektedir.

M —
0.06 —

0.00
0.00

(B)

[
g a
g 8

(©) (D)

Sekil 4.6. L-Fenilalanin baskilanmis sensor ylzeyine ait AFM goruntuleri. (A) Altin
yuzey; (B) Altin ytuzey 3-boyutlu; (C) L-Fenilalanin baskilanmig sensér; (D) L-
Fenilalanin baskilanmig sensor 3-boyutlu.
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Cizelge 4.1. Atomik kuvvet mikroskop sonugclari

Yuzey Modifiye edilmemis altin L-Fenilalanin
Ozellik yuzey baskilanmis sensor
Ortalama Purizlilik (um)  0.0372 0.0619
Ortalama Kakrekdk (pm) 0.0383 0.0642
Ylzey Egriligi 1.085 1.095
Yuzey Basikhgi 1.228 1.255

4.2.3. Elipsometre Analizi

L-Fenilalanin baskilanmis altin sensor yuzeyinin ortalama ylzey kalinhgi
elipsometre cihazi kullanilarak incelenmistir. Kalinlik olgimleri 532 nm dalga
boyunda, 85lik bir gelis acisinda gercgeklestiriimistir. L-Fenilalanin baskilanmis
altin  sens6r yulzeyinin ortalama kalinlik degerleri yaklasik 30 nm olarak
hesaplanmigtir (Sekil 4.7). Bu sonuglar, oldukga ince bir film tabakasi olusumunu

teyit etmekte ve AFM sonuglarini da dogrulamaktadir.

4.2.4. Temas Agisi Analizi

Modifiye  edilmemis ve L-fenilalanin  baskilanmis  sensorlerin  ylzey
karakterizasyonu Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya) temas agisi cihazi
kullanilarak gerceklestiriimistir. Temas acisi degerleri DSA2 yazilimi kullanilarak
hesaplanmigtir. Modifiye edilmemis ve L-fenilalanin baskilanmis elektrokimyasal
sensorlerin ylzey temas agi de@erleri 78.7° ve 72.2° olarak belirlenmigtir. Temas
agisi olcimlerinden goruldigu gibi modifiye edilmemis altin elektrot ylzeyinin
temas acisi degerindeki bu azalma, yuzey puruzligunun artmasi ve polimerik
filmin sulu ortam ile iyi etkilestigini gostermektedir. Sekil 4.8'de temas acisi
Olcimleri alinan modifiye edilmemis ve L-fenilalanin baskilanmis sensoérlere ait

temas agisi1 goruntuleri verilmistir.
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Fenilalanin baskilanmig sensoér yluzeyine ait elipsometre goruntuleri.

Sekil 4.7. L
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(A)

(B)

Sekil 4.8. Temas agisi olgimleri. (A) Modifiye edilmemis altin ylzey ve (B) L-

fenilalanin baskilanmig sensor ylzeyi.
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4.3. L-Fenilalaninin Elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi

4.3.1. Akim Karakterinin incelenmesi

Akim karakterinin belirlenmesi amaciyla CV deneylerinde sabit derigsimde farkli
tarama hizlarinda voltammogramlar alinmigtir. Bunun i¢in L-fenilalaninin derisimi
sabit tutulmus (1.0 x 10° M), tarama hizi degistirilerek pik potansiyelleri ve pik
akimlari élgtimustar (Sekil 4.9).

100,00
|
H
1 g
50,00 4 F
1 D
— c
< 8
~ 0,00
S
X
<C
-50,00 |
100,00 |

0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 5000 600,0

Potansiyel, mV

Sekil 4.9. 1.0 x 10° M L-fenilalaninin (pH 7.0, fosfat) farkli tarama hizlarinda
doénusumlu voltamogramlari. (A) 25 mV/s; (B) 50 mV/s; (C) 75 mV/s; (D) 100
mV/s; (E) 200 mV/s; (F) 300 mV/s; (G) 400 mV/s; (H) 500 mV/s; (I) 1000 mV/s.

Tarama hizinin logaritmasina (log v) karsi pik akiminin logaritmasi (log i) ile elde
edilen grafigin (Sekil 4.10) egiminden akimin difizyon kontrolli olup olmadigina
karar verilebilir. Bu sekilde elde edilen grafigin egiminin 0.5’e yakin bir deger
olmasi (0.481), L-fenilalaninin ytkseltgenmesi sonucu olugan akimin difiizyon

kontrolll oldugunu gostermektedir.
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20 T
1.6 +
« 12 1
3 y = 0,481x + 0,236
0.8 + R2 = 0,996
0.4 +
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logV

