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ÖZET 

 

YOLA, M.L. Farmasötik preparatlardan ve gıdalardan tobramisin tayini için 

moleküler baskılanmıĢ nanosensörlerin geliĢtirilmesi, Hacettepe Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Analitik Kimya Programı, Doktora Tezi, Ankara, 

2013. Bu tez çalıĢmasında tobramisin tayini için moleküler baskılanmıĢ camsı karbon 

ve kuvarz kristal mikrobalans (QCM) nanosensörleri geliĢtirilmiĢtir. QCM 

nanosensörü için, öncelikle QCM çipinin altın yüzeyinin modifikasyonu çip 

yüzeyine polimerize çift bağlarının girmesi için alil merkaptanın kendiliğinden 

oluĢan tek tabaka yöntemiyle gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha sonra çip yüzeyinde 

tobramisin baskılanmıĢ poli(2-hidroksietil metakrilat-metakriloilamidoglutamik asit) 

filmi oluĢturulmuĢtur. Elektrokimyasal nanosensör için, elektrot dönüĢümlü 

voltametri  yöntemi kullanılarak camsı karbon elektrot yüzeyinde pirolün 

elektropolimerizasyonu sırasında tobramisin molekülün katılmasıyla  hazırlanmıĢtır. 

BaskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ sensörlerin performansları QCM ve kare dalga 

voltametrisi (SWV) teknikleri ile değerlendirilmiĢtir. BaskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ 

sensörler atomik kuvvet mikroskopu (AFM), Fourier dönüĢümlü infrared (FTIR) 

spektroskopisi, elipsometre, temas açısı ölçümleri, elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi (EIS) ve dönüĢümlü voltametri teknikleri kullanarak karakterize 

edilmiĢtir. Gözlenebilme sınırı (LOD) ve alt tayin sınırı (LOQ) QCM yöntemi için 

sırasıyla 0.00561 nM ve 0.0166 nM ve SWV yöntemi için sırasıyla 0.166 nM ve 

0.491 nM olarak bulunmuĢtur. Tobramisin için doğrusallık aralıkları QCM yöntemi 

için 0.017-0.150 nM ve SWV yöntemi için 0.5-10.0 nM olarak bulunmuĢtur. 

GeliĢtirilen yöntemler  ―International Conference on Harmonisation of Technical 

Requirements for Registration of Pharmacueticals for Human Use‖ (ICH)‘a göre 

valide edilmiĢ ve doğrusal, duyarlı, özgün, doğru, kesin, sağlam ve tutarlı 

bulunmuĢtur. Bu yöntemler farmasötik preparatlar ve gıdalardan tobramisin analizine 

baĢarıyla uygulanmıĢtır. Ayrıca bağlanma kinetik analizi ve izoterm modelleri sensör 

yüzeyinde gerçekleĢen adsorpsiyon iĢlemini açıklamak için datalara uygulanmıĢtır. 

 

Anahtar Kelimeler: Tobramisin, moleküler baskılama, kuartz kristal mikrobalans, 

kare dalga voltametrisi, validasyon, nanosensör 
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ABSTRACT 

 

YOLA, M.L. Development of molecular imprinted nanosensors for 

determination of tobramycin in pharmaceuticals and foods, Hacettepe 

University, Health Sciences Institute, Analytical Chemistry Program, Ph.D. 

Thesis, Ankara, 2013. In this thesis study, the molecularly imprinted glassy carbon 

and quartz crystal microbalance (QCM) nanosensors were developed for the 

determination of tobramycin. For QCM nanosensor, firstly the modification of gold 

surface of QCM chip was performed by self-assembling monolayer formation of 

allyl mercaptane to introduce polymerizable double bonds on the chip surface. Then, 

TOB imprinted poly(2-hydroxyethyl methacrylate–methacryloylamidoglutamic acid) 

film was generated on the gold surface. For electrochemical nanosensor, the 

electrode was prepared by incorporation of tobramycin molecule during the 

electropolymerization of pyrrole on glassy carbon electrode using cyclic 

voltammetry method. The performance of the imprinted and non-imprinted sensors 

was evaluated by QCM and square wave voltammetry (SWV) tecniques. The 

imprinted and non-imprinted sensors were characterized by using atomic force 

microscopy (AFM), Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, ellipsometry, 

contact angle measurements, electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and 

cyclic voltammetry (CV). Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) 

were found as 0.00561 nM and 0.0166 nM for QCM and 0.166 nM and 0.491 nM for 

SWV, respectively. The linearity ranges of tobramycin for QCM and SWV were 

found as 0.017-0.150 nM and  0.5-10.0 nM respectively. The developed methods 

were validated according to the ―International Conference on Harmonisation of 

Technical Requirements for Registration of Pharmacueticals for Human Use‖ (ICH) 

guideline and found to be linear, sensitive, specific, accurate, precise, robust and 

rugged. The methods were applied successfully for the determination of tobramycin 

in pharmaceuticals and foods. In addition, association kinetic analysis and isotherm 

models were applied to data to explain adsorption process occured. 

 

Key words: Tobramycin, molecular imprinting, quartz crystal microbalance, square 

wave voltammetry, validation, nanosensor 
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1. GĠRĠġ 

Aminoglikozit (AG) antibiyotikleri öncelikle aerobik gram-negatif ve bazı 

gram-pozitif mikroorganizmalar tarafından neden olunan enfeksiyonlarının tedavisi 

için kullanılan insan ve hayvansal kaynaklı ilaçlardır. Fakat bu antibiyotiklerin fazla 

kullanımı ototoksisite ve nefrotoksisitenin yan etkilerine neden olabilmektedir. 

Bunun yanı sıra bu ilaçların çok uzun süreli kullanımları doku afinitelerinden dolayı 

yüksek ve dirençli doku kalıntılarına yol açabilir. Özellikle gıda maddelerinde yer 

alan bu kalıntılar patojenik bakteri zincirlerinin antibiyotik direncine neden olabilir. 

Bu durumda hem üreticiye hem de tüketiciye olumsuz etkilere neden olabilmektedir. 

Böylece gıda güvenliğini sağlamak amacıyla bu ilaçların iyileĢtirici miktarlarını 

kontrol altına almak önemlidir. 

Moleküler baskılama teknolojisi belirli bir analite seçiciliği ve özgünlüğü 

olan yapay reseptörlerin tasarlanmasını kapsar. Bu kapsamda istenilen analitin 

eĢleniğini içeren çapraz bağlı polimerik yapılar oluĢturma iĢlemine moleküler 

baskılama denir. Moleküler baskılanmıĢ polimerler gitgide dikkat çeken ve daha sık 

kullanılan sensörler haline gelmiĢtir. Moleküler baskılanmıĢ polimerlerin, proteinler, 

amino asitler, peptidler ve ilaçlar gibi biyolojik aktif moleküllerin seçici olarak 

ayrılmaları ve saflaĢtırılmalarında kullanılmalarına yönelik çalıĢmalara literatürde 

son yıllarda sıklıkla rastlanmaktadır. 

Bir aminoglikozit ilaç olan tobramisin (TOB), (2S,3R,4S,5S,6R)-4-amino-2-

{[(1S,2S,3R,4S,6R) - 4,6- diamino- 3 - {[(2R,3R,5S,6R)-3-amino-6-(aminometil)-5-

hidroksioksan]oks - 2 - hidroksisiklohekzil]oksi} - 6 - (hidroksimetil)oksan -3,5-diol 

kimyasal yapısında olup, birçok gram-negatif ve gram-pozitif bakterilere karĢı etkili, 

oftalmik ve inhalasyon kullanımı olan bir antibiyotiktir. 

Kaynaklarda TOB'un kromatografik, spektrofotometrik, kapiler elektroforez 

ve elektroanalitik yöntemlerle farmasötik preperatlardan ve biyolojik materyallerden 

tek baĢına ve/veya karıĢım halinde analizleri bulunmaktadır. Ancak kaynaklarda adı 

geçen maddenin moleküler baskılama tekniği kullanılarak yapılmıĢ herhangi bir 

analizine rastlanmamıĢtır. Kaynaklardaki bu boĢluğu doldurmak amacıyla TOB‘un 

farmasötik preperatlardan ve gıdalardan analizi için moleküler baskılanmıĢ kuartz 

kristal mikroterazi ve voltametrik sensörlerin geliĢtirilmesi ve valide edilmesi 

planlanmıĢtır. 
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Bu tez çalıĢması, TOB  miktarının belirlenmesi için moleküler baskılama 

yöntemiyle QCM ve elektrokimyasal sensörlerin yüzeyinde TOB baskılanmıĢ 

polimer film tabakasının oluĢturulmasını ve TOB‘un basit, yüksek hassasiyetli ve 

seçimli tayininin yapılmasını içermektedir. GeliĢtirilen bu sensörlerle TOB‘un tayini 

için optimize edilen Ģartlarda analizlerin gerçekleĢtirilmesi ve geliĢtirilen 

yöntemlerin doğrusallık, duyarlılık, doğruluk, kesinlik, özgüllük, sağlamlık ve 

tutarlılık gibi parametreleri değerlendirilerek valide edildikten sonra TOB içeren 

farmasötik preparatların ve gıdaların (süt ve yumurta) analizine uygulanması ve elde 

edilen sonuçların istatistiksel olarak değerlendirilmesi planlanmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Aminoglikozid Antibiyotikleri 

Aminoglikozid (AG) antibiyotikler hızlı bakterisid etkili, klinik etkinlikleri 

iyi ve yaygın kullanımları ile önemli bir antibiyotik grubudur. Bu özellikleri onların 

ciddi enfeksiyonların tedavisinde kullanılabilen antibiyotikler grubuna girmelerini 

sağlamıĢtır. 

AG antibiyotikler birbirlerine glikozid bağları ile bağlanmıĢ iki veya daha 

fazla amino Ģekerlerden oluĢmuĢ bir antibiyotik grubudur. Amino Ģekerler ortada bir 

heksoz çekirdek olan aminosiklitole bağlanırlar. pH 6.0-8.0 arasında oldukça 

kararlıdırlar. pH 7.4‘te ise güçlü bir pozitif yüke sahip olurlar (katyonik özellik). Bu 

güçlü polariteleri nedeniyle, hücrelerdeki anyonik moleküllere bağlanırlar 

(lipopolisakkarid (LPS) ile hücre içindeki DNA ve fosfolipitlere) (1,2) . Suda çok iyi 

erirler, organik çözücülerde erimezler. Alkali pH‘da etkileri artar, asidik pH‘da ise 

azalır. 

 

2.1.1. Aminoglikozid Antibiyotiklerinin Etki Mekanizmaları 

AG antibiyotikler elektrostatik etkiyle hücre duvarına hızla bağlanırlar. Bu 

faz pasiftir ve enerji gerektirmez (Gram-negatif bakterilerde LPS‘ye, fosfolipitlerin 

polar ucuna ve anyonik dıĢ membranın diğer proteinlerine). AG‘ler normal olarak 

LPS‘lere bağlanan Mg
2+

 ve Ca
2+

 iyonları ile rekabete girerek onların yerlerini alır. 

Sonuç olarak dıĢ membran zedelenir, geçici bir giriĢ yeri oluĢur ve duvarın normal 

geçirgenlik fonksiyonu bozulur (3) . 

Bu iyonik bağlanmadan sonra AG tutulumu iki enerjiye bağımlı faz (EBF) 

olarak geliĢir. Bakterisid etkinin baĢlangıcı EBF-1 ve 2 arasındaki geçiĢ sırasında 

olur. Çoğu bakterilerin EBF-2‘nin %25‘inin tamamlanmasından önce ölümcül hasara 

sahip oldukları görülür. Daha yüksek dıĢ AG deriĢimini daha hızlı bir Ģekilde EBF-2 

tutulumunu tetiklemek için gerekli hücre içi ilaç deriĢimine ulaĢır (4) . Hücre içine 

giren AG‘ler büyük oranda 50S, daha az oranda ise 30S ribozomal altbirimlere 

bağlanırlar. Buralarda birçok bağlanma yeri gösterilmiĢtir. Sonuçta mRNA kodunun 

okunması ile protein sentez oranı azalır ve hatalı protein yapımı olasılığı artar. Ancak 

AG‘lerin sağladığı bakteri ölümü yüksek etkinliğe sahiptir. 
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2.1.2. Aminoglikozid Antibiyotiklerinin Farmakolojik ve Farmakokinetik    

          Özellikleri 

Aminoglikozid antibiyotiklerinin çeĢitli farmakolojik ve farmakokinetik 

özellikleri aĢağı sıralanmıĢtır. 

 Polar yapıları nedeniyle gastroentestinal sistemden absorbe olmazlar. 

 Plazma tepe düzeylerine kas içi (intramüsküler, ĠM) verildikten 30-60 dakika, 

damar içi (intravenöz, ĠV) verildikten 30 dakika sonra ulaĢırlar. 

 Streptomisin hariç plazma proteinlerine çok az bağlanırlar. 

 Büyük ölçüde hücre dıĢı sıvıda dağılırlar. 

 Dağılım hacmi genç eriĢkinlerde vücut ağırlığının %25-30‘udur. 

 Kan-beyin engelini zor geçerler. 

 Salgı ve dokuların hücre içlerinde düĢük düzeyde bulunurlar. 

 Renal korteks, iç kulak endo- ve perilenfinde yüksek yoğunluğa ulaĢırlar. 

 Vücutta metabolize olmazlar ve glomerüler filtrasyonla değiĢmeden 

böbreklerden atılırlar. Bu Ģekilde verilen dozun %80- 90‘ı 24 saatte idrarla 

atılır. Ġdrarda serumdan 80-100 kat daha yoğun olabilir (kreatinin klirensi 30 

ml/dakika üzerinde ise) ve üriner sistem infeksiyonunu tedavi edecek düzeye 

ulaĢırlar.  

 Yarılanma ömürleri 2-4 saattir. 

 YaĢ, obezite, yanlıĢ beslenme, renal fonksiyon bozukluğu gibi parametrelerle 

iliĢkili olarak dağılım hacmi, eliminasyon yarı ömürleri değiĢir. 

 

2.1.3. Aminoglikozidlere KarĢı OluĢabilen Antibiyotik Direncinin  

           Mekanizmaları 

AG‘lere direnç mekanizmaları özetle üç baĢlık altında toplanabilir. Ġlki 

enzimatik dönüĢümlerdir: [a] amino grubunun asetiltransferaz enzimi ile asetilasyonu, 

[b] hidroksil grubunun nükleotidil transferaz enzimi ile adenilasyonu ya da [c] 

hidroksil grubunun fosfotransferaz enzimi ile fosforilasyonu ile AG inaktive olur. 

Sonuçta ribozomlara bağlanma zayıflar, azalır ve yüksek oranda direnç oluĢur. Bu 

özellikler bakteriden bakteriye plazmid aracılığı ile geçer ve sık karĢılaĢılan bir 

direnç mekanizmasıdır. 



 5 

Ġkinci olarak ribozomlardaki tek bir mutasyon ile AG‘nin ribozoma bağlanma 

yerinin (reseptörünün) değiĢimi ile direnç oluĢabilir ki bu nadirdir ve sadece bir 

AG‘ye karĢı oluĢur. Son zamanlarda infektif endokardit etkenlerinde karĢılaĢılan 

streptomisin direncinin bu mekanizmayla oluĢtuğu bildirilmiĢtir. 

Üçüncü mekanizma antibiyotikler arasındaki çapraz direncin nedenidir. 

Direnç düzeyi enzimatik modifikasyondakinden daha azdır. 

 

2.1.4. Klinik Mikrobiyoloji  

Gram-negatif aerob veya fakültatif anaerob bakterilere bakterisid etkilidir. 

Etki spektrumuna giren bakteriler, Enterobactericeae, Pseudomonas spp., metisiline 

duyarlı Staphylococcus aureus (MSSA), Haemophilus spp., M. tuberculosis, atipik 

mikobakteriler, Francisella tularensis, Yersinia pestis ve Brucella spp.‘dir. Etkisiz 

olduğu mikroorganizmalar ise pnömokoklar ve A grubu β-hemolitik streptokoklar, 

Stenotrophomonas maltophilia, Bacterioides fragilis, Clostridium spp. ve diğer 

anaerob bakteriler, Rickettsia spp. ve Mycoplasma spp.‘dir.  

Antimikrobik sinerji, hücre duvar sentezini bozan antibiyotiklerle kombine 

edildiğinde sağlanır. Bu antibiyotikler; penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, 

karbapenemler ve glikopeptidlerdir. Bu antibiyotiklerle kombinasyonu ayrı ayrı veya 

tek tek kullanımlarına göre daha yüksek ve güçlü bakterisid etki gösterir. 

Bakteriostatik antibiyotiklerle kombine edildiğinde ise antagonist etki gösterirler 

(tetrasiklin ve kloramfenikol). 

 

2.1.5. Klinik Ġndikasyonları 

Ampirik tedavide, aerob gram negatif bakteri ve gram pozitif kokların 

meydana getirmesi olası kimi durumlarda kombine olarak kullanılırlar. Bunlar 

arasında sebebi belli olmayan ateĢ, yanık yarası enfeksiyonları, enfektif endokardit, 

entraabdominal infeksiyonlar, febril nötropenie, osteomyelit ve septik artrit, 

diyabetik hastalardaki eksternal otit, ventilatör ile iliĢkili pnömoniler, piyelonefrit, 

pelvik inflamatuar hastalık, infekte diyabetik ayak sayılabilir.  

Spesifik tedavide ise aerob veya fakültatif anaerob gram negatif basil 

enfeksiyonlarında kullanılırlar (Tablo 2.1). Cerrahi profilakside, kalp kapak hastalığı 

olupta Enterococcus spp. bakteriyemi riski olanlara uygulanacak genitoüriner ve 
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gastrointestinal cerrahide ampisilin veya ampisiline alerji varsa vankomisin ile 

kombine olarak gentamisin verilebilir. 

 

Tablo 2.1. Tedavide aminoglikozid antibiyotiklerin kullanıldığı bazı  

                  mikroorganizmalar 

Bakteri Aminoglikozidler Kombine edilen ajanlar 

Klebsiella spp. A, G, T, N GSS 

E. aerogenes A, G, T, N GSS 

S. marcescens G APP, GSS 

P. aeruginosa T APP, APS 

F. tularensis S,G - 

Brucella spp. S,G Tetrasiklin 

Y. pestis S,G - 

Viridans streptokoklar G Pen G 

E.faecalis G Pen G 

MSSA G Nafsilin 

S. epidermidis G Vankomisin + Rifampisin 

M. avium-intracellulare A Diğer tüberküloz ilaçları 

M. tuberculosis S Diğer tüberküloz ilaçları 

Cryptosporidium spp. P - 

A: amikasin, G: gentamisin, T: tobramisin, N: netilmisin, S: streptomisin, P: paromomisin, Pen G: 

penisilin G, GSS: GeniĢ spektrumlu sefalosporin, APS: anti-Pseudomonas sefalosporin, APP: anti-

Pseudomonas penisilin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 7 

2.2. Tobramisin 

2.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Özellikleri 

 

 

ġekil 2.1. TOB molekülünün kimyasal yapısı 

 

TOB‘un (ġekil 2.1) molekül formülü C18H37N5O9 ve molekül ağırlığı 467.515 

g/mol‘dür. Kimyasal adı (2S,3R,4S,5S,6R)-4-amino-2-{[(1S,2S,3R,4S,6R)-4,6-

diamino-3-{[(2R,3R,5S,6R) - 3 – amino - 6 - (aminometil) - 5 - hidroksioksan]oks-2-

hidroksisiklohekzil] oksi}-6-(hidroksimetil)oksan-3,5-diol‗dür. TOB‘un erime 

noktası 168-178 
o
C aralığında olup oda sıcaklığında kararlıdır. Beyaz renkte 

kristalimsi bir tozdur. Suda iyi çözünürken, metanol ve etanolde kısmen çözünür. 

TOB‘un pKa değeri 13.07‘dir (5) . 

 

2.2.2. Farmakodinamik Özellikleri  

Yapılan in vitro çalıĢmalarda S. aureus ve S. epidermidis (Koagulaz-pozitif 

ve koagulaz-negatif) dahil olmak üzere, penisiline dirençli stafilokoklara, bazı A 

grubu beta hemolitik türler de dahil olmak üzere streptokoklara, bazı nonhemolitik 

türlerine ve bazı Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis (indol 

negatif ve indol pozitif ), Morganella morganii, H. influenzea, H. aegyptius, 

Moraxella lacunata ve Acinetobacter calcoaciticus ve bazı Neisseria türlerine etkili 

olduğu ortaya konmuĢtur (6) . 
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2.2.3. Farmakokinetik Özellikleri  

Yapılan hayvan çalıĢmalarında 3.0 mg/mL TOB içeren topikal solüsyonun 

uygulanmasından 1-2 saat sonra kornea ve aköz hümör pik deriĢimlerine ulaĢıldığı 

gösterilmiĢtir. Uygulamadan 1-2 saat sonra kornea deriĢimi 4.5 μg/g kornea ve aköz 

hümörde 0.28 μg/mL‘dir (7) . 

 

2.2.4. Endikasyonları 

TOB duyarlı mikroorganizmaların neden olduğu gözün ve komĢu dokuların 

dıĢ kaynaklı enfeksiyonlarının tedavisinde kullanılan bir antibiyotiktir. Klinik 

çalıĢmalar TOB‘un çocuklarda kullanılmasının etkili ve güvenli olduğunu 

göstermiĢtir. 

 

2.2.5. Kontrendikasyonları 

BileĢimindeki maddelerden herhangi birine karĢı duyarlı olanlarda 

kullanılmamalıdır. 

 

2.2.6. Kullanımı 

Gebelikte Kullanımı 

  B gebelik kategorisindedir. Üç farklı deney hayvanı türünde normal insan 

sistemik dozunun 33 katına kadar dozlarla yapılan çalıĢmalarda yumurtlama ve fetüs 

üzerine TOB‘la herhangi bir olumsuz etki saptanmamıĢtır. Fakat öte yandan hamile 

kadınlar üzerinde TOB‘un etkilerini izleyen kontrollü bir çalıĢma yoktur. Bu nedenle 

hamilelerde ancak kesin endikasyon varsa kullanılmalıdır.  

 

Süt Veren Annelerde Kullanımı 

  Süt emen bebeklerde annenin TOB kullanımına bağlı olarak ortaya 

çıkabilecek olası yan etkiler nedeniyle durum değerlendirilerek bebek sütten 

kesilmeli veya ilaç kullanılmamalıdır. 

 

2.2.7. Yan Etkileri 

  TOB tedavisinde sırasında en sık karĢılaĢılan yan etki göz kapaklarında 

kaĢınma, ĢiĢme ve aĢırı duyarlılıktır. Bu reaksiyonlar tedavi edilen her 100 hastanın 
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3‘ünde ortaya çıkmaktadır. Benzeri reaksiyonlar diğer aminoglikozid antibiyotiklerin 

oftalmik preparatlarının kullanılmasıyla da ortaya çıkabilmektedir. TOB tedavisi ile 

baĢka bir yan etki bildirilmemiĢtir. Fakat sistemik aminoglikozid tedavisi yapılırken 

TOB kullanılması halinde total serum aminoglikozid düzeyleri dikkatle takip 

edilmelidir. 

 

2.2.8. Kullanım ġekli  

Hafif ve orta Ģiddetli vakalarda hastalıktan etkilenmiĢ göz veya her iki göze 

dört saatte bir 1-2 damla damlatılır. ġiddetli enfeksiyonlarda ise iyileĢme 

görülünceye dek tedaviye devam edilir. Tedavi doz azaltılarak kesilmelidir. 

 

2.3. TOB’un Analiz Yöntemleri 

2.3.1. Kromatografik Analiz Yöntemleri 

Barends ve diğ. (8)  , serumdan TOB tayini için 1-floro-2,4-dinitrobenzen ile 

türevlendirilmiĢ kolon kullanılarak yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Gentamisin iç standart olarak kullanılmıĢ ve hassasiyet 0.5 

mg/L olarak tespit edilmiĢtir. Kesinlik ve varyasyon katsayısı değerleri % 3‘ten daha 

az bulunmuĢ ve 0.5–16 mg/L doğrusallık aralığında çalıĢılmıĢtır.  

Keevil ve diğ. (9) , serumdan TOB tayini için sıvı kromatografisi-

elektronsprey iyonlaĢma-kütle spekrometrisi (LC-ESI-MS) yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. 

Kolon olarak C18 kolonu ve iç standart olarak sisomisin kullanılmıĢtır. Alıkonma 

zamanları TOB için 1.05 dakika sisomisin için ise 5.60 dakika olarak bulunmuĢtur. 

