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OZET

KANNABINOID TAYININE YONELIK KUVARS KRISTAL
MIKROTERAZI SENSOR HAZIRLANMASI

Ozlem YAVUZ

Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, May1s, 2017

Danisman: Dog. Dr. Sibel EMIR DILTEMIiZ

Bu calismada; bir kannabinoid tiirii olan tetrahidrokannabinolik asidin
tayini i¢in hizli ve basit bir yontem gelistirilmistir. Calismada temel olarak,
Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM) elektrotlarin tetrahidrokannabinolik asit
(THCA) tayininde kullanilmasi, tasarlanilan molekiiler baskilanmis polimerik
(MIP) filmlerin QCM biyosensor olarak hazirlanmasi ve molekiiler tanimlama
acisindan degerlendirilmesi arastirilmistir. Bu amagla; ilk olarak THCA’nin
baglanma boélgelerini taniyan THCA baskilanmis polimer ve karsilagtirmanin
yapilabilmesi  i¢in  baskilanmamis  polimer (NIP) sentezlenmis ve
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Caligmanin ikinci asamasinda, sentezlenen THCA
baskilanmis polimerler, tetrahidrofuran (THF) ve polivinilklorir (PVC)’den
olusan immobilizasyon tabakasi ile QCM elektrota sabitlenmistir. Calismanin son
asamasinda ise, hazirlanmig QCM biyosensor ile THCA tayininin yapilabilirligi

ve baglanma kinetikleri arastirilmistir.
Anahtar Kelimeler: Molekiil Baskilanmis Polimer (MIP), Kuvars Kiristal

Mikroterazi (QCM), Kannabinoid, Tetrahidrokannabinolik
Asit (THCA), Sensor.



ABSTRACT
QUARTZ CRYSTAL MICROBALANCE SENSOR PREPARATION FOR
CANNABINOID DETERMINATION

Ozlem YAVUZ

Chemistry Program

Anadolu University, Graduate School of Sciences, June, 2017

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sibel EMIR DILTEMIiZ

In this study, a rapid and simple method for the determination of
tetrahydrocannabinolic acid, a cannabinoid species, has been developed. In
the research, the use of Quartz Crystal Microbalance (QCM) electrodes in the
determination of tetrahydrocannabinolic acid (THCA) was investigated in
order to prepare the molecularly-imprinted polymer (MIP) films as QCM
biosensors and to evaluate them in terms of molecular identification. For this
purpose; firstly The THCA-imprinted polymer, which is the recognized
bonding region of THCA, and the non imprinted polymer (NIP) were
synthesized and characterized for comparison. In the second step of the work,
the synthesized THCA-imprinted polymers were immobilized on the QCM
electrode with an immobilization layer consisting of tetrahydrofuran (THF)
and polyvinylchloride (PVC). At the end of the study, feasibility and binding
kinetics of the THCA assay with the prepared QCM biosensor were

investigated.

Keywords:  Molecularly Imprinted Polymers (MIP), Quartz Crystal
Microbalance (QCM), Cannabinoid, Tetrahydrocannabinolic Acid
(THCA), Sensor.
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu c¢alismanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla
tarandigim1 ve hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Ozlem YAVUZ
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1. GIRIS

Kannabinoid, diinyada Spice, Kannabinoid Citrus, K2, Jamaican, Scope, Smoke
gibi isimlerle bilinen, bazi kurutulmus bitki yapraklarina emdirilerek sivi ve toz
seklinde ambalajlanip sagliga zararli olmadigi algist olusturularak piyasaya siiriilen,
esrarla benzer etkilere sahip ve metabolizmay1 tamamen olumsuz etkileyen uyusturucu
bir maddedir. Kannabinoidler, CB1 ve CB2 reseptorleri iizerinden viicutta genis bir
yelpazede etki eder. Kannabinoid alindiktan sonra viicuttaki etki siiresi, igindeki etken

maddelerin ¢esidine ve dozajina gore degisir ve saatlerce siirebilir.

1.1. Kannabinoidlerin Tarihcesi

Cannabis ila¢ olarak kullanilan ilk bitkilerdendir, dini torenler, dinlenme ve
eglence gibi amaglar i¢in kullanimi 5000 yil 6ncesine dayanmaktadir [1]. Cannabisin
tedavi edici etkileri ¢ok eskiden bu yana bilinmektedir. Tarihte ilk olarak Cin
Imparatoru Shen- Nung'un (M.O. 2737), cannabisin sitma ve romatizmaya kars1 etkili
olusundan bahsettigi bildirilmistir [2]. Giiniimiizde ise AIDS' de istah agici, kanser
hastalarinda antiemezis, multipl sklerozda spazmolitik, crohn hastaliginda antidiyareik,
romatoid artritte antiinflamatuar amaglarla kullanilmaktadir [3]. “Kannabinoid”
cannabis sativa bitkisinde dogal olarak bulunan ve oksijen igeren 21 karbonlu
hidrokarbonlarin genel adidir. Bununla birlikte bu davranigi taklit edebilen dogal ya da
sentetik bilesikler de kannabinoid olarak adlandirilir [4].

Esrara iligkin arastirmalar, bitkisel kaynakli kannabinoidlerin yapilarinin
aydinlatilmasiyla  baglamistir.  1899’da  kannabinol ve  1964’te  delta-9-
tetrahidrokannabinol’un (A9-THC) yapilarinin aydinlatilmasiyla fitokannabinoidlerin
etki mekanizmalari arastirilmaya baslanmistir. 1990'larda John William Huffman ve
arkadaslari, JWH maddeleri olarak bilinen naftoilpirolleri, naftoilindolleri ve
kannabinoid reseptor aktivitesi bulunan bilesikleri sentezlemislerdir. Zamanla bu
maddeler, sentetik kannabinoid igeren yeni maddelerin ana bileseni olarak kullanilmaya

baslanmustir [S]. Sentetik kannabinoidler 2004'ten bu yana piyasada bulunabilmektedir
[6].



1.2. Kannabinoidlerin Simiflandirilmasi

Kannabinoidler kendi reseptorleri araciligiyla beyinde nérotransmitter salinimini
baskilayan bir ¢esit kimyasal bilesik tiiriidiir [7]. Kannabinoidler fitokannabinoidler
(dogal kannabinoidler), sentetik kannabinoidler ve endokannabinoidler olmak {izere ii¢

baslik altinda simiflandirilabilirler.

1.2.1. Fitokannabinoidler

Fitokannabinoidler basta cannabis olmak tiizere bitkilerden elde edilebilen bir
kannabinoiddir ve en bilinen Ornegi esrarin ana aktif bileseni olan delta-9-
tetrahidrokannabinol (A9-THC)’diir. A9-THC psikoaktif etkisi en fazla olan
kannabinoiddir. A9-THC disinda cannabis bitkisinden izole edilebilen en az 85 cesit
kannabinoid vardir [8]. Cannabidiol, A9-tetrahidrocannabivarin (A9-THCV), A9-
tetrahidrocannabiorkol, Cannabikromen fitokannabinoid

Cannabigerol, diger

orneklerindendir. Tablo 1.1’ de bazi fitokannabinoidlerin acgik yapilari ve etkileri
verilmistir [9-12].

Tablo 1.1. Baz: fitokannabinoidler, acik yapilar: ve etkileri

iISImlendlrmes Acik Yapisi Olumlu Etkileri Olumsuz Etkileri
-Kalp krizi riskini
arttirir,
-Yasam islevlerinin
-Kusma ve bulantiy1 agir1 olgiide
AO- azaltir, zayifladigi, ¢cok derin
. . -Aciyt hafifletir, ve stirekli, uyku
tetrahidrokannabi :
nol (THC) -Istah agar, durumu olusturur, )
-Kas spazmlarini -Konusma bozuklugu
bastirir. olusturur,
-Anksiyete ve
paranoyaya sebep
olur.
-Antibakteriyeldir,
-Kanser hiicrelerinin
Kannabidiol bﬁyﬁmes.ini engeller, Bu konuda yapilan
(CBD) -Ifa.r.lq.akl sekeri caligmalar Slmrll.dll‘ ve
duistiriir, devam etmektedir.
-Iltihaplanmay1 azaltir,
-Agr ve kaygiy azaltir.
. -Istemsiz kasilma ve
Tetrahidro- nobetleri azaltr, Psikoaktif etkileri
kannabivarin “Kemik biiviimesi ¢ ) X
(THCV, THV) emik biiylimesine animlanmamigtir.
yardimci olur.




Tablo 1.1. (Devam) Baz: fitokannabinoidler, actk yapilar: ve etkileri

-Uyumaya
yardimcdir,
-Kanser hiicrelerinin Bilinen olumsuz yan
bliylimesini engeller, etkisi yoktur.
-Bakteriyel biliylimeyi
yavaglatir.

Kannabigerol (CBG) =~ A

-Uyumaya
yardimcidir,
- Kanser hiicrelerinin | Bilinen olumsuz yan
biiylimesini engeller, | etkisi yoktur.

- Kas spazmlarim
bastirir.