Sekil 4.10. 1.0 x 10° M L-fenilalaninin (pH 7.0, fosfat) log Ipa— logV grafigi

4.3.2. Elektrot Tepkimesinin incelenmesi

Tersinmez sistemlerde Nernst esitligi elektrot yuzeyinde gecerli degilken tersinir
sistemlerde gecerlidir. CUnku tersinir sistemlerde tim potansiyellerde elektron
aktarim hizi kutle aktarim hizindan buyuktar. L-Fenilalaninin  yukseltgenme
tepkimesi icin tersinirlik testleri CV ydntemi yardimiyla gercgeklestirilmistir. Ters
taramada anodik pikin gozlenmesi, elektrot tepkimesinin tersinir gerceklestigini
gosterir. Ayrica anodik pik potansiyelinin tarama hizi arttikca pozitif degerlere
kaymasi da bunu dogrulamaktadir. Sekil 4.9’a bakildiginda CV yontemi ile yapilan
taramada anodik pikin olusmasi L-fenilalaninin yikseltgenme tepkimesinin tersinir
oldugunu goéstermektedir [8]. Bu tersinir islem suresi, hem tekrarlanan sonuclarin
elde edilebilmesinin hem de sensorun tekrar kullaniminin mimkuin oldugunu
gOstermektedir. Bu durum, hem maliyet hem de guvenirlik bakimindan Uretilen

sensorun uygun oldugunu kanitlamaktadir.

4.3.3. Proton ve Aktarilan Elektron Sayisinin Bulunmasi
Bilinmektedir ki pik potansiyeli, elektrokimyasal reaksiyonun gercgeklestigi ortamin
pH’sina dogrudan baglidir. Buna bagl olarak; L-fenilalaninin pH 3.0- 9.0 araliginda

kaydedilen kare dalga voltamogramlarinda (SWV) gdzlenen piklerinin
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potansiyelleri pH’ya karsi grafige gegcirilmistir. Sekil 4.11'den de goruldigu gibi L-
fenilalanininin yukseltgenme piki artan pH ile negatif potansiyellere kaydigindan
s6z konusu pike ait ylkseltgenme tepkimesinde protonun yer aldi§i dustnebilir
(Sekil 4.12).

08 T

y =-0.0932x + 1.0193
R?=0.9963

Potansiyel, V
o o
I o

o
N
L
T

0.0 i i

pH

Sekil 4.11. L-Fenilalaninin (50 ng/mL; pH 7.0, fosfat) SWV voltamogramlarina ait
pH-E, grafigi.

OH OH

=5 =
NH, + H0 NHOH w AL Ze

Sekil 4.12. L-Fenilalaninin olasi yukseltgenme mekanizmasi.

Asagida tersinir sistemlere ait pik potansiyelinin pH ile degisimiyle ilgili gegerli

esitlik (3.1) verilmistir.
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2,303pRT

Ep=E°- — pH (4.1)
Ep : Pik potansiyeli, V
E° : Standart hiicre potansiyeli, V
R . Ideal gaz sabiti, j mol™ K™
T : Sicaklik, K
: Transfer edilen elektron sayisi
F : Faraday sabiti

Sekil 4.11°deki pik potansiyeli-pH iligkisini gosteren grafigin dogru denkleminin
egimi 2.303pRT/nF degerine esitlendiginde p/n degeri 1 olarak bulunur. L-
Fenilalaninin ylkseltgenme tepkimesi ve bulunan p/n orani géz énine alindiginda
yukseltgenme mekanizmasinda 2 proton yer aldigi ve 2 elektron aktarildigi
soylenebilir [8, 53] (Sekil 4.12). Ayrica elde edilen grafik, pH 3.0-9.0 arasinda 56
mV pH™ egimle dogrusaldir. Bu deger; iki protonlu ve iki elektronlu bir elektrot
tepkimesi igin beklenen 59 mV pH™ degerine yakindir. Bu da iki protonlu ve iki
elektronlu bir elektrot tepkimesinin oldugunu ve p/n oranindan yapilan ¢ikarimin da
dogru oldugunu gdéstermektedir [54]. L-Fenilalanin ¢dzeltisinde (1.0 mM; fosfat) en
yuksek akim pikinin elde edildigi deger pH 7.0 oldugundan, diger tum
elektrokimyasal taramalarda pH 7.0 olarak kullanilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Destek elektrolit pH’sinin L-fenilalanin ylkseltgenme akimina etkisi.