0.15 mg/L hassasiyetinde TOB tayini gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Megoulas ve Koupparis (10) , farmasötik preparat, plazma ve idrardan TOB 

tayini için ters faz HPLC (RP-HPLC) yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Kolon olarak ODS-2 

C18, buharlaĢma sıcaklığı olarak 45 
o
C, azot basıncı olarak 3.5 bar ve hareketli faz 

olarak su/asetonitril (55:45, h/h) kullanlmıĢtır. TOB için alıkonma zamanı ve LOD 

değerleri sırasıyla 4.03 dakika ve  0.3 μg/mL olarak tespit edilmiĢtir. 

Hanko ve Rohrer (11) , TOB tayini için UV dedektör kullanılarak Kanamisin-

B ve neomisin varlığında RP-HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirilen yöntem 

valide edilmiĢ ve bağıl hata ve bağıl standart sapma olarak % 2‘nin altında bir 

doğruluk ve kesinlik elde edilmiĢtir. 
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Russ ve diğ. (12) , TOB‘un oftalmik süspansiyonlarından tayini için HPLC 

yöntemi geliĢtirmiĢler ve valide etmiĢlerdir. Yöntem için 1-floro-2,4-dinitrobenzen 

ile türevlendirilmiĢ ön kolon kullanılmıĢ ve kanamisin ve neamin varlığında analiz 

yöntemi geliĢtirilmiĢtir. Hareketli faz olarak su/asetonitril (55:45, h/h) ve kolon 

olarak  Nova-Pak C18, 3.9 × 150 mm kolonu kullanılmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemin 

kesinliğinin bağıl standart sapma değeri  % 0.9‘dan daha fazla değildir. 

Mashat ve diğ. (13) , idrardan TOB tayini için floresein ile türevlendirilmiĢ 

kolon kullanılarak HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Kromatografik koĢullar olarak 

Phenomenex Luna C18 kolonu, 1 mL/dakika akıĢ hızı ve asetonitril–metilalkol–

asetikasit–su (420:60:5:515, h/h/h/h) hareketli faz kullanılmıĢtır. 0.25-20.0 μg/mL 

doğrusallık aralığı elde edilmiĢtir. LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 70 ng/mL and 

250 ng/mL olarak bulunmuĢtur. 

Dash ve Suryanarayanan (14)  TOB‘un polimerik ilaç sistemlerinden tayini 

sıvı kromatografisi (LC) yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Ġç standart olarak kanamisin-B 

kullanılmıĢtır. Kromatografik ayırma UV dedektörü kullanılarak 340 nm değerinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 0.50–50.0 mg/L doğrusallık aralığı elde edilmiĢtir.  

Kubo ve diğ. (15) , serumdan TOB tayini için hızlı, doğru ve basit HPLC 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Yöntemin hassasiyeti 0.3 pg/mL‘dir. Ġç standart olarak 

sisomisin kullanılmıĢtır. TOB analizi için gelitirilen yöntemin bağıl hata değerleri % 

2.5‘in altındadır. 

Feng ve diğ. (16) , insan plazmasından TOB tayini için doğru ve basit HPLC 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirilen yöntem TOB‘un kimyasal olarak 1-naftil-

izotiyosiyanat ile kompleks oluĢturması esasına dayanmaktadır. Ayırım için 

Purospher
®
 STAR RP-18 kolonu ve hareketli faz olarak su-asetonitril (50:50, h/h) 

kullanılmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemin doğrusallık aralığı ve LOD değeri sırasıyla 0.93-

9.34 mg/L ve 0.23 mg/L olarak bulunmuĢtur.  

Clarot ve diğ. (17) , TOB ve kolitsin sülfatın aynı anda ilaçlardan analizi 

HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Kromatografik ayırma Zorbax SB C18 column 

(150 mm × 4 mm, 3.5 μm) kolonu ve 1 mL/dakika akıĢ hızında su-asetonitril (50:50, 

h/h) hareketli faz sisteminde gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca geliĢtirilen yöntem valide 

edilerek gerçek numunelere uygulanmıĢtır. 
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He ve diğ. (18) , TOB‘un toprak numunelerinden analizi için katı faz 

özütleme (solid phase extraction, SPE) yöntemi kullanılarak HPLC yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. Özütleme ve saflaĢtrma yöntemleri, türevlendirme ve 

kromataografik koĢullar tamamen incelenmiĢtir. Ayırma 15 dakika içinde gradient 

elüsyon kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. GeliĢtirilen yöntemin doğrusallık aralığı ve 

LOD değeri sırasıyla 0.10-100 μg/g ve 0.02 μg/g olarak tespit edilmiĢtir. 

Tao ve diğ. (19) , TOB ve diğer 14 tane aminoglikozid türü ilaçların aynı 

anda hayvanlardan üretilen yiyeceklerde tayini için LC-ESI-MS yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. Hareketli faz olarak trifloroasetik asit ve asetonitril karıĢımı 

kullanılmıĢtır. 20-1000 µg/kg aralığında ve yüksek korelasyon katsayılı kalibrasyon 

grafiği elde edilmiĢtir. Ayrıca % 71 ile % 108 aralığında bir geri kazanımda elde 

edilmiĢtir. 

 

2.3.2. Spektrofotometrik Analiz Yöntemleri 

Gaikwad ve diğ. (20) , TOB‘un tayini için kinetik florimetrik bir yöntem 

geliĢtirmiĢlerdir. TOB öncelikle o-ftaldialdehit ile kompleks oluĢturulmuĢtur. 

GeliĢtirilen yöntemin doğrusallık aralığı ve LOD değeri sırasıyla 0.05-30.0 μg/mL ve 

0.03 μg/mL olarak bulunmuĢtur. GeliĢtirilen yöntem baĢarı bir Ģekilde farmasötik 

preparatlara uygulanmıĢtır. 

 

2.3.3. Kapiler Elektroforez Analiz Yöntemleri 

Law ve diğ. (21) , serumdan TOB‘un analizi için kapiler elektroforez 

kromatografisi yöntemi geliĢtirilmiĢ ve geliĢtirilen yöntem valide edilmiĢtir. Bu 

yöntemde 50 µg/L (S/N = 3) hassasiyetine ulaĢılmıĢtır. Kanamisin-B iç standart 

olarak kullanılmıĢ ve % 96-97 geri kazanım elde edilmiĢtir. 

Yu ve diğ. (22) TOB, amikasin ve kanamisin-B‘nin aynı anda sütten analizi 

için kapiler alan elektroforez yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirilen yöntemin 

doğrusallık aralığı ve LOD değeri sırasıyla 2.1 × 10
-5 

- 5.0 × 10
-2

 g/L ve 7.0 × 10
-6

 

g/L olarak bulunmuĢtur. 
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2.3.4. Elektroanalitik Analiz Yöntemleri 

Sun ve diğ. (23) , TOB‘un analizi için adsorptif sıyırma voltametrik analiz 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Yöntem elektrokimyasal olarak TOB‘un izobütiraldehit ile 

kompleks oluĢturması esasına dayanmaktadır. Bu kompleks -1.40 V‘da katodik 

sıyırma piki vermektedir. Kullanılan çalıĢma elektrotu asılı duran civa elektrotudur. 

GeliĢtirilen yöntemin doğrusallık aralığı 6.87 × 10
-9 

- 3.44 × 10
-7

 mol/L‗dır. 

Gonzalez ve diğ. (24) , TOB için manyetik mikropartiküller kullanarak 

aptamer temelli bir elektrokimyasal analiz yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Elde edilen 

analitik sinyal 5-500 µM deriĢim aralığında doğrusal olup geliĢtirilen elektroanalitik 

yöntemin tekrar kullanılabilirliği % 5.7‘dir. 

 

2.4. Moleküler Baskılama Teknolojisi 

Moleküler baskılama teknolojisi belirli bir analite seçiciliği ve özgünlüğü 

olan yapay reseptörlerin tasarlanmasını kapsar (25) . Bu kapsamda istenilen analitin 

eĢleniğini içeren çapraz bağlı polimerik yapılar oluĢturma iĢlemine moleküler 

baskılama denir. Canlı organizmaların birbirleriyle etkileĢirken sahip oldukları 

yapısal ayrım yapma yeteneğine ve bu yeteneği polimerik yapılara aktarma yöntemi 

olarak da düĢünülebilen moleküler baskılama mekanizmasının anlaĢılması enzim-

substrat, antijen-antibadi, hormon-reseptör arasındaki etkileĢimlerin anlaĢılmasını 

sağlar. Bilim insanları bunun altında yatan mekanizmayı anlamaya ve dolayısıyla 

antijen-antibadi, enzim-substrat, hormon-reseptör, DNA ve RNA arasındaki 

etkileĢimleri ortaya koymaya çalıĢmaktadır. Dolayısıyla moleküler baskılanmıĢ 

polimerler (MIP‘ler), baskılama teknolojisi kullanılarak elde edilen plastik 

antibadiler, biyolojik reseptörler gibi doğal tanıma elemanlarını taklit yeteneğine 

sahip yapılardır. Bu sayede biyolojik sıvılardan ve çevre örneklerinden karmaĢık 

numuneler ayrıĢtırılıp analiz edilebilir (25) . Yani moleküler baskılanmıĢ polimerler 

hedef molekülü tanıma ve bağlanma özelliğine sahip yapay reseptörlerdir.  

Moleküler baskılama yöntemi moleküler kalıp (tanınması istenen yapı) ile 

fonksiyonel monomerler arasında bir kompleks oluĢumu ve daha sonra 

polimerizasyon iĢlemiyle yapının sabitlenmesine dayalıdır. Kalıbın uzaklaĢtırılması 

Ģekil ve fonksiyonel olarak kalıba uygun ―baskılar‖ın ortaya çıkmasını sağlar. Kalıp 

molekül varlığında Ģekillenen özgül tanıma bölgeleriyle oluĢturulan MIP‘ler hedef 
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molekülü birçok bileĢen içeren bir karıĢımdan ayırma özelliğine sahiptir (26,27) . 

Doğal sistemlerin tanıma özelliği ile karĢılaĢtırılabilir derece tanıma özelliğine sahip 

bu yapay reseptörlerin dizaynı ile moleküler baskılama son yıllarda önemli bir 

araĢtırma konusu olmuĢtur. Moleküler baskılama teknolojisi birçok biyolojik ve 

kimyasal molekülün tanınmasını mümkün kılmıĢtır. Bunların baĢında amino asitler 

(28)  ve proteinler (29) , nükleotit türevleri, kirleticiler, ilaçlar ve gıda gelmektedir.  

MIP‘lerin çalıĢma konusu olarak seçilmesini sağlayan birçok avantajı 

mevcuttur. En önemli avantajı doğal kaynakla karĢılaĢtırılabilecek kadar hedef 

moleküle gösterdikleri yüksek afiniteleri ve seçicilikleridir. Bu sayede kısa sürede 

hedef molekülü alıkoyar, kolayca rejenere edilebilir. Çevresel faktörlere, yüksek 

sıcaklık, basınç, yüksek pH ve organik çözücülere dayanıklıdır. Ayrıca düĢük 

maliyetle kolayca hazırlanabilen yapılardır. Fiziksel ve kimyasal dayanıklılığı vardır 

ve birçok farklı Ģekillerde hazırlanabilir (30) . Protein ve nükleik asit gibi biyolojik 

sistemlerle karĢılaĢtırıldığında daha yüksek fiziksel kararlılığa sahiptir. Artan 

sıcaklığa, basınca, asit, baz, metal iyon etkilerine ve organik çözücülere daha 

dayanıklıdır. Ayrıca yine biyolojik sistemlerle karĢılaĢtırıldığında sentezlenmeleri 

daha ucuzdur. Bir diğer önemli özellikleri ise moleküler tanıma özelliklerini 

kaybetmeden uzun süre hatta oda sıcaklığında yıllarca saklanabilirler (25) . 

Tüm bu avantajlarına rağmen moleküler baskılanmıĢ polimerlerin 

sentezlenmesinde zorlayıcı noktalar mevcuttur. Birçok madde için MIP‘ler  

uygulansa da proteinler gibi büyük yapılar için MIP yapımı zordur. Çünkü protein ve 

nükleik asit yapıların ligand seçiciliği özellikleri yanında denatürasyon ve 

proteinlerin konformasyonel değiĢim eğilimleri, kararlılık problemleri, abiyotik 

çevrelerde kullanımlarını kısıtlamaktadır. Proteinlerin yüzeylerinde sahip oldukları 

birçok bağlanma bölgesi nedeniyle spesifik olmayan etkileĢim sayısı artar (31) . 

Ayrıca büyük moleküller çapraz bağlı yapılar içerisinde daha düĢük hareket 

yeteneğine sahiptirler ve tekrar bağlanmaları da zordur (26) . Bu problemler 

baskılama sürecinde proteinlerin baskılanması zorlaĢtırmıĢtır. Ancak doğal 

eĢlenikleriyle aynı seçiciliğe ve etkinliğe sahip yapay tanıma sistemlerinin 

geliĢtirilmesini tetiklemiĢtir. Büyük moleküllerin baskılanması zor olsa da 

proteinlerin baskılanmasıyla ilgili baĢarılı çalıĢmalar mevcuttur. Uzun ve ark. yüzey 

plazmon rezonans yüzeye Hepatit B antibadi (HBsAb) baskılanmıĢ nanofilm 
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hazırlayarak insan serumundan HBsAb teĢhisini gerçekleĢtirmiĢtir (32) . 

MIP‘ler kararlılıkları, kolay hazırlanıĢları ve düĢük maliyetleri ile 

antibadilerin, enzimlerin yerine kimyasal sensörlerde kullanım potansiyeline 

sahiptirler. Ayrıca küçük analitlere, bakterilere, virüslere, peptit ve proteinlere 

gösterdikleri yüksek seçicilik sayesinde biyoayırma iĢlemlerinde de sıkça 

kullanılmaktadırlar (27) . Ayrıca katalizde, ayırma teknikleri ve saflaĢtırmada, ilaç 

taĢınımında ve biyolojik antibadi ve reseptör sistemlerinde kullanılırlar (33) . MIP 

sensörler yüksek seçicilik ve afiniteleriyle anahtar-kilit modeli gibi çalıĢtıklarından 

kiral kimyasal sensörler olarak da kullanılabilirler. Ayrıca kolayca rejenere 

olabilmeleri ve analit tayini sağladıklarından elektrokimyasal sensör olarak da 

kullanılmaktadır (34) . BaskılanmıĢ polimerlerin birçok yapısal avantajı ile  

farmasötikten çevre bilimlerine kadar çok geniĢ bir yelpazede tanıma ve ayırma 

amaçlı kullanılması moleküler baskılama teknolojisini gitgide daha cazip hale 

getirmektedir. 

 

2.4.1. Moleküler Baskılama Tekniği 

Moleküler baskılama klasik olarak kalıp molekül (analit) ve ona Ģekil ve 

büyüklük olarak benzer bir fonksiyonel monomerle kompleks oluĢturarak 

polimerizasyon yapma iĢlemidir (ġekil 2.2) (35) . Polimerizasyon iĢlemi, kalıp 

molekül, fonksiyonel monomer, çapraz bağlayıcı ajan ve baĢlatıcının uygun 

çözücüde çözünmesiyle baĢlar.  

Genel olarak bu iĢlem üç adımda gerçekleĢir.  

1. Fonksiyonel monomerle kalıp molekül arasında ön kompleksleşme, 

2. AĢırı çapraz bağlayıcı varlığında üç boyutlu polimer ağ oluĢumu, 

3. Polimerizasyon sonrasında kalıp molekül özgül boĢluklar oluĢturacak Ģekilde 

polimerden uzaklaĢtırılır. OluĢan bu boĢluklar kalıp molekülü Ģekil, büyüklük 

ve kimyasal uygunluk açısından tamamlayıcıdır (36) . 
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ġekil 2.2.  Moleküler baskılanmıĢ polimer için hazırlama ve tanıma süreci  

 

Ön-kompleksleşme 

Fonksiyonel monomer kalıp molekülle etkileĢecek Ģekilde seçilir. Çünkü 

kararlı bir  kalıp monomer kompleksi, moleküler tanımanın baĢarıyla gerçekleĢmesi 

için olmazsa olmazdır. Bu adımda kalıp molekül etrafında fonksiyonel monomerin 

bağlandığı bir iskelet yapı oluĢur. Hedef molekülün üç boyutlu yapısı ve kimyasal 

özelliklerinin benzer olması önemlidir. 

 

Polimerizasyon 

Monomerler kalıp molekülün etrafında üç boyutlu düzlemde yer alırlar. 

Çapraz bağlayıcı varlığında da fonksiyonel monomer üzerinden polimerleĢtirilerek 
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sabit hale getirilirler. Elde edilen yapıyla kalıp molekülün üç boyutlu yapısına 

eĢlenik özgül mikroboĢluklar içeren polimer matriks oluĢmuĢtur.  

 

Kalıp (hedef) molekülün uzaklaştırılması 

Kalıp molekülün uygun çözücü ile yıkanarak polimerden uzaklaĢtırılmasıyla 

bağlanma bölgeleri kalıp molekülü tamamlayan boĢluklar oluĢur. OluĢan bu 

boĢluklar kalıp molekülün Ģeklini, yapısını ve fizikokimyasal özelliklerini tanıyarak 

seçici ve etkin olarak kalıp molekülü bağlar.  

Genel olarak polimer yapı içerisinde kalıp molekül ve fonksiyonel gruplar 

arasında oluĢan hidrojen bağları, dipol-dipol, hidrofobik ve iyonik etkileĢimler 

moleküler tanımadan sorumludur (37) . Polimerizasyon iĢleminde kullanılan kalıp 

molekülün, fonksiyonel monomerin, çapraz bağlayıcının, polimerizasyon için 

çözücünün ve baĢlatıcının kimyasal uygunluğu, bu nedenle de dikkatli seçimi baĢarılı 

bir  moleküler baskılama süreci için önemlidir.  

 

2.4.1.1. Kalıp (Hedef) Molekül 

Kalıp molekülün fonsiyonel monomerle kompleks yapabilmesi için buna 

eĢlenik fonsiyonel gruplar içermelidir. Moleküler tanımanın gerçekleĢmesi için kalıp 

molekül ve fonksiyonel gruplar arasında hidrojen bağları, dipol-dipol, hidrofobik, 

iyonik ve hatta bazı yaklaĢımlarda kovalent bağ etkileĢimleri oluĢmalıdır. Bu nedenle 

kalıp molekülün bu etkileĢimleri yapabilecek karboksil, amino, hidroksil ve amit 

grupları bölgeleri kompleks oluĢumu için gereklidir. Kalıp molekülün 

konformasyonunda veya kararlılığında kimyasal reaksiyonun gerçekleĢtiği koĢullar 

altında değiĢiklik olmamalıdır. Baskılanacak molekül olarak ilaçlar, aminoasitler, 

karbohidratlar, proteinler, nükleotid bazlar, hormonlar, pestisitler ve koenzimler 

kullanılmıĢtır (38) . 

 

2.4.1.2. Fonksiyonel Monomerler 

Monomerin seçimi kalıp moleküle uygun boĢluklar oluĢturması açısından 

önemlidir. Bir fonksiyonel monomerin kalıp molekülle etkileĢebilmesi için hem 

seçici etkileĢime girebilecek fonksiyonel gruplara hem de polimerleĢebilecek 
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doymamıĢ bağlara sahip olması gerekir. ġekil 2.3‘te moleküler baskılamada sık 

kullanılan fonksiyonel monomerler görülmektedir. 

 

H2C CH

COOH

Akrilik Asit

OH

O

Metakrilik Asit (MAA)

OH

O
CF3

Triflorometil Akrilik Asit (TFMAA)

NN

1-Vinilimidazol

N

N

4-Vinilpiridin (4-VPY) 2-Vinilpiridin (2-VPY)

O

NH2

Akrilamit

OH
O

O

2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA)

N
H

O

S

O O

OH

2-Akrilamido-2-metilpropan sülfonik asit  

ġekil 2.3. Moleküler baskılamada sık kullanılan fonksiyonel monomerler 

 

Tipik fonksiyonel monomerler üç kısımda incelenebilir (39) .  

 

1. Asidik karakterli monomerler  

 akrilik asit (AA), metakrilik asit (MAA), p-vinilbenzoik asit, 2-(triflorometil)-

akrilik asit (TFMAA), akriloamido-(2-metil)-propan, 2-akrilamido-2-

metilpropan sülfonik asit (AMPSA) 

2. Bazik karakterli monomerler  

 4-vinil piridin (4-VP), 2-vinil piridin (2-VP), 4-(5)-vinilimidazol, 1-vinil 

imidazol, allilamin, N,N´-dietil aminoetil metakrilamit (DEAEM) 

3. Nötral monomerler  

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

metilmetakrilat (MMA), stiren, etilstiren 
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2.4.1.3. Çapraz Bağlayıcılar 

BaskılanmıĢ polimerlerde polimer matriksin kararlı bir Ģekilde oluĢabilmesi 

için çapraz bağlayıcı önemlidir. Çapraz bağlayıcı polimer matriksin morfolojisinin 

kontrol edilmesinde kullanılır. Ayrıca baskılanmıĢ kalıp moleküle özgü bağlanma 

bölgelerini kararlı hale getirerek, polimer matriksin moleküler tanıma özelliğini 

korumasını sağlar. Bunun için birçok farklı çapraz bağlayıcı kullanılır. Çapraz 

bağlayıcı polimerin fiziksel yapısının oluĢumunda önemli etkiye sahip olduğundan 

kullanılan çapraz bağlayıcı-monomer oranı da baĢarılı bir sentez için önemlidir. 

Çapraz bağlayıcı-monomer mol oranı düĢük olduğunda kalıp moleküllerin 

bağlanma bölgeleri birbirlerine çok yaklaĢır. Bu yüzden hedef molekülün bağlanma 

bölgeleri komĢu bölgeler tarafından kapatılır. Aralarındaki oran yüksek olduğunda da, 

çapraz bağlayıcı monomerle ya da  kalıp molekülle non-kovalent etkileĢimler 

gösterir. Her iki durumda da baskılamanın etkinliği azalır (40) . Yüksek çapraz 

bağlayıcı oranı genellikle yeterli mekanik kararlılığa sahip makrogözenekli yapılar 

elde etmek için kullanılır. 

 Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM) 

sık kullanılan çapraz bağlayıcılardandır. Çapraz bağlayıcı polimerin fiziksel 

yapısının oluĢumunda önemli etkiye sahiptir. Yapılan çalıĢmalar göstermiĢtir ki 

çapraz bağlayıcı polimerin büyüklüğünü önemli derece etkilemektedir (41) . ġekil 

2.4‘te moleküler baskılamada sık kullanılan çapraz bağlayıcılar görülmektedir. 
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ġekil 2.4. Moleküler baskılamada sık kullanılan çapraz bağlayıcılar 

 

2.4.1.4. Çözücü 

Çözücü de baskılama sürecinde önemli rolü olan diğer bir etkendir. 

Polimerizasyonda kullanılan kimyasalların tek bir fazda, homojen olmasını sağlar. 

Ayrıca makrogözenekli polimerlerde gözenek oluĢumundan sorumludur. Bu nedenle 

çözücü gözenek oluĢturucu (porojen) olarak da adlandırılır. Çözücü oluĢan 

baskılanmıĢ polimerde gözenek oluĢumu ve daha iyi akıĢtan sorumludur. Bu yüzden 

çözücü hacminin artması oluĢacak gözeneklerin hacminin artmasına neden olur (40) .  

 

2.4.1.5. BaĢlatıcılar 

Radikal polimerizasyon, radikal baĢlatıcıların ısıl bozunmasıyla baĢlatılabilir. 

Monomer ile kalıp molekül arasındaki kovalent olmayan etkileĢimlerin çok zayıf 

olduğu durumlarda çok yüksek sıcaklıklara çıkılmaz. DüĢük sıcaklıklarda etkili olan 

fotokimyasal baĢlatıcılar tercih edilir. Genellikle 2,2‘-azobis(izobütironitril) (AIBN) 

ve 2,2‘-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) (ADVN) kullanılır. Bu koĢullarda, ısıl 

bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir. 

 

2.4.2. Moleküler Baskılama Yöntemleri 

Moleküler baskılama yöntemi temel olarak, fonksiyonel monomer ile kalıp 
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molekül arasında oluĢan bağın çeĢidine göre ikiye ayrılır: Kovalent ve kovalent 

olmayan baskılama. 

 

2.4.2.1. Kovalent Baskılama 

Ön organizasyonlu moleküler baskılama yaklaĢımında, polimerizasyondan 

önce baskılanacak molekül ile fonksiyonel monomer arasında kuvvetli, tersinir bir 

kovalent düzenleme oluĢur. Polimerizasyon iĢleminden sonra kovalent bağlar kırılır 

ve kalıp oluĢturmak amacıyla polimerden uzaklaĢtırılır. Hedef molekül, baskılanmıĢ 

polimerlerle etkileĢtirildiğinde aynı kovalent bağ yine oluĢur (42,43) . 