Tetrahidro-
kannabinolik asit
(THCA, A9-THCA, Y
2-COOH-THC) 7—\0

1.2.2. Sentetik kannabinoidler

Sentetik kannabinoid, laboratuvar ortaminda ot ve benzeri maddelerin kimyasal
sivilarla piiskiirtiilmesi sonucu olusturulan ve normal esrarin (marihuana) iginde
bulunan A9-THC ile benzer etki gostermesi beklenen bir uyusturucu tiirtidiir. Piiskiirtme
sonrast ¢oOziicli buharlastiktan ve bitkisel karisim tekrar kuruduktan sonra paketlenir.
Sentetik kannabinoidler beyinde ve diger periferik organlarda A9-THC ile ayni
kannabinoid reseptorlere baglanirlar. Beyindeki etkilerini dogal kannabinoidler gibi
CB1 reseptorleri araciligi ile yaparlar. Sentetik kannabinoidler tam agonisttir.
Reseptorlere yiiksek potens ve afinite gosterirler. Bu sebepten dolayr dozda artis
oldugunda plato etkisi olmadan etkide artisa neden olurlar. Sentetik kannabinoidlerin
psikoaktif etkileri A9-THC’ye benzemesine karsin, dogal kannabinoidlere gore etkileri
cok daha giicliidiir [13]. Ayrica yapilan arastirmalarda etkilerinin A9-THC’den daha
uzun siireli ve daha yogun oldugu belirtilmistir [14]. 2004 yilinda Avrupa’da
iiretildiginde “zararsiz”, “marihuanaya yasal bir alternatif” ve “tasarimci uyusturucusu”
gibi aciklamalarla pazarlanmistir [15]. Sentetik kannabinoidler klasik kannabinoidler,
klasik olmayan kannabinoidler, hibrit kannabinoidler, aminoalkilindoller, eikozanoidler
ve digerleri seklinde alt siniflara ayrilirlar. Klasik kannabinoidler THC analoglart olarak
CB1 ve CB2 reseptorlerinde secici olmayan tam agonist etki gosterirler. Ornek olarak
HU-210 ve Nabilone verilebilir. Klasik olmayan kannabinoidler siklohekzilfenoller
veya 3-arilsiklohekzanollerdir. CB1 reseptdrlerine baglanmaya daha yatkindirlar. Ornek
olarak CP-55,244, CP-55,940 verilebilir. Hibrit kannabinoidler klasik ve klasik olmayan
kannabinoidlerin yapisal 6zelliklerinin kombinasyonlarindan olusurlar ve AM-4030 bir
ornegidir. Aminoalkilindoller ayrica asagidaki gibi alt gruplara ayrilabilir, parantez

icinde baz1 6rnekler verilmistir:



-Naftolindoller (JWH-015, JWH-018)
-Fenilasetilindoller (JWH-250, JWH-251)
-Benzolindoller (pravadolin, AM-694)
-Naftilmetilindoller (JWH-184)
-Siklopropolindoller (UR-144, XLR-11)
-Adamantolindoller (AB-001, AM-1248)
-Indol karboksamidler (APICA, STS-135)
Eikozanoidler anandamid gibi endokannabinoidler ve bunlarin sentetik
analoglaridir 6rnek olarak metanandamid verilebilir [16]. Tablo 1.2° de bazi sentetik

kannabinoidlerin kimyasal yapilar1 verilmistir.

Tablo 1.2. Bazi sentetik kannabinoidlerin isimlendirilmesi ve agik yapilari

Isimlendirilmesi Acik Yapisi

JWH-015
L
NL\

AM-694

HU-308

WIN 55,212-2




1.2.3. Endokannabinoidler

Ik olarak 1992 yilinda Devane ve arkadaslar1 tarafindan domuz beyninden izole
edilen arasidonoil etanolamid (AEA), anandamid olarak isimlendirilmis ve THC’ye
yiiksek afinite gosterdigi saptanmistir, boylelikle endokannabinoidlerin varligindan s6z
edilmeye baslanmistir. 1995 yilinda ise birbirinden bagimsiz iki bilim adami tarafindan
2-arasidonoilgliserol (2-AG) adindaki ikinci endokannabinoid kesfedilmistir [7,17].

Tablo 1.3°te endokannabinoidlerin yapisi verilmistir.

Tablo 1.3. Endokannabiodlerin a¢ik yapisi

Isimlendirilmesi Acik Yapisi
0
HO\/\N o
H

Anandamid (AEA)

2-arasidonoilgliserol (2-AG)

1.3. Kannabinoidlerin Tayin Yoéntemleri

Giintimiizde pek ¢ok yolla kannabinoidlerin tayini yapilabilmektedir. Biyolojik
stvilardaki kannabinoidlerin tayini i¢in kullanilan yontemler radyoimmunoassay, gaz
kromatografisi (GC), gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi (GC/MS) ve enzim
immunoassaydir [18,19].

Literatiirde bu yontemlerin disinda kannabinoid metabolitlerinin  sivi
kromatografisi-iyon tutucu kiitle spektroskopisi (LC-IT-MSn) ile de tayini yapilmstir.
LC-IT-MSn yontemi ile yapilan ¢alismalarda THC i¢in tayin sinir1 0,28 g/kg, THCA
i¢in 9,9 g/kg olarak bulunmustur [20].

Yapilan bir bagka ¢alismada kannabinoidlerin tayini i¢in yiiksek performansl sivi
kromatografisi-elektrokimyasal dedeksiyon (HPLC-ECD) metodu kullanilmis ve THC
i¢in tayin sinir1 0,9 ng, THCA igin ise 1,9 ng olarak bulunmustur [21].

LC-MS yo6ntemi ile yapilan ¢calismada THC ig¢in tayin sinir1 0,1 ng/ml, THCA igin
ise tayin sinir1 0,25 ng/ml olarak saptanmistir [22].

5



Kannabinoidlerin uyusturucu olarak kullanildig diisiiniilen ve tayininin yapilmasi
gerektigi durumlarda biyolojik sivilar olarak kan, idrar ve agiz sivist analiz

edilmektedir.

1.4. Molekiiler Baskilanmis Polimerler

Molekiiler etkilesim enzim substrat iligskisinin agiklanmasiyla ilk olarak 19.
yiizyilda Ficsher tarafindan ortaya koyulmustur. Burada s6z edilen etkilesim enzim ile
substrat arasinda olusan “anahtar-kilit” iliskisidir. Bu modele dayanarak gelistirilen
onemli uygulama yontemlerinden biri de molekiiler baskilama yontemidir. Molekiiler
baskilama yontemi ile enzim-substrat veya antikor-antijen gibi birbirlerine karsi tanima
Ozelligine sahip ve afinite gosteren tiirlerin polimerik yapilara aktarilmasi
hedeflenmistir. Molekiiler baskilama farkli matrikslerden iyonlar, organik molekiiller ve
biyomolekiillerin segiciligi yiiksek sekilde ayrilmasi i¢in akilli polimerler elde edilmesi
ve farkli uygulamalarda kullanilmasini yayginlastiran yeni bir malzeme olusturma
yontemi olarak gelistirilmistir.

Molekiiler baskilama tekniginde hedef molekiiliin etrafi kalip olusturacak sekilde
bir polimer ile sarilir. Capraz bagli monomerler hedef molekiil ¢evresinde diizenlenir ve
kalip benzeri bir tabaka olusturacak sekilde polimerlesirler. Temel olarak monomerler
kovalent veya non-kovalent etkilesimler araciligiyla kalip molekiil ile bir kompleks
olustururlar. Polimerizasyon sonunda kalip molekiil ortamdan uzaklastirilir ve polimerin
icerisinde molekiil ile ayni biiyiikliik ve sekle sahip bir kalip elde edilir. Bu yolla kalip
molekiilii secici olarak tekrar baglayabilen polimer iizerine bir molekiiler ‘bellek’
baskilanmis olur. Molekiiler baskilanmis polimerlerler (MIP) biyolojik reseptorlerin en
onemli iki Ozelligi olan tanima yetenegi ve spesifik kalip molekiilleri baglama
yetenegine sahiptirler. MIP’ler yiiksek mekanik dayanikliliga, 1s1, basing, asitler, bazlar,
metal iyonlar1 ve organik c¢oziiciiler gibi zorlayict sartlar altinda yiiksek kararliliga

sahiptirler. Bozulmadan birkag y1l boyunca saklanabilirler [23].

1.4.1. Molekiiler baskilamanin temel prensipleri

Molekiiler baskilama 6zetle, iizerinde kalip molekiilii tanima 6zelligi bulunduran
bolgeler iceren polimerlerin sentezlenmesidir. Sentez i¢in, kalip molekiil ve kalip

molekiil ile etkilesebilecek (kovalent ya da non-kovalent baglanma ile) islevsel bir



monomer olmak iizere iki temel gereksinim vardir. Bu temel gereksinimlerin yan1 sira
¢Oziicli, capraz-baglayici gibi yan gereksinimler de mevcuttur.

Molekiiler baskilama ii¢ basamaktan meydana gelmektedir. Bunlar; 6n
komplekslesme, polimerizasyon ve hedef molekiiliin ayrilmasidir. On komplekslesme
basamaginda baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomer(ler) etkileserek bir
kompleks olustururlar. Bu islemde hedef molekiiliin ii¢ boyutlu yapist ve kimyasal
ozellikleri belirleyici rol oynamaktadir. Ikinci basamakta olusan kompleks yap1, uygun
capraz baglayic1 ile polimerlestirilir. Son asamada baskilanan molekiil, yikama
islemiyle polimerik yapidan uzaklastirilir ve kalip elde edilir. Molekiiler baskilanmig

polimer eldesinin sematik gosterimi Sekil 1.1°de verilmistir.

Polimerizasyon

®o0 -

Kalip molekil Monomer Capraz baglayi

Kalp
molekilin

uzaklasmasi

Baskilanms polimer

Geri
baglanma

Sekil 1.1. Molekiiler baskilanmis polimer eldesinin sematik gosterimi

[Ik basamakta hedef molekiil ve fonksiyonel monomer, kovalent ya da non-
kovalent etkilesimlerle baglanabilir. Bu bakimdan molekiiler baskilama yontemi
kovalent, non-kovalent molekiiler baskilama ve ikisinin avantajlarinin bir araya

getirildigi yari-kovalent molekiiler baskilama olarak {i¢ gruba ayrilabilir.

1.4.1.1. Kovalent baskilama

Kovalent baskilama igleminde, polimerizasyon basamagindan once fonksiyonel
monomer ile kalip molekiil birbirine kovalent baglarla baglanir. Polimerizasyondan
sonra kovalent baglar kirilir ve kalip olusturmak i¢in polimerden uzaklastirilir. Kalip

molekiil, baskilanmis polimerlerle etkilestirildiginde kovalent bag yeniden olusur



[24,25]. Tablo 1.4.te kovalent baskilamanin avantaj ve dezavantajlari verilmistir [26-
30].

QP
® @
d o

Monomer

Kovalent kalip-monomer
komplekslesmesi

—> OIR®

¢

Polimerizasyon

@ Kalip uzaklastiriimasi @

Sekil 1.2. Kovalent baskilamanin sematik gosterimi

+

Kalip molekil

Tablo 1.4. Kovalent baskilamanin avantaj ve dezavantajlart

Kovalent Baskilamanin

Avantajlar: Dezavantajlan
Monomer-kalip molekiil kompleksi oldukga Sentez prosesi ekonomik degildir,
kararlidir,
Monomer-kalip molekiil kompleksi stokiyometrik Kalip molekiiliin polimere tersinir olarak
oranlarda gerceklesir ve homojen bir dagilim baglanma sayist sinirlidir,
saglanir,
Polimerizasyon kosullar1 ytiksek sicaklik, yiiksek Kovalent bag olusumu nedeniyle baglanma
veya diisikk pH ve polar solventler i¢in istenildigi kinetikleri yavastir.
gibi uygulanabilir.