4.3.4. Difuzyon Katsayisinin Bulunmasi

Yapilan 6n c¢alisma grubunda; diftizyon kontrolli akim karakteri elde edildiginden
kronoamperometrik (CA) yontemden faydalanarak ve Cottrell esitligini kullanarak
difizyon katsayilari hesaplanmistir. CA yontemi ile elde edilen akima karsi
zamanin karekokdnin degisimi grafiginin dogrusal bdlgesinin (Sekil 4.14)
egiminden Cottrell esitligi kullanilarak elde edilen difizyon katsayilari Cizelge
4.2'de verilmistir. Sekilden ve cizelgeden de goruldugu gibi, difizyon katsayisi,
puls genisligine bagli olarak 3.39 x 10-3.52 x 10 cm?/s arali§inda degismektedir.
Puls genigliginin 10’dan 250’ye yukseltimesine ragmen diflizyon katsayisi
1/100,000 gibi oldukga duslk bir oranda degismistir. Bu durum; difiizyon kontrollU
bir islem olmasina ragmen (Bolum 4.3.3); difuzyonun oldukga hizli bir gekilde
gerceklestigini gostermektedir. Sonug¢ olarak; oldukg¢a hizl bir diftizyon kinetigine

sahip olan bir islemle L-fenilalanin tayin edilmektedir.
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Sekil 4.14. L-Fenilalaninin (50.00 ng/mL; pH 7.0, fosfat) kronoamperometri (CA)

voltamogrami (i — t%/?).

Cizelge 4.2. L-Fenilalaninin (50.00 ng/mL; pH 7.0, fosfat) CA yontemiyle
hesaplanan difizyon katsayilari.

Puls genisligi R? D (cm?/s)
10 0.9985 3.39x 10"
100 0.9984 3.46 x 10
250 0.9986 3.52x 10"

4.4. Elektrokimyasal Sensorle Kinetik Analizler

Bu calisma kapsaminda segici L-fenilalanin tayini icin molekiler baskilanmis
elektrokimyasal sensoérler hazirlanmistir. Elektrokimyasal sensor sinyalleri ile L-
fenilalanin derisimi arasindaki iligkinin degerlendirilebilmesi igin farkl derigsimlerde
0.01-0.50 nM L-fenilalanin g¢ozeltileri (pH 7.0, fosfat) hazirlanmistir. Cozeltiler
elektrokimyasal hucreye eklenerek sensorlerle etkilesim saglanmistir. lviumstat

yazilimi ile elde edilen veriler es zamanli olarak izlenmig ve Kkinetik veriler
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alinmigtir. Sekil 4.15 'de farkl derisimlerde L-fenilalanin ¢ozeltilerinden elde edilen

voltamogramlar verilmigtir.

1 uA

A

I T T T T T T T T T T T T T T
04 -0.2 0 0.2 04 06 08 1.0
Potansiyel, V

(A) 0.01 nM

1uA

T T T T T T T
0.4 -0.2 0 02 04 06 08 1.0
Potansiyel, V

(B) 0.05 nM
Sekil 4.15. L-Fenilalanin baskilanmig elektrokimyasal sensorle L-fenilalanin
cOzeltileri arasindaki etkilesimlere ait kare dalga voltamogramlari. (A) 0.01 nM; (B)
0.05 nM; (C) 0.1 nM; (D) 0.2 nM; (E) 0.5 nM.
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1uA

— T .
04 -0.2 0 02 04 06 08 1.0
Potansiyel, V

(A) 0.10 nM

T T T T T T T T T T T T T T
04 -0.2 0 02 04 06 08 10
Potansiyel, V

(B) 0.20 nM

i

—— T
04 -0.2 0 02 04 06 08 1.0
Potansiyel, V

(E) 0.50 nM
Sekil 4.15. Devami.

65



Sekil 4.15'de farkli derisimlerde L-fenilalanin ¢ozeltilerinin sensére uygulanmasiyla
elde edilen potansiyele karsi Al dedisim degerini gosteren grafikler verilmistir.
Ayrica Sekil 4.16’de farkli derisimlerde L-fenilalanin ¢ozeltilerine ait potansiyele
karsi Al degisim degerini gosteren tum grafikler birlikte verilmistir. Sekilden de
goraldugu gibi artan L-fenilalanin derigimi ile birlikte voltamogramdaki sinyal siddeti
dogrusal olarak artmaktadir. Derisim-sinyal siddeti arasindaki bu dogrusallik Sekil

4.17'de acgikca gorulmektedir.

1 uA

T T v T T T T T T T T I
04 -0.2 0 02 04 06 08 1.0
Potansiyel, V
Sekil 4.16. L-Fenilalanin ¢ozeltileri (pH 7.0, fosfat) ile elektrokimyasal sensor

arasindaki etkilesimlere ait voltamogramlar.