 

Avantajları: 

Monomer-kalıp molekül kompleksi oldukça kararlıdır ve sitokiyometrik 

oranlarda gerçekleĢir. Polimerizasyon koĢulları (yüksek sıcaklık, yüksek veya düĢük 

pH ve polar çözücüler) istenildiği gibi uygulanabilir, çünkü konjugantlar kovalent 

bağlarla oluĢturulmuĢtur ve oldukça kararlıdır (44) . 

 

Dezavantajları: 

Monomer-kalıp molekül konjugatının sentezinde sık sık sorunlar çıkabilir ve 

sentez yöntemi ekonomik değildir. Hedef molekülün polimere tersinir olarak 

bağlanma sayısı sınırlıdır. Kovalent bağ oluĢumu nedeniyle bağlanma kinetiği 

yavaĢtır (45) . 

 

 2.4.2.2. Kovalent Olmayan Baskılama 

Fonksiyonel monomer ile kalıp molekülün bağlanması non-kovalent (hidrojen 

bağı, elektrostatik etkileĢimler ve koordinasyon bağ oluĢumu gibi) etkileĢimlerle 

gerçekleĢir. Polimerizasyondan sonra uygun çözücülerle kalıp molekül polimerden 

uzaklaĢtırılır. Hedef molekül ile baskılanmıĢ polimerler kovalent olmayan 

etkileĢimlerle bağlanır (46) . 

 

Avantajları: 

Kovalent monomer-kalıp konjugatının sentezine gerek yoktur. 

Polimerizasyondan sonra kalıp molekül polimerden kolayca uzaklaĢtırılır çünkü non-
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kovalent etkileĢimler daha zayıftır. 

 

Dezavantajları: 

Polimerizasyon koĢulları, non-kovalent etkileĢimleri arttırmak amacıyla 

sınırlıdır. Fonksiyonel monomerler bağ oluĢum dengesini arttırmak amacıyla fazlaca 

kullanılır ve non-spesifik bağlanma bölgelerinin oluĢumuna neden olabilir (47,48) . 

Moleküler etkileĢimlerin farklılığı, seçiciliğin ve tersinirliğin derecesini 

etkiler. Örneğin kovalent bağlarla oluĢturulan etkileĢimler oldukça spesifiktir ancak 

geri bağlanma kinetiği yavaĢtır. Bununla beraber, hidrofobik etkileĢimlerin kinetiği 

daha hızlıdır fakat seçiciliğinde azalma gösterir. Genel olarak non-kovalent 

etkileĢimler, birçok bileĢiğe uygulanabilir olmaları, hızlı kinetiği ve daha uygun 

koĢullarda bağ oluĢumu ve kırılma özellikleri göstermeleri nedeniyle daha geniĢ 

uygulama alanlarına sahiptirlerdir. Dahası π-π etkileĢimleri, hidrojen bağları ve 

hidrofobik etkileĢimler gibi belirli non-kovalent etkileĢimler yeni moleküler 

baskılanmıĢ fonksiyonel polimerlerin tasarımı için önemlidir. 

 

2.4.3. Baskılama ĠĢleminin Kontrolü 

Moleküler baskılanmıĢ polimerlerin yüksek seçicilikte tanınması ve 

baskılanmıĢ polimerler tarafından bağlanması, malzemenin fiziksel ve kimyasal 

(esneklik, bağlanma bölgelerin sayısı ve malzemenin yapısı gibi) özelliklerine 

bağlıdır. Moleküler baskılanmıĢ polimerlerin daha kullanıĢlı olmaları için substratın 

seçiciliğinin öneminin yanında, uygun koĢullar altında desorpsiyon ve geri bağlanma 

kinetiğinin de hızlı olması gerekir. Bu yüzden moleküler baskılanmıĢ malzemelerin 

tasarımı yapılırken uygun bağlanma etkileĢimlerinin seçimi oldukça önemlidir. 

Birden fazla bağlanma bölgesinin olması, monomerin bağlanma bölgeleri ile kalıp 

molekül arasındaki etkileĢimlerinin daha iyi olması dolayısıyla moleküler tanımanın 

daha seçici olmasını sağlar. 

Yapılan çalıĢmalar baskılanmamıĢ polimer (kontrol polimer) ile 

karĢılaĢtırmalı olarak yürütülür. Bu polimer kalıp molekülün yokluğunda aynı 

polimerizasyon iĢlemi uygulanarak elde edilir. BaskılanmamıĢ polimerler, 

baskılanmıĢ polimerlerle spesifik boĢluklar dıĢında aynı kimyasal özelliklere 

sahiptirler. Bu yüzden, baskılanmıĢ polimerlerle kalıp molekül arasındaki 
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etkileĢimlerin doğasıyla aynıdır. Eğer polimerizasyon basamağı esnasında iyi 

tanımlanmıĢ boĢluklar oluĢturulmuĢsa baskılanmıĢ polimerdeki etkileĢimler daha 

güçlüdür. EtkileĢimdeki bu hassasiyet kalıp molekülün üç boyutlu yapısının 

polimerik hafızaya alınmasından kaynaklanmaktadır. BoĢlukların varlıkları bağlanma 

deneyleri ve kromatografik ölçümler gibi çeĢitli yöntemlerle incelenebilir. 

Polimerlerin seçicilikleri baskılanmıĢ/baskılanmamıĢ polimerlerle etkileĢtirilmesi; 

baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ polimerlere ait dağılım katsayısının (k) hesaplanması 

ve baskılama faktörü olarak değerlendirilen bağıl dağılım katsayısının (k‘) 

belirlenmesiyle gösterilir. Bu yaklaĢım sıvı kromatagrafisi (LC) ve katı faz özütleme 

uygulamalarında baskılanmıĢ polimerlerin karakterizasyonu için de kullanılır (39,49) 

.  

 

 2.4.4. Moleküler BaskılanmıĢ Polimerlerin Uygulama Alanları 

Moleküler baskılanmıĢ polimerler farmakolojik, analitik ve biyolojik 

moleküler tanıma alanları, kontrollü salınım sistemleri, sensörlerde tanıma elemanı 

olarak yoğun bir Ģekilde kullanılmaktadırlar (50) . Sıvı kromatografisi, kapiler 

elektroforez, kapiler elektrokromatografi ve katı faz özütleme gibi analitik 

tekniklerde MIP‘lerin kullanımına yönelik çalıĢmalar sürekli artmaktadır (51,52) .  

Kimya ve ilaç endüstrisindeki artan pazar fırsatlarına bağlı olarak moleküler 

baskılanmıĢ polimerlerin su saflaĢtırma ve atık malzeme değerlendirme iĢlemleri gibi 

ayırma alanındaki uygulamaları giderek artmaktadır. Sadece kromatografi 

kolonlarının satıĢının yılda 500 milyon ABD dolarına yaklaĢtığı ve membran ayırma 

teknolojisi pazarında yıllık 1 milyar ABD doları civarında büyüme olduğu tahmin 

edilmektedir. Moleküler baskılanmıĢ malzemelerin afinite ayırma, katı faz özütleme 

ve sert Ģartlar altında (organik ve toksik ortamlar, düĢük ya da yüksek pH‘lar, yüksek 

sıcaklıklar ve basınç gibi) ayırma alanında bu pazarda % 1-3 oranında yer alması 

beklenmektedir (53) .  

MIP adsorbentler, ilaçların katı faz özütlenmesinde, proteinlerin, amino 

asitlerin, DNA ve RNA‘nın, peptidlerin, hormonların ayrılması ve saflaĢtırılmasında 

kullanılmaktadır (54) . MIP‘lerin diğer bir kullanım alanı olan bazı temel 

araĢtırmalar, ilaç tasarımı, optik gibi alanlarda önemli olan kiral bileĢiklerin 

ayrılmasıdır (55-57) .  
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Bir diğer uygulama alanı ise sensörlerde tanıma elemanı olarak 

kullanımlarıdır. Bir kimyasal veya biyosensör, bir tanıma elementi ve onunla 

bağlantılı bir dönüĢtürücü içerir ve bu transduserin görevi, analitin bağlanmasıyla 

oluĢan değiĢimi, ölçülebilir bir dıĢ sinyale dönüĢtürmektedir. Bu sensörlerde 

kullanılan biyomoleküller çoğunlukla zayıf fiziksel ve kimyasal kararlılık gösterirler. 

Bu nedenle yapay reseptörlere duyulan ilgi artmaktadır. Özellikle MIP‘ler zorlayıcı 

Ģartlarda gösterdikleri dayanıklılık ve yüksek seçicilikte tanıma bölgelerine sahip 

olmaları nedeniyle tercih edilmektedir. MIP temelli ilk sensör baskılı-polimer 

membran ince filmi içeren bir alan etki kapasitörüdür ve analitin bağlanmasıyla 

kapasitansta meydana gelen değiĢim ölçülmüĢtür (58) . Daha sonra ise 

elektrokimyasal (59,60)  ve optik (61,62)  transduserlere dayalı baĢka sensörler 

geliĢtirilmiĢtir. 

Moleküler baskılamayla hazırlanan polimerle amino asit türevleri, ilaçlar ve 

Ģeker türevlerinin kiral ayırımı için antibadi reseptör benzeri olarak steroidler, 

proteinler ve protein analogları için organik reaksiyonlarda enzim benzeri olarak ve 

iyon seçici absorbanlar olarak baĢarıyla kullanılmaktadır (63) . Son yıllarda 

moleküler baskılama temelli elektrokimyasal ve optik sensörler hakkındaki 

yayınların sayısı hızla artmaktadır (64-66) .  

 

2.5. Sensörler 

Sensörler, pek çok bilim alanının bilgi birikiminden yararlanıp moleküllerin 

veya sistemlerin seçimlilik özellikleri ile modern elektronik tekniklerin 

birleĢtirilmesiyle geliĢtirilen analitik cihazlar olarak tanımlanabilir (67) .  Klinik 

teĢhis, tıbbi uygulamalar, gıda, çevresel analizlerden; kalite kontrol, tarım, gıda ve 

ilaç endüstrisine, çevresel analizlere, madencilik, savunma sanayine çok geniĢ 

ölçekte kullanım alanı mevcuttur. Ancak en geniĢ ölçeği diyabetli hastalarda glikoz 

sensörü kullanımının yaygınlığıyla tıbbi uygulamalar alır. Bu bağlamda 

biyosensörler kiĢiselleĢtirilmiĢ tıpta önemli yer tutmaktadır (68) . Biyosensörler 

temelde iki kısımdan oluĢurlar (ġekil 2.5.). Ġlk kısım analit ile seçimli etkileĢime 

girecek biyolojik duyargaç, ikinci kısım ise bu etkileĢimi anlamlı sinyale çevirecek 

dönüĢtürücüdür (69,70) .   
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ġekil 2.5. Bir biyosensörün bileĢenleri ve çalıĢma mekanizması 

 

Sensörlerde kullanılan dönüĢtürücüler farklı olabilir. Bunlar arasında 

piezoelektrik, termometrik, manyetik ve mikromekanik dönüĢtürücüler yer 

almaktadır. Buna bağlı olarak sensörler ısıl, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif 

sensörler olabilir. Biyolojik algılayıcı elemanlar varlığında çalıĢan analitik cihazlar 

olan biyosensör alanında geliĢmeler artan bir hızla devam etmektedir.  

Çoğunlukla kullanım alanları klinik amaçlı olsa da sensörler çok farklı 

amaçlar için kullanılabilir. Bunlara örnek olarak fermentasyon iĢlem kontrolünde 

kullanılan biyosensörler (71) , gıda analizlerinde patojen, pestisit, mikroorganizma 

ve toksin tespitinde kullanılan biyosensörler (72)  verilebilir. Tüm bu amaçlar için 

sensörlerde tanıma elemanı olarak enzimler, antibadiler, biyoreseptörler veya 

aptamerler gibi biyolojik tanıma elemanları kullanılabilir. GeniĢ kullanım alanına 

rağmen biyosensörlerin bir takım sınırlılıkları mevcuttur. Bunların uzun süreli 

dayanıklılığı (raf ömrü) ve tekrar kullanılabilirlikleri sınırlıdır. BelirlenmiĢ optimum 

çalıĢma pH ve sıcaklık değerleri korunmalıdır. Moleküler tanıma elemanı olarak 

kullanılan biyolojik bileĢenlerin temini zor, bazen de fiyatları yüksektir (30) .  

 

2.5.1. Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM) Biyosensörler 

Ġletken olmayan mineral kristallerinden yontulmuĢ bir levhaya belli bir 

doğrultuda uygulanan bir baskı (çekme ya da sıkıĢtırma) sonunda, levhanın iki 

yüzünde ters iĢaretli yüklerin (+q ve -q) ortaya çıkmasıyla nitelendirilen olaydır. 
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Pierre ve Jacques Curie kardeĢler 1880'de Fransa'da kristalleri çeĢitli yönlerden 

sıkıĢtırarak gerilim ürettiklerini keĢfettiler ve buna piezoelektrik etki adını verdiler. 

Daha sonra bu olayın tersinir olduğu kanıtlandı. Ġki yüz üstünde elektrik yüklerinin 

bulunmasından dolayı bu yüzler üstüne yerleĢtirilen iki elektrot arasında bir U 

potansiyel farkı ölçülebilir. Ortaya çıkan elektrik yüklerinin yüzeysel yoğunluğu, 

uygulanan basınçla doğru orantılıdır. Bu olayın tersinir bir niteliği vardır. Söz konusu 

iki yüzün her biri üstüne +q ve -q yükleri uygulanırsa ya da bu yüzler arasına bir U 

potansiyel farkı uygulanırsa, levhanın belirli bir doğrultuda genleĢtiği ya da kasıldığı 

gözlenir. Sonuç olarak piezoelektrik etki ve bunun tersi, bir F mekanik kuvvetin bir 

elektriksel potansiyel farkına doğrudan dönüĢüm elde edilmesini sağlar. Bu özelliğe 

sahip bir kristal uygun bir elektrik devresine bağlanırsa kristalin kütlesine ve Ģekline 

bağlı olan sabit bir frekansta titreĢim yapar (73) . Kütle duyarlı bu sensörlerin 

çalıĢma prensibinin temeli asimetrik kristallerin sahip oldukları ―piezoelektirik etki‖ 

özelliğine dayanmaktadır (74) . 

ġekil 2.6‘da piezoelektrik etkiye sahip kuvars kristalinin x-ekseni 

doğrultusunda uygulanan itme veya çekme kuvvetleri ile deformasyonu ve y-ekseni 

doğrultusunda oluĢan yük değiĢimi gösterilmiĢtir. Kuvars kristallerin bu özelliğinden 

pek çok doğru ve duyarlı analitik cihaz yapılmasında yararlanılmaktadır. 

Piezoelektirik sensörlerin en önemli uygulaması ise ―Kuvars Kristal Mikroterazi‖ 

(QCM) dir. 

Kuvars kristali, silikon ve oksijenden elde edilir ve SiO2 kimyasal formülüne 

sahiptir. Ticari olarak kullanılan baĢlıca piezoelektrik maddesi kristalin kuvarsdır 

(silikon oksit). Üç boyutlu simetrik bir eksene sahiptir ve merkezi bir simetriye sahip 

değildir. Gerilimden yoksun olması oksijen ve silikon atomlarının hareketine neden 

olur. Bu deformasyon, Ģarj merkezlerinin ve elektrik polarizasyonunun ayrılması ile 

sonuçlanır. Kuvars kristal elektriksel, mekanik ve kimyasal özellikleri nedeni ile 

ticari piezoelektrik malzemelerin en kullanıĢlısıdır (75) . 
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ġekil 2.6. Piezoelektrik etkinin Ģematik gösterimi 

 

 

ġekil 2.7. Kuvars kristal 

 

Kuvars kristal (ġekil 2.7), kimyasal doğasına, Ģekline, boyutuna ve kütlesine 

bağlı olan doğal bir titreĢim frekansına sahiptir. Kristalin kırılmasının rezonans 

frekansı üzerinde bir etkisi vardır (76) . Kuvars kristali, karĢılıklı olarak mekanik 

enerjiyi elektrik enerjisine dönüĢtürme yeteneğine sahiptir. Bir piezoelektrik kuvars 

kristal rezona törü, kuvarsin tek kristalinden kesilmiĢ bir parçadır. Kuvars kristal 

birimine periyodik bir voltaj uygulandığında kuvars kristal var olan voltajın 
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frekansında titreĢim yaratabilir. QCM temel olarak bir frekans sayacı, gerilim 

kaynağı ve bir osilatör devreden oluĢur. Temel rezonans frekansları ağırlıklı olarak 

5-30 MHz aralığındaki kuvars plakalar QCM‘in temel bileĢenidir (77) . Ġki metal 

elektrot arasına sandviç edilmiĢ bu kuvars plakalar ters yönde sıyırma modu (TSM) 

rezonatörler olarak adlandırılır (78) . Metal elektrotlar altın, gümüĢ, aluminyum veya 

nikel olabilir. Piezoelektrik uygulamalarında kullanılan kristaller genellikle 10-16 

mm boyutlarında, yaklaĢık 0.15 mm kalınlığında disk, kare veya dikdörtgen 

Ģeklindedir. Rezonans frekansları 5, 9 veya 10 MHz olan kuvars kristaller tercih 

edilir (ġekil 2.8) (79) . 

 

 

ġekil 2.8. QCM sensör yüzeyinin görüntüsü 

 

Piezoelektrik dedektör özelliğinin sağlanması için kuvars kristaller belli bir 

açıyla kesilir (ġekil 2.9). Kristal yapının karakteristik düzlemi ile kesme tabakasının 

arasındaki açı AT ve BT kesmelerde sırasıyla 35˚15ʹ ve -49˚00ʹ dır (80) . 

Kristollagrafik eksene bağlı olan kuvars kristal düzleminin yönlenimindeki küçük bir 

değiĢiklik, rezonans türünü değiĢtirmez. Bununla birlikte kristallografik yönlenim ve 

rezonans frekansı ısı ve gerilimin etkisine karĢı aĢırı duyarlıdır (81) . Bundan dolayı 

bu oryantasyonda kesilirler. Piezoelektrik uygulamalarında genellikle AT-kesme 

kristaller kullanılır. Standart AT-kesimli kuvars kristalinin avantajı oda sıcaklığı 

civarındaki sıcaklıklarda neredeyse sıfır frekans değiĢimine sahip olmasıdır. Bu oda 

sıcaklığında iĢlem yapılabilmesi için rezonatör gerektiren uygulamalar için oldukça 

fazla tercih edilen bir özelliktir. 
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ġekil 2.9. AT-BT kesim kuvars kristal düzlemi 

 

Kuvars kristal mikroterazi piezoelektrik etkiye sahip özel biçimde kesilmiĢ 

kristal rezonatörler (doğal ya da sentetik kuvars kristalden belli açıyla kesilmiĢ parça) 

içerir (ġekil 2.10). Alternatif bir elektrik alan uygulaması kristal yığın yapısında 

mekanik strese yol açar ve kuvars kristalin iki yüzeyi birbirine paralel yönlerde 

hareket eder. Salınan elektrik alan kristal boyunca yayılan akustik bir dalga oluĢturur 

ve rezonatörün kalınlığının akustik dalga boyunun yarım katları olması halinde 

minimum dirençle karĢılaĢırlar. OluĢan akustik dalga kristal yüzeyine dik yönde 

yayılır (ġekil 2.11) (82,83) . 

 

 

ġekil 2.10. Kayma deformasyonu (Yüzey hareketi) 
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ġekil 2.11. Akustik dalga yayılma modu 

 

QCM özel bir biçimde kesilmiĢ kuvars kristaller içerir. Bu kuvars kristal 

piezoelektrik etkiye sahiptir. QCM aparatları genellikle kuvars elektrot, osilatör ve 

PC yüzeyler arası frekans sayıcıdır. Alternatif, yüksek akımlı bir elektrik alan 

uygulanmasıyla, QCM mekanik rezonans modunda salınım yapar. Kütle hassasiyeti 

kristalin toplam kütlesi üzerindeki osilasyon frekansına bağlı olarak ortaya çıkar. 

Çözelti ile temas eden rezonatör (bu genellikle kuvars kristaldir) oldukça kararlı 

sinyal veren bir elektronik devreye bağlıdır. Rezonatör üzerindeki herhangi bir 

değiĢiklik osilasyon frekansında ani bir değiĢime neden olur. Elektrot üzerindeki 

kütle birikiminin neden olduğu frekans değiĢimi Sauerbrey eĢitliğinden elde edilir. 

 

               (2.1) 

 

EĢitlik 2.1 sadece rezonatör üzerinde biriken ince katı tabakalar için geçerlidir. 

BaĢlangıçta, QCM ölçümleri katı faz ölçümler için kullanılmıĢtır. Fakat uygun 

salınım (osilatör) devrelerinin geliĢtirilmesiyle sıvı fazda da ölçümler yapmak 

mümkün hale gelmiĢtir (84) . Sıvının yoğunluğu (ρ1), viskozitesi (η1) ve kuvars 

kristal rezonatörün frekansı arasındaki iliĢkiyi açıklayan eĢitlik (2.2) Kanazawa ve 

Gordon tarafından türetilmiĢtir (85) .  
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                                         (2.2) 

 

Ġki tabakalı bir sistemde frekans değiĢimi, tüm değiĢimlerin toplanması ile 

eĢitlik 2.3 yardımıyla hesaplanır. 

 

         (2.3) 

 

fo (Hz), rezonans frekansı;  

Fq, (Fq = 1/4 fo dq) (Hz cm
2
/ng), kristalin frekans sabiti;  

ρq (g/cm
3
), yoğunluğu;  

Ael (mm
2
), kristal rezonatörün elektrot boyutu; 

 q1 (g/cm
3
), sıvının yoğunluğu;  

η1 (kg/m/s), sıvının viskozitesini ifade etmektedir. 

 

QCM‘in kimyadaki uygulamaları oldukça geniĢtir. Örneğin toksik gaz 

sensörü olarak, modifiye metal yüzeylerinde, antijen/antibadi etkileĢimleriyle 

spesifik molekül tayinlerinde kullanımı son zamanlarda oldukça popüler hale 

gelmiĢtir. QCM uygulamaları içinde kütlenin yanı sıra yoğunluk, elastiklik, viskozite 

ve kiralite tayinleri de yer alır. Genellikle sıvı ortamda gerçekleĢtirilen QCM sensör 

uygulamalarında, analiz edilecek sıvının yoğunluğu ve viskozitesi titreĢen kristalin 

rezonant davranıĢını etkiler ve böylelikle sensör tarafından ölçüm gerçekleĢtirilmiĢ 

olur (86) . Cihazların en önemli özelliği çalıĢmalarda bir elektrokimyasal reaksiyon 

süresince yüksek kütle hassasiyeti göstermesidir. Elektrokimyasal kuvars kristal 

mikroterazi türleri, araĢtırmacılara metal elektrodun üst kısmına potansiyel 

uygulamasına izin verir. Böylelikle bir elektrokimyasal hücre oluĢturulur ve 

elektrokimyasal reaksiyonların incelenmesi ve elektron transfer süreçlerinin 
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incelenmesi mümkün olur. Bu tekniğin kullanımının oldukça kolay olması ve temel 

ekipmanlarının pahalı olmaması diğer avantajlarındandır (87) . Piezoelektrik 

kristallerin analitik alanda ilk uygulaması 1964 yılında King tarafından geliĢtirilen 

ticari piezoelektrik dedektörü olmuĢtur (88) . King‘in piezoelektrik dedektörü ile 0.1 

ppm‘e kadar nem tayin edilebilmiĢtir. Sonraki yıllarda birçok benzer sensör 

sistemleri geliĢtirilmiĢtir. Enzimler ve antibadiler gibi biyolojik kaplamaların 

kullanımı ilk piezoelektrik (Pz) sensör geliĢimden sonra ortaya çıkmıĢtır. Ġlk Pz 

immünosensör 1972 yılında Shons ve diğ. tarafından geliĢtirilmiĢtir (89) . Sensör 

yüzeyine immobilize edilmiĢ 29 antibadilerin kullanıldığı QCM immünosensörler, 

HIV virüsünün de dahil olduğu pek çok analitin tayini için kullanılmıĢtır (90-95) . 

Antibadi immobilizasyonu yanında Protein-A kaplı kristal yüzeylerde pestisitlerin, 

bakterilerin, virüslerin ve diğer pek çok analitin tayininde kullanılmıĢtır (80) . 

Metakrilat temelli polimerlerin kaplanması ile geliĢtirilen sensörler insan IgM ve α-

fetoprotein tayininde kullanılmıĢtır (96) . Hibridizasyon sonucunda kütle artıĢını 

algılayan piezoelektrik DNA sensörü ilk olarak Fawcett ve diğ. tarafından 

geliĢtirilmiĢtir (97) . Bu bağlamda, ilk rapor edilmesini takip eden 50 yıllık zaman 

sürecinde QCM temelli sensörler araĢtırmacıların gözde konularından biri olmuĢtur. 