1.4.1.2. Non-kovalent baskilama

Bu yontem 1981 yilinda Mosbach ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir. Non-
kovalent baskilamada fonksiyonel monomer ile kalip molekiiliin baglanmas1 kovalent
olmayan (hidrojen bagi, eclektrostatik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri gibi)
etkilesimlerle meydana gelir. Polimerizasyon isleminin ardindan uygun c¢oziiciilerle
kalip molekiil polimerden uzaklastirilir [31,32]. Non-kovalent etkilesimle baskilama
teknigi Sekil 1. 3’de gosterilmistir. Non-kovalent baskilama tekniginin avantaj ve
dezavantajlar1 Tablo 1.5’ te verilmistir [33-36].

P I
z © +  — 4 e 49
© ©)

Monomer Kalip molekil
Polimerizasyon l

Kalip uzaklastinimas

H

Sekil 1.3. Non-kovalent baskilamanin sematik gésterimi



Tablo 1.5. Non-kovalent baskilamanin avantaj ve dezavantajlari

Non-kovalent Baskilamanin

Avantajlar: Dezavantajlan

Basit ve sorunsuzdur, Polimerizasyon kosullari sinirlidir,

Kovalent monomer-kalip konjugatinin sentezine Fonksiyonel monomerler bag olusum dengesini

gerek yoktur ve kalip monomer kompleksi arttirmak amaciyla fazlaca kullanilir ve non-
olusturmak i¢in farkli baglanma etkilesimleri spesifik baglanma bolgelerinin olusumuna neden
kullanilabilir, olabilir,
Polimerizasyondan sonra kalip molekiil Kromatografide pik genislemesine neden olabilir,

polimerden kolayca uzaklastirilabilir,

Kalip molekiiliin baglanma kinetigi hizlidur, Baglanma bolgelerinin dagilimi heterojendir,
Kalip molekiiliin yapis1 ve reaktivitesi hakkinda Non-spesifik baglanmalara ve kalip molekiiliin
spesifik bilgi gerektirmeksizin hazirlanabilir. zay1f molekiiller tanimasina sebep olabilmektedir.

1.4.1.4. Yari-kovalent baskilama

Bu yontem kovalent ve non-kovalent baskilamanin  avantajlarinin
birlestirilmesiyle olusturulmustur. Kovalent ya da kismi kovalent bag yapabilecek kalip
molekiil, fonksiyonel monomer ile kovalent olmayan baglar olusturarak polimerlesir.
Kalip molekiil ortamdan hidroliz ile uzaklasir ve kalip molekiiliin uzaklagsmasiyla
fonksiyonel bolgeler polimer igerisinde diizenli sekilde dagilir. Kalip molekiiliin tekrar
baglanmas1 non-kovalent etkilesimlere dayanir. Bazi molekiiller (sterol akrilat kalip
molekiilleri) hidrolizle ortamdan uzaklastirilamazlar, bu durumda ortama LiAlHs
eklenir [37,38].

Yari-kovalent baskilamanin siirlamalarint yok edebilmek icin fonksiyonel
molekiil ile kalip molekiil arasina kalip molekiille beraber polimerden uzaklasabilecek
arac1 gruplar kullanilabilir. Bu gruplar hem polimerizasyon sirasinda monomer ve kalip
molekiiliin birbirine baglanmasini saglar hem de non-kovalent geri baglanmada sterik
engellemeleri yok eder. Bu amagla ilk kullanilan araci grup, karbonat esterinin karbonil
grubudur. Ayn1 zamanda salisilat(2-hidroksibenzoat) da araci grup olarak kullanilabilir.
Salisilat(2-hidroksibenzoat) aracili baskilamada olusan hidrojen bagi baglanma
etkinligini artirir ve fenil metakrilat esterinin ortamdan uzaklastirilmast da diger

gruplara goére daha kolaydir [39]. Yari-kovalent baskilama emiilsiyon
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polimerizasyonunda ve siispansiyon polimerizasyonunda da kullanilmaktadir. Sekil 1.4’

de yar1 kovalent baskilamanin sematik gosterimi verilmistir.

& Polimerizasyon .
/ﬁ Iy Q A

Kahp uzaklastinimasi Geri baglanma

. 0
Kolesterol

Sekil 1.4. Yar: kovalent baskilamanin sematik gosterimi

Molekiiler baskilama tekniginde en ¢ok kullanilan polimerizasyon yontemi serbest
radikal polimerizasyonudur. Ciinkii radikal polimerizasyonu ekonomik ve hazirlanisi
kolay bir yontemdir. Radikal polimerizasyonu kullanilan baslaticinin termal olarak
bozulmasiyla baslamaktadir [23,40-44]. 2,2'-azobis(izobutironitril) (AIBN)’in bozunma
reaksiyonu Sekil 1.5’ te gosterildigi gibidir.

Sekil 1.5. AIBN ’nin termal bozunma reaksiyonu

Radikal polimerizasyonu yonteminde foto baslaticilarda kullanilabilmektedir.
Foto baslaticilar 6zellikle fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasinda non-kovalent

baglarin kararsiz oldugu durumlarda kullanilmaktadir.
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1.5. Molekiiler baskilamanin temel bilesenleri

Molekiiler baskili polimer hazirlanmasi asamasinda polimerizasyon bilesenlerinin;
kalip/hedef molekiil, fonksiyonel monomer(ler), ¢apraz baglayict ve uygun ¢oziicii
tespiti basarili bir polimer tasarimi i¢in Onemlidir. Uygun bilesenlerin segilmesi
baskilanmis polimerin amaca uygunlugunu ve kullanilabilirligini saglayan en 6nemli
faktordiir.

Biitiin molekiiler baskilama yontemlerinde kalip molekiil, baskilamanin basarisi
yoniinden 6nemli rol oynar. Baglanan monomerlerde bulunan fonksiyonel gruplar kalip
molekiille etkilesime girer. Ancak, tiim kalip molekiiller dogrudan kalip olmaya
elverigsli  olmayabilir. Polimerlesme asamasinda uyumsuzluga yol agmamasi
bakimindan, kalip molekiil polimerizasyon kosullarinda kimyasal olarak inert olmalidir.

Kalip molekiiliin farkli reaksiyonlara girmesi veya polimerizasyon sartlarinda kararsiz

olmasi gibi durumlarda farkli baskilama teknikleri ortaya ¢ikabilir.

Tablo 1.6. Baslica kullanilan kalip molekiiller ve uygulama alanlar

SINIF BILESIK YAKLASIM UYGULAMA

Hormonlar Enkefalin Non-kovalent Immunoassay

Mlaglar Timolol Non-kovalent Kiral ayirma
Teofilin Non-kovalent Immunoassay
Pentamidine Non-kovalent Ayirma

Bocek Ilaglari Atrazin Non-kovalent Immunoassay/Ayirma

Proteinler Transferrin Kovalent Ayirma
RNase A Non-kovalent Ayirma

Amino Asitler Amino asit tlirevleri Non-kovalent Kiral ayirma
Dansyl-Phe-OH Non-kovalent Sensor

Peptidler Ac-Trp-Phe-OMe Non-kovalent Kiral ayirma

Karbonhidratlar

Boc-Phe-Gly-OEt
Cbz-Ala-Gly-Phe-OMe
Galaktoz tiirevleri
Glukoz tiirevleri

Fruktoz tiirevleri

Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Kovalent

Non-kovalent

Kiral ayirma
Immunoassay/Ayirma
Kiral ayirma
Immunoassay/Ayirma

Kiral ayirma

Non-kovalent Katalizor
Koenzimler Pyridoksal tiirevleri Non-kovalent Ayirma
Niikleotidler NAD+ Kovalent Ayirma
Steroidler Kolesterol Kovalent Ayirma
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Tablo 1.6. (Devam) Baslica kullanilan kalip molekiiller ve uygulama alanlari

Metal iyonlari Ca(ll) Metal Sensor
Cu(ln) Metal Ayirma

Diger Bis-imidazoller Metal Ayirma
Mandelik Asit Non-kovalent Kiral ayirma

Molekiiler baskilanmis polimerlerde kalip molekiil ile fonksiyonel monomer
arasindaki geri-baglanma ¢ok 6nemli oldugundan fonksiyonel monomerlerin segimi
kritiktir. Fonksiyonel monomerin se¢iminde O6nemli nokta, etkilesimin gerceklesmesi
icin uygun baglanma bdlgelerinin sayisidir. Asidik, bazik ve noétral 6zelliklere sahip

yaygin olarak kullanilan bazi fonksiyonel monomerler Tablo 1.7’ de verilmistir.

Tablo 1.7. Molekiiler baskilamada kullanilan baglica fonksiyonel monomerler

FONKSIYONEL ASIDIK/BAZIK
ACIK YAPISI
MONOMER KARAKTER
o]
Metakrilik Asit (MAA) W‘)‘\OH Asidik
(o]
p-vinilbenzoik Asit \@—{ Asidik
OH
/ X
Vinilpiridin \ Bazik
=
N
NH,
N-(2-aminetil)-metakrilamid >_< Bazik
(0]
Stiren ©/\ Néotral
NH,
Metakrilamid >—< Notral
o]
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MIP hazirlanirken bir diger onemli nokta capraz baglayicinin secimidir.
Molekiiler baskilanmis polimerlerde ¢apraz-baglayicinin ii¢ temel fonksiyonu bulunur.
Ik olarak capraz-baglayici, polimerin matris yapisim kontrol eder ve buna bagli olarak
polimer jel formunda, makro gdzenekli ya da mikrojel pudra seklinde olabilir. ikinci
fonksiyon baskilanmis baglanma merkezinin kararli olmasidir ve son olarak polimer,
matrisin kararliligim1 belirler. Organik fazda molekiiler baskilama ic¢in etilen glikol
dimetakrilat (EDMA) ve divinil benzen (DVB) en sik kullanilan ¢apraz baglayicilardir.
Tablo 1.8°de yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilarin listesi verilmistir [45-47].