Yapilan standart bir o6lcimde; elektrokimyasal hicreye farkli derisimlerde
hazirlanmis L-fenilalanin ¢ozeltileri (pH 7.0, fosfat) eklenmistir. Sekilden de
goruldugu (daha once de belirtildigi) gibi artan derisimle birlikte voltamogramdaki
Al degisimleri dogru orantihdir. Genis bir derisim araliginda (0.01-0.5 nM) veriler
alinmasina ragmen; elde edilen veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun
denklemi (y = 3.851x + 0.067) ve dogrusalligi (R? 0.9993 olarak hesaplanmistir.
Bu elde edilen verilerle, hazirlanan elektrokimyasal sensér 0.01-0.5 nM derisim
araliginda % 99.9 dogrusallikta olgcim yapabildigi belirlenmistir (Cizelge 4.3). L-
Fenilalanin baskilanmis sensodrin, tayin limiti (LOD, limit of detection) ve tayin
sinirt (LQD, limit of quantification) degerleri ise sirasiyla 3.3 x 10?M ve 1.0 x 10"

M olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.17. L-Fenilalanin baskilanmig elektrokimyasal sensore ait derisim ile Al

arasindaki iligki.

Cizelge 4.3. L-Fenilalanin baskilanmis sensorle elde edilen derisime kargl akim

grafiginin 6zellikleri (n = 6).

Fenilalanin
Dogru Denklemi y = 3.851x + 0.067
Egimin Standart Hatasi 0.16
Kesisimin Standart Hatasi 0.34
Korelasyon Katsayisi (r) 0.9993
Dogrusallik Araligi (M) 1.0x10™* - 5.0x10°
LOD (M) 3.3x10™"?
LOQ (M) 1.0x10™*

y = ax + b; y: Pik Akimi (pA), x: Fenilalanin Derisimi (nM), a: edim, b: kesim
noktasi, LOQ: Tayin sinirnt (limit of quantification), LOD: Tayin siniri (limit of
detection).
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4.5. Denge izoterm Modelleri
L- fenilalanin baskilanmis sensor ile L- fenilalanin arasindaki etkilesim modelini
belirlemek amaciyla tg¢ farkli izoterm modeli uygulanmistir: Langmuir; Freundlich

ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri.

Langmuir Al={Almaks[C]/(Kp+[C])} (4.2)
Freundlich Al=Alas[C1Y" (4.3)
Langmuir-Freundlich AI={Almas[CTM K o+[CTY™ (4.4)

Burada; Almaks (WA), maksimum sinyal kaymasi; Algenge (WA), denge halindeki sinyal
kaymasi; [C], analit derisimi (nM); Ka (nM), baglanma denge sabiti; Kp(1/nM),

ayrilma denge sabiti; 1/n, Freundlich yuzey heterojenite indeksidir.

Langmuir adsorpsiyon modeli homojen, Freundlich adsorpsiyon modeli ise
heterojen baglanma varsayimina dayanir. Langmuir modeli, molekiler
baskilanmis polimerlerin kullanildigi baglanma izotermlerine yaygin olarak
kullaniimistir. Molekuler baskilanmis polimerlerin heterojen baglanma bdlgeleri de
icerdigi son zamanlarda rapor edilmistir [35,41]. Freundlich adsorpsiyon modeli,
Ozellikle dusuk derigimlerde MIP sistemlerine uygunluk gostermektedir. Fakat bu
model, ylksek derisim degerlerinde bazi sapmalar gdstermektedir [35,41]. Bu
sapmalari engellemek i¢cin Langmuir-Freundlich ikili modeli kullanilabilir. Bu model,
heterojenite oldugu durumda c¢ok dusuk derisimlerden doygunluga kadar MIP
sistemleriyle uygunluk gdstermektedir [35,41]. Sekil 4.18’de Langmuir, Freundlich

ve Langmuir-Freundlich modellerine ait grafikler verilmistir.
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Langmuir

12 1
y = 0,0916x + 1,039 g -
10+ R2=0,9677 y = 0,1904x + 0,176
<6 T R®=099636
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= 3,
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1/[C], 1/nM
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(A)
FREUNDLICH
10 1
L 4
0.0 4
T a0+
y = 0,763 + 1,0802
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Sekil 4.18. Adsorpsiyon modelleri. (A) Langmuir; (B) Freundlich; (C)Langmuir-

Freundlich modelleri.
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Sekil 4.18. Devami.

Sekil 4.18'de goruldugu gibi; deneysel verilere 0.10-0.50 nM L-fenilalanin derisim
araliginda en uygun model Langmuir-Freundlich modelidir (R?*= 0.9871). Bu
model, daha dnce de belirtildigi gibi; genis derisim araliklarinda uygulanabilen bir
hibrit izoterm modelidir. Derisim aralgini 0.05-0.50 araligina daralttigimizda ise;
Langmuir izoterm modelinin R? dederi 0.9964 degerine yiikselmektedir. Bu durum,
sistemin Langmuir izotermine daha yatkin oldugunu gostermektedir. Bu sonuca
gore; hazirlanan L-fenilalanin baskilanmis sensor ylzeyindeki baglanma
bolgelerinin homojen dagilmis es enerjili ve minimum yanal etkilesimli oldugunu

gb6stermektedir. izotermlerden hesaplanan katsayilar Cizelge 4.4'de 6zetlenmigtir.
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Cizelge 4.4. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
Imaks, HA 0.9624  Imaks, MA 2.9453  lnaks, MA 2.6240
Kp, nM 0.0882 1/n 0.7630 Kp, nM 0.7654
R? 0.9677 R? 0.9853  1/n 0.7630
R? 0.9871

4.6. Yarigmali Kinetik Analizler
Molekuler baskilanmis polimerler i¢in, dagilma ve segicilik katsayilari, denge
durumundaki ¢ozeltide ve yuzeyde bulunan analit miktarlarinin oranlarindan

hesaplanmaktadir.