Bu kapsamda; çok sayıda analit için farklı yaklaĢımlar uygulanarak sensörler 

geliĢtirilmiĢ ve konuyla ilgili çalıĢmalar artarak devam etmektedir. Moleküler 

baskılanmıĢ polimerlerin (MIP) sahip olduğu yüksek seçicilik, kimyasal ve mekanik 

kararlılıkların yanında kolay üretilmeleri MIP temelli QCM sensörleri klinik teĢhis 

(98,99) , çevresel izleme (100) ve enantiyomerik ayırma uygulamalarında (101) 

yaygın olarak kullanılmalarına neden olmaktadır. ġener ve diğ. lizozimin eĢ zamanlı 

tayini için MIP temelli QCM nanosensörler hazırlamıĢlardır. Vucutta lizozim 

deriĢiminin artması bazı hastalıkların (menenjit, lösemi ve bazı böbrek hastalıkları) 

teĢhisine olanak sağlamaktadır. Tayin limiti 1.2 ng/mL olarak bulunmuĢtur. Aynı 

zamanda sensörün etkinliği birçok proteini barındıran yumurta akıyla test edilmiĢtir 

(31) . DNA sekansındaki tek bazın değiĢiminin pek çok kanser türünün çıkıĢ noktası 

olduğu rapor edilmiĢtir. Bu bağlamda, Say ve diğ. timin tayini için MIP temelli QCM 

sensörler hazırlamıĢlardır (102) . Benzen, mineral tozlar gibi çevresel kirleticiler 

veya sigara kullanımının, kanser ve kemoterapinin insanlarda 8-hidroksi-2-

deoksiguanozin (8-OhdG) oluĢumuna sebep olduğu rapor edilmiĢtir. 8-OHdG gibi 
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yükseltgenmiĢ bazlar oksidatif DNA hasarları için biyoiĢaret olarak kullanılmaktadır. 

Bu amaçla Say ve diğ. 8-OHdG tayini için MIP temelli QCM sensörler 

hazırlamıĢlardır (102) . 

 

2.5.2. Elektrokimyasal Sensörler 

Elektrokimyasal dönüĢtürücülerden oluĢmuĢ biyomimetik sensörler ve 

moleküler baskılanmıĢ polimerler gitgide dikkat çeken ve daha sık kullanılan 

sensörler haline gelmiĢtir (103) . Elektrokimyasal sensörlerle çevresel, klinik, 

biyolojik birçok analitin yüksek seçicilikle analizi mümkündür. Hassas, ucuz, 

elektrotların sensör sistemine uygulaması kolay, birçok analitin analiz edilebilir 

olması gibi nedenlerden ötürü tercih edilen sensörlerdendir. Elektrokimyasal 

sensörler tıbbi ve klinik, çevresel ve endüstriyel analizlerde önemli rol oynamaktadır. 

Yapılan elektrokimyasal ölçümler amperometrik, voltametrik, potansiyometrik ve 

kondüktometrik olabilir (104-109) . Bu çeĢitli yollardan birçok farklı uygulamada 

yararlanıldığından moleküler baskılanmıĢ polimerler kullanılarak sensör üretiminde 

elektrokimyasal dönüĢtürücüler önemli hale gelmiĢtir. Triazin herbisitler, endokrin 

bozucu kimyasallardan bisfenol A (BPA) gibi önemli toksik bileĢiklerin MIP‘ler 

kullanılarak yapılan elektrokimyasal sensörlerle tespiti mümkün hale gelmiĢtir (103) . 

Elektrokimyasal sentezin MIP teknolojisine uygulanması dikkat çeken bir 

yöntemdir. Bu yöntemden ilk defa 1995 yılında nitrat seçici potansiyometrik sensör 

yapımında faydalanılmıĢtır (103) . Pirolün, NaNO3 varlığında polimerizasyonu ile 

nitrat iyonlarına özgül boĢluklar içeren polimer film oluĢturulmuĢtur. Bu moleküler 

baskılanmıĢ elektrokimysal sensörün nitrata, perklorat ve iyodüre göre dört kat daha 

fazla seçici olduğu tespit edilmiĢtir (110) . Yapılan bir çalıĢmayla atrazin tayini için 

elektrokimyasal sensör yapılmıĢtır. Atrazin sensör çipi, altın yüzeyde metakrilik asit 

ve EDMA varlığında doğrudan polimerizasyonla sağlanmıĢtır. MIP yapımında LiCl 

elektrolit olarak kullanılarak atrazinin elektrokimyasal indirgenmesi sağlanmıĢtır. 

Tayin aralığının 1 ila 10 µM arası atrazin olduğu tesbit edilmiĢtir (103) . Atrazinle 

ilgili yapılan baĢka bir çalıĢmada ise atrazin baskılanmıĢ ince polimer filmleri 

hazırlanmıĢ ve 50 nM‘ a kadar düĢük miktarda atrazin tespit edilebildiği bildirilmiĢtir 

(111) . 
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Elektrokimyasal sensörlerde kullanılan iletken polimerlerin elektrokimyasal 

tekniklerle elde edilmesi kolay olmasına rağmen polimerlerin fiziksel ve kimyasal 

özellikleri polimerizasyonda kullanılan çözücü, destek elektrolit, elektrot malzemesi 

ve elektropolimerizasyon potansiyeline bağlı olarak değiĢir.  

 

2.6. Voltametri 

Elektroanalitik yöntemlerde, elektrot-çözelti sistemine bir elektriksel etki 

yapılır.  Yapılan bu elektriksel etkiye sistemin verdiği cevap ölçülür. Elektroanalitik 

yöntemler elektrot tepkimelerinin mekanizmalarının belirlenmesi, elektrokimyasal ve 

kimyasal tepkimelerin kinetiklerinin ve adsorpsiyon olaylarının incelenmesi, denge 

sabitlerinin ve difüzyon katsayısının bulunması, nicel ve nitel analizler gibi kimyanın 

pek çok alanında kullanılmaktadır.  

Elektroanalitik yöntemler genel olarak ikiye ayrılır. Ġlki net akımın sıfır 

olduğu denge durumundaki durağan yöntemler; ikincisi ise denge durumundan 

uzakta net akımın gözlendiği dinamik yöntemlerdir. Elektroanalitik tekniklerin 

büyük bir kısmını net akımın sıfır olmadığı dinamik yöntemler oluĢturur. Bunlar da 

potansiyel kontrollü, akım kontrollü ya da yük kontrollü yöntemlerdir. 

Voltametri potansiyel kontrollü bir teknik olup çalıĢma (indikatör) 

elektrodunun polarize olduğu Ģartlarda potansiyel ve akım parametreleri arasındaki 

iliĢkiyi inceleyen tekniktir. Burada oluĢan akım potansiyelin bir fonksiyonudur ve 

analitle ilgili bilgi verir. Voltametride üçlü elektrot sisteminden faydalanılır. 

Referans elektrot; potansiyeli deney süresince sabittir. Genellikle Ag/AgCl veya 

doymuĢ kalomel elektrotlar kullanılır. 

Çalışma (indikatör) elektrot; polarize edilebilen, zamanla potansiyeli değiĢtirilen 

elektrotlardır. Civa, platin, altın, paladyum, karbon elektrot (grafit, karbon pasta 

elektrot, camsı karbon, karbon elektrot) gibi elektrotlar yaygın olarak 

kullanılmaktadır. 

Karşıt (yardımcı) elektrot; elektriğin güç kaynağından çözeltinin içinden geçerek 

çalıĢma elektrotuna  aktarılmasını sağlayan elektrotlardır. KarĢıt elektrot olarak ise 

genellikle Pt tel kullanılır. 

Bu sistemde, potansiyel, çalıĢma elektrodu ile referans elektrot arasına 

uygulanır ve çalıĢma elektrodu ile karĢıt elektrot arasındaki akım ölçülür. Akım, 
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çalıĢma elektrodu üzerinde maddelerin indirgenmesi veya yükseltgenmesi ile oluĢur. 

Katodik ve anodik olmak üzere iki tür akım oluĢur. Katodik akım indirgenmeden 

dolayı oluĢan akıma, anodik akım ise yükseltgenmeden dolayı oluĢan akıma denir. 

Bir voltametrik yöntemde çalıĢma elektrodu damlayan civa elektrodu (DCE) 

ise yöntem polarografi adını alır. Damlayan civa elektrodu 0,05 - 0,08 mm iç çaplı 

bir kılcal cam borudan damlayan civadan oluĢur. ġekil 2.12‘de normal polarografide 

gözlenen akım –potansiyel eğrisi gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 2.12. Doğru akım polarogramları (a) Elektroaktif maddenin polarogramı, (b) 

                   destek elektrolit polarogramı 

 

Yukarıdaki poloragramda görülen sınır akımı  belli bir potansiyel değerinden 

sonra akımın sabit kaldığı bir değere ulaĢtığı akımdır. Elektrot üzerinde henüz 

reaksiyon olmadığı zaman küçük de olsa gözlenen akıma artık akım denir. Sınır 

akımı ile artık akım arasındaki yükseklik ise dalga yüksekliğidir. Elektroaktif 

maddenin deriĢimi arttıkça dalga yüksekliği de doğrusal olarak arttığından 

polarografi kantitatif tayinlerde kullanılabilmektedir. 
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2.6.1. DönüĢümlü Voltametri 

Bu teknik elektrokimyasal teknikler içinde en yaygın kullanılan tekniktir. 

DönüĢümlü voltametri (CV) yönteminde çalıĢma elektroduna uygulanan potansiyel 

kontrol edilir ve hücreden küçük bir akım geçer. Bu nedenle CV, potansiyel 

kontrollü sabit elektrot voltametri yöntemidir. DönüĢümlü voltametride Ep akımın 

maksimum olduğu noktadaki pik potansiyelidir. Bu teknikte tarama hızı (v) olarak 

adlandırılan potansiyelin zamanla doğrusal olarak değiĢimi uygulanır. Belli bir 

potansiyelden sonra ilk tarama yönünde tarama yapılır. Elektrot mekanizmalarının 

incelenmesinde, adsorpsiyon olayının araĢtırılmasında, maddelerin miktar 

tayinlerinin yapılmasında ve kinetik çalıĢmalarda kare dalga voltametrisi ve 

polarografisi, sıyırma voltametrisi, kronoamperometri teknikleri gibi CV tekniği de 

sıklıkla kullanılır. Uygulanan potansiyelin zamanla değiĢim grafiği ġekil 2.13‘ de 

görülmektedir. Potansiyel taraması bir E1 baĢlangıç potansiyeli ve E2 potansiyeli 

arasında yapılırsa yöntem doğrusal taramalı voltametri (LSV) adını alır. LSV 

analitik çalıĢmalar için uygun bir metotdur. E2 potansiyeline ulaĢtıktan sonra aynı 

tarama hızıyla ilk tarama yönüne göre ters yönde tarama yapılırsa yöntemin adı 

dönüĢümlü voltametri olur. 

 

 

ġekil 2.13. Doğrusal taramalı (a) ve dönüĢümlü voltametri tekniklerinde (b)  

                           potansiyel taramasının zamanla değiĢimi 
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Tersinir Reaksiyonların Dönüşümlü Voltamogramı 

Elektrot reaksiyonu, 

 

 

O + ne
-
               R 

 

 

Ģeklinde olduğu durumlarda baĢlangıçta çözeltide yalnızca O maddesi bulunduğu 

varsayılır. Eğer gerçekleĢen tek kimyasal reaksiyon, elektron aktarımı iseve elektrot 

yüzeyinde adsorpsiyon olayı meydana gelmiyor ise i – E grafiği pik Ģeklinde gözlenir. 

Pik yüksekliği tarama hızı arttıkça artar. Potansiyel taraması geriye doğru 

yapıldığında tarama hızlı ise elektrot yüzeyinde yeteri kadar R bulunduğundan, E
o
 

değerinden itibaren daha pozitif potansiyellerde R yükseltgenmeye baĢlayacaktır. R 

yükseltgenmeye baĢlayıp ters taramada anodik pik oluĢacaktır. Bu sırada E
o
 değerine 

kadar O indirgenmeye yani R oluĢmaya devam edecektir. Ters taramada potansiyel 

pozitifleĢtikçe Nernst eĢitliğine göre R yüzey deriĢimi azalacak ve yeteri kadar 

pozitif değerlerde sıfıra gidecektir. Ters taramada potansiyel pozitifleĢtikçe Nernst 

eĢitliğine göre R yüzey deriĢimi azalır ve yeteri kadar pozitif değerlerde sıfıra gider. 

Deney sırasında yüzeyde oluĢan R çözeltiye doğru difüzlenir. Bu yüzden ters tarama 

akımı katodik akımdan biraz daha düĢük olur. Bundan dolayı ters pik akımı (anodik 

akım) katodik akımdan biraz daha düĢük olur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
kf 

kb 
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ġekil 2.14. Tersinir bir sisteme ait CV voltamogramı 

 

ġekil 2.14‘de verilen tersinir bir O + ne
-
 ↔ R  reaksiyonunun dönüĢümlü 

voltamogramı aĢağıdaki gibidir. Tersinir sistemlerde bütün potansiyellerde elektron 

aktarım hızı kütle aktarım hızından büyük olduğu için elektrot yüzeyinde Nernst 

eĢitliği geçerlidir. 

 

                                         
(2.4) 

 

Tersinir bir elektrot  reaksiyonunun pik akımı ise 25°C sıcaklıkta Randles – 

Sevcik eĢitliği ile gösterilir.  

 

ip = (2.69 × 10
5
) n

3/2 
A C0 D

1/2 
v

1/2 
                                             (2.5) 

 

ip: Pik akımı, Amper 

Do: O türünün difüzyon katsayısı, cm
2
/s 

v: Tarama hızı, V/s 

Co: O türünün ana çözelti deriĢimi, mol/cm
3 
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n: Aktarılan elektron sayısı 

 

 CV verileri ile bir reaksiyonun tersinirlik testi yapılabilir. Eğer ip – v
1/2 

grafiği 

doğrusal ise ve orjinden geçerse sistem tersinirdir. Buna ilaveten bir sistemin tersinir 

olup  olmadığı Ģu özelliklerin bulunmasıyla tespit edilir. 

 

1. ip – v
1/2 

grafiği doğrusal olmalıdır. 

2. Ep
k
 – Ep

a
 = 59/n mV veya Ep – Ep/2 = 57/n mV olmalıdır. 

3. Ep, tarama hızı ile değiĢmemelidir. 

4. ip
a
/ip

k
 = 1 olmalıdır. 

5. Ep‘ten daha negatif potansiyellerde i
2
, t ile orantılı olmalıdır (112) . 

 

ip : Akım, Amper
 

v: Tarama hızı, V/s 

Ep
k
: Katodik pik potansiyeli, mV 

Ep
a
: Anodik pik potansiyeli, mV 

ip
a
: Anodik pik akımı, Amper 

ip
k
: Katodik pik akımı, Amper 

t: Zaman 

 

Tersinmez Reaksiyonların Dönüşümlü Voltamogramı 

Tersinmez sistemlerde elektron aktarım hızı yeteri kadar büyük olmadığından 

elektrot yüzeyinde Nernst eĢitliği geçerli değildir. Bu durumda CV voltamogramı 

tersinir durumdan farklıdır. Tamamen tersinmez bir sistemde genellikle ters tarama 

piki (anodik pik) gözlenmez. Ancak dikkat edilmesi gereken bir husus vardır ki o da; 

anodik pikin gözlenmeyiĢi mutlaka elektron aktarım basamağının tersinmez 

olduğunu göstermez. ġöyle ki elektron basamağını takip eden çok hızlı bir kimyasal 

reaksiyonda oluĢan ürün hızlı bir Ģekilde baĢka maddeye dönüĢür. Bu da ters 

taramada yükseltgenme gözlenmemesine neden olabilir. 

Tersinmez durumlarda tarama hızı çok düĢük olduğunda elektron aktarım hızı 

kütle aktarım hızından daha yüksek olur. Bu da sistemin tersinir gibi gözlenmesine 

neden olur. Tarama hızı arttıkça kütle aktarım hızı elektron aktarım hızı ile aynı 
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seviyeye gelir. Bu durumda tarama hızı arttıkça anodik ve katodik pik potansiyelleri 

birbirinden uzaklaĢır (ġekil 2.15). Tersinir durumda Ep
k
, tarama hızının bir 

fonksiyonu değildir. Ancak tersinmez durumda Ep
k
, v ile değiĢir. Tersinmez elektron 

aktarım reaksiyonlarında standart hız sabiti, tersinir reaksiyonlardakine göre daha 

küçüktür.  

 

 

ġekil 2.15. Katodik ve anodik pik potansiyellerinin birbirinden uzaklaĢması. v; (a)  

                      0.13 V/s (b)1.3 V/s; (c) 4.0 V/s;  (d) 13.0 V/s 

 

DönüĢümlü voltametri ile bir reaksiyonun tersinmez olduğunu tespit etmek 

için Ģu özelliklerden faydalanılır (113) .  

 

1. Anodik pik gözlenmez. 

2. ip
k
, tarama hızının karekökü ile doğru orantılı olarak değiĢir. 

3. Ep
k
 kayması tarama hızındaki 10 kat artmada 30/αcnα kadardır. 

4. |Ep – Ep/2| = 48/(αcnα) mV 

 

αc: Elektron transfer katsayısı 
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nα: Aktarılan elektron sayısı 

 

Yarı Tersinir Reaksiyonların Dönüşümlü Voltamogramı 

Yarı tersinir reaksiyonlarda akım hem difüzyon hızı hem de elektron aktarım 

hızı ile birlikte kontrol edilir. Tersinir, yarı tersinir ve tersinmez durumlar için akım, 

tarama hızının kareköküne karĢı grafiğe geçirilirse ġekil 2.16‘daki gibi bir grafik 

elde edilir. 

 

 

ġekil 2.16. DönüĢümlü voltametride  pik akımının tarama hızının karekökü ile 

                        değiĢimi 

 

Tarama hızındaki artıĢ ile sistemin tersinir durumdan tersinmez duruma geçiĢi 

görülmektedir. DönüĢümlü voltametride bir sistemin yarı tersinir olup  olmadığı Ģu 

özelliklerin bulunmasıyla tespit edilir (113) .  

 

1. ip, v
1/2 

ile artar ancak doğrusal değildir. 

2. Ep
k
, tarama hızı ile değiĢir bu değiĢme genellikle tarama hızının artması ile negatif 

değerlere kayma yönündedir. 

3. ip
a
/ip

k
 = 1 olmalıdır. (α = 0.5 ise) 

4. Ep
k
 – Ep

a
 farkı düĢük tarama hızlarında 59/n‘e yaklaĢmalıdır. 
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2.6.2. Kare Dalga Voltametrisi 

SWV hem teorik hem de cihaz bakımından  Barker tarafından geliĢtirilmiĢtir. 

Hızlı ve duyarlı bir yöntem olan kare dalga voltametrisinin sabit elektrotlarda 

potansiyel-zaman dalga Ģekli ġekil 2.17‘de görülmektedir (114,115) . 

 

 

ġekil 2.17. Kare dalga voltametrisi için potansiyel-zaman dalga Ģekli ve akım 

        ölçümü; ∆Es : adım yüksekliği, Esw : puls genliği, τ : periyot 

 

ġekilden de görüldüğü üzere dalga Ģekli, simetrik kare dalgalardan oluĢan 

merdiven görünüĢündedir. Potansiyel-zaman dalga Ģeklini oluĢturan bu simetrik kare 

dalgalardan, bir kare dalganın tamamlanma süresi olan periyot, τ ile gösterilir ve 

yaklaĢık 5 ms civarındadır. Birbirini takip eden kare dalgalar arasındaki yükseklik 

farkı basamaklı adım yüksekliği (sinyalin potansiyel basamağı) dir ve ΔEs ile 

gösterilir. Bu da genelde ΔEs 10 mV‘dur.  Herbir dalganın alt ve üst noktaları 

arasındaki farkın yarısına kare dalga genliği (Esw) denir. Puls geniĢliği (tp) ise τ/2‘ye 

eĢittir. Genellikle periyot yerine 1/τ‘a eĢit olan frekans (f) kullanılır. Frekansın 

artması ve buna bağlı olarak periyodun azalması ile kare dalga pik akımı ve 

hassasiyet artar. Kare dalga voltametrisinde deneysel parametrelerin genellikle 

seçildiği aralıklar; frekans 10 ≤ f ≤ 1000 Hz ve periyod 1 ≤ τ ≤100 ms Ģeklindedir. 
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Basamaklı adım yüksekliği ise aktarılan elektron sayısına (n) bağlı olarak ΔEs 

= 10/n mV eĢitliğinden bulunarak kullanılır. Esw  ise genelde 50/n mV‘dur. 

Kare dalga voltametrisinde akım ölçümleri ileri ve geri pulsların sonuna 

doğru ts kadar bir zaman aralığında yapılır. Ġleri puls için ölçülen akım i1, geri puls 

için ölçülen akım i2 olmak üzere her bir kare dalganın net akımı Δi = i1 – i2‘ye eĢittir. 

Bu net akım (Δi) ileri fark akımı olarak adlandırılır. Δi farkı potansiyele karĢı grafiğe 

geçirildiğinde voltamogram tek pik Ģeklinde elde edilir (ġekil 2.18). 

 

 

ġekil 2.18. Tersinir bir reaksiyon için uyarma sinyaline akım cevabı, A , (i1) ileri 

                       akım; B, (i2) ters akım; C, (i1 – i2) akım farkı 

 

OluĢan pik potansiyeli de polarografik yarı dalga potansiyeline karĢılık gelir. 

Kare dalga voltametrisinde ölçüm son derece hızlı yapılır. Tarama hızı, frekans ve 

periyot ile adım yüksekliğine bağlı olarak aĢağıdaki gibi belirlenir. Belirlenen bu 

tarama hızına etkin tarama hızı (ETH) denir.  
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ETH = f ×ΔEs = 1/τ × ΔEs                                                         (2.6) 

 

ΔEr kadar bir potansiyel aralığında tarama yapmak için sadece τ (ΔEr/ΔEs) 

kadar bir zaman gereklidir. Uygun frekansların seçimi ile deney süreleri çok 

azaltılabilir. Örneğin n = 1 iken ΔEs = 10 mV ve f = 200 Hz (τ = 1/200) ise, ETH = 2 

V/s‘dir. 500 mV‘luk (ΔEs) bir potansiyel aralığını tarayabilmek için gerekli olan süre 

sadece 0.25 s‘dir. Bu da birkaç voltametrik taramanın sinyal ortalaması alınarak 

analizin kesinliğinin arttırılmasını mümkün kılar. Bu yöntemin tayin sınırları 10
-7

 ile 

10
-8

 M arasındadır. Bu nedenle bu teknik en hassas ve hızlı elektroanalitik teknikler 

arasındadır. Bundan dolayı SWV hızlı taramalı teknik olarak tanımlanır. 

 

2.7. Elektrokimyasal Ġmpedans Spektroskopisi (EIS) 

Elektrokimyasal impedans ölçümleri, frekans değiĢimlerine bağlı olarak 

yapıldığı için elektrokimyasal impedans spektroskopisi adını almıĢtır. Bu teknik, 

elektrokimyasal sistemlerin incelenmesinde çok kullanılan güçlü bir tekniktir. Hassas 

bir teknik olmasının yanı sıra, modifiye yüzeydeki moleküllerin zarar görmeden 

karakterize edilmesini sağlar. Çünkü uygulanan potansiyelin genliği oldukça 

düĢüktür. CV tekniğinde oldukça büyük bir potansiyel aralığı kullanıldığı için 

yüzeyin hasar görme riski vardır. Kullanım alanları; 

- Korozyon çalıĢmaları  

- Film yüzeylerin karakterizasyonu 

- Piller  

- Yarı iletken elektrotlar  

- Sensörler 

- Biyolojik sistemlerin incelenmesi 

Ģeklinde sıralanabilir. Bu tekniğin en önemli avantajı, elektrokimyasal sistemlerin 

denge halinde incelenmesidir. Voltametrik tekniklerin çoğunda sistemin denge 

durumu bozulur. Çünkü elektrokimyasal sistemlere bir sinyal gönderilir ve cevabı 

ölçülür. Ancak EIS‘de sisteme gönderilen sinyal düĢük genlikli bir potansiyelidir. 