Tablo 1.8. MIP hazirlanmasinda kullanilan baslica ¢apraz baglayicilar

CAPRAZ BAGLAYICI ACIK YAPISI

Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) xo

p-divinilbenzen

’ HN NH ‘
N,N'-1,4-fenilendiakrilamid
o) o)

0
|
N
H( ’
N,O-bisakriloil-L-fenilalaninol s ‘
H H ‘
N N
N,N'-metilendiakrilamid H‘/ ~_ ﬁ‘)
(0] O
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Tablo 1.8. (Devam) MIP hazirlanmasinda kullanilan baslica ¢apraz baglayicilar

[e]
Pentaeritrol triakrilat \%
(0]
(0]

Coziicii; kalip molekiil, fonksiyonel monomerler, ¢apraz baglayici, baslatict ve
tim bilesenlerin tek bir fazda bir araya gelmesini saglamasi nedeniyle 6nemli bir
ajandir. Buna ek olarak gozenek olusumunu gerceklestirerek makro gozenekli yapilar
elde edilmesini saglar. Bu nedenle “¢oziicii” kelimesi yerine ¢ogunlukla “porojen”
kelimesi kullanilir. Molekiiler baskilama islemi bazik ortamlarda uygulanir. Coziicliniin
secimi uygulanacak olan baskilama yontemine baglidir. Kovalent baskilama yapilacaksa
¢oziiclide aranan 6zellik reaksiyon ortamindaki bilesenlerin ¢6ziinmesinin saglanmasidir
ve bir ¢ok c¢ozici kullanilabilir [23,48]. Non-kovalent baskilamada ise amag, bir
etkilesimin meydana gelmesi oldugundan c¢oziiclinlin se¢imi daha Onem kazanir.
Polimerizasyon da kullanilacak olan ¢ozicii hidrojen baglar1 ve elektrostatik
etkilesimlerin saglanmasi amaciyla az polar ya da aprotik olmalidir. Genellikle sentez
icin polar olmayan organik ¢oziiciilerin kullanildigi molekiiler baskili polimerler polar
organik c¢oziiciilerin kullanildigt molekiiler baskilt polimerlerden daha iyi secicilige
sahiptir [23,49]

Serbest radikal polimerizasyonunun baslamasini saglayan molekiiller baslatici ya
da insiyator olarak adlandirilir. Polimerlesmenin yapilacagi duruma goére Ornegin
hidrojen bagi olusumuna dayanan polimerler hazirlanirken c¢ogunlukla disiik
sicakliklarda reaksiyonu baglatan UV insiyatorler kullanilir. Ayrica kalip molekiiliin
termal ve UV Kkararliligi da baslatici se¢iminde 6nemlidir [50]. Molekiiler baskilamada

kullanilan baslica insiyatorler Tablo 1.9°da verilmistir.
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Tablo 1.9. Molekiiler baskilamada kullanilan baslica insiyatérler
ISIMLENDIRILMESI ACIK YAPISI

2,2'-azobis(izobutironitril) ‘ N=——N I

Azobisdimetilvaleronitril } N=N I
CN >\
Dimetilasetal benzil Q

OMe

Benzoil peroksit

4,4’-azo(4-siyanovalerik asit) i) | N=N | °

Iyi bir MIP olusturulmasi;

v Monomer-kalip oranina,
Fonksiyonel monomerin asidik/bazik karakterine,
Coziicii secimine,

v

v

v Polimerizasyon kosuluna,

v Kalip molekiiliin ve polimerin konformasyonuna,
v

Capraz baglayicinin oranina baglhdir.
Fonksiyonel monomer ve kalip molekiil oran1 polimerlesme asamasinda dikkat
edilmesi gereken en Onemli noktadir. Ortamda kalip molekiiliin derisiminden fazla

monomer derisiminin bulunmasi spesifik olmayan etkilesimleri artirir ve ¢ok az oranda
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monomer, kalip molekiil ile kompleksleserek uygun baglanma bdélgeleri olusturur.
Uygun fonksiyonel monomer kalip molekiil orant deneme yoluyla ya da bilgisayar
modellemesi ile saptanabilir. Genelde iyi baskilanmis polimerler diisiik sicaklikta termal
ya da fotokimyasal baslaticilarin kullanilmasi gergeklesir. Yapilan c¢alismalarda
polimerizasyon reaksiyon ortaminin dig sicakligi 80°C iken reaksiyon sicakligi 187°C

olarak olgiilmiistiir [51].

1.5.1. Molekiiler baskilanmis polimerlerin uygulama alanlar

Molekiiler baskili polimerler analitik, farmakolojik ve biyolojik g¢aligsmalarda
molekiile 6zgii segici yapilar olarak kullanilmaktadirlar [52]. Molekiiler baskilanmig
polimerlerin kullanim alanlar1 sivi kromatografisi, kapiler -elektroforez, kapiler
elektrokromatografi ve kat1 faz ekstraksiyon gibi tekniklerde giin gegtik¢e artmaktadir
[53,54]. Molekiiler baskili polimerlerin diger bir kullanim alani ise sensérlerdir, bu
yolla amino asitlerin, ilaglarin, seker tiirevlerinin ayirimi igin, organik reaksiyonlarda
enzim benzeri olarak ve iyon segici tabaka olarak kullanilmaktadir [55,56]. Sekil 1.6’

da molekiiler baskilanmis polimerlerin kullanim alanlar1 kategorize edilmistir.

Cevre .
Analizleri Klmy..asal
Sensorler

! —
Biyoanalitik «— mfi:, /Q 5\ llag
SPE / \Tasa rimi

Y
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Preparatif EnZim
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Enantivomer 3
i Kataliz

Sekil 1.6. Molekiiler baskilanmis polimerlerin kullanim alanlar
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1.6. Sensorler

Elektronik uygulamalarda algilama iglemini yapan sistem ya da elemanlara sensor
denir. Sensorler algilayict ya da duyarga olarak da adlandirilabilmektedirler. Sensorler,
fiziksel ortam ile elektronik cihazlar1 birbirine baglayan bir koprii gibi calisirlar.
Sistemdeki sensdr veya sensor gruplart yapist hangi degiskene duyarli ise sistem
disindaki degiskeni algilar ve elde ettigi degerleri sistemin karar verme birimine
gonderir. Kisacasi fiziksel bir parametreyi uygun sinyale doniistiiriirler.

Insan viicudu da duyu organlarimizda oldugu gibi cesitli dogal sensérler ile
donatilmistir. D1g diinyadan alinin sinyaller duyu organlarimiz (algilayici) tarafindan
algilanir ve beyne iletilir. Beyinde elde edilen veriler sonucu ilgili birime komut
gonderilir ve tepki gerceklesir.

Sensorler enerji kullanimlarina gore aktif ve pasif olarak ayrilabilirler. Calisirken
cevreden enerji alan sensorler, aktif sensorler olarak adlandirilirken; ¢evreden enerji

almayan sensorler pasif sensorlerdir. Sensorlerin genel ¢alisma prensibi Sekil 1.7° de

gosterilmistir.
o @ 5
o000
e
Hedef Malekiil Sensér/Almlayic Danlstiricd Sinyal

Sekil 1.7. Sensérlerin genel ¢alisma prensibi

Ideal bir sensdriin sahip olmas1 gereken dzellikler:
Secicilik,
Tekrarlanabilirlik,
Kararlilik,
Genis 6l¢lim araligi,
Tayin siniri,
Hizli cevap stiresi,

Hizli geriye donme siiresi,

S N N N N O

Yiiksek duyarlilik,
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v Basitlik ve ucuzluk,
v Kullanim émriiniin uzunlugu,

v Kigiiltiilebilirlik olarak siralanabilir.

1.6.1. Kimyasal sensorler

Kimyasal sensorler, analiz edilen bilesene karst 6zel hazirlanmis bir numunenin
derisiminden yararlanilarak elde edilen kimyasal bilginin analitiksel sinyale doniistiiren
sistemler olarak tanimlanabilir. Kimyasal sensorlerin ozellikleri asagidaki gibi

siralanabilir:

v Kimyasal sensdrde bulunan algilayici tabaka, analit ile kimyasal etkilesim
halindedir.

v Olgiim sonunda algilayici tabakanin kimyasal dzelliklerinde degisim yoktur.

v Kiiciik boyutlara getirilebilirler.

v Tek bir fiziksel ya da kimyasal 6l¢iim yapilmasi zorunlulugu yoktur.

v Ekonomiktir [57].

Kimyasal sensorlerde algilayicinin 6zelligine gore ortam ve algilayici arasinda bir
kimyasal reaksiyon sonucu ya da yalnizca fiziksel degisimlerden yola ¢ikarak 6lglim
yapilmast da miimkiindiir. Fiziksel degisimlerden yararlanarak 6l¢iim yapilan kimyasal
sensorlerde refraktif indeks, absorbans, iletkenlik, sicaklik ve kiitle degisimi
Olctlilebilmektedir. Algilayict tabakada biyolojik bir tiiriin oldugu ve olusan sinyalin
biyokimyasal bir siirece ait oldugu kimyasal sensorler biyokimyasal sensor olarak

adlandirilmaktadirlar [58].

N .
’ Agﬁgr pH dedisimi 9 1 1 ‘

]
M

ass Mikroorganizma lsik
“ Doku =

i Kiitle degdisimi
’ Hiicre -

Analit Biyosensir Sinyal gevirici Dedektor

Sekil 1.8. Biyosensorlerin ¢calisma prensibi
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Kimyasal sensorler doniistliriicii  kisminin ~ ¢alisma  prensibine  gore
smiflandirilabilirler. Algilayict kisim ile analit arasindaki etkilesim sonucunda optik
degisimi anlamli verilere donistiiren sensorler mevcuttur. Optik sensorler; analit ile
algilayicinin etkilesmesi sonucu olusan absorbans degisimini, reflektansi, limiinesansi,
floresansi, kirilma indeksini, 151k absorpsiyonunun neden oldugu optotermal etkiyi ve
sacilmay1 oOlgerler [59]. Optik kimyasal sensorlerin en 6nemli avantaji bir referansa

ihtiyag duymamasidir. Optik sensoriin ¢alisma prensibi Sekil 1.9’ da verilmistir.

Venci Alici Engel

Analnt
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Sekil 1.9. A: Through Beam optik sensor B: Cisimden yansimali optik sensor
caligsma prensibi

Fotosensor

Kimyasal sensOrlerde meydana gelen degisimi dogrudan elektriksel veriye
doniistiiren sensorler elektrokimyasal sensorler olarak adlandirilmaktadir. Voltametrik
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sensOrlerde dogru ve alternatif akim Olgiimleri yapilmaktadir [59]. Voltametrik
sensorler, voltametrik oksijen sensor ve enzim esasli voltametrik sensorler olarak ikiye
ayrilirlar. Elektrot yiizeyinde olusan bir indirgenme/ylikseltgenmeden meydana gelen
akimin Sl¢iilmesi ve elektrokimyasal hiicreye bir potansiyelin uygulanmasina dayanan
Olclim yontemi amperometrik sensdrler tarafindan yapilmaktadir. Elektrolit ¢ozeltilerin
elektrik akimini iletmeleri tiizerine kurulmus metotlarla olusturulan sensorler
kondiiktometrik sensorler olarak adlandirilmaktadir. Referans elektroda gore ¢alisma
elektrodundaki potansiyel degisimin Ol¢iildiigii yontem potansiyometrik sensorler ile
gerceklestirilmektedir ve elektrotun daldirildigr ¢ozeltide bulunan analit iyonlarmin
elektrot yiizeyinde potansiyel olusturmasi ilkesine dayanmaktadir. Gravimetrik
sensorler, sensor ylizeyindeki nanogram seviyesindeki kiitle degisimini dlgebilen son
derece hassas kiitle sensorleridir. Kiitle duyarli bu sensorlerin ¢alisma prensibi asimetrik
kristallerin sahip oldugu piezoelektrik etkiye dayanmaktadir.