Kq = [(Ci — Cf)/Cf] x VIm (4.5)

Esitlikte Ky, dagilma katsayisini (1/nM); C; ve C;, biyomolekullerin baslangi¢c ve
sonug derigsimlerini (nM); V, kullanilan ¢ozelti hacmini (L) ve m, polimerin agirhgini
(g) ifade etmektedir. Ancak; sensér uygulamalarinda, derisim ve kitle
parametrelerinin donusturtlmesi gerekmektedir. Bu yaklagimdaki temel sebepler;
baslangi¢ ve son derisimleri arasinda énemli bir fark gézlenememesi ve derisimin

akimdaki artis (Al) ile dogrusal iliskide olmasidir. Bu durumda; segicilik katsayisi,

k= AIkallp/Algirigimci (4.6)

seklinde kullanilabilir. Baskilama segiciliginin belirlenmesi icin kullanilan goreceli

segicilik katsayisi (k') ise;

k'= kbaskllanmlslkkontrol (4.7)

seklinde ifade edilebilir. Hazirlanan L-fenilalanin baskilanmis sensérin L-fenil-
alanine karsi segiciliginin belirlenmesi i¢in yarigmali tayin deneyleri, D-fenilalanin,

L-triptofan ve L-fenilalanin molekullerinin ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestiriimistir.
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Sensorun egit kosullar altinda (derisim, pH, sicaklik, hacim vb.) ilgili
biyomolekullere verdigi cevap, Sekil 4.19°da Akim/Potansiyel iligkilerine ait
dongusel voltamogramlarda gorulmektedir. D-Fenilalanin ve L-triptofan molekdl
yapilari ve agirliklari L-fenilalanin’e oldukc¢a yakindir. Sekilden de goraldugu gibi;
sensor L-fenilalanine; D-fenilalanin ve L-Triptofona verdigi tepkiden daha yuksek
siddette segici tepki vermistir. L-Fenilalanin igin elde edilen sinyal degeri 7.98 pyA
iken D-fenilalanin igin elde edilen sinyal degeri yaklasik 0.97 pA ve L-triptofan igin
elde edilen sinyal degeri yaklasik 1.93 pA’dir. Bu dederlerden segicilik katsayisi (k)
degerleri, L-fenilalanin/L-triptofan c¢ifti icin 4.13 ve L-fenilalanin/D-fenilalanin gifti

icin 8.22 olarak bulunmustur.

AKkim ( nA)

00
0,000 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0
Potansiyel, (mV)

Sekil 4.19. Segcicilik deneyleri. L-Fenilalanin baskilanmig sensér ile analit (L-
fenilalanin, D-fenilalanin ve L-triptofan) arasindaki etkilesimlere ait voltamogramlar.
Analit derigimi: 50 ng/mL, pH: 7.0, fosfat.

4.7. Biyosensorun Baskilama Segiciliginin Belirlenmesi
L-Fenilalanin baskilanmig sensorun, segiciliginin  molekuler baskilama ile

iligkilendirmek i¢cin baskilanmamis sensor de hazirlanmigtir. Baskilanmamis
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sensOr, Bolum 4.6 gibi molekuler yapisi benzer olan potansiyel girisimci
molekullerle esit kosullar altinda etkilestirilmistir. Analit ¢ozeltileri (L-fenilalanin, D-
fenilalanin ve L-Triptofan; 50 ng/mL), elektrokimyasal hlicre sistemine

gonderilmistir ve Akim-potansiyel egrileri elde edilmistir (Sekil 4.20).

10,00

=
L
[ —
[

AKkim ( pA)
=
=

20,00 -——m78——— —
2000 0,000 2000 400,0
Potansiyel, (mV)

Sekil 4.20. Segicilik deneyleri. Baskilanmamis sensor ile analit (L-fenilalanin, D-
fenilalanin ve L-triptofan) arasindaki etkilesimlere ait voltamogramlar. Analit

derisimi: 50 ng/mL, pH: 7.0, fosfat.