Uygulanan potansiyel genellikle E0 = 5 mV civarındadır. Sistemin denge durumu 

bozulmaz. Uygulanan potansiyel sinüs dalgasıdır. Bu potansiyelde frekans değiĢimi 

ile impedans ölçümü yapılır (116) .  
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E; t anındaki potansiyeldir ve E0 genlik, ω açısal frakans (rad/s) ve t zamanı 

ifade etmek üzere;   

 

E = Eo sinωt                                                                                                               (2.7) 

 

Ģeklinde ifade edilir. Açısal frekans ise; 

 

ω = 2πf                                                                                                                      (2.8) 

 

Ģeklinde ifade edilir. Burada f, frekanstır (Hz). Sinozoidal potansiyele sistemin 

verdiği akımın cevabı da sinüs dalgasıdır. Bu dalga potansiyel dalgası ile aynı 

frekanslıdır. Ancak aralarında φ faz farkı vardır.  

 

I = I0 sin(ωt + φ)                                                                                                        (2.9) 

 

Burada,  

I: t anındaki akım (A); I0: akım genliği (A) ve φ: faz kaymasıdır. Sinüs eğrisi ve 

fazör diyagramı ġekil 2.19‘da gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 2.19. Fazör diyagramı ve sinüs eğrisi 

  



 45 

E ve I aynı frekanslarda dönen iki ayrı fazördür. Aralarında φ kadar açı vardır. 

I, E‘yi φ kadar faz farkıyla geriden takip eder. DC devrelerinde Ohm kanunu‘na 

benzer Ģekilde E/I oranı impedans (Z) olarak adlandırılır. DC devrelerinde bu oran 

dirençtir. Normal bir direnç (R) için Ohm kanunu (R = E/I) geçerlidir. Direnç değeri, 

uygulanan potansiyel frekansına bağlı değildir. Uygulanan potansiyel ile oluĢan akım 

aynı fazdadır. Ġmpedans dirençten daha genel bir ifadedir ve frekansa bağlıdır. 

 

 2.8. Elipsometri 

Elipsometri yöntemi, çok hassas optik ölçümlere dayanan, yüzeyi tahrip 

etmeyen biryöntemdir. Yüzeyin optik özellikleri hakkında bilgi edinmek için 

yaklaĢık yüz yıldır kullanılmaktadır. Elipsometri genel itibariyle polarize bir dalga 

vektörünün polarizasyon halinin ölçülmesine dayanan bir tekniktir. Yüzeye polarize 

bir ıĢık gönderilir ve ıĢık demetinin yüzeyden yansıması sağlanır. Yüzey ince bir 

filmle kaplanırsa, film ve substrattan yansıyan ıĢığın polarizasyonu değiĢir. Bu 

özelliği ile elipsometri tekniği, film kalınlığı ve filmin optik özelliklerini incelemede 

sıkça kullanılır. Elipsometre adı elipsten gelir. Elips polarizasyonu, elektrik alan 

vektörünün elips yörüngesi boyunca hareketinden kaynaklanır. Elipsometrenin temel 

bileĢenleri,ıĢık kaynağı, polarizasyonu belirleyen bazı optik bileĢenler ve 

dedektörden oluĢur. Son yıllarda görüntüleme tekniği kullanılarak klasik 

elipsometrelere oranla daha hassas ölçümler almak mümkün olmaktadır. Ölçüm 

yapılacak bölge, bilgisayar monitöründen çoklu bölgeler halinde seçilerek iĢaretlenir 

ve ortalama ölçüm değerleri elde edilebilir. 

Gelme düzlemine paralel polarize olan yansıma genliğinin (Rp) dik polarize 

yansıma genliğine (RS) oranlanması ile elipsometrik Ψ parametresi ifadesi elde edilir.  

 

tanΨ =  Rp/RS                                                                                                                                                              (2.10) 

 

Ġkinci elipsometrik parametre olan Δ, Rp ile RS arasındaki faz farkı olmak 

üzere;  

 

Δ = ΔRp - ΔRS                                                                                                         (2.11) 
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Δp ve Δs, Rp ve RS‘nin fazlarıdır. Bu parametrelerden yararlanarak 

elipsometrik oran aĢağıdaki Ģekilde ifade edilir; 

 

ρ =(Rp/RS e
i(Δp-ΔS) 

= tanΨ e
iΔ

                                                                                   (2.12) 

 

Bu denklem filmin optik sabitleri arasındaki iliĢkiyi gösterir. ġekil 2.20‘de bir 

elipsometrede bulunan bileĢenler görülmektedir. 

 

 

ġekil 2.20. Elipsometreyi meydana getiren bileĢenler 

  

2.9.Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM) 

AFM katı yüzeylerin atomik boyutta incelenmesini sağlar. Numune raster 

düzeyinde ince ve hassas bir uç (tip) ile taranır. Tip ile yüzey raster Ģeklinde 

taranırken, kuvvete duyarlı ucun bağlı olduğu denge çubuğu ile yüzey arasındaki 

küçük kuvvet değiĢmeleri, denge çubuğunda küçük oynamalara sebep olur ve bu 

durum optik sistemlerle algılanır. Bu Ģekilde yüzeyden topografik bilgiler alınır. 

AFM‘de kullanılan uçlar ve denge sistemi genellkle silisyum veya silisyum oksitten 

yapılmaktadır. 

AFM yüzeylerin birkaç nanometreye kadar görüntülenmesini sağlayabilir. 

Fakat iyi bir görüntü alabilmek için, yüzey substratının oldukça temiz ve pürüzsüz 

olması gerekir. Aksi halde substrattan gelen pürüzlülük de film görüntüsü gibi 

görünür. Filmin görüntüsü iki boyutludur. Bu görüntü üç boyutlu görüntü haline de 

getirilebilir. Bu Ģekilde yüzeyin pürüzlülüğü, film tabakasının homojenliği, katmanlı 

olup olmadığı ve kalınlığı rahatlıkla görülebilir. Bu görüntüyü daha belirgin 

sağlayabilmek için grid adı verilen mikro-eleklerle gözenekli Ģekiller oluĢturulabilir. 
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Gözeneğin iç kısmı modifiye edilirken dıĢ kısımları modifiye olmaz. Bu Ģekilde 

filmin AFM görüntüsü hakkında bilgiler edinilebilir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Tez ÇalıĢmasında Kullanılan Gereçler 

3.1.1.  Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

 Tobramisin              (TOB, Refik Saydam Merkez Hıfzısıhha Enst) 

 Kanamisin-A                         (KAN-A, Refik Saydam Merkez Hıfzısıhha Enst) 

 Amikasin                                (AMIK, Refik Saydam Merkez Hıfzısıhha Enst) 

 Gentamisin                             (GEN, Refik Saydam Merkez Hıfzısıhha Enst) 

 Allil merkaptan   (CH2CHCH2SH, Sigma-Aldrich) 

 2-Hidroksietil metakrilat            (HEMA, Sigma-Aldrich) 

 Etilen glikol dimetakrilat            (EGDMA, Sigma-Aldrich) 

 N,N‘-Azobisizobutironitril            (AIBN, Sigma-Aldrich) 

 Metakriloilamidoglutamik asit         (MAGA, Nanoreg Ltd. ġti., Ankara) 

 Pirol                                                  (Pyr, Sigma-Aldrich) 

 Trikloroasetik asit                             (TCA, Sigma-Aldrich)  

 Sodyum klorür                                  (NaCl, Sigma-Aldrich) 

 Tetrabütilamonyumtetrafloroborat   (TBATFB, Fluka) 

 Potasyum ferrisiyanür                       (K3[Fe(CN)6], Sigma–Aldrich) 

 Potasyum ferrosiyanür                      (K4[Fe(CN)6], Sigma–Aldrich) 

 Ferrosen                                             (C10H10Fe, Sigma–Aldrich) 

 Potasyum klorür                                (KCl, Sigma–Aldrich) 

 Hidrojen peroksit                              (H2O2, Sigma-Aldrich) 

 Amonyum hidroksit                          (NH4OH,Sigma-Aldrich) 

 Asetonitril                                         (MeCN, Sigma–Aldrich) 

 Ġzopropil alkol                                   (IPA, Sigma–Aldrich) 

 Nitrik asit                                          (HNO3, Sigma–Aldrich) 

 Milli-Q su              (Bütün analizlerde bu su kullanılmıĢtır) 

 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

  Voltametrik analiz cihazı         (BAS 100B/W, ABD) 

  QCM cihazı                                (RQCM, INFICON Acquires Maxtek, ABD) 
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 FTIR Spektrofometre                        (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10,        

                                                           Waltham, MA, ABD) 

   Elipsometre                                       (Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre        

                                                                  Göttingen, ALMANYA) 

  Atomik Kuvvet Mikroskopisi            (Nanomagnetics Instruments,  

                                                     Oxford, ĠNGĠLTERE) 

    Temas Açı Cihazı                              (Krüss DSA100, Hamburg, Almanya) 

 pH metre    (Mettler Toledo MA 235, ABD) 

 Hassas terazi    (Mettler Toledo AG 285, ABD) 

 Ultrasonik banyo   (Bandelin, Sonorex, RK 514 BH, ABD) 

 Vorteks karıĢtırıcı   (Nüve, NM 110, TÜRKĠYE) 

 Santrifüj    (Nüve, NF 1215, TÜRKĠYE) 

 Otomatik mikropipet   (Biohit 10-100 µL ve 100-1000 µL,         

                                                           FĠNLANDĠYA) 

 

3.1.3. Kullanılan Cam Malzemeler 

 Cam pipet    (1-10 mL‘lik, Pyrex) 

 Balon joje    (5-1000 mL‘lik, Pyrex) 

 Beher     (ÇeĢitli hacimlerde, Pyrex) 

 Santrifüj tüpü               (Borosilikat cam) 

 Havan     (Agat) 

 Eppendof tüp    (Plastik) 

 

3.1.4. Analizi Yapılan Numuneler 

Bu çalıĢmada piyasadan temin edilen TOBRADEX
®
 ve TOBĠ

®
 adlı 

farmasötik preparatlar, gıda numuneleri olarak süt ve yumurta özütlerinin analizleri 

yapılmıĢtır. 

 

3.2. Çözeltilerin Hazırlanması 

Stok TOB Çözeltisi (0.001 M):  9.648 mg standart TOB tartılıp 5 mL su ile 

çözündükten sonra yine aynı çözücü ile 10 mL‗ye tamamlanmıĢ ve 4
o
C‘da 
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buzdolabında saklanmıĢtır. Standart TOB çözeltileri, bu stok çözeltinin istenen 

deriĢime fosfat tamponu ile seyreltilerek hazırlanmıĢtır. 

0.1 M Fosfat Tamponu: 9.08 g KH2PO4 ve Na2HPO4.2H2O ayrı ayrı tartılıp su ile 

çözündükten sonra bir litreye tamamlanmıĢ ve uygun miktarlarda karıĢtırılarak 

istenilen pH‘ya ayarlanmıĢtır. 

1.0 M NaOH Çözeltisi: 40.0 g NaOH tartılarak su ile çözdükten sonra hacim bir 

litreye tamamlanmıĢtır. Daha seyreltik NaOH çözeltileri 1.0 M NaOH çözeltisinin su 

seyreltilmesi ile hazırlanmıĢtır. 

0.1 M HCl çözeltisi: Balon joje içerisine bir miktar su konulduktan sonra üzerine 

8.44 mL HCl çözeltisi eklenmiĢ ve su ile bir litreye tamamlanmıĢtır. 

 

3.3. Kullanılan Malzeme ve Maddelerin Temizliği 

3.3.1. Cam Malzemelerin Temizlenmesi 

Kullanılan cam malzemeler deterjanlı su ile yıkandıktan sonra çeĢme suyu ile 

durulanmıĢtır. Daha sonra 2 M HNO3 çözeltisi içinde en az bir gece bekletilmiĢ ve 

tekrar distile su ile yıkanarak oda sıcaklığında kurutulmuĢtur. 

 

3.3.2. QCM Çipinin Temizlenmesi 

QCM çipinin altın yüzeyi alkali pirana çözeltisi (3:1 NH4OH:H2O2, h/h) ile 

temizlenmiĢtir. Alkali pirana çözeltisi altın yüzeyde 20 saniye bekletilmiĢtir. Sensör, 

deiyonize su ve saf etil alkol ile yıkanmıĢ ve vakum etüvünde (200 mmHg, 40°C) 3 

saat kurutulmuĢtur. 

 

3.3.3. Elektrokimyasal Hücrenin Temizlenmesi 

Elektrokimyasal hücre de cam malzemeler gibi temizlenmiĢtir. Analizler 

arasında ise sırasıyla etanol ve distile su ile yıkamalar yapılmıĢtır. 

 

3.4. Analiz Yöntemlerinin GeliĢtirilmesi 

3.4.1. QCM Hücre Düzeneği 

Kristal mikrobalans miktoterazi sensör çalıĢmaları RQCM (Maxtek) yazılımı 

kullanılarak yapılmıĢtır. Deneyler akıĢ hücresi, bağlantı kanalı, çözeltilerin 

geçirildiği peristaltik pompa ve yalıtım kabininden oluĢan bir sistemde  yapılmıĢtır. 
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3.4.2. Elektrokimyasal Hücre Düzeneği 

Voltametrik çalıĢmalar BAS 100B/W Model cihaz ile yapılmıĢtır. Referans 

elektrot olarak Ag/AgCl elektrot, çalıĢma elektrodu olarak camsı karbon elektrodu 

(GCE), karĢıt elektrot olarak platin elektrot kullanılmıĢtır. 

Voltametrik deneylerde hücre içindeki çözünmüĢ oksijenin çalıĢma elektrodu 

üzerinde indirgeneceğinden ortamdaki oksijenin uzaklaĢtırılması gerekmektedir. Bu 

nedenle hücreye ince, uzun, küçük bir teflon boru daldırılıp hücreden azot gazı 

geçirilmiĢtir. Nicel analizlerde hücre içerisindeki çözeltinin buharlaĢmasını önlemek 

için azot gazının hücreye gelmeden önce içerisindeki destek elektrolit çözeltisi 

bulunan yıkama ĢiĢesinden geçirilerek oksijenin yeniden çözelti içerisinde çözünmesi 

engellenmiĢtir. 

 

3.4.3. QCM Deneylerinin YapılıĢı 

3.4.3.1. QCM Çipinin Allil Merkaptan ile Modifikasyonu 

QCM çipinin altın yüzeyini alil merkaptan ile modifiye etmek için öncelikle 

çip bölüm 3.3.2‘de anlatıldığı gibi temizlenmiĢtir. Sonra altın yüzeyine vinil 

gruplarının girmesi için çip 3.0 M allil merkaptan içeren etil alkol/su (4:1, v/v) 

karıĢımına daldırılmıĢtır. Çipin üzerinde kendiliğinden oluĢan tek tabaka oluĢumu 

için  çip bu çözelti içinde 24 saat bekletilmiĢtir. Sonrasında çip etil alkol ile 

yıkandıktan sonra azot gazı ile kurutulmuĢtur. 

 

3.4.3.2. QCM Çip Yüzeyinde Polimer Hazırlanması 

Allil merkaptan ile modifiye edilmiĢ QCM çipinin üzerinde TOB baskılanmıĢ 

polimerik filminin oluĢumu Ģu Ģekilde hazırlanmıĢtır: Öncelikle  500 µL fosfat 

tamponunda hazırlanmıĢ 2.33×10
-6

 mol TOB ve 4.65×10
-6

 mol MAGA 2 saat 

boyunca kompleks (2:1) oluĢturmak üzere karıĢtırılmıĢtır. 5.0 mg AIBN 1250 µL 

HEMA içinde çözüldükten sonra ve stok monomer çözeltisi hazırlamak için 500 µL 

EGDMA ve 200 µL MAGA-TOB kompleksi bu çözeltiye eklenmiĢtir. Çözeltiler 15 

dakika azot gazından geçirildikten sonra stok monomer çözeltisinden alınan 20 µL 

çözelti döner kaplama (spin coating) tekniği kullanılarak QCM çip yüzeyine 

damlatılmıĢtır. QCM çipi döner kaplayıcı‘dan alındıktan sonra polimerizasyon UV 
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ıĢığıyla (100 W, 365 nm) baĢlatılmıĢtır. 1 saat sonra polimer kaplı QCM çipi üç kere 

etil alkolle yıkandıktan sonra azot gazı geçirilerek kurutulmuĢtur. 

 

3.4.3.3. QCM Çip Yüzeyinden Hedef Molekülün UzaklaĢtırılması 

Hedef molekülün polar grupları ve MAGA monomerinin karboksilik asit 

grupları arasında hidrojen bağı ve elektrostatik etkileĢimler bulunmaktadır. Bu 

etkileĢimleri kırmak için desorpsiyon ajanı olarak 1.0 M NaCl çözeltisi kullanılmıĢtır. 

Ġlk önce hedef molekülün uzaklaĢtırılması ısı kontrollü çalkamalı banyo sisteminde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. TOB baskılanmıĢ QCM çipi 25 mL desorpsiyon ajanına 

yerleĢtirilmiĢtir. QCM çipi inkübatörde 200 rpm hızında oda sıcaklığında 10 dakika 

çalkalandıktan sonra QCM çipi ultra saf su ile yıkanmıĢtır.TOB uzaklaĢtırılmıĢ QCM 

çipi azot gazı ile kurutulmuĢtur. 

 

3.4.3.4. QCM Sensörle Kinetik Analizler 

TOB baskılanmıĢ QCM sensörü hazırlandıktan sonra kinetik çalıĢmalara 

geçilmiĢtir. Kinetik çalıĢmalar, farklı deriĢimlerdeki TOB çözeltileri ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çözeltiler pH: 7.5 fosfat tamponuyla 0.017 –0.150 nM 

arasında hazırlanarak QCM sistemine verilmiĢtir. Yüzeyine TOB baskılanmıĢ (MIP) 

ve baskılanmamıĢ (NIP) polimerik film oluĢturulan QCM sensörler, kinetik analiz 

çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. NIP QCM sensörler yukarıda anlatıldığı gibi 

sentezlenmiĢ olup kalıp molekül (TOB) ilave edilmemiĢtir. Bu baĢlık altında 

uygulanan deneysel iĢlem Ģu Ģekildedir: QCM sensör yüzeyi deiyonize su (50 mL) 

ile yıkanmıĢtır. Daha sonra TOB baskılanmıĢ sensör, fosfat tamponuyla (pH: 7.5) 

oda sıcaklığında dengelenmiĢ ve rezonans frekansı (f0) belirlenmiĢtir. Rezonans 

frekansının belirlenmesinden sonra QCM sisteminden üç dakika süreyle fosfat 

tamponu (pH: 7.5) geçirilmiĢtir. Bu dengeleme basamağının ardından farklı 

deriĢimlerdeki TOB çözeltileri teker teker (5 mL, 1.0 mL/dakika akıĢ hızı) sisteme 

verilmiĢtir. Rezonans frekansındaki kayma değerleri anlık olarak gözlenmiĢ ve denge 

durumuna geldiğinde (yaklaĢık 3 saat) sisteme 1.0 M sodyum klorür çözeltisi (5 mL, 

1.0 mL/dakika akıĢ hızı) verilerek desorpsiyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Desorpsiyon 

iĢleminden sonra, QCM sensör su ve dengeleme tamponu (0.1 M, pH: 7.5 fosfat 

tamponu) ile tekrar yıkanarak dengelenmiĢtir. Farklı deriĢimlerdeki TOB çözeltileri 
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sisteme verilmeden önce adsorpsiyon-desorpsiyon-temizleme aĢamaları 

tekrarlanmıĢtır. 

 

3.4.4. Elektrokimyasal Deneylerinin YapılıĢı 

3.4.4.1. Camsı Karbon Elektrotlarının Temizlenmesi 

Deneyler sırasında kullanılan camsı karbon elektrotlar sırasıyla ince petler 

üzerine dökülen 0.1 µm and 0.05 µm alumina çözeltileri kullanılarak yüzeyleri 

temizlenmiĢtir. Alümina çözeltileriyle muamele edilmiĢ elektrotlar önce saf su ile iki 

kez sonra da izopropil alkol/asetonitril 50:50 (h/h) karıĢımıyla iki kez sonike 

edilmiĢtir. Yüzeyde kalmıĢ alumina kalıntıları uzaklaĢtırıldıktan sonra elektrotlar 

asetonitril ile son kez yıkandıktan sonra azot gazı ile kurutulmuĢtur. 

 

3.4.4.2. Camsı Karbon Yüzeyinde Polimer Hazırlanması 

TemizlenmiĢ camsı karbon elektrotlar 60 mM pirol ve 25 mM TOB içeren pH 

7.0 fosfat destek elektrolitine daldırıldıktan sonra baskılama iĢlemi -0.6/+1.8 V 

potansiyel aralığında, 50 mV/s tarama hızında ve 5 tarama sayısında dönüĢümlü 

voltametri tekniği kullanılarak baĢlatılmıĢtır. TOB baskılanmıĢ polipirol ile modifiye 

edilmiĢ camsı karbon elektrotu, elektrot yüzeyinde herhangi polimerleĢmemiĢ pirol 

kalıntılarını uzaklaĢtırmak için pH 7.0 fosfat destek elektrolitinde 3 dakika sonike 

edilmiĢtir. 

 

3.4.4.3. Camsı Karbon Elektrot Yüzeyinden Hedef Molekülün UzaklaĢtırılması 

Hedef molekülün polar grupları ve pirol monomerinin azot grupları arasında 

hidrojen bağı bulunmaktadır. Bu etkileĢimleri kırmak için desorpsiyon ajanı olarak 

1.0 M NaCl çözeltisi kullanılmıĢtır. Ġlk önce hedef molekülün uzaklaĢması ısı 

kontrollü çalkamalı banyo sisteminde gerçekleĢtirilmiĢtir. TOB baskılanmıĢ polipirol 

ile modifiye edilmiĢ camsı karbon elektrotu 25 mL desorpsiyon ajanına 

yerleĢtirilmiĢtir. Camsı karbon elektrodu inkübatörde 200 rpm hızında oda 

sıcaklığında 10 dakika çalkalandıktan sonra elektrot yüzeyi ultra saf su ile 

yıkanmıĢtır. 
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3.4.4.4. Elektrokimyasal Sensörle Kinetik Analizler 

TOB baskılanmıĢ elektrokimyasal sensörün hazırlanmasından sonra kinetik 

çalıĢmalara geçilmiĢtir. Kinetik çalıĢmalar, farklı deriĢimlerdeki TOB çözeltileri ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çözeltiler pH: 7.0 fosfat tamponuyla 0.5 - 10.0 nM deriĢimleri 

arasında hazırlanarak elektrokimyasal sensör sistemine verilmiĢtir. Elektrokimyasal 

sensör sistemi; çalıĢma, karĢıt, referans elektrotlardan oluĢan hücre sistemi ve hücre 

sisteminin bağlı olduğu, verilerin okunduğu potensiyostat cihazından oluĢmaktadır. 

Destek elektrolit olarak seçilen pH 7.0, 0.1 M fosfat tamponundan 3.0 mL alınarak 

elektrokimyasal hücreye konulmuĢ ve 10 dakika azot gazı geçirilmiĢtir. Daha sonra 

belirlenen potansiyelde SWV tekniği kullanılarak kalibrasyon grafiği elde edilmiĢtir. 

Hücreye mikropipet yardımıyla µL düzeyinde standart TOB çözeltisinden eklenmiĢ 

ve bir dakika azot gazı geçirildikten sonra artan deriĢimlerde TOB eklenerek deney 

tekrarlanmıĢ ve voltamogramlar kaydedilmiĢtir. 

 

3.5. GeliĢtirilen Sensörlerin Baskılama Seçiciliğinin Belirlemesi 

TOB baskılanmıĢ QCM ve elektrokimyasal sensörlerin seçiciliğini göstermek 

için TOB baskılanmamıĢ sensörler de hazırlanmıĢtır. KAN-A, AMIK ve GEN‘den 

oluĢturulan çözeltiler QCM ve elektrokimyasal sensör sistemleri ile etkileĢtirilmiĢtir. 

Çözeltilerin QCM ve elektrokimyasal  sensörlerle etkileĢimleri yukarıda anlatıldığı 

gibi incelenmiĢ ve kinetik veriler alınarak analiz edilmiĢtir. 

 

3.6. GeliĢtirilen Sensörlerin Karakterizasyonu 

3.6.1. FTIR Spektrofotometre Analizi 

GeliĢtirilen sensörlerin karakterizasyonu için FTIR spektrofotometresi 

(Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullanılmıĢtır. Ölçüm 

yapılan örnek haznesinden 10 dk azot gazı geçirilerek havadan kaynaklanan nem ve 

karbondioksit uzaklaĢtırılmıĢtır. GeliĢtirilen sensörler cihazın örnek yuvasına 

yerleĢtirilmiĢ 400 - 4000 cm
-1

 dalga sayısı aralığında yüzeyde gerçekleĢen toplam 

yansıma miktarı ölçülerek spektrumları alınmıĢtır. 
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3.6.2. Atomik Kuvvet Mikroskopisi 

Sensörlerin karakterizasyonu için yarı değen modda atomik kuvvet 

mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, Ġngiltere) kullanılmıĢtır. Atomik 

kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre özelliği ile 4096 × 4096 piksel 

gibi çok yüksek çözünürlükte ölçüm alabilmektedir. GeliĢtirilen sensörler çift yüzlü 

karbon bant ile örnek tutucuya yerleĢtirilmiĢtir. Görüntüleme çalıĢmaları hava 

ortamında, yarı değen modda gerçekleĢtirilmiĢtir. Salınım rezonans frekansı, 341.30 

kHz olarak uygulanmıĢtır. TitreĢim genliği, 1 VRMS ve boĢ titreĢim genliği ise 2 

VRMS‘dir. Örnekler 2 μm/s tarama hızında, 256 × 256 piksel çözünürlükte, 2 × 2 

μm‘lik bir alanın görüntüsü olarak alınmıĢtır. 