Akimin ¢ok az gectigi ya da hi¢c gecmedigi sistemlerde indikator elektrodun
refesans elektroda kars1 gosterdigi, derisime bagl olarak degisen potansiyelin dl¢tildiigii
yontem potansiyometri olarak adlandirilmaktadir. Potansiyometrik Ol¢lim yapan
sistemler genel olarak referans elektrot, indikator elektrot ve potansiyel dlgme cihazi
olmak iizere ti¢ kisimdan olusur. Sekil 1.10° da basit bir potansiyometrik sistem

gosterilmektedir.
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Sekil 1.10. Potansiyometrik sistem

Sistemde, analit ¢ozeltisine daldirilan indikator elektrodun mevcut iyon ya da
iyonlarin derisim degisimine baglh olarak referans elektroda kars1 gosterdigi
potansiyelin degisimi &lgiiliir. Olgiilen bu potansiyel degisimi ile iyonlarin derisimi
tayin edilebilir [60]. Potansiyometrik sistemlerde potansiyel 6lgiimii i¢in potansiyometre
disinda pH metre de kullanilabilir. Kullanilacak olan devre sisteminin direnci yiiksek

oldugunda pH metre tercih edilmektedir.

1.6.2. Kiitle duyarh sensorler

Kiitle duyarli sensdrler, sensor ylizeyinde meydana gelen ¢ok diisiik diizeylerdeki
kiitle degisimlerini 6lgebilen son derece hassas ylizey sensorleridir. Mikrogravimetrik
sensOrler olarak da isimlendirilmektedirler. Kiitle duyarli bu sensorlerin caligma
prensibinin temeli genel olarak asimetrik kristallerin sahip olduklar1 “piezoelektrik etki”

ozelligine dayanmaktadir [61].
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1.6.2.1. Piezoelektrik etki

Piezoelektrik etki, ilk kez Paul Jaques Curie ve Pierre Curie tarafindan 1880
yilinda kesfedilmistir. Latince’ de ‘bastirmak-press’ anlamina gelen ‘piezo’ 6n ekinden
tiretilen ‘piezoelektrik’ kavrami, {izerine mekanik bir basing uygulanan bazi
malzemelerde bir elektriksel gerilim olusmasi olarak agiklanabilir [62]. Piezoelektrik
etki, asimetrik bir kristalin elektrik potansiyeli uygulanmasiyla deforme olmasidir ve bu
0zellik oldukg¢a duyarl kiitle sensdrlerinin yapilmasinda kullanilir. Bu 6zellige sahip bir
kristal uygun bir elektrik devresine baglandiginda kristalin kiitlesine ve sekline bagl
olan sabit bir frekansta titresim yapar [63].

Farkli tiirlerdeki kristaller piezoelektrik ozellik gosterebilirler ancak analitik
uygulamalarda elektriksel, fiziksel ve kimyasal ve 6zellikleri nedeni ile kuvars kristaller
tercih edilmektedir. Kuvars elektrotlar hazirlanirken, kuvars ¢ok ince kesilir ve iki
yiiziine termal buharlagtirma yontemi kullanilarak altin, giimiis, nikel, aliiminyum,
platin gibi metaller kaplanir. Cogunlukla inert olan altin elektrotlar tercih edilir.
Kristalin calisma frekans araligi, kuvars ylizeyine kaplanan metal miktar1 ile
ayarlanmaktadir. Piezoelektrik uygulamalarinda kullanilan kristaller; 10-16 mm
boyutlarinda, yaklagik 0.15 mm kalinhiginda, disk, kare ya da dikdortgen seklinde
olabilmektedir [64].

Kristalin dogal titresim frekansi, kimyasal dogasina, sekline, kesimine, boyutuna
ve kiitlesine bagli olarak degismektedir [65]. Kuvars kristallerin sensor uygulamalarinda
kullanilmalar1 i¢in Y- kesme ailesine baglh AT- kesim ve BT- kesim Kkristaller
kullanilmaktadir. AT kesim kuvars tabaka z ekseninden +35°15¢ aciyla, BT kesim ise z
ekseninden -49°00° agiyla kesilmistir [66]. AT-kesim kristallerde sicaklik katsayist,
kesme seklinden dolay1r 10-50°C araliginda 1 ppm/°C civarinda sifira yakin olup
kristalin genis bir frekans araliginda rezonans frekansinin kararli kalmasini

saglamaktadir. AT-kesim kuvars kristal diizlemi Sekil 1.11°de gdsterilmistir.
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Sekil 1.11. AT-kesim kuvars kristal diizlemi

Kuvars kristali ilk olarak 1823 yilinda Jons Jakob tarafindan kesfedilmistir ve
yapisinda silikon ve oksijen atomlart bulunmaktadir. Kimyasal formiilii SiO2’dir.
Kuvars kristali ti¢ boyutlu simetrik bir eksene sahiptir ve merkezi bir simetriye sahip
degildir. Bundan dolay1 oksijen ve silikon atomlar1 hareket edebilirler. Bu 6zelligi
sayesinde kuvars kristali bir gerilmeye tabii tutuldugunda elektriksel polarizasyona
ugramaktadir. Kuvars kristalleri, diger piezolektrik etki gosteren malzemeler gibi
kendine 6zgii bir titresim frekansina sahiptir [67]. Kuvars kristal {izerindeki piezoeletrik

etki Sekil 1.12° de verilmistir.
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Sekil 1.12. Kuvars Kristali iizerindeki piezoelektrik etki

1.6.2.2. Sauerbrey esitligi

Piezoelektrik etkiden yararlanarak kiitle ol¢iimii i¢in bagil bosluk ve rezonans
frekans ile kiitle artis1 arasindaki nicel iliskinin gelistirilmesi gerekmekteydi. Onceleri
bu iliski sadece nitel olarak agiklanabilmekte iken 1959 yilinda Sauerbrey kuvars kristal
bir rezonatdriin frekans boslugunun eklenen kiitle ile orantili oldugunu gdstermistir.
Sauerbrey’in bu bulusu ile cok kiiciik kiitledeki numunelerin OSlgiilmesinin  6nii
acilmistir. Kuvars plakadaki kiitle artist rezonans frekansinin diismesine neden

olmaktadir [23].

Sekil 1.13. Kuvars kristal mikroterazinin basitlestirilmis gosterimi
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Sekil.1.13’de Mq kiitleye ve Iq kalinliga sahip bir kuvars kristalin ¢alisma sekli
basit olarak gosterilmistir. Kuvars kristal levhasinin salinim yapmasi i¢in rezonans

frekansi su sekilde tanimlanmaktadir [67]:

_Yq _ Vq

fa =50 = g (1)

Esitlik (1.1)’de verilen fq rezonans frekansini, Vq dalga hizinin kirtlmasini, 1q dalga
boyunu gosterir ve degeri 2lg’ya esittir. Kristalin kalinligindaki kiigiik bir degisim (dlg),

titresim frekansinda kaymaya (dfy) neden olmaktadir.

dfy dlg

fq N lq (1.2
Mg kiitleli kuvars kristal igin dMq kiitle degisimi asagidaki esitlikle verilir.
g _ _ Mg
A ", (1.3)
Esitlik (1.2) ve (1.3)’lin birlestirilmesiyle esitlik (1.4) elde edilir.
— _(¥i)AM
qu - (Pq) A (1.4)

Esitlik (1.4)’de gecen Afg frekans degisimini, fq degisiklikten dnceki rezonatdriin
rezonans frekansini, AMq kiitle degisimini, A ossilasyon altindaki kuvars diizlemin
alanini, pq kuvarsin yogunlugunu gostermektedir.

Pek ¢ok madde gibi kuvars kristaller de sicaklik degisiminden 6nemli olglide
etkilenmektedir. Sicakligin degismesiyle birlikte kristale ait fiziksel sabitlerde
degisiklikler meydana gelmektedir. Farkli tekniklerle iiretilen ve farkli kesit alanlaria
sahip piezoelektrik kristallerin sicaklik degisimine karsi gosterdikleri tepkiler de
birbirinden farklidir [68]. Bu sayede kendine 6zgii sicaklik 6zelliklerine sahip pek gok
kuvars kristal rezonans cihazi gelistirmek miimkiin olmaktadir [69-71].

Sicakligin degismesiyle birlikte degisen rezonans frekansinin kristallografik
yonlenmeye bagli oldugu ortaya koyulmustur. AT-kesimli kuvars kristale ait rezonans
frekansinin oda sicakliginda sicaklik degisimlerine duyarliligt daha azdir. Tablo
1.10°da AT-kesimli kuvars kristale ait frekans kaymasinin sicaklik degisimine bagliligi
verilmistir [67].
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Tablo 1.10. Sicaklik degisimiyle AT-kesim kuvars kristaldeki frekans kaymasi

T (°C) Af/f (ppm)
20 0
30 0
60 4
80 18
100 45

1.6.2.3. Kuvars kristal mikroterazi

Kuvars kristal mikroterazi (QCM) piezoelektrik kristal olarak kuvarsin
kullanildigi, kiitlesel degisiklikleri elektrik sinyaline doniistiirebilen bir sistemdir.
Hassasiyeti oldukg¢a yiiksektir ve frekansin c¢ikis sinyaline doniisimii kolaydir.
Kullanim1 18. yiizyilin baglarina dayanan bu yontem elektrokimyasal bir islem
esnasinda meydana gelen kiitle degisimlerini rezonans frekansinda kaymaya
dontistiirtirler. Baslangigta kalitatif tayinler i¢in kullanilan QCM, Sauerbrey (1959)
esitliginin olusturulmasindan sonra kantitatif tayinler i¢in de kullanilmaya baglanmistir.
QCM’in en 6nemli 6zelligi ¢caligmalarda bir elektrokimyasal tepkime boyunca yiiksek
kiitle hassasiyeti gostermesidir [23,41].