Baskilanmamis sensorun ayni derigsimdeki L-fenilalanin, D-fenilalanin ve L-
triptofana igceren g¢ozeltilere karsi verdigi sinyal oldukga benzer gortulmektedir.
Sekilden de gorildiagua gibi en uygun karsilastirma yukseltgenme pikinin goraldagu
100 mV’luk potansiyel degerinde mumkuan gorulmektedir. Bu degerdeki akim
degerleri karsilastirildiginda; L-fenilalanin igin 6.3 pA, D-fenilalanin igin 6.1 pA ve
L-triptofan icin 5.2 pyA’dir. Bu degerlere gore hesaplanan segicilik katsayisi (k)
degerleri, L-fenilalanin/L-triptofan cifti icin 1.21 ve L-fenilalanin/D-fenilalanin gifti
icin 1.03 olarak bulunmustur. Molekuler baskilama ile kazanilan segicilik degerini

gOsteren goreceli secicilik katsayilari ise; L-fenilalanin/L-triptofan cifti icin 3.41 ve
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L-fenilalanin/D-fenilalanin  ¢ifti icin 7.98 olarak bulunmustur. Sonuglardan
goruldugu gibi, molekuler baskilama iglemi, hazirlanan sensore oldukca yuksek
secicilik 6zelligi kazandirmigtir. L-Fenilalanin baskilanmis sensoér, kalip molekdl
olarak kullanilan L-fenilalanin molekullini, enantiyomeri olan D-fenilalanine gore
7.98 kat; indol halkasi iceren L-triptofana gore 3.41 kat daha secici olarak
tanimaktadir. Ayrica, baskilama iglemi icin segilen ve sentezlenen TP3C-Trp
fonksiyonel monomer, polimerik malzemelere sentezde kullanilan L-izomerlerine

bagli olarak stereosecici tanima 6zelligi kazandirmaktadir.
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5.YORUM

o TP3C-Trp monomeri 3-karboksitiyofen ile uygun sartlar altinda L-triptofanin
reaksiyonu sonucu elde edilmigtir. Elde edilen monomer NMR ve FTIR calismalari

ile karakterize edilmistir.

o TP3C-Trp monomerinin *H-NMR spektrumunda TP3C-Trp monomerine ait
piklere bakildiginda 3.49 ppm (-CH»-CH); 5.10 ppm (-CO-NH-); aromatik protonlar
ise 6-8 ppm arahiginda gozlenmigtir. Bu pikler soyledir; 7.61 ppm (-C=CH-S); 7.35,
7.30 ppm (benzen halkasinda (-CH=CH-)); 7.25-7.23 ppm (pirol halkasinda (=CH-
NH) ); 7.22-7.19 ppm (-CH=CH-) 6.60 ppm (-CH=CH-); karboksil protonu ise 8.24

ppmde gozlenmistir.

o Ayrica monomerin FTIR-ATR spektrumunda; 3554 cm™de karboksilik asit —
OH bandi, 2358 ve 2256 cm™de alifatik C-H gerilme bandlari, 1745 cm™de
karbonil C=0O bandi (farkli C=0 varligi nedeniyle omuz olusumlariyla beraber),
1556 ve 1530 cm™de NH, ve NH3;" geriime bandlari, 1426 cm™de aromatik C=C
gerilme bandi, 1374 cm™Yde indol halkasinin C-N gerilme bandi, 1270, 1227 ve
1203 cm™de coklu C-H egilme bandlari, 763 cm™de tiyofen halkasinin C-S-C
duzlem disi edilme bandi belirlenmigtir. FTIR-ATR spektrumu da NMR verilerini

dogrulamakta ve fonksiyonel monomer yapisinin elde edildigini géstermektedir

o Sensorlerin  altin  yUzeylerinin  karakterizasyonu icin  FTIR-ATR
spektrofotometresi kullaniimistir. Bos altin plakanin FTIR-ATR spektrumunda
herhangi bir fonksiyonel grup goézlenmemistir. Baskilanmis polimer kapli altin
plakanin yuzey spektrumunda ise fonksiyonel monomerin sahip oldugu karboksilik
asit —OH bandi, 3397 cm™de; alifatik C-H geriime bandi 2297 cm™de; karbonil
C=0 bandi (farkli C=0 varligi nedeniyle omuz olusumlariyla beraber) 1719 cm"
Yde; NH, ve NH3* geriime bandlari 1540 cm™de; aromatik C=C gerilme bandi
1437 cm™de; indol halkasinin C-N geriime bandi 1338 cm™de; tiyofen halkasinin
C-S-C dizlem disi egilme bandi 742 cm™de belirlenmistir. Sonuclar,
polimerizasyonun basariyla gergeklestigini ve triptofan ve tiyofen gruplarinin
yuzeye donuk olarak bulundugunu gostermektedir.
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o Modifiye edilmemis ve L-Phe baskilanmis sensorlerin ylizey morfolojisi yari
degen modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmigtir. Bazik pirana
¢Ozeltisi ile temizlenmis sensorin ylzey basikligi 1.228, baskilanmig sensorun
yuzey basikhgi 1.255 olarak belirlenmigtir. Bu sonuglar; yuzeyde yaklagik 30
nm’lik bir artisin oldugunu ve polimerizasyonun ylzeyde homojen bir sekilde

gercgeklestigini gostermektedir.