 

3.6.3. Elipsometre 

Hazırlanan QCM sensörlerinin yüzeyindeki kalınlık ölçümleri Nanofilm EP3-

Nulling Elipsometre (Göttingen, Almanya) cihazı ile karakterize edilmiĢtir. Kalınlık 

ölçümleri 532 nm dalga boyunda, 62°‘lik bir geliĢ açısında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

GeliĢtirilen QCM sensörler lazer ıĢık kaynağı altına yerleĢtirilmiĢtir. Yüzey kalınlığı 

hesaplama program için 50 nm altın + 50 nm polimer katmanı veri olarak 

öngörülmüĢtür. Ölçümler sensör yüzeyinde 6 farklı noktada 3 kere tekrarlanmıĢ ve 

sonuçlar bu değerlerin ortalaması alınarak rapor edilmiĢtir. 

 

3.6.4. Temas Açısı Ölçümleri 

Temas açısı ölçümleri için KRÜSS DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazı 

kullanılmıĢtır. QCM sensörünün yüzeyine 1 damla su damlatılarak yapıĢık damla 

(Sessile Drop) yöntemiyle temas açısı belirlenmiĢtir. Çip yüzeyinin farklı bölgelerine 

su damlatmak suretiyle 10 ayrı fotoğraf çekilmiĢ ve her biri için ayrı temas açısı 

belirlenmiĢtir. Belirlenen temas açı değerleri damlacığın katı ile sol temas 

noktasından alınan soldan temas açısı; sağ temas noktasından alınan sağdan temas 

açısı olarak belirlenmiĢtir. Ayrıca her iki noktanın ortalaması olan ortalama temas 

açısı değerleri elde edilmiĢtir. Modifiye edilmemiĢ ve edilmiĢ sensör yüzeyleri için 

temas açısı değerleri alınan 10 ölçümün ortalama değerleri hesaplanmıĢtır. 
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3.6.5. DönüĢümlü Voltametri Ölçümleri 

DönüĢümlü voltametri ölçümleri için Gamry Referans 600 donanımlı 

PCI4/300 potansiyostat cihazı (New York/ABD) kullanılmıĢtır. DönüĢümlü 

voltametri tekniği kullanılarak baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ camsı karbon 

elektrotları redoks probları olarak 0.1 M KCl çözeltisinde hazırlanmıĢ 1.0 mM 

K3[Fe(CN)]6 ve 0.1 M TBATFB çözeltisinde hazırlanmıĢ 1.0 mM ferrosen 

kullanılarak karakterize edilmiĢtir. Her iki redoks probu için -500 mV/+500 mV 

potansiyel taraması kullanılmıĢtır. 

 

3.6.6. Elektrokimyasal Ġmpedans Spektroskopik Ölçümleri 

Elektrokimyasal impedans spektroskopik ölçümleri Gamry Referans 600 

donanımlı PCI4/300 potansiyostat cihazı ile yapılmıĢtır. EIS 300 yazılımı 

kullanılarak alınan ölçümler değerlendirilmiĢtir. BaskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ 

camsı karbon elektrotları  1.0 mM ferrosiyanür/1.0 mM ferrisiyanür redoks çifti 

kullanılarak karakterize edilmiĢtir. Ġmpedans ölçümleri 100 kHz dalga genliği ve 

0.030 V elektrot potansiyelinde alınmıĢtır. 

 

3.7. Yöntemlerin Optimizasyonu 

TOB‘un QCM ve elekroanalitik yöntemlerle analizi için deneysel ve cihaza ait 

parametreler değiĢtirilerek uygun Ģartlar araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla geliĢtirilen QCM 

yöntemi için ilk önce homojen bir stok monomer çözeltisi hazırlamak için kullanılan 

HEMA, EGDMA ve hazırlanan TOB-MAGA kompleksinin oranları optimize 

edilmiĢtir. Daha sonra uygun miktarlar belirlendikten sonra uygun tampon pH‘sı 

denenmiĢtir. GeliĢtirilen elektroanalitik yöntem için sırasıyla kullanılan destek 

elektrolitin pH‘sı, monomer deriĢimi, tarama sayısı ve hedef molekül deriĢimi 

optimize edilmiĢtir. Cihaza ait optimum parametreler araĢtırılırken TOB deriĢimi 1.0 

× 10
-8

 M olarak alınmıĢtır. 

 

3.8. GeliĢtirilen Yöntemlerin Validasyonu 

Yöntemlerin validasyonu için kararlılık, doğrusallık, duyarlılık, kesinlik, 

doğruluk, sağlamlık, tutarlılık, tekrarlanabilirlik, özgüllük ve geri kazanım 

parametreleri değerlendirilmiĢtir. 
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Kararlılık  

TOB‘un sudaki çözeltisinin kararlılık çalıĢması yapılmıĢtır. Bunun için 

buzdolabında ve oda sıcaklığında saklanan TOB çözeltilerinden 0.054 nM standart 

TOB çözeltileri hazırlanmıĢtır. Uzun dönem kararlılık çalıĢması için buzdolabında 

saklanan standart TOB çözeltisinin 1 ay boyunca QCM sensorgramları ve kare dalga 

voltamogramları alınmıĢtır. Kısa dönem kararlılık çalıĢması için oda sıcaklığında 

saklanan standart TOB çözeltisinin 12 saat boyunca QCM sensorgramları ve kare 

dalga voltamogramları alınmıĢtır.  

 

Doğrusallık 

QCM ve SWV yöntemleri için sırasıyla 0.017 – 0.150 nM ve 0.5 – 10.0 nM 

aralığında olacak Ģekilde standart TOB çözeltileri, stok çözeltiden (0.001 M) uygun 

miktarlarda alınıp 0.1 M fosfat tamponu ile seyreltilmesiyle hazırlanmıĢtır. DeriĢime 

karĢı kütle değiĢimleri ve pik akımları grafiğe geçirilerek kalibrasyon eğrileri 

çizilmiĢtir. Kalibrasyon çözeltileri günlük hazırlanmıĢ ve analiz sırasında 7 ayrı 

kalibrasyon eğrisi oluĢturulmuĢtur. Kalibrasyon eğrilerine ait regresyon denklemleri 

ve korelasyon katsayıları hesaplanmıĢtır. Korelasyon katsayısının önem kontrolü ve 

elde edilen doğruların doğrusallıktan ayrılıĢın önem kontrolü testleri yapılmıĢtır (Bkz. 

Ek 1). 

GeliĢtirilen her bir yöntemin doğrusallığı; nominal (olması gereken) deriĢimlere 

karĢı, kalibrasyon verileri kullanılarak bulunan deriĢimlerin grafiğe geçirilmesiyle ve 

ayrıca istatistiksel olarak korelasyon katsayısının önem kontrolü ve elde edilen 

doğrusallıktan ayrılıĢın önem kontrolü yapılarak kontrol edilmiĢtir. (Bkz.Ek 2). 

 

Duyarlılık 

LOD değerinin hesaplanması için aĢağıda verilen formül kullanılmıĢtır (EĢitlik 

3.1) (117)  . 

 

                              LOD = 3.3 (
S

SS
)                                                               (3.1)     
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Bu eĢitlikte, SS, oluĢturulan kalibrasyon eğrilerinin y eksenini kestiği noktanın 

standart sapması, S ise oluĢturulan kalibrasyon eğrilerinin eğimlerinin ortalamasıdır. 

LOQ değerinin hesaplanması için ise aĢağıdaki verilen formül kullanılmıĢtır (EĢitlik 

3.2). 

 

                              LOQ = 10 (
S

SS
)                                                                (3.2)         

                        

Kesinlik ve Doğruluk 

Kesinlik ve doğruluk çalıĢmaları için gün içi ve günler arası olmak üzere ayrı 

ayrı çalıĢılmıĢtır. Bu amaçla doğrusallık aralığına giren üç farklı deriĢim seviyesinde 

(alt tayin sınırına yakın, orta ve üst tayin sınırına yakın) TOB‘un tekrarlı analizleri 

yapılmıĢtır. QCM yönteminde 0.022, 0.070, 0.120  nM ve SWV yönteminde ise 2.0, 

4.0, 8.0 nM deriĢiminde çözeltilerin analizleri yapılmıĢtır. Gün içi çalıĢmalarda; üç 

deriĢim seviyesinde ve her deriĢim için altı ayrı çözelti hazırlanmıĢ, hazırlanan bu 

çözeltiler aynı gün içinde analiz edilmiĢtir. Günler arası çalıĢmalarda; ard arda altı 

ayrı günde ve üç deriĢimde yeni hazırlanan çözeltilerin analizleri yapılmıĢtır. 

Kesinlik, bulunan değerlerin ortalaması, standart hatası (SH), standart sapması (SS) 

ve % bağıl standart sapması (BSS) ile verilmiĢtir. Doğruluk ise, eklenen TOB miktarı 

ile bulunan TOB miktarının karĢılaĢtırılması ve bulunan % bağıl hatası ile verilmiĢtir 

(Bkz. Ek 2). 

 

QCM Sensörünün Tekrarlanabilirliği 

Hazırlanan TOB baskılanmıĢ QCM sensörün tekrarlanabilirliği, altı kez ard 

arda verildiği 0.054 nM deriĢiminde TOB çözeltilerinin arasındaki etkileĢimlere ait 

denge-adsorpsiyon-desorpsiyon döngüsü ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Elektrokimyasal Sensörünün Tekrarlanabilirliği 

TOB‘un elektroanalitik yöntemle analizinde sensör tekrarlanabilirliği, SWV 

için 2.0 nM TOB içeren çözeltinin altı ayrı voltamogramlarının kaydedilmesiyle elde 

edilen TOB‘ye ait pik akımlarının ortalama değerleri hesaplanarak bulunmuĢtur. 
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Sağlamlık ve Tutarlılık 

Yöntemlerin sağlamlık çalıĢmaları için belirlenen optimum deney koĢullarında 

küçük değiĢiklikler yapılarak analizler tekrarlanmıĢtır. Bu amaçla QCM yönteminde 

tampon çözeltinin pH‘sı, SWV yönteminde destek elektrolitin pH‘sı ve ilk 

potansiyelinde küçük değiĢiklikler yapılmıĢtır. Tutarlılık çalıĢmasında ise farklı 

analizci tarafından çözeltilerin analizleri yapılmıĢtır. Farklı iki analizcinin sonuçları 

istatistiksel olarak değerlendirilmiĢtir. Bunun için geliĢtirilen yöntemlerde 

doğrusallık aralığına giren bir deriĢim seviyesinde (QCM için 0.054 nM ve SWV için 

2.0 nM) yedi ayrı çözelti hazırlanmıĢ ve bunların aynı gün içinde farklı iki analizci 

tarafından analizleri yapılmıĢtır. 

 

Özgüllük (Seçicilik) 

Yöntemlerin özgünlüğünü belirlemek amacıyla aynı deriĢimde TOB içeren 

sentetik preparat, göz damlası ve standart çözeltileri hazırlanarak sensorgramları ve 

voltamogramları kaydedilmiĢtir. Ayrıca her iki yöntem için yöntemin özgünlüğü, 

standart ekleme yönteminin ilaç çözeltilerine ve gıda numunelerine (süt ve yumurta) 

uygulanmasıyla da gösterilmiĢtir. 

 

3.9. Geri Kazanım  

Geri kazanım çalıĢmaları ilaçlar için sentetik preparat çözeltileri hazırlanarak 

yapılmıĢtır. Analizi yapılan farmasötik preparatlar: TOBRADEX
®
 (3.0 mg/mL TOB, 

1.0 mg/mL deksamethason ve koruyucu olarak %0.01 benzalalkonyum klorür 

içeriyor) ve TOBĠ
®
 (60 mg/mL TOB ve 11.25 mg NaCl içeriyor). 

Sentetik preparatlar TOB‘un etiketlenmiĢ miktarları (3.0 mg ve 60 mg) ile 

eksipientlerin karıĢtırılmasıyla hazırlanmıĢtır. Daha sonra hazırlanan karıĢımlar 50 

mL‘lik balon jojeye alınarak 25 mL su eklenmiĢ ve ultrasonik banyoda 15 dakika 

bekletilerek çözünmesi sağlandıktan sonra hacim su ile 50 mL‘ye tamamlanmıĢtır.  

Gıda numunelerinin (süt ve yumurta) özütleme ve seyreltme iĢlemleri Ģu 

Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir: 5.0 mL süt numunesi, 1.0 mL TCA (%10 m/v) ile 25 

saniye vorteks yardımıyla karıĢtırıldıktan sonra 15 dakika 4500 rpm hızında 

santrifüjlenmiĢtir. Elde edilen santrifügat baĢka bir tüpe aktarıldıktan sonra çökeltiye 

aynı iĢlem iki kez daha gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha sonra toplanan santrifügat tekrar 
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4500 rpm hızında santrifüjlendikten sonra 0.50-µm çaplı filtreden süzülmüĢtür. Elde 

edilen süzüntü geliĢtirilen QCM ve elektroanalitik sensörlerle analizi için 0.1 M 

fosfat tamponu ile seyreltilmiĢtir. 

-20 ºC‘da saklanan 1.0 g homojenize yumurta numunesi 10 mL 0.1 M fosfat 

tamponu ile seyreltilmiĢtir. Seyreltme iĢleminden sonra 1 dakika 4500 rpm hızında 

santrifüjlenmiĢtir. Elde edilen santrifügat QCM ve elektroanalitik sensörlerle analizi 

için 0.1 M fosfat tamponu ile tekrar seyreltilmiĢtir. Bütün elde edilen santrifügatlar 

her analizden önce tekrardan 0.50-µm çaplı filtreden süzülmüĢtür. 

 

3.10. Yöntemlerin Gerçek Numunelere Uygulanması 

Farmasötik göz damlaları (TOBRADEX
® 

ve TOBĠ
®
) geliĢtirilen her iki 

yöntemin doğrusallık aralıklarına girecek Ģekilde 0.1 M fosfat tamponuyla 

seyreltilmiĢtir. Ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilip çözünmesi sağlandıktan 

sonra 0.50-µm çaplı filtreden süzülmüĢtür. QCM ve elektrokimyasal hücredeki 

tampon çözelti üzerine bu çözeltiden doğruluk ve kesinliğin en iyi olduğu deriĢimi 

sağlamak üzere µL düzeyinde eklemeler yapılmıĢ ve sensorgramlar ve 

voltamogramlar kaydedilmiĢtir. 
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4. BULGULAR 

4.1. GeliĢtirilen QCM Sensörünün Yüzey Karakterizasyonu 

4.1.1. FTIR Analizi 

ġekil 4.1‘de TOB baskılanmıĢ QCM sensör yüzeyine ait FTIR spektrumu 

görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.1. TOB baskılanmıĢ QCM sensörünün FTIR spektrumu 

 

4.1.2.Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi 

Modifiye edilmemiĢ, allil merkaptan ile modifiye edilmiĢ ve TOB 

baskılanmıĢ QCM sensörlerinin yüzey morfolojisi yarı değen modda atomik kuvvet 

mikroskobu ile karakterize edilmiĢtir (ġekil 4.2). 
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ġekil 4.2. (A) modifiye edilmemiĢ; (B) allil merkaptan ile modifiye edilmiĢ; (C) 

                      TOB baskılanmıĢ QCM sensörlerinin AFM görüntüleri 
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4.1.3. Elipsometre Analizi 

TOB baskılanmıĢ QCM sensörünün üç boyutlu elipsometre görüntüsü ġekil 

4.3‘te görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.3. TOB baskılanmıĢ QCM sensörünün 3B elipsometre görüntüsü 

 

4.1.4. Temas Açısı Analizleri 

Modifiye edilmemiĢ, allil merkaptan ile modifiye edilmiĢ ve TOB 

baskılanmıĢ QCM sensörlerinin temas açısı ölçümleri ġekil 4.4‘te görülmektedir. 
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ġekil 4.4. (A) modifiye edilmemiĢ; (B) allil merkaptan ile modifiye edilmiĢ; (C)  

                      TOB baskılanmıĢ QCM sensörlerinin temas açısı ölçümleri 

 

 

 

 

 



 65 

4.2. GeliĢtirilen Elektronalitik Sensörünün Yüzey Karakterizasyonu 

4.2.1. FTIR Analizi 

 

ġekil 4.5‘te TOB baskılanmıĢ polipirol ile modifiye edilmiĢ camsı karbon 

yüzeyine ait FTIR spektrumu görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.5. TOB baskılanmıĢ polipirol elektrokimyasal sensörünün 

                                  FTIR spektrumu 

 

4.2.2. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi 

Modifiye edilmemiĢ ve TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon yüzeyinin  

yüzey morfolojisi yarı değen modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize 

edilmiĢtir (ġekil 4.6). 
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ġekil 4.6. (A) modifiye edilmemiĢ; (B) TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon 

                     yüzeylerinin AFM görüntüleri 

 

 

 

 

 



 67 

4.2.3.DönüĢümlü Voltametri Analizi 

1.0 mM potasyum ferrisiyanür ve 1.0 mM ferrosen redoks çiftlerinin camsı 

karbon elektrotu ile modifiye edilmiĢ camsı karbon elektrotunda alınmıĢ dönüĢümlü 

voltammogramları ġekil 4.7‘de görülmektedir. 

 

 

 

ġekil 4.7. (A) 1.0 mM potasyum ferrisiyanür vs. Ag/AgCl/KCl(doy); (B) 1.0 mM 

    ferrosenin vs. Ag/Ag
+
 (0.01M) dönüĢümlü voltammogramları 
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4.2.4. Elektrokimyasal Ġmpedans Spektroskopik Analizi 

1.0 mM ferrosiyanür/1.0 mM ferrisiyanür redoks çiftinin farklı elektrotlarda 

alınmıĢ elektrokimyasal impedans ölçümleri ġekil 4.8‘de görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.8. 1.0 mM ferrosiyanür/1.0 mM ferrisiyanür redoks çiftinin farklı 

                           elektrotlarda alınmıĢ elektrokimyasal impedans verileri (a) aktif hale  

                           getirilmiĢ camsı karbon elektrotu; (b) 1.0 × 10
-8 

M TOB    

                           inkübasyonundan sonra TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon   

                           elektrotu; (c) 1.0 × 10
-8 

M TOB uzaklaĢtırılmasından sonra TOB   

                           baskılanmıĢ polipirol camsı karbon elektrotu (1.0 M NaCl   

                           varlığında) 
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4.3. GeliĢtirilen QCM ve Elektroanalitik Yöntemlerine Ait Analiz Bulguları 

TOB metanol, asetonitril ve su gibi çeĢitli çözücülerdeki çözünürlüğü 

incelenmiĢ ve en uygun çözücü olarak su seçilmiĢtir. Bu nedenle stok TOB çözeltisi 

su ile hazırlanmıĢ ve gerekli seyreltmeler 0.1 M fosfat tamponu ile yapılmıĢtır. 

 

4.3.1. QCM Yöntemin Optimizasyonu 

Farklı pH değerlerinde hazırlanan 0.1 M fosfat tamponunun 0.054 nM TOB 

varlığında QCM cevabı üzerine etkisi incelenmiĢ ve kütle değiĢimleri ölçülmüĢtür 

(ġekil 4.9) 

 

 

ġekil 4.9. TOB baskılanmıĢ nanosensörün QCM cevabı üzerine pH‘nın etkisi 

 

0.1 M, pH 7.5 fosfat tamponu sisteminde değiĢik deriĢimlerdeki TOB ile 

QCM sensör arasındaki etkileĢimlere ait sensorgramlar ġekil. 4.10‘da görülmektedir. 
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ġekil. 4.10. DeğiĢik deriĢimlerdeki TOB ile QCM sensör arasındaki etkileĢimlere ait 

             sensorgramlar (A) zamana karĢı ∆f değerini gösteren sensorgram; (B) 

                     zamana karĢı ∆m değerini gösteren sensorgram. (1) adsorpsiyon,  (2)   

                     desorpsiyon, (3) rejenerasyon 
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4.3.2. Elektroanalitik Yöntemin Optimizasyonu 

Bu yöntemde optimum analiz parametrelerinin bulunması için seçilen destek 

elektrolitte belirli bir TOB deriĢiminde destek elektrolit pH‘sı, monomer (pirol) 

deriĢimi, tarama sayısı ve hedef molekül (TOB) deriĢimi değiĢiminin TOB 

baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ voltametrik sensör üzerine etkileri incelenmiĢtir 

(ġekil 4.11 – ġekil 4.14).   

 

 

ġekil 4.11. TOB baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ camsı karbon üzerine destek 

                          elektrolit pH‘nın etkisi (10.0 nm TOB varlığında) 
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ġekil 4.12. SWV yönteminde TOB pik akımına monomer deriĢiminin etkisi 

                           (TOB deriĢimi: 10.0 nM) 

 

 

ġekil 4.13. SWV yönteminde TOB pik akımına tarama sayısının etkisi 

                              (TOB deriĢimi: 10.0 nM) 
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ġekil 4.14. SWV yönteminde TOB pik akımına hedef molekül (TOB) deriĢiminin 

                      etkisi (TOB deriĢimi: 10.0 nM) 

 

Optimize edilmiĢ Ģartlar altında 25 mM TOB varlığında 60 mM pirol 

monomerinin elektropolimerizasyonu ġekil 4.15‘de görülmektedir. 
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ġekil 4.15. 0.1 M, pH 7.0  fosfat tamponu sisteminde camsı karbon elektrotu 

                          üzerinde 25 mM TOB varlığında 60 mM pirol monomerinin  

                          elektropolimerizasyonu (Deneysel KoĢullar: Tarama hızı  50 mV s
-1

,  

                          Tarama sayısı 5) 

 

ġekil 4.16‘da 1.0×10
-8 

M TOB‘un farklı elektrotlarda alınmıĢ kare dalga 

voltamogramları görülmektedir. 
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ġekil 4.16.  1.0 × 10
-8 

M TOB‘un farklı elektrotlarda alınmıĢ kare dalga 

                                voltamogramları (a) TOB baskılanmamıĢ polipirol camsı karbon  

                                elektrotu, (b) aktif hale getirilmiĢ camsı karbon elektrotu ve (c)        

                                TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon elektrotu (25 mM TOB   

                                deriĢimi, pH 7.0, 0.1 M fosfat destek elektroliti, 60 mM pirol ve   

                                5 tarama sayısı) 

 

Pik Ģekli ve akım değerleri dikkate alınarak en uygun parametreler; monomer 

deriĢimi için 60 mM, tarama sayısı için 5 ve hedef molekül deriĢimi için 25 mM 

olarak seçilmiĢtir. Belirlenen cihaz parametrelerinde ve 0.1 M, pH 7.0 fosfat 

tamponu sisteminde tobramisine ait kare dalga voltamogramları ġekil 4.17‘de 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.17. TOB‘un TOB baskılanmıĢ camsı karbon elektrotu kullanılarak alınan 

                       kare dalga voltamogramları (a) 0.1M fosfat destek elektroliti; (b) 0.5;   

                      (c) 1.0; (d) 2.0; (e) 4.0; (f) 6.0; (g) 8.0; (h)10.0 nM TOB 

                      (25 mM TOB deriĢimi, pH 7.0, 0.1M fosfat destek elektroliti, 60 mM   

                      pirol ve 5 tarama sayısı) 

 

4.4. GeliĢtirilen Yöntemlerin Validasyonu 

4.4.1. Kararlılık 

TOB‘un uzun ve kısa dönem kararlılık bulguları Tablo 4.1 ve Tablo 4.2‘de 

verilmiĢtir. 
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Tablo 4.1. TOB için uzun dönem kararlılık bulguları (Eklenen TOB deriĢimi QCM   

                  yöntemi için 0.054 nM) 

 1 saat 8 saat 24 saat 10 gün 20 gün 30 gün 

Kütle DeğiĢimi 

∆m (ug/cm
2
) 

0.352 0.354 0.357 0.358 0.355 0.360 

Bulunan miktar 

(nM) 

0.051 0.051 0.052 0.053 0.052 0.054 

Geri Kazanım 

(%) 

94.44 94.44 96.30 98.15 96.30 100.00 

 

Tablo 4.2. TOB için kısa dönem kararlılık bulguları (Eklenen TOB deriĢimi QCM  

                  yöntemi için 0.054 nM) 

 Kütle DeğiĢimi 

∆m (ug/cm
2
) 

Bulunan miktar 

(nM) 

Geri Kazanım 

(%) 

12 saat 0.355 0.052 95.75 
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4.4.2. Kalibrasyon Eğrileri ve Doğrusallık Aralıkları 

Her iki yöntemde TOB deriĢimine karĢı elde edilen sinyaller grafiğe 

geçirilerek kalibrasyon eğrileri elde edilmiĢtir (ġekil 4.18 - ġekil 4.19).   