QCM’de kullanilan kuvars kristallerin kesit alanlar1 degistirilerek farkli kayma
modlarinda cihazlar elde edilir. En yaygin kullanilan kesit, AT-kesim metodu ile elde
edilen kuvars kristalidir. AT-kesim kuvars, kristalin Z-ekseninde 35%lik agiyla
kesilmesi ile elde edilir. QCM cihazi; kuvars elektrot, ossilator ve frekans sayici
parcalarindan olusmaktadir. QCM iizerine alternatif, yliksek akimli bir elektrik alan
uygulandiginda, rezonans modunda salinim yapar. Sistemde olusan kiitle degisimine
kars1 hassasiyet kristalin toplam kiitlesi iizerinde meydana gelen osilasyon frekansina
bagli olarak ortaya ¢ikar. QCM iizerinde bir elektronik devreye bagl olan rezonator
(genellikle kuvars kristal) numune ¢6zeltisi ile temas ettiginde titresim frekansinda kiitle
degisiminden kaynaklanan bir degisim meydana gelir. Kiitle degisiminin neden oldugu
frekans degisikligi Sauerbrey esitligi yardimiyla belirlenmektedir.

QCM cihazinda biri referans digeri 6rnek olmak iizere iki adet kuvars kristal
bulunmaktadir. Sisteme elektrik akimi uygulandiginda kristaller yaklasik 15 MHz’lik

(kristal sicakligina bagl olarak) rezonans frekansina ulasirlar. Referans elektrot ile
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ornek elektrot arasinda yaklasik olarak 1 kHz’lik frekans farki vardir. Kullanilan
kristaller optik olarak parlatilmis ve elektrik iletkenliginin saglanabilmesi i¢in metal ile
kaplanmistir. Kaplama da yaygin olarak kullanilan metaller altin ve giimiistiir. Ornek
kristali numune ¢ozeltisi ile etkilestiginde elektrot yiizeyinde analit birikimine baglh
olarak rezonans frekansinda degisim olugsmaktadir. Sauerbrey esitliginin kullanilmasiyla
frekans degisimi kiitle degisimine doniistiiriiliir.

QCM yonteminde elektrotun yiizeyi analite 6zgii tanima tabakasiyla ince bir film
halinde kaplanir. Bu sekilde kaplanan elektrodun yiizeyinde biriken analitin meydana
getirdigi kiitle artisindan yararlanilarak analiz yapilir. QCM’de kullanilan kuvars Kristal
elektrot Sekil 1.14’te gosterilmistir.

P,

Sekil 1.14. Kuvars kristal elektrot

QCM’in ilk uygulamalarinda elektrot yiizeyine segici olmayan baglanmalarin
olusturdugu kiitlelerin algilanmasina yonelik ¢alismalar vardi. ilerleyen yillarda hedef
molekiiliin elektrot yiizeyine baglanmasi veya adsorpsiyonu amaciyla elektrot yilizeyi
algilayic1 malzemelerle kaplanmaya baslanmistir. Bu sekilde sistem kimyasal bir sensor
olarak kullanim alan1 bulmustur. Ornegin modifiye metal yiizeylerinde, gaz sensorii
olarak, antijen-antibadi etkilesimleri ile spesifik molekiil tayinlerinde kullanimi
popiilerlesmistir. QCM ile kiitle 6l¢limii disinda da caligmalar yapilabilmektedir. Sivi
orneklerle yapilan calismalarda sivinin yogunlugu ve viskozitesi Kristalin rezonant
davranigin1 etkileyeceginden yogunluk, elastikiyet ve viskozite gibi Olgiimlerde de

kullanilabilirler [42,72]
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Baskilanmis polimer sentezinde; tetrahidrokannabinolik asit (THCA) Redoks
Kimya firmasindan, n-hekzadekan, etilen glikol dimetakrilat (EDMA) ve metanol
MERCK firmasindan, metakrilik asit (MAA) %99 ALDRICH (St. Louis, USA)
firmasindan, 2,2'-Azoizobiitironitril FLUKA firmasindan, sodyum n-dodesil siilfat
(SDS) %99 ALFA AESER firmasindan, tetrahidrofuran (THF) VWR International
firmasindan, polivinilkloriir (PVC) ve izopropanol SIGMA (St. Louis, USA)
firmasindan temin edilmistir.

Karakterizasyon c¢alismalarinda; potasyum bromiir (KBr) ve asetonitril SIGMA
(St. Louis, USA) firmasindan, formik asit %99 FLUKA firmasindan temin edilmistir.

Saf su Thermo Scientific Barnstead™ Smart2Pure™ saf su cihazindan temin

edilmis olup iletkenligi 18 megaohmem-1’dir.

2.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Bu calismada baskilanmis polimer sentezinde Bandelin Sonorex marka sonikator
ve Bandelin Sonoplus marka homojenizator kullanilmistir. Elde edilen MIP morfolojisi
Carl Zeiss marka SEM cihazi ile incelenmistir. Karakterizasyon ¢aligmalarinda
Shimadzu 8000 model FT-IR, Malvern Instruments Nano ZS zetasizer, Shimadzu 3150
model UV kullanilmigtir. QCM o6lgtimleri; Maxtek RQCM kristal analizorii ile
gergeklestirilmistir.

2.3. THCA Baskilanms Polimer Hazirlanmasi (MIP)

Baskilanmisg polimer sentezinde hedef molekiil olarak THCA kullanilmistir.
Organik faz olarak THCA (0,5 mM 500 ul), metakrilik asit (1,72 mmol), etilen glikol
dimetakrilat (6,9 mmol), n-hekzadekan (40 ul) ve 2,2'-Azoizobiitironitril (15 mg)’den
olusan bir karigim hazirlanarak 5 dk karistirilmistir.

Sodyum n-dodesil siilfatin (19,25 mg) saf su (9 ml) igerisinde ¢6ziinmesiyle su
faz1 hazirlanmistir. Su fazi homojenizatérde karisirken, organik faz yavasca su fazina
eklenmistir ve 1 dk boyunca homojenizatorde bekletilmistir.

Elde edilen ¢ozelti polimerlesme reaksiyonu i¢in 65° C sicaklikta 18 saat boyunca

karistirtlmistir. 18 saatin sonunda ¢ozelti santrifiijlenerek THCA baskilanmis polimer
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ortamdan alimmistir. Baskilanmig polimer her biri 3’er kez olmak kosulu ile saf su,
metanol:asetik asit (4:1) ve metanol ile yikanmistir. Yikama islemi tamamlanan
polimerler kurumaya birakilmistir. Sekil 2.1° de THCA baskilanmis polimer sentezi

gosterilmektedir.

1
/ \E]jrn}r{ THCA
— —

)

EDMA |

AIBN L.

MAA | 3
n-helczadekan '

18 saat. 65°C

Sekil 2.1. THCA baskilanmis polimer sentezi

2.4. Baskilanmamis Polimer Hazirlanmasi (NIP)

Baskilanmamis polimer sentezinde hedef molekiil kullanilmaksizin organik faz
olarak metakrilik asit (1,72 mmol), etilen glikol dimetakrilat (6,9 mmol), n-hekzadekan
(40 ul) ve 2,2'-Azoizobiitironitril (15 mg)’den olusan bir karisim hazirlanarak 5 dk
kanigtirllmistir. Sodyum n-dodesil stlfatin (19,25 mg) saf su (9 ml) igerisinde
cOziinmesiyle su fazi hazirlanmistir. Su fazi homojenizatérde karisirken, organik faz
yavag¢a su fazina eklenmistir ve 1 dk boyunca homojenizatorde bekletilmistir. Elde

edilen ¢ozelti polimerlesme reaksiyonu ig¢in 65° C sicaklikta 18 saat boyunca
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karigtirllmistir. 18 saatin sonunda ¢ozelti santrifiijlenerek baskilanmamis polimer
ortamdan alinmigtir. Baskilanmamis polimer her biri 3’er kez olmak kosulu ile saf su,
metanol:asetik asit (4:1) ve metanol ile yikanmistir. Yikama islemi tamamlanan

polimerler kurumaya birakilmustir.

2.5. QCM Sensoriin Hazirlanmasi

Sensor ol¢iimleri icin QCM elektrotlar tetrahidrofuran (THF) iginde ¢oziinmiis %
0,7 polivinilkloriir (PVC) ¢ozeltisi spincoater yardimi ile kaplanmistir. Bu katman MIP
ve NIP partikiilleri i¢in immobilizasyon tabakasini olusturmaktadir. Bu partikiiller bir
polidimetilsiloksan (PDMS) damgasi kullanilarak polimer tabakasina yapistiriimistir.
Damgalama isleminden sonra kuvars kristaller 10 dk 120° C’de bekletilmistir ve
boylelikle MIP ve NIP partikiilleri kismen PVC i¢ine gémiilmiistiir. Oda sicakligina
sogutma igleminden sonra yiizeyde bulunan asirt MIP ve NIP partikiillerinin
uzaklastirilmasi amaciyla kuvars kristaller izopropanol ile yikanmistir ve azot gazi ile

kurutulmustur. Sekil 2.2° de QCM sensoriin hazirlanmasi gosterilmistir.

=3 PDMS damga
MIP ya da NIP €——%

QCM elektrot -
Immobilizasyon tabakast =

MIP ya da NIP
immobilize edilmis
QCM elektrot

Sekil 2.2. QCM sensériin hazirlanmast

2.6. THCA Baskilanmis MIP QCM Elektrot Ile Sensor Olciimleri
THCA baskilanmig MIP immobilize edilmis QCM elektrolar oda sicakliginda

kararli hale getirilmis ve sabit rezonans frekansi (Fo) belirlenmistir. Daha sonra metanol
icindeki THCA nin standart ¢ozeltileri QCM elektrota damlatilmis ve 1 saat boyunca

etkilestirilmistir. Sensoriin frekansi kararli hale gelene kadar (F1) izlenmistir. THCA nin
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her bir derisimi i¢in frekans kaymast AF=F1 — Fo esitliginden hesaplanmistir. Her bir
Ol¢iim sonunda ortamdaki THCA ¢ozeltisi uzaklastirllip 30 dk boyunca elektrot

kurutulmustur. Sensor frekansi her defasinda yaklasik Fo degerinde 6l¢tilmiistiir.

2.7. Karakterizasyon Cahsmalari

2.7.1. FT-IR analizi
Sentezlenen THCA baskilanmig MIP partikiilleri 100° C* de kurutulmustur. MIP

orant %10 olacak sekilde tartim islemi yapilarak KBr ile pellet hazirlanmig ve 6lgiim

alinmustir.