o L-Fenilalanin baskilanmis altin sensoér ylzeyinin ortalama yutzey kalinhgi
elipsometre cihazi kullanilarak incelenmistir. Buna gére L-Phe baskilanmis
sensorun kalinlik degeri yaklagsik 30 nm olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglar,
oldukga ince bir film tabakasi olusumunu teyit etmekte ve AFM sonuclarini da

dogrulamaktadir.

] Yapilan temas acisi olgimlerinden elde edilen sonuglara gére modifiye
edilmemis ve L-fenilalanin baskilanmis elektrokimyasal sensodrlerin ylzey temas
acilar 78.7° ve 72.2° olarak belirlenmigtir. Temas acisi olgimlerinden goéruldigu
gibi modifiye edilmemis altin elektrot ylzeyinin temas agisi degerindeki bu azalma,
yluzey purdzlagunin artmasi ve polimerik filmin sulu ortam ile iyi etkilestigini

gOstermektedir.

o Akim karakterinin belirlenmesi amaciyla CV deneylerinde sabit derisimde
farkh tarama hizlarinda voltamogramlar alinmistir. Tarama hizinin logaritmasina
(log v) karsi pik akiminin logaritmasi (log i) ile elde edilen grafigin egiminin 0.5'e
yakin bir deger olmasi (0.481), L-fenilalaninin yukseltgenmesi sonucu olugan

akimin difuzyon kontrolli oldugunu gostermektedir.

o L-Fenilalaninin yUkseltgenme tepkimesi icin tersinirlik testleri CV yontemi
yardimiyla gerceklestiriimigtir. Ters taramada anodik pikin gozlenmesi, elektrot
tepkimesinin tersinir gerceklestigini gosterir. Ayrica anodik pik potansiyelinin
tarama hizi arttikga pozitif degerlere kaymasi da bunu dogrulamaktadir. Bu tersinir
islem suresi, hem tekrarlanan sonuglarin elde edilebilmesinin hem de sensorin
tekrar kullaniminin mimkdn oldugunu gostermektedir. Bu durum, hem maliyet

hem de guvenirlik bakimindan Uretilen sensorun uygun oldugunu kanitlamaktadir.
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o Pik potansiyeli, elektrokimyasal reaksiyonun gergeklestigi ortamin pH’sina
dogrudan baglidir. Buna bagli olarak; L-fenilalaninin pH 3.0- 9.0 araliginda
kaydedilen kare dalga voltamogramlarinda (SWV) gozlenen piklerinin
potansiyelleri pH’ya kargi grafige gecirilmistir. L-fenilalanininin ylkseltgenme piki
artan pH ile negatif potansiyellere kaydigindan s6z konusu pike ait ylkseltgenme
tepkimesinde protonun yer aldigi dusunebilir. Pik potansiyeli-pH iligkisini gosteren
grafigin dogru denkleminin egimi 2.303pRT/nF degerine esitlendiginde p/n degeri
1 olarak bulunur. L-Fenilalaninin ylkseltgenme tepkimesi ve bulunan p/n orani goz
Onune alindiginda yukseltgenme mekanizmasinda 2 proton yer aldigi ve 2
elektron aktarildigi sdylenebilir. Ayrica elde edilen grafik, pH 3.0-9.0 arasinda 56
mV pH™ egdimle dogrusaldir. Bu deger; iki protonlu ve iki elektronlu bir elektrot
tepkimesi icin beklenen 59 mV pH* deg@erine yakindir. Bu da iki protonlu ve iki
elektronlu bir elektrot tepkimesinin oldugunu ve p/n oranindan yapilan ¢ikarimin da

dogru oldugunu gostermektedir.

o CA yontemi ile elde edilen akima karsi zamanin karekokinun degisimi
grafiginin dogrusal bdlgesinin egiminden Cottrell esitligi kullanilarak elde edilen
difiizyon katsayilari, puls genisligine bagli olarak 3.39 x 10* - 3.52 x 10* cm?/s
araliginda degismektedir. Puls genigliginin 10’ dan 250’ye yUkseltiimesine ragmen
difizyon katsayisi 1/100,000 gibi oldukga dusuk bir oranda degismistir. Bu durum;
difizyon kontrolli bir islem olmasina ragmen; difizyonun oldukga hizli bir sekilde
gerceklestigini gostermektedir. Sonug olarak; oldukg¢a hizli bir difizyon kinetigine

sahip olan bir islemle L-fenilalanin tayin edilmektedir.