 

 

ġekil 4.18.  TOB‘un QCM yöntemi ile elde edilen kalibrasyon eğrisi (n = 7) 

 

 

ġekil 4.19. TOB‘un SWV yöntemi ile elde edilen kalibrasyon eğrisi (n = 7) 
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Bu eğrilerin doğrusallıktan ayrılıĢ ve korelasyon katsayılarının önem 

kontrolüne ait istatistiksel değerlendirme sonuçları ise Tablo 4.3 – Tablo 4.4‘te 

gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 4.3. TOB‘un QCM yöntemi ile analizinden elde edilen kalibrasyon eğrisinin  

                  korelasyon katsayısı ile doğrusallıktan ayrılıĢ önem kontrolü için yapılan  

                  istatistiksel hesaplamalar 

Korelasyon Katsayısının Önem Kontrolü 

n r Sr tH tT 

7 0.9985 9.74 × 10
-4

 61.78 2.48 

Doğrusallıktan AyrılıĢ Önem Kontrolü 

RKT YOAKT RAKT RAKO RKO FH FT 

47822.31 47884.04 61.73 12.35 47822.31 3872.25 5.59 

   * Terimler Ek 1‘de açıklanmıĢtır 
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Tablo 4.4. TOB‘un SWV yöntemi ile analizinden elde edilen kalibrasyon eğrisinin  

                  korelasyon katsayısı ile doğrusallıktan ayrılıĢ önem kontrolü için yapılan    

                  istatistiksel hesaplamalar 

Korelasyon Katsayısının Önem Kontrolü 

n r Sr tH tT 

7 0.9990 8.21 × 10
-3

 56.78 2.48 

Doğrusallıktan AyrılıĢ Önem Kontrolü 

RKT YOAKT RAKT RAKO RKO FH FT 

41741.11 41998.37 61.13 10.11 41741.11 3578.32 5.59 

   * Terimler Ek 1‘de açıklanmıĢtır 

 

GeliĢtirilen her iki yöntem için elde edilen kalibrasyon eğrilerinin özellikleri 

Tablo 4.5‘te gösterilmiĢtir. 
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Tablo 4.5. Önerilen QCM ve SWV yöntemlerine ait kalibrasyon eğrisinin özellikleri  

                  (n = 7) 

 QCM 

yöntemi 

SWV 

yöntemi 

Regresyon Denklemi y* = 2.785x + 0.211 y* = 0.995x – 0.061  

Eğimin standart hatası 0.54 0.78 

KesiĢimin standart hatası 0.37 0.54 

Korelasyon katsayısı (r) 0.9985 0.9990 

Tanımlayıcılık katsayısı 

(R
2
) 

0.9970 0.9980 

Doğrusallık aralığı (nM) 0.017 – 0.150 0.5 – 10.0  

LOD (nM) 0.00561 0.1667 

LOQ (nM) 0.0166 0.491 

*y = ax + b; x: nM biriminde deriĢim, y: SWV için pik akımı (µA), QCM için kütle değiĢimi (ug/cm2) 

a: KesiĢim,  b: Eğim 

 

Yöntemlerin doğrusallığının kontrolü için kalibrasyon eğrilerini oluĢturan 

deriĢimlerde hazırlanan standart çözeltilerin analizleri yapılıp kalibrasyon eğrileri 

denklemleri ile sonuçlar hesaplanmıĢ ve olması gereken (nominal) deriĢimlere karĢı 

grafiğe geçirilmiĢtir (ġekil 4.20  – ġekil 4.21). 

 

 

ġekil 4.20.  TOB‘un QCM yöntemine ait yöntem doğrusallığı kontrol grafiği 
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ġekil 4.21.  TOB‘un SWV yöntemine ait yöntem doğrusallığı kontrol grafiği 

 

4.4.3. Duyarlılık 

TOB‘un QCM ve SWV yöntemlerine ait LOD ve LOQ değerleri Tablo 4.5‘te 

verilmiĢtir. 

 

4.4.4. Kesinlik ve Doğruluk  

TOB‘un QCM ve SWV yöntemlerle yapılan doğruluk ve kesinlik 

çalıĢmalarına ait gün içi ve günler arası değerlendirme sonuçları Tablo 4.6 – Tablo 

4.7‘de  verilmiĢtir. 
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Tablo 4.6. QCM yönteminin gün içi ve günler arası kesinlik ve doğruluk bulguları  

                  (n = 6) 

TOB miktarı 

 (nM) Gün Ġçi
1
 Günler Arası

2
 

  Bulunan miktar % Bağıl hata Bulunan miktar % Bağıl hata 

 0.021 4.54 0.021 4.54 

      0.022 0.022 0 0.023 -4.54 

 0.022 0 0.023 -4.54 

 0.022 0 0.022 0 

 0.021 4.54 0.022 0 

 0.022 0 0.022 0 

X  0.022 ± 0.0002 0.022 ± 0.0003 

SS 0.0005 0.0007 

BSS (%) 2.27 3.18 

  0.068 2.94 0.071 -1.43 

 0.070 0 0.072 -2.94 

     0.070 0.071 -1.43 0.072 -2.94 

  0.071 -1.43 0.069 1.43 

  0.070 0 0.071 -1.43 

  0.071 -1.43 0.070 0 

X  0.070 ± 0.0006 0.071 ± 0.0005 

SS 0.0012 0.0012 

BSS (%) 1.71 1.69 

  0.121 -0.83 0.118 1.67 

 0.119 0.83 0.119 0.83 

     0.120 0.118 1.67 0.121 -0.83 

  0.122 -1.67 0.120 0 

  0.120 0 0.121 -0.83 

  0.121 -0.83 0.122 -1.67 

X  0.120 ± 0.0006 0.120 ± 0.0006 

SS 0.0015 0.0015 

BSS (%) 1.25 1.25 

1Gün içi çalıĢmalar; üç deriĢim seviyesinde altı ayrı çözelti kullanılarak aynı günde yapılmıĢtır. 
2Günler arası çalıĢmalar; üç deriĢim seviyesinde altı ayrı çözelti kullanılarak 6 ayrı günde yapılmıĢtır. 

X : Ortalama ± Standart hata, SS:Standart sapma, BSS:Bağıl standart sapma (Ġstatistiksel 
hesaplamalar için Bkz. Ek 2). 
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Tablo 4.7. SWV yönteminin gün içi ve günler arası kesinlik ve doğruluk bulguları  

                  (n = 6) 

TOB miktarı 

 (nM) Gün Ġçi
1
 Günler Arası

2
 

  Bulunan miktar % Bağıl hata Bulunan miktar % Bağıl hata 

 0.99 1.01 1.04 3.85 

      1.00 1.02 1.96 0.98 2.04 

 1.00 0 1.03 2.91 

 1.03 2.91 1.00 0 

 1.02 1.96 0.97 3.09 

 1.00 0 1 0 

X  1.01 ± 0.01 1.00 ± 0.02 

SS 0.015 0.018 

BSS (%) 1.78 2.10 

  4.00 0 4.04 0.99 

 4.03 0.74 4.00 0 

     4.00 3.96 1.01 3.96 1.01 

  4.00 0 4.00 0 

  3.98 0.51 4.03 0.74 

  4.00 0 4.02 0.50 

X  3.99 ± 0.02 4.01 ± 0.03 

SS 0.017 0.009 

BSS (%) 1.71 2.04 

  7.97 0.38 8.00 0 

 8 0 8.03 0.37 

     8.00 7.99 0.13 8.00 0 

  8 0 8.04 0.50 

  8 0 8.00 0 

  8.03 0.37 8.00 0 

X  7.98 ± 0.05 8.01 ± 0.04 

SS 0.041 0.018 

BSS (%) 1.33 1.89 

1Gün içi çalıĢmalar; üç deriĢim seviyesinde altı ayrı çözelti kullanılarak aynı günde yapılmıĢtır. 
2Günler arası çalıĢmalar; üç deriĢim seviyesinde altı ayrı çözelti kullanılarak 6 ayrı günde yapılmıĢtır. 

X : Ortalama ± Standart hata, SS:Standart sapma, BSS:Bağıl standart sapma (Ġstatistiksel 
hesaplamalar için Bkz. Ek 2). 
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4.4.5. Tekrarlanabilirlik 

Önerilen her iki yöntem için sensör tekrarlanabilirlik sonuçları Tablo 4.8‘ de 

verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.8. Sensör tekrarlanabilirliği bulguları (Eklenen TOB deriĢimi QCM yöntemi  

                  için 0.054 nM ve SWV yöntemi için 2.0 nM ) (n = 6) 

QCM Yöntemi SWV Yöntemi 

∆m 

(µg/cm
2
)  

ip 

(µA) 

0.352  

0.355 

0.354  

0.355  

0.356  

0.352 

1.87 

1.86 

1.85 

1.88 

1.87 

1.87 

X = 0.354  ± 0.00060 

SS = 0.0017 

BSS = % 0.47 

GA = 0.353 – 0.355 

X = 1.87 ± 0.018 

SS = 0.36 

BSS = % 0.87 

GA = 1.85 – 1.89 

X : Ortalama±standart hata. SS: Standart Sapma. BSS: % Bağıl Standart Sapma. GA: Güven Aralığı 
(α :0.05) (Bkz. Ek 2) 

 

ġekil 4.22‘de 0.054 nM deriĢiminde TOB çözeltilerinin ard arda birlikte 

verildiği TOB baskılanmıĢ QCM sensör arasındaki etkileĢimlere ait zamana karĢı Δm 

değerlerini gösteren sensorgram görülmektedir. 
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ġekil 4.22. 0.054 nM deriĢiminde TOB çözeltilerinin ard arda birlikte verildiği TOB 

                    baskılanmıĢ QCM sensör arasındaki etkileĢimlere ait zamana karĢı Δm  

                    değerlerini gösteren sensorgram. (A) adsorpsiyon, (B) desorpsiyon 

 

4.4.6. Sağlamlık ve Tutarlılık 

Sağlamlık ve Tutarlılık çalıĢmalarına ait sonuçlar ve istatistiksel olarak 

karĢılaĢtırma sonuçları Tablo 4.9 – Tablo 4.12‘de verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.9. QCM yönteminin sağlamlığına ait analiz bulguları (n = 7) 

 Bulunan 

(nM) 

BSS 

(%) 

KarĢılaĢtırma 

Sonuçları 

pH 7.50 

(0.054 nM) 

0.052 ± 0.025 1.15 - 

pH 7.40 0.054 ± 0.036 1.41 TH = 7.5 

pH 7.60 0.055 ± 0.042 0.97 TH = 5.0 
Sonuçlar tek tek normal Ģartlarda bulunan sonuçlarla karĢılaĢtırılmıĢtır (Wilcoxon Testi) 

T tablo = 2.0 (p > 0.05) Sonuçlar arasında fark yoktur 
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Tablo 4.10. SWV yönteminin sağlamlığına ait analiz bulguları (n = 7) 

 Bulunan 

(nM) 

BSS 

(%) 

KarĢılaĢtırma 

Sonuçları 

pH = 7.00 

(2.0 nM) 

2.0 ± 0.11 1.21 - 

pH 6.90 2.02 ± 0.19 1.42 TH = 9.0 

pH 7.10 2.03 ± 0.25 1.11 TH = 7.0 

Ġlk potansiyel 

( -0.55 V ) 

1.97 ± 0.39 0.74 TH = 12.0 

Ġlk potansiyel 

( -0.65 V ) 

1.99 ± 0.29 1.08 TH = 12.0 

Sonuçlar tek tek normal Ģartlarda bulunan sonuçlarla karĢılaĢtırılmıĢtır (Wilcoxon Testi) 

T tablo = 2.0 (p > 0.05) Sonuçlar arasında fark yoktur 

 

Tablo 4.11. QCM yönteminin tutarlılığına ait analiz bulguları  

SWV yöntemi ( n = 7) 

 
1. Analizci 2. Analizci 

Eklenen miktar Bulunan miktar  

(nM) 

Bulunan miktar  

(nM) 

 

 

 

TOB 

0.054 nM 

0.053 

0.054 

0.054 

0.051 

0.051 

0.055 

0.054 

0.052 

0.054 

0.054 

0.053 

0.053 

0.053 

0.052 

X         0.053 ± 0.00059          0.053 ± 0.00031 

SS  0.0016 0.00082 

BSS  2.96 1.54 

GA   0.0524 – 0.0536 0.0527 – 0.0533 

THesap : 7.5 > TTablo : 2.0, p > 0.05 (Wilcoxon Testi) 

X : Ortalama±standart hata. SS: Standart Sapma. BSS: % Bağıl Standart Sapma. GA: Güven Aralığı 
(α :0.05) (Bkz. Ek 2) 
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Tablo 4.12.  SWV yönteminin tutarlılığına ait analiz bulguları  

SWV yöntemi (n = 7) 

 
1. Analizci 2. Analizci 

Eklenen miktar Bulunan miktar  

(nM) 

Bulunan miktar  

(nM) 

 

 

 

TOB 

2.0 nM 

2.02 

2.03 

1.98 

2.01 

2.00 

2.03 

1.99 

1.97 

1.98 

2.01 

2.03 

2.00 

2.01 

1.98 

X   2.01 ± 0.014 2.00 ± 0.039 

SS  0.02 0.02 

BSS  0.99 1.00 

GA   2.02 – 1.99 2.04 – 1.96 

THesap : 5.0 > TTablo : 2.0, p > 0.05 (Wilcoxon Testi) 

X : Ortalama±standart hata. SS: Standart Sapma. BSS: % Bağıl Standart Sapma. GA: Güven Aralığı 
(α :0.05) (Bkz. Ek 2) 

 

4.4.7. Özgüllük (Seçicilik) 

Yöntemlerin her bir ilaç (TOBRADEX
® 

ve TOBĠ
®
) için özgüllük 

çalıĢmalarının QCM ve SWV yöntemleri için sırasıyla 0.054 nM ve 2.0 nM TOB 

içeren standart, tablet ve sentetik preparat çözeltilerinin kaydedilen sensorgramları ve 

voltamogramları ġekil 4.23 – ġekil 4.26‘da görülmektedir. 
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ġekil 4.23. 0.054 nM TOB deriĢiminde standart, göz damlası ve sentetik numune 

                       çözeltilerinin verildiği TOB baskılanmıĢ QCM sensör arasındaki  

                       etkileĢimlere ait zamana karĢı ∆m değerlerini gösteren   

                       sensorgramlar (TOBRADEX
®
 için) 

 

 

ġekil 4.24. 0.054 nM TOB deriĢiminde standart, göz damlası ve sentetik numune 

                       çözeltilerinin verildiği TOB baskılanmıĢ QCM sensör arasındaki  

                       etkileĢimlere ait zamana karĢı ∆m değerlerini gösteren   

                       sensorgramlar (TOBĠ
®
 için) 
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ġekil 4.25. 2.0 nM TOB deriĢiminde (a) standart, (b) göz damlası ve (c) sentetik   

               numune çözeltilerinin verildiği TOB baskılanmıĢ voltametrik sensör    

                       arasındaki etkileĢimlere ait kare dalga voltammogramları  

                      (TOBRADEX
®
  için) 

 

 

ġekil 4.26. 2.0 nM TOB deriĢiminde (a) standart, (b) göz damlası ve (c) sentetik   

                numune çözeltilerinin verildiği TOB baskılanmıĢ voltametrik sensör    

                        arasındaki etkileĢimlere ait kare dalga voltammogramları  

                        (TOBĠ
®

 için) 
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GeliĢtirilen her iki yöntem için yöntemin özgünlüğü, standart ekleme 

yönteminin ilaç çözeltilerine ve gıda numunelerine uygulanmasıyla elde edilen 

kalibrasyon eğrilerinin denklemleri Tablo 4.13‘de verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.13. Standart ekleme yöntemi ile elde edilen kalibrasyon eğrilerinin   

                    denklemleri 

Numune Kalibrasyon eğrisi 

             QCM             SWV 

TOBRADEX
®
 

 

y = 2.742x + 7.814 y = 1.014x + 4.178 

TOBĠ
®
 y = 2.803x + 8.219 y = 0.989x + 5.014 

Süt y = 2.703x + 9.477 y = 0.987x + 8.258 

Yumurta y = 2.821x + 10.841 y = 0.980x + 9.256 

 

TOB, GEN, AMIK, KAN-A çözeltilerinin verildiği TOB baskılanmıĢ QCM 

ve elektroanalitik sensör arasındaki etkileĢimlere ait sensorgramlar ve 

voltammogramlar ġekil 4.27 – ġekil 4.28‘de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.27. 0.054 nM TOB, GEN, AMIK, KAN-A çözeltilerinin verildiği TOB 

                         baskılanmıĢ QCM sensör arasındaki etkileĢimlere ait zamana karĢı   

                         ∆m değerlerini gösteren sensorgramlar. (1) adsorpsiyon,  (2)   

                         desorpsiyon, (3) rejenerasyon 

 

 

ġekil 4.28. 10.0 nM TOB, GEN, AMIK, KAN-A çözeltilerinin verildiği TOB 

                          baskılanmıĢ elektokimyasal sensör arasındaki etkileĢimlere ait             

                          dönüĢümlü  voltamogramları 
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GEN, AMIK ve KAN-A için TOB moleküllerine göre dağılma ve seçicilik 

katsayıları aĢağıdaki eĢitliğine göre belirlenmiĢtir. 

 

Kd = [(Ci – Cf)/Cf] × V/m                                                                                         (4.1) 

 

EĢitlikte Kd dağılma katsayısını (1/nM); Ci ve Cf analit moleküllerinin  

baĢlangıç ve sonuç deriĢimlerini (nM); V, kullanılan çözelti hacmini (mL) ve m, 

polimerin ağırlığını (g) ifade etmektedir. Ancak; sensör uygulamalarında, deriĢim ve 

kütle parametrelerinin dönüĢtürülmesi gerekmektedir. Bu yaklaĢımdaki temel 

sebepler; baĢlangıç ve son deriĢimleri arasında önemli bir fark gözlenememesi ve 

deriĢimin ∆m (kütle) yada ∆I (akım) ile doğrusal iliĢkide olmasıdır. 

Bu durumda seçicilik katsayısı, 

 

k = ∆mkalıp /∆mgiriĢimci  veya  ∆Ikalıp / ∆IgiriĢimci                                                           (4.2) 

 

Ģeklinde kullanılabilir. Baskılama seçiciliğinin belirlenmesi için kullanılan bağıl 

seçicilik katsayısı (k′) ise; 

 

k′ = kbaskılanmıĢ/kkontrol                                                                                                                                                 (4.3) 

 

Ģeklinde ifade edilebilir. Hazırlanan TOB baskılanmıĢ sensörlerin TOB‘a karĢı 

seçiciliğinin belirlenmesi için yarıĢmalı adsorpsiyon deneyleri GEN, AMIK ve 

KAN-A çözeltileri kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Sensörlerin bu karıĢımlara 

gösterdiği tepki ġekil 4.27 ve ġekil 4.28‘de görülmektedir. GeliĢtirilen sensörler için 

TOB‘a göre GEN, AMIK ve KAN-A için seçicilik ve bağıl seçicilik katsayıları 

Tablo 4.14 – Tablo 4.15‘te verilmiĢtir. 
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Tablo 4.14. TOB‘a göre GEN, AMIK ve KAN-A için seçicilik ve bağıl seçicilik kat  

                    sayıları (QCM sensörü için) 

 MIP NIP  

∆m k ∆m k k′ 

TOB 0.300 - 0.024 - - 

GEN 0.030 10.00 0.022 1.10 9.10 

AMIK 0.025 12.00 0.030 0.80 15.00 

KAN-A 0.027 11.11 0.020 1.20 9.30 

 

Tablo 4.15. TOB‘a göre GEN, AMIK ve KAN-A için seçicilik ve bağıl seçicilik kat  

                    sayıları (Elektrokimyasal sensör için) 

 MIP NIP  

∆I (µA) k ∆I (µA) k k′ 

TOB 10.21 - 2.03 - - 

GEN 1.53 6.68 0.75 2.71 2.45 

AMIK 1.47 6.95 0.85 2.38 2.92 

KAN-A 1.35 7.56 0.91 2.23 3.40 

 

4.5. GeliĢtirilen Nanosensörlerin Baskılama Seçiciliğinin Belirlenmesi 

TOB baskılanmıĢ sensörlerin baskılama seçiciliğini göstermek için TOB 

baskılanmamıĢ QCM ve elektrokimyasal sensörlerde de hazırlanmıĢtır. 0.054 nM 

deriĢimdeki TOB, GEN, AMIK ve KAN-A çözeltileri QCM sistemine gönderilmiĢtir. 

BaskılanmamıĢ sensörün bu çözeltilere verdiği sinyaller ġekil 4.29‘da gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.29. 0.054 nM deriĢiminde TOB, GEN, AMIK ve KAN-A çözeltilerinin 

                         birlikte verildiği TOB baskılanmamıĢ QCM sensör arasındaki  

                         etkileĢimlere ait zamana karĢı ∆m değerlerini gösteren sensorgramlar.   

                         (1) adsorpsiyon,  (2) desorpsiyon, (3) rejenerasyon 

 

ġekil 4.30‘da 10.0 nM TOB, GEN, AMIK, KAN-A çözeltilerinin verildiği 

TOB baskılanmamıĢ elektokimyasal sensörün verdiği sinyaller görülmektedir. 

  

 

ġekil 4.30. 10.0 nM TOB, GEN, AMIK, KAN-A çözeltilerinin verildiği TOB 

                          baskılanmamıĢ elektokimyasal sensör arasındaki etkileĢimlere ait  

                          dönüĢümlü voltamogramları 
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4.6. Geri Kazanım 

3.0 ve 60.0 mg TOB içeren sentetik ilaç çözeltilerine ve süt ve yumurta özütü 

ile elde edilen geri kazanım değerleri geliĢtirilen QCM sensörü için Tablo 4.16 – 

Tablo 4.18‘de verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.16. QCM sensörü için sentetik preparatların analiz bulguları (TOBRADEX
®
) 

                     (Eklenen TOB miktarı 3.0 mg) (n = 7) 

Bulunan TOB 

(mg) 

Geri Kazanım 

(%) 

3.08                    102.3 ± 0.8  

2.93 97.4 ± 1.2 

3.01 97.6 ± 1.7 

3.09 98.8 ± 2.4 

2.96 98.7 ± 1.1 

2.95 98.3 ± 0.9 

3.03 101.1 ± 1.2 
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Tablo 4.17. QCM sensörü için sentetik preparatların analiz bulguları (TOBI
®
) 

                    (Eklenen TOB miktarı 60.0 mg) (n = 7) 

Bulunan TOB 

(mg) 

Geri Kazanım 

(%) 

60.03 100.0 ± 0.7 

59.87 99.8 ± 1.4 

59.48 99.1 ± 1.1 

61.05 101.7 ± 1.8 

60.78 101.3 ± 0.8 

59.14 98.6 ± 2.2 

60.04 100.1 ± 2.7 
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Tablo 4.18. QCM sensörü için TOB‘un süt ve yumurtadan özütlenmesi sonucu   

                    hesaplanan geri kazanım değerleri (n=7) 

Numune       Eklenen TOB       

miktarı 

(mol L
-1

) 

  Bulunan TOB  

miktarı 

(mol L
-1

) 

Geri Kazanım 

(%) 

Süt - 4.12 (± 0.04) × 10
-11

 - 

 2.14 × 10
-11 

5.94 (± 0.01) × 10
-11 

94.9 ± 3.4 

 7.00 × 10
-11 

10.88 (± 0.04) × 10
-11 

97.8 ± 2.4 

 12.00 × 10
-11 

15.16 (± 0.06) × 10
-11 

94.0 ± 1.9 

Yumurta - 8.42 (± 0.07) × 10
-11

 - 

 2.14 × 10
-11 

9.64 (± 0.03) × 10
-11 

91.3 ± 2.1 

 7.00 × 10
-11 

14.84 (± 0.03) × 10
-11 

96.2 ± 3.2 

 12.00 × 10
-11 

19.52 (± 0.02) × 10
-11 

95.6 ± 2.8 

 

3.0 ve 60.0 mg TOB içeren sentetik ilaç çözeltilerine ve süt ve yumurta özütü 

ile elde edilen geri kazanım değerleri geliĢtirilen elektrokimyasal sensör için Tablo 

4.19 – Tablo 4.21‘de verilmiĢtir. 
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Tablo 4.19. Elektrokimyasal sensör için sentetik preparatların analiz bulguları  

                    (TOBRADEX
®
) (Eklenen TOB miktarı 3.0 mg) (n = 7) 

Bulunan TOB 

(mg) 

Geri Kazanım 

(%) 

2.97 99.0 ± 0.2 

3.04 101.3 ± 0.4 

3.07 102.3 ± 1.3 

2.90 96.7 ± 2.1 

3.09 103.00 ± 0.7 

3.07 102.3 ± 1.4 

2.94 98.0 ± 0.7 
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Tablo 4.20. Elektrokimyasal sensör için sentetik preparatların analiz bulguları  

                    (TOBI
®
) (Eklenen TOB miktarı 60.0 mg) (n = 7) 

Bulunan TOB 

(mg) 

Geri Kazanım 

(%) 

58.78 97.9 ± 1.1 

60.14 100.2 ± 0.7 

58.87 98.1 ± 0.9 

59.71 99.5 ± 1.3 

61.02 101.7 ± 1.7 

60.74 101.2 ± 1.7 

59.74 99.6 ± 1.7 
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Tablo 4.21. Elektrokimyasal sensör için TOB‘un süt ve yumurtadan özütlenmesi  

                    sonucu hesaplanan geri kazanım değerleri (n=7) 

Numune      Eklenen TOB       

    miktarı 

(mol L
-1

) 

 Bulunan TOB  

    miktarı 

(mol L
-1

) 

Geri Kazanım 

(%) 

Süt - 1.91 (± 0.02) × 10
-9

 - 

 2.0 × 10
-9 

3.65 (± 0.01) × 10
-9 

93.4 ± 1.4 

 4.0 × 10
-9 

5.74 (± 0.03) × 10
-9 

97.1 ± 3.1 

 6.0 × 10
-9 

7.22 (± 0.02) × 10
-9 

91.3 ± 2.9 

Yumurta - 3.17 (± 0.05) × 10
-9

 - 

 2.0 × 10
-9 

4.94 (± 0.01) × 10
-9 

95.6 ± 3.1 

 4.0 × 10
-9 

7.25 (± 0.06) × 10
-9 

101.1 ± 2.2 

 6.0 × 10
-9 

9.98 (± 0.05) × 10
-9 

91.2 ± 1.2 

 

4.7. Farmasötik Preparatların Analiz Bulguları 

TOBRADEX
®
 ve TOBI

® 
analizleri geliĢtirilen iki yöntem ile yapılmıĢ olup 

veriler Tablo 4.22 - Tablo 4.23‘de gösterilmiĢtir. 
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Tablo 4.22. TOBRADEX
®
 göz damlasına ait kalibrasyon grafiği yöntemi ile elde   

                    edilen analiz bulguları (3 mg TOB/mL) (n = 7) 

QCM 

Yöntemi 

SWV 

Yöntemi 

Bulunan (mg) Bulunan (mg) 

3.07 

2.87 

2.91 

3.08 

3.04 

3.09 

3.04 

2.91 

3.08 

3.07 

3.04 

2.91 

2.95 

3.05 

X  : 3.01 ± 0.033 

SS : 0.088 

BSS : 2.92 

GA : 3.04 – 2.98 

X  : 3.00 ± 0.028 

SS : 0.08 

BSS : 2.67 

GA : 3.03 – 2.97 

Kruskal Wallis varyans analizi  KWT = 7.815 > KWH = 4.13, p < 0.05 

X : Ortalama±standart hata. SS: Standart Sapma. BSS: % Bağıl Standart Sapma. GA: Güven Aralığı 
(α :0.05) (Bkz. Ek 2) 
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Tablo 4.23. TOBI
®
 göz damlasına ait kalibrasyon grafiği yöntemi ile elde edilen  

                    analiz bulguları (60 mg TOB/mL) (n = 7) 

QCM 

Yöntemi 

SWV 

Yöntemi 

Bulunan (mg) Bulunan (mg) 

59.87 

60.08 

60.17 

59.17 

61.21 

60.71 

61.28 

61.74 

60.41 

60.31 

59.45 

61.47 

60.88 

59.70 

X  : 60.36 ± 0.29 

SS : 0.76 

BSS : 1.26 

GA : 60.65 – 60.07 

X  : 60.57 ± 0.32 

SS : 0.85 

BSS : 1.40 

GA : 60.89 – 60.25 

Kruskal Wallis varyans analizi  KWT = 7.815 > KWH = 5.17, p < 0.05 

X : Ortalama±standart hata. SS: Standart Sapma. BSS: % Bağıl Standart Sapma. GA: Güven Aralığı 
(α :0.05) (Bkz. Ek 2) 
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4.8. Denge Ġzoterm Modelleri 

TOB baskılanmıĢ sensörler ile TOB arasındaki etkileĢimi aydınlatmak 

amacıyla sensorgram ve voltamogram verilerine üç farklı izoterm modeli 

uygulanmıĢtır. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri: 

 

Langmuir                                                      ∆m = {∆mmaks[C]/(KD + [C])} (QCM için) 

                                                                           ΔI={ΔImaks[C]/(KD+[C])}   (SWV için) 

Freundlich                                                                      ∆m = ∆mmaks [C]
1/n 

 (QCM için) 

                                                                                            ΔI=ΔImaks[C]
1/n 

  (SWV için) 

Langmuir-Freundlich                            ∆m = {∆mmaks[C]
1/n

/(KD + [C]
1/n

)} (QCM için) 

                                                                       ΔI={ΔImaks[C]1/n/KD+[C]
1/n

} (SWV için) 

 

Bu eĢitliklerde; 

∆mmaks (ug/cm
2
) veya ΔImaks (μA); maksimum sinyal kaymasını  

∆mdenge veya ∆Idenge; denge halindeki sinyal kaymasını  

[C]; analit deriĢimini (nM) 

KA (nM); bağlanma denge sabitini  

KD (1/nM); ayrılma denge sabitini  

1/n; Freundlich yüzey heterojenite indeksini göstermektedir. 

 

Langmuir adsorpsiyon modeli tek tabakalı homojen, Freundlich adsorpsiyon 

modeli ise heterojen bağlanma varsayımına dayanır. Langmuir modeli, moleküler 

baskılanmıĢ polimerlerin kullanıldığı bağlanma izotermlerine yaygın olarak 

kullanılmıĢtır. Moleküler baskılanmıĢ polimerlerin heterojen bağlanma bölgeleri de 

içerdiği son zamanlarda rapor edilmiĢtir. Freundlich adsorpsiyon modeli özellikle 

düĢük deriĢimlerde MIP sistemlerine uygunluk göstermektedir (118,119) . Fakat bu 

model yüksek deriĢim değerlerinde bazı sapmalar göstermektedir. Bu sapmaları 

engellemek için Langmuir-Freundlich karma modeli kullanılabilir. Bu model 

heterojenite olduğu durumda çok düĢük deriĢimlerden doygunluğa kadar MIP 
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sistemleriyle uygunluk göstermektedir. ġekil 4.31 ve ġekil 4.32‘de Langmuir, 

Freundlich ve  Langmuir-Freundlich‘e ait grafikler verilmiĢtir. 
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ġekil 4.31. QCM yöntemi için adsorpsiyon modelleri: (a) Langmuir; (b) Freundlich;  

                  (c) Langmuir-Freundlich 
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ġekil 4.32. SWV yöntemi için adsorpsiyon modelleri: (a) Langmuir; (b) Freundlich;  

                    (c) Langmuir-Freundlich 
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Ayrıca Tablo 4.24 – Tablo 4.25‘de QCM ve SWV yöntemleri için Langmuir, 

Freundlich ve  Langmuir-Freundlich parametreleri değerlendirilmiĢtir. 

 

Tablo 4.24.  QCM yöntemi için Langmuir, Freundlich ve  Langmuir-Freundlich  

                     parametreleri 

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich 

∆mmaks 0.5230 ∆mmaks 1.030 ∆mmaks 2.6860 

KA, nM 55.56 1/n 0.3270 1/n 0.3270 

KD, 1/nM 0.018 R
2
 0.9230 KA, nM 0.4360 

R
2
 0.9890   KD, 1/nM 2.2930 

    R
2
 0.9590 

 

Tablo 4.25.  SWV yöntemi için Langmuir, Freundlich ve  Langmuir-Freundlich  

                     parametreleri 

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich 

∆Imaks 11.23 ∆Imaks 1.119 ∆Imaks 4.55 

KA, nM 0.187 1/n 1.047 1/n 1.047 

KD, 1/nM 5.34 R
2
 0.9780 KA, nM 0.243 

R
2
 0.9989   KD, 1/nM 4.11 

    R
2
 0.9869 
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5. TARTIġMA  

Bu tez çalıĢmasında aminoglikozid grubu antibiyotiği olan TOB‘un gıda 

numunelerinden (süt ve yumurta) ve farmasötik preparatlardan analizi için QCM ve 

elektrokimyasal tabanlı nanosensörler geliĢtirilmiĢtir. GeliĢtirilen analitik 

yöntemlerin validasyon çalıĢmaları yapıldıktan sonra gerçek numunelere 

uygulanabilirliği gösterilmiĢtir. TOB‘un metanol, asetonitril ve su gibi çeĢitli 

çözücülerdeki çözünürlüğü incelenmiĢ ve en uygun çözücü olarak su seçilmiĢtir. Bu 

nedenle stok TOB çözeltisi su ile hazırlanmıĢ ve gerekli seyreltmeler 0.1 M fosfat 

tamponu ile yapılmıĢtır. 

 

5.1. GeliĢtirilen QCM Sensörünün Karakterizasyon ÇalıĢmaları 

5.1.1. FTIR Analizi 

TOB baskılanmıĢ QCM nanosensörü öncelikle FTIR spektroskopisi 

kullanılarak karakterize edilmiĢtir. FTIR spektrumundan görüldüğü üzere 

monomerlerden (HEMA ve MAGA) kaynaklanan –OH bandları 3310 cm
-1

‘de 

görülmüĢtür. Ayrıca alkil –CH gerilme bandları 2918 cm
-1

‘de görülmüĢtür. MAGA 

monomerinden kaynaklanan –C=O gerilmesi 1738 cm
-1

, amit I ve II bandları 1621 

cm
-1

 ve 1540 cm
-1

‘de, –COO titreĢimleri 1429 cm
-1

 ve 1375 cm
-1

‘de görülmüĢtür. 

FTIR sonuçları QCM sensör yüzeyinde polimerik filminin baĢarılı bir Ģekilde 

oluĢtuğunu göstermiĢtir (Bkz. ġekil 4.1). 

 

5.1.2. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi 

Modifiye edilmemiĢ, Allil merkaptan ile modifiye edilmiĢ ve TOB 

baskılanmıĢ QCM filminin yüzey morfolojisi yarı değen modda atomik kuvvet 

mikroskobu ile karakterize edilmiĢtir. AFM görüntülerinde de görüldüğü üzere 

modifikasyon ve polimer oluĢumu ile birlikte yüzey topolojisi önemli bir oranda 

değiĢmektedir. Hazırlanan yüzeylerin sırasıyla yüzey derinlikleri 2.48 ± 0.45, 7.10 ± 

1.17 ve 16.90 ± 2.07 nm olarak bulunmuĢtur. Elde edilen bu sonuçlara göre modifiye 

edilmemiĢ QCM çipinin allil merkaptan ile baĢarılı bir Ģekilde homojen olarak 

modifiye edildiği görülmektedir. Ayrıca bu sonuçlar allil merkaptan ile modifiye 

edilmiĢ QCM çipi üzerinde polimerizasyon iĢleminin baĢarılı bir Ģekilde 

gerçekleĢtirildiğini göstermektedir (Bkz. ġekil 4.2). 



 110 

5.1.3. Elipsometre Analizi 

QCM çipinin yüzey karakterizasyonu için ayrıca elipsometrik ölçümler 

yapılmıĢtır. AFM sonuçları ile elipsometrik sonuçlar arasında bir uyumun olduğu 

ġekil 4.3‘te görülmektedir. Elipsometrik sonuçlara göre TOB baskılanmıĢ QCM 

filminin yüzey kalınlığı 12.80 ± 1.40 nm olarak ölçülmüĢ ve böylece homojen ve tek 

tabakalı bir filmin oluĢumu baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

5.1.4. Temas Açısı Analizleri 

Modifiye edilmemiĢ ve allil merkaptan ile modifiye edilmiĢ QCM filminin 

temas açısı değerleri sırasıyla 79.14 ± 1.48 ve 70.34 ± 2.04 olarak bulunmuĢtur. 

Yüzey temas açılarındaki azalıĢ yüzeyin hidrofilik karakterinin artmasını 

göstermektedir. TOB baskılanmıĢ QCM filminin temas açı değeri ise 63.22 ± 3.12 

olarak bulunmuĢtur. Temas açısındaki bu azalma yüzeye giren –OH ve –COOH 

gruplarının hidrofilik karakterinden kaynaklanmakta olup bu sonuçlar FTIR 

sonuçlarıyla örtüĢmektedir (Bkz. ġekil 4.4). 

 

5.2. GeliĢtirilen Elektroanalitik Sensörünün Karakterizasyon ÇalıĢmaları 

5.2.1. FTIR Analizi 

TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon yüzeyinin FTIR spektrumu ġekil 

4.5‘te verilmiĢtir. FTIR spektrumunda polipirol yapısına ait –NH gerilme bandı 3587 

cm
-1

‘de, eğilme bandı 1150 cm
-1

‘de görülmüĢtür. Aromatik –CH gerilme bandı 3290 

cm
-1

‘de, alifatik –CH gerilme bandı 2926 cm
-1

‘de görülmüĢtür. Ayrıca 1590 ve 1542 

cm
-1

‘de pirol halkasının –C=C gerilme titreĢimleri, 1325 cm
-1

‘de –CN gerilme 

titreĢimi, 780 cm
-1

‘de –CH yüzey dıĢı eğilme ve 687 cm
-1

‘de –CC yüzey dıĢı eğilme 

absorbsiyon bandları görülmüĢtür (120) . 

 

5.2.2. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi 

Modifiye edilmemiĢ ve TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon yüzeyinin 

yüzey morfolojisi yarı değen modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize 

edilmiĢtir. Bu hazırlanan yüzeylerin sırasıyla yüzey derinlikleri 9.60 ± 1.81 ve 42.80 

± 1.48 nm olarak bulunmuĢtur. AFM görüntüleri incelendiğinde elektrot yüzeyindeki 

pürüzlülük artıĢı açıkca görülmektedir (Bkz. ġekil 4.6). 
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5.2.3. DönüĢümlü Voltametri ÇalıĢmaları 

TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon yüzeyinin elektrokimyasal 

karakterizasyonu iki redoks aktif probu kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir: (i) 0.1 M 

KCl çözeltisinde hazırlanmıĢ 1.0 mM potasyum ferrisiyanür probu (ii) 0.1 M 

TBATFB destek elektroliti içeren MeCN çözeltisinde hazırlanmıĢ 1.0 mM ferrosen 

probu. TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon elektrotunda bu redoks problarının 

alınan dönüĢümlü voltamogramlarına göre camsı karbon elektrodunda görülen 

tersinir redoks pikleri baskılanmıĢ elektrotta tamamen ortadan kaybolmuĢtur. Bu 

sonuçlar camsı karbon yüzeyinde polimerik bir tabakanın oluĢumunun önemli bir 

belirtisi olarak kabul edilebilir (Bkz. ġekil 4.7). 

 

5.2.4. Elektrokimyasal Ġmpedans Spektroskopik ÇalıĢmalar 

ġekil 4.8‘de verilen impedans verilerine göre aktif hale getirilmiĢ camsı 

karbon elektrodu negatif yüklü [Fe(CN)6]
3-/4-

 redoks probunu yüzeyden iteceğinden 

dolayı yüksek bir yük transfer direnci (Rct) göstermektedir. Camsı karbon yüzeyinde 

hedef molekül (TOB) varlığında pirol monomerinin elektropolimerizasyonundan 

sonra yük transfer direnci azalmaktadır (ġekil 4.8.b). Modifiye edilmemiĢ camsı 

karbon elektrodu ve TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon elektrodunun yük 

transfer dirençleri sırasıyla 30 ve 17 ohm olarak ölçülmüĢtür. Bu azalmanın en büyük 

nedeni yüzeyde oluĢan pozitif yüklü polimerik filminden dolayı elde edilen bu 

polimerik yüzeyin negatif yüklü [Fe(CN)6]
3-/4-

 redoks probunu yüzeye yaklaĢtırıp 

elektron transferini kolaylaĢtırmasından kaynaklanmaktadır. NaCl çözeltisi 

kullanılarak TOB molekülü uzaklaĢtırıldıktan sonra yük transfer direnci polipirol 

yapıdaki nano boĢlukların ortaya çıkması ve dolayısıyla pozitif yüklerin daha da 

artmasıyla azalmaktadır (ġekil 4.8.c) (121,122)  . 

 

5.3. QCM Yönteminde pH Optimizasyonu 

Farklı pH değerlerinde hazırlanan 0.1 M fosfat tamponunun 0.054 nM TOB 

varlığında QCM cevabı üzerine etkisi incelenmiĢ ve kütle değiĢimleri ölçülmüĢtür 

(Bkz. ġekil 4.9). QCM yüzeyine TOB birikimi pH 7.5 değerine kadar aĢamalı olarak 

artmıĢtır. Bu durum fonksiyonel monomer olarak kullanılan MAGA‘nın yapısına 

bağlıdır. MAGA glutamik asit temelli bir monomer olup 2.10 ve 4.07 olmak üzere 
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iki tane pKa değerine sahiptir. pH değerindeki artıĢ bu grupların negatif yükle 

yüklenmesine sebep olmuĢtur. Bu yükler TOB molekülünün yapısındaki –OH 

gruplarıyla daha iyi etkileĢime girerek  yüzeyde TOB birikimini (sensör-analit 

afinitesi)  artırmıĢtır. Daha ileri pH artıĢları ise TOB yapısındaki –OH gruplarınıda 

iyonlaĢtırdığı için sensör sinyalinde azalmalar görülmeye baĢlanmıĢtır. Bundan 

dolayı optimum pH değeri olarak 7.5 seçilmiĢtir. 

 

5.4. Elektroanalitik Yöntemin Optimizasyonu 

DönüĢümlü voltametri yönteminde belli bir deriĢimde (10.0 nM TOB) seçilen 

destek elektrolitte belirli bir TOB deriĢiminde destek elektrolit pH‘sı (2-10), 

monomer (pirol) deriĢimi (20-100 mM), tarama sayısı (3-8) ve hedef molekül (TOB) 

deriĢimi (5-50 mM) değiĢiminin TOB baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ voltametrik 

sensör üzerine etkileri incelenmiĢtir. Piklerin Ģekli, MIP ve NIP sensör arasındaki 

akım farkları dikkate alınarak en uygun parametreler; destek elektrolit pH‘sı için 7.0, 

monomer deriĢimi için 60 mM, tarama sayısı için 5 tarama ve hedef molekül deriĢimi 

için 25 mM olarak seçilmiĢtir (Bkz. ġekil 4.11 - ġekil 4.14). 

 

5.5. Moleküler BaskılanmıĢ Polipirolün Elektropolimerizasyonu 

TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon elektrodu, 60 mM pirol ve 25 mM 

TOB içeren 0.1 M, pH 7.0 fosfat tamponu sisteminde 5 tarama sayısında -0.6 V/+1.8 

V potansiyel aralığında dönüĢümlü voltametri tekniğiyle elektropolimerizasyon 

yoluyla elde edilmiĢtir (Bkz. ġekil 4.15). Elektropolimerizasyon süresince TOB 

molekülleri camsı karbon elektrodunun yüzeyine difüse ederler ve bu moleküllerin 

pirol monomeri ile etkileĢim yeteneğinden dolayı polimer matriksin içine gömülürler. 

ġekil 4.15‘de görüldüğü üzere ilk taramada yaklaĢık 0.72 V potansiyelinde bir 

yükseltgenme piki görülmektedir. Ondan sonra bu pikin Ģiddeti tarama sayısının 

artmasıyla azalır ve beĢinci taramadan sonra pik akım Ģiddeti sabit bir değere ulaĢır. 

Bu bulgular camsı karbon elektroduna pirol monomerinin baĢarılı bir Ģekilde 

elektropolimerize olduğunu göstermektedir. Ayrıca tarama sayısının artmasıyla pik 

akım Ģiddetinin sabit bir değer almasının nedeni elektrot yüzeyinde sürekli bir 

polipirol tabakasının oluĢmasından dolayı daha az baskılanmıĢ bölge içeren daha 

kalın bir polimerik tabakanın oluĢmasından kaynaklanmaktadır. 
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ġekil 4.16‘da 1.0×10
-8 

M TOB‘un farklı elektrotlarda alınmıĢ kare dalga 

voltamogramları görülmektedir. TOB baskılanmıĢ polipirol camsı karbon 

elektrodunda ölçülen pik akımı değeri modifiye edilmemiĢ camsı karbon 

elektrodunda ölçülen pik akımı değerinden üç kat daha fazladır. Dahası TOB 

baskılanmamıĢ polipirol camsı karbon elektrodunda çözelti ortamında TOB ilaç 

molekülü verimli bir Ģekilde tayin edilememiĢtir. 

 

5.6. Yöntemlerin Validasyonu 

GeliĢtirilen yöntemlerin validasyonu için kararlılık, doğrusallık, duyarlılık, 

tekrarlanabilirlik, doğruluk, kesinlik, özgüllük (seçicilik), sağlamlık ve tutarlılık 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. 

 

Kararlılık  

ÇalıĢılan maddenin 0.001 M deriĢimindeki stok çözeltilerin oda sıcaklığında 

ve buzdolabındaki kararlılığının belirlenmesi amacıyla QCM sensorgramları 

incelenmiĢtir. Bu çözeltilerden 0.054 nM‘lık çözeltiler hazırlanarak QCM 

sensorgramları alınmıĢ ve taze hazırlanmıĢ çözeltilerin sensorgramları ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Sensorgramlarda elde edilen sinyallerde herhangi bir azalma 

gözlenmemiĢtir. ÇalıĢılan maddenin stok çözeltilerinin buzdolabında minimum bir ay 

kararlı, oda sıcaklığında ise 12 saat olduğu söylenebilir (Bkz. Tablo 4.1 – Tablo 4.2). 

 

Doğrusallık 

Her iki yöntemde de kalibrasyon eğrilerinin oluĢturulması ve doğrusallık 

aralıklarının belirlenmesi için TOB‘un deriĢimine karĢı gözlenen sinyaller grafiğe 

geçirilmiĢtir. QCM yöntemi ile 0.017 – 0.150 nM ve SWV yöntemi ile 0.5 – 10 nM 

aralığında doğrusal olan kalibrasyon eğrileri elde edilmiĢtir (Bkz. ġekil 4.18 – ġekil 

4.19). Her iki yöntem için doğrusallıktan ayrılıĢın önem kontrolü yapılmıĢtır (Bkz. 

Tablo 4.3 - Tablo 4.4). QCM yöntemi için FH = 3872.25 > FT = 5.59 ve SWV 

yöntemi için FH = 3578.32 > FT = 5.59 değerleri elde edilmiĢ ve bu sonuçlara göre 

doğrusallıktan ayrılıĢın önemsiz olduğu bulunmuĢtur (p < 0.05). Ayrıca korelasyon 

katsayılarının önem kontrolü yapılarak bu katsayıların istatistiksel olarak önemli 
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değerler olduğu bulunmuĢtur (QCM yöntemi için tH = 61.78 > tT = 2.48 ve SWV 

yöntemi için tH = 56.78 > tT = 2.48, p < 0.05). 

Önerilen analiz yöntemlere ait kalibrasyon eğrilerinin özellikleri Tablo 4.5‘te 

verilmiĢtir. 

Yöntemlerin doğrusallığı için kontrol grafikleri çizilmiĢtir. Grafik 

yönteminde standart çözeltilerin olması gereken deriĢimlerine karĢı kalibrasyon 

denkleminden bulunan deriĢimleri grafiğe geçirilmiĢtir. (Bkz. ġekil 4.20 – ġekil 

4.21).  Bu grafiklerde tanımlayıcılık katsayıları (R
2
) , QCM ve SWV yöntemleri için 

sırasıyla 0.9990 ve 0.9970 olarak eğimler sırasıyla 0.990 ve 1.000 olarak 

bulunmuĢtur. Eğimlerin ve tanımlayıcılık katsayılarının yaklaĢık olarak 