2.7.2. Yiizey morfolojisi analizi

Sentezlenen THCA Dbaskilanmis MIP partikiillerinin = ve baskilanmamis
partikiillerin  ylizey morfolojisi SEM cihazi (Zeiss Ultra Plus) kullanilarak
belirlenmistir. Baskilanmis polimerden alinan numuneler analiz edilmeden 6nce oda
sicakliginda kurutulmustur. Kuru partikiiller 6rnek haznesine yerlestirilmis ve vakum
altinda yaklasik 100 A kalinhiginda altin ile kaplanmis ve sonra SEM ile 10 kV

hizlandirma geriliminde ve farkli biiyilitmelerde goriintiileri alinmigstir.

2.7.3. Spektrofotometrik Analiz

Hazirlanan THCA baskilanmis MIP’1n THCAy1 tutup tutmadigini incelemek i¢in
25 ppm’lik THCA (metanol i¢inde) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Baskilanmis polimer ile

karistirma oncesi ve 1 gece boyunca karistirma sonrast UV spektrumlari alinmistir.

2.7.4. ZetaSizer analizi

THCA baskilanmis MIP karakterizasyonu i¢in c¢ok seyreltik bir siispansiyon
olusturulmustur. Mikrogram seviyesindeki MIP 10 ml su igerisinde 1 saat boyunca

sonikatorde dispers edilip boyut analizi yapilmstir.
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2.8. QCM {le Yapilan Analitik Ol¢iimler

2.8.1. THCA baskilanmis polimer ile QCM ol¢iimleri

Altin kuvars kristaller tizerine THCA baskilanmis polimerin immobilizasyonu i¢in
THF ve PVC’den olusan c¢ozelti kullanilmistir ve polimer PDMS yardimi ile
damgalama yontemi kullanilarak kuvars kristale sabitlenerek baskili polimerinin THCA
seciciligi incelenmistir. Hedef molekiiliin polimere baglanmasi kristalin frekansina
yanstyan kiitlede bir degisime (Am) neden olmaktadir. Am ve frekans kaymasi (AFo)

arasindaki iligki asagida verilen Sauerbrey Esitligi ile ifade edilir.

__ 2F§Am
AF = Ao (2.1)

Bu esitlikte;

Fo: temel frekans

A: piezoelektriksel yiizey alant
p: Kuvars yogunlugu

u: Kuvars kayma modiiliinii ifade etmektedir.

Metanol i¢inde baskili polimer kapli sensoriin frekansi kararli hale geldigi zaman
THCA ¢ozeltisi dedektor hiicresinin iizerine damlatilmistir. THCA c¢ozeltisi ilave
edildikten sonra sensoriin frekansi azalmistir ve 1 saat i¢inde sabit bir degere ulasmustir.
Bu frekans degisimleri kuvars kristal iizerindeki baskilanmis polimere THCA
molekiillerinin tutundugunu goéstermistir. Bunun yani sira baskilanmamis polimere
THCA baglanmasmin ¢ok daha zayif oldugu goézlenmistir. THCA baskilanmis ve
baskilanmamis polimerin kullanilmasiyla elde edilen QCM sensor verileri Sekil 2.3’te

verilmistir.
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Frekans Kaymasi (MHz)

-0,0008

-0,001 m—

-0,0012
Derisim (M)

—@— THCA baskilanmis polimer —@— THCA baskilanmamis polimer

Sekil 2.3. THCA baskilanmis ve baskilanmamuis sensoriin frekans degerleri

2.8.2. THCA baskilanmis polimer ile hazirlanan QCM elektrodun analitik
performansi

Sekil 2.4’te THCA baskili kuvars kristalin THCA derisim degerlerine karsi
frekans kaymasi degerlerinden elde edilen kalibrasyon grafigi goriilmektedir.
THCA’nin 0.01 ve 0,5 ppb derisim aralifinda dogrusal bir grafik elde edilmistir ve
THCA baskili kuvars kristalin tespit edebildigi gozlenebilme smir1 6,58x10°12 M, tayin
sinirt 1,99x101 M olarak hesaplanmistir. THCA derisimi arttik¢a frekans degerlerinin
de azaldig goriilmiistiir ve elde edilen dogru egimi 0,7 Hz.mmol™? olarak bulunmustur.
Deneyler en az ii¢ kez tekrar edilmistir. Her bir veri seti i¢in ortalama degerler ve
standart sapmay1 hesaplamak iizere standart istatistiksel yontemler uygulanmustir.

Giiven aralig1 %95 tutulmustur.
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Sekil 2.4. THCA baskilanmis polimer ile hazirlanan sensor i¢in kalibrasyon
grafigi
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1,80E-05 —70
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1,40E-05

1,20E-05
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Sekil 2.5. QCM sensor iizerine adsorplanan THCA miktarinin THCA derisimine
kars1 degisim grafigi

35



2.8.3. QCM elektrot ile THCA arasindaki baglanma etkinligi
Elektrot yiizeyi ile THCA arasindaki baglanma etkinliginin incelenebilmesi i¢in
adsorpsiyon izotermlerinden yararlanilmistir. Langmuir adsorpsiyon izoterminin

cizilebilmesi i¢in yararlanilan denklem asagidaki sekildedir.

Am = meXC o 2.2)

Ky

Bu esitlikte;

KL Langmuir baglanma sabiti

Am: Elektrot yiizeyinde degisen kiitle miktari

Ammax: Elektrot yiizeyindeki maksimum kiitle artis1

C: THCA ¢ozeltisinin derigimi

KL degerini hesaplamak i¢in 1/Am(ug) degerine karsi 1/C (M™?) grafige gegirilmistir.

Bunun sonucunda elde edilen grafik Sekil 2.6’da gdsterilmistir.

- y = 3E-06x + 140223
R*=06282

1/am fug)

¥ = 1E-05x + 57166

R*=10,8396

0,00E+00 1,00E+10 2,00E+10 3,00E+10 4,00E+10
1/C (M)

Sekil 2.6. THCA baskilanmis MIP i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi

Grafigin cizilmesiyle elde edilen denklemden yararlanarak K. degeri, 5,7x10° M
ve Ammax degeri 1,75x10° pg olarak bulunmustur. Bulunan K. degeri baglanma

bolgelerinin hedef molekiil olan THCA'ya yiiksek afinite gosterdigini belirtmektedir.
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Freundlich adsorpsiyon izoterminin ¢izilebilmesi igin yararlanilan denklem

asagidaki sekildedir.
InAm = %lnC + InKp

Bu esitlikte;

Kr: Freundlich sabiti

C: THCA ¢ozeltisinin derisimi

n: Adsorpsiyon kuvvetinin biiylikliigii ve adsorban alani enerji dagilimi
Am: Elektrotta gergeklesen kiitle artisi

Freundlich adsorpsiyon izotermi Sekil 2.7 de verildigi gibidir.

-30 -25 -20 -15 -10 -b

/ y = 0,0571x- 9,0405
RE=0,9773

E;
= .
= [
= I
- !
1
!
I
7 = 0,2633- 5,0130
p R®=0,7336
’ ®
7
ar

nC (M)

Sekil 2.7. THCA baskilanmis MIP i¢in Freundlich adsorpsiyon izotermi

Esitlikten Kr degeri, 4,82x10° M ve n degeri, 17,51 olarak bulunmustur.

-11

112

-11,4

-11,6

-11,8

-12

-12,2

-12.4

-12,6

(2.3)

THCA baskili polimerin Temkin egrisi asagida verilen esitlik yardimiyla

cizilmistir.
Am = BlnKr + BInC,
Bu esitlikte;
Kt: Temkin baglanma sabiti (L/gr)
Ce: THCA derisimi
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Am: Elektrottaki kiitle artist
B: Adsorpsiyonun 1s1 ile ilgili sabiti (J/mol)
Sekil 2.8’de Temkin adsorpsiyon izotermi verilmistir.

Grafik Bashg

2,00E-05

1,80€-05
/: 1E-06X + 3E-05 1,60E-05
R®=0,9846

1,40E-05
1,20E-05

1,00E-05

am (g

LR
r 8,00E-06
[

[
P 6,00E-06

L
o/ y = 2E-06x + 4E-05
R*=10,6882

-30 -25 -20 -15 -10 -5

neciM)
Sekil 2.8. THCA baskilanmis MIP i¢in Temkin adsorpsiyon izotermi

Esitlikten Kt degeri, 1,07x10* M ve B degeri, 1x10° olarak bulunmustur.

Tablo 2.1. THCA baskilanmis QCM sensoriin Langmuir, Freundlich ve Tembkin

analizlerinin karsilastirilmasi

Langmuir Freundlich Temkin
R? 0,8396 R? 0,9773 R? 0,9846
Ammax 1,75x107° 1/n 0,0571 B 1x10
KL 5,7x10° Kr 4,82x107 Kt 1,07x10"3
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3. BULGULAR

3.1. Hazirlanan THCA Baskilanmis Polimerin Karakterizasyonu

MIP sentezinde kullanilan tetrahidrokannabinolik asidin (THCA) agik yapis1 Sekil
3.1°de verildigi gibidir.

Sekil 3.1. THCA 'nin agik yaptsi

Baskilanmis polimerde hedef molekiil olan THCA’ nin karakterize edilebilmesi
icin ilk olarak FT-IR spektrumlari alinmigtir. THCA baskilanmis polimerlerin yikama
oncesi ve yikama sonrasit olmak iizere hedef molekiiliin varlig1 ve kaliptan ayrilmis
oldugu karakterize edilmistir. Sekil 3.2°de THCA’nin FTIR spektrumu, Sekil 3.3°de
THCA baskilanmig MIP’1n yikama oncesi FTIR spektrumu verilmistir. Sekil 3.2°deki
FTIR spektrumunda goriilen karakteristik pikler; 3424 cm™’de karboksilik aside ait olan
-OH bandina, 3200 cm™ civarinda gelen yayvan bant =CH, C=C ve aromatik halkaya,
1728 cm™’de karbonil pikine (C=0), 1400 cm™*’de -CH_ gerilmelerine ve 1120cm™ C-O
baglanmasima aittir. Sekil 3.3°’de THCA baskilanmig MIP’in yikama o6ncesi FTIR
spektrumunda goriilen karakteristik pikler; 3430 cm™ —OH bagina, 2958 cm™ alifatik C-
H gerilmesine, 1730 cm™ C=0 bagma, 1454 cm™ -CH, gerilmelerine ve 1162 cm™ C-O

baglanmasina aittir.
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Hazirlanan MIP ve NIP partikiillerin yiizey morfolojisi Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmistir ve elde edilen THCA baskili partikiillerin
yaklagik 300nm boyutta oldugu bulunmustur. THCA baskili polimerin SEM goriintiileri

Sekil 3.4’te, baskilanmamis polimerin SEM goriintiileri Sekil 3.5’de verilmistir.