o Elektrokimyasal sensorle kinetik analizler igin hazirlanan molekuler
baskilanmis elektrokimyasal sensorler ile farkh derisimlerde 0.01-0.50 nM L-
fenilalanin ¢ozeltileri (pH 7.0, fosfat) elektrokimyasal hicreye eklenerek
sensorlerle etkilesim saglanmistir. Elde edilen sonuglara gore artan L-fenilalanin
derigimi ile birlikte voltamogramdaki Al degisimleri yani sinyal siddeti dogrusal
olarak artmaktadir. Genig bir derigsim araliginda (0.01-0.5 nM) veriler alinmasina
ragmen; elde edilen veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi (y =
3.851x + 0.067) ve dogrusalligi (R?) 0.998 olarak hesaplanmistir. Bu elde edilen
verilerle, hazirlanan elektrokimyasal sensor 0.01-0.5 nM derigim araliginda % 99.8

dogrusallikta Olgcim yapabilir. L-Fenilalanin baskilanmis sensoérian, tayin limiti
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(LOD, limit of detection) ve tayin sinirt (LQD, limit of quantification) degerleri ise

sirastyla 3.3 x 10*M ve 1.0 x 10** M olarak hesaplanmistir.

o Deneysel verilere 0.10-0.50 nM L-fenilalanin derigim araliginda en uygun
model Langmuir-Freundlich modelidir (R>= 0.9871). Bu model, daha oénce de
belirtildigi gibi; genis derisim araliklarinda uygulanabilen bir hibrit izoterm
modelidir. Derigim araligini 0.05-0.50 araligina daralttigimizda ise; Langmuir
izoterm modelinin R? degeri 0.9964 degerine yiikselmektedir. Bu durum, sistemin
Langmuir izotermine daha yatkin oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore;
hazirlanan L-fenilalanin baskilanmis sensoér yluzeyindeki badlanma bdlgelerinin
homojen dagimis es enerjili ve minimum yanal etkilesimli oldugunu

gOstermektedir.

o Hazirlanan L-fenilalanin  baskilanmis sensorin L-fenilalanine karsi
seciciliginin belirlenmesi igin yarismali tayin deneyleri, D-fenilalanin, L-triptofan ve
L-fenilalanin molekdillerinin ¢dzeltileri kullanilarak gergeklestiriimistir. Sensoérin esit
kosullar altinda (derisim, pH, sicaklik, hacim vb.) ilgili biyomolekullere verdigi
cevap Akim/Potansiyel iligskilerine ait dongusel voltamogramlarda belirlenmigtir.
Buna gore L-Fenilalanin igin elde edilen sinyal degeri 7.98 pA iken D-fenilalanin
icin elde edilen sinyal degeri yaklasik 0.97 pA ve L-triptofan icin elde edilen sinyal
degeri yaklasik 1.93 pA’dir. Bu degerlerden secicilik katsayisi (k) degerleri, L-
fenilalanin/L-triptofan ¢ifti icin 4.13 ve L-fenilalanin/D-fenilalanin ¢ifti i¢in 8.22

olarak bulunmustur.

o L-Fenilalanin baskilanmis sensorin seciciliginin  belirlenmesi igin
baskilanmamis sensor hazirlanip molekuler yapisi L-Phe’e benzer olan potansiyel
girisimci molekullerle esit kosullar altinda etkilestirilmistir. Analit ¢ozeltileri (L-
fenilalanin,D-fenilalanin ve L-Triptofan;50 ng/mL), elektrokimyasal hicre sistemine
gonderilmistir ve Akim-potansiyel egrileri elde edilmistir. Baskilanmamis sensorin
ayni derigsimdeki L-fenilalanin, D-fenilalanin ve L-triptofan iceren ¢ozeltilere kargi
verdigi sinyallerden de anlasildigi gibi en uygun kargilagtirma yukseltgenme pikinin
goéruldugu 100 mV’luk potansiyel degerinde mumkun gorulmektedir. Bu degerdeki
akim degerleri karsilastirildiginda; L-fenilalanin i¢in 6.3 yA, D-fenilalanin igin 6.1

MA ve L-triptofan icin 5.2 pA’dir. Bu degerlere gore hesaplanan segicilik katsayisi
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(k) degerleri, L-fenilalanin/L-triptofan ¢ifti icin 1.21 ve L-fenilalanin/D-fenilalanin gifti
icin 1.03 olarak bulunmustur. L-Fenilalanin baskilanmis sensor, kalip molekdl
olarak kullanilan L-fenilalanin molekullini, enantiyomeri olan D-fenilalanine gore
7.98 kat; sadece benzen halkasina ek olarak pirol halkasi iceren L-triptofana goére

3.41 kat daha segici olarak tanimaktadir.
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