WD=782mm IMag= 25.00KX EHT = 10,00 kV  Anadolu University

Signal A = InLens Faculty of Science

200 nm Mag = 226,58 KX EHT=10.00ky Anadolu University
Faculty of Science

Signal & = InLens

Sekil 3.4. MIP a ait SEM gériintiileri

42



Anadolu University
Faculty of Science

: LI %N
WD=6.1mm Mag=100.00KX EHT= 5.00kV Anadolu University
Faculty of Science

Signal A = InLens

Sekil 3.5. NIP a ait SEM goriintiileri
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QCM elektroda immobilize edilmis THCA baskilanmig polimerin SEM

goriintiileri Sekil 3.6’da verilmistir.

£

WD=49mm Mag= 10.00K X EHT = 3.00 kV Anadolu University

Signal A = InLens Faculty of Science

WD=49mm Mag= 50.17K X EHT = 3.00 kV Anadolu University
Faculty of Science

Signal A = InLens

Sekil 3.6. OCM elektroda immobilize edilmis THCA baskilt MIP gériintiileri
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Yiizey analizi sonucu partikiil biiytikliikleri 80-369 nm olarak dl¢tilmiistiir. Ayrica
yiiksek biiyiitmelerde partikiiller {izerinde goézeneklerin bulundugu ve fonksiyonel
MIP’in THCA tayin ¢alismalarinda kullanilabilir nitelikte oldugu belirlenmistir.

Sentezlenen baskilanmis polimerin boyut analizi ZetaSizer ile yapilmistir. Elde
edilen sonuclar SEM’de elde edilen verileri desteklemektedir. Zetasizer analizi sonucu

elde edilen grafik Sekil 3.7’de gosterilmistir. Yapilan boyut analizi sonucunda

partikiillerin ortalama biiytikliigii 230,3 d.nm olarak saptanmustir.

Number PSD

Mumber [%]
o
I

0 T T T T
01 1 10 100 1000
Size (d.nm)

Sekil 3.7. MIP i¢in boyut analizi

Sentezlenen MIP’tan yikama sonrasinda hedef molekiilin (THCA) tamamen
uzaklastigin1 gostermek amaciyla son yikama ¢ozeltisinin (metanol) UV spektrumu

alinmistir ve THCAya ait herhangi bir pik gozlenmemistir. Yikama ¢ozeltisine ait UV

spektrumu Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.8. Yikama ¢ozeltisine ait UV spektrumu

Yikanmis ve kurutulmus baskilanmis polimerin, THCA’y1 tutup tutmadigini
gostemek amaciyla 25 ppm’lik THCA (metanolde) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan
THCA ¢ozeltisinin MIP ile karistirma 6ncesi UV spektrumu alinmistir. Elde edilen
spektrum Sekil 3.9’da gosterilmistir.

0,164 T T

0100F m

Abs.

0,000 ¥
w

-0.100 B

0.174 L L
220,00 400,00 800,00 200,00
nm.

Sekil 3.9. Karistirma oncesi UV spektrumu

25 ppm’lik THCA ¢ozeltisi ile MIP 1 gece boyunca oda sicakliginda karistirilmis
ve karistirma sonrast UV spektrumu alinmistir. Alinan UV spektrumu Sekil 3.10°da

verilmistir.
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Sekil 3.10. Karistirma sonrasi UV spektrumu

Karigtirma oncesi ve sonrasi alinan spektrumlarin karsilastirmali gosterimi Sekil
3.11’de verilmistir. Karigtirma sonrasi pik siddetlerinin diistiigii goriilmistiir. Bu durum
karistirma sonras1 ¢ozeltide bulunan THCA miktarinin azaldigini gostermektedir.

Sentezlenen MIP THCA baglama 6zelligine sahiptir.

0159 T T

0,100

Abs.

0,000

<0.100 [ m

0,150
220,00 400,00 ©00,00 500,00
nm.

Sekil 3.11. Karistirma oncesi ve sonrasi karsilastirmali UV spektrumu
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

THCA, esrar maddesinin psikoaktif ve tibbi 6zelliklerinden sorumlu birincil aktif
bilesen olan A9-THC'nin biyolojik oOnciisiidiir. Bununla birlikte THCA'nin kendisi
psikoaktif degildir. Kurutma sirasinda veya yogun 1s1 altinda, THCA dekarboksile olur
ve psikoaktif olan A9-THC olusur. Cannabis sativa bitkisinden dogal olarak izole edilen
kannabinoidler kanser hastalarinda agr1 kesici, AIDS ve Alzheimer hastalarinda tedavi
stirecinde rahatlatict olarak kullanilir. Tedavi amacmin disinda kannabinoidlerin
uyusturucu madde olarak kullanilmasi biinyede gesitli yan etkilere sebep olmaktadir.
THCA’nin dogrudan bilinen bir yan etkisi olmamasina karsin dekarboksile olmasi
sonucu olusan A9-THC, kalp krizi riskini arttirma, yasam islevlerinin asir1 Olgiide
zayiflamasi, ¢ok derin ve siirekli uyku durumu olusturma, konusma bozuklugu
olusturma, anksiyete ve paranoyaya sebep olma gibi olumsuz etkilere yol agmaktadir.

THCA’nin saptanmasi amaci ile gerceklestirilen bu calismada oncelikle THCA
baskili polimer sentezlenmistir. Bu asama da baskili polimerin olusturulabilmesi igin
mikroemiilsiyon yontemi kullanilmistir. Yontemde fonksiyonel monomer olarak MAA,
capraz baglayici olarak ise EDMA kullanilmistir.

Sentezlenen THCA baskili polimerin karakterizasyon islemi i¢in SEM, zetasizer,
UV-Vis ve FT-IR analizleri yapilmigtir. SEM ile yapilan incelemelerde elde edilen
THCA baskili partikiillerin yaklasitk 300 nm oldugu bulunmustur ve yiiksek
biiylitmelerde gozlenen partikiiller tizerindeki gézenekli yapi, THCA baskili polimerin
tayin c¢aligmalarinda kullanilir nitelikte oldugunu gostermistir. SEM goriintiilerine ek
olarak zetasizer ile THCA baskili polimerlerin boyut analizi yapilmis ve partikiillerin
ortalama biyiikligii 230,3 nm olarak bulunmustur. THCA baskilanmis polimerin
THCA tutabilme yeteneginin karakterizasyon islemi i¢in UV-Vis spektrumlar
alimmstir. Yorum yapilabilmesi i¢in baskilanmig polimer 25ppm’lik THCA ¢ozeltisi ile
karistirilmis ve karigtirma oncesi ve sonrasinin UV-Vis analizi yapilmistir. Karistirma
sonrast spektrumda bant siddetinin azalmis olmasi ¢ozeltide bulunan THCA’larin
baskilanmis polimere tutundugunu gostermistir. Pellet hazirlama yontemi ile alinan saf
THCA’nin FTIR spektrumu ile THCA baskilanmis polimerin FTIR spektrumu
karsilastirildiginda THCAya ait karakteristik piklerin (3424 cm™°de karboksilik aside
ait olan -OH bandi, 3200 cm™ civarinda gelen yayvan bant =CH, C=C ve aromatik
halka, 1728 cm™’de karbonil piki (C=0), 1400 cm™’de -CH, gerilmeleri ve 1120cm™ C-
O baglanmasi) THCA baskilanmis polimerde de (3430 cm™ —OH bagi, 2958 cm
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alifatik C-H gerilmesi, 1730 cm™ C=0 bag, 1454 cm™ -CH; gerilmeleri ve 1162 cm™
C-O baglanmasi) bulundugu goézlenmistir. Bu durum gdstermektedir ki sentezlenen
MIP’ta THCA molekiilleri yerlesik halde bulunmaktadir ve yikama islemi sonrasi
THCA baskilanmis polimer, THCA se¢ici QCM sensor olarak kullanilabilir haldedir.

Calismanin ikinci agamasinda THCA baskilanmis polimerin QCM elektroda
immobilizasyonu saglanmistir. Kalip molekiil ve MIP-QCM sensoriin  baglanma
bolgeleri arasindaki etkilesimin incelenebilmesi i¢in Langmuir, Freundlich ve Temkin
analiz yontemleri kullanilmistir. Yapilan analizler sonucu, grafiklerden elde edilen
korelasyon katsayilari (R?) gdz Oniinde bulundurularak, THCA ve THCA baskil
polimer arasindaki etkilesimin Freundlich ve Temkin izotermlerine uydugu
saptanmugtir. Freundlich izotermi, heterojen yiizeyde meydana gelen fiziksel ve tersinir
olabilen bir adsorpsiyona isaret eder. Ayni zamanda bu izoterm, heterojen ylizey
tizerinde adsorpsiyon 1sisinin ve ilgisinin esit dagilmadigi, ¢ok tabakali adsorpsiyon i¢in
de kullanilabilmektedir. Temkin izoterminde, adsorbe olan maddeler arasindaki
etkilesimler g6z Oniine almmaktadir. Buna gore THCA icin tabakadaki tiim
molekiillerin adsorpsiyon 1sis1, adsorbent ve adsorbat etkilesimlerinden dolay1 yilizey
kaplandik¢a lineer olarak azalmistir. Ozetle, bu durum QCM sensérii iizerinde ¢ok
tabakali ve heterojen bir adsorpsiyon oldugunu gostermistir.

Hazirlanan THCA baskili sensoriin THCA molekiiliinii baglama miktart kor
¢ozeltinin 3 istatistiki verisi kullanilarak hesaplanmigtir. Bulunan gézlenebilme ve tayin

smir1 degerleri sirastyla 6,58x10712 M, 1,99x10*! M olarak hesaplanmustir.

Tablo 3.1. Literatiirde bulunan ¢alismalarda elde edilen tayin sinirlart

Yontem Tayin Sinir1 (M)
HPLC-ECD ‘ 5,30x10°°

LC-MS ‘ 6,97x1010

Gelistirilen MIP-QCM sensor ile LC-MS yontemine kiyasla 35 kat daha diisiik
tayin smir1 elde edilmistir. Literartirde THCA’nin QCM ile tayinine ait bir ¢alismaya
rastlanmamis olmasina karsin bir adet THCA baskilanmis polimer sentezi mevcuttur
[73]. Literatirde ilk kez THCA baskii MIP-QCM sensor ile THCA tayini
gerceklestirilmistir.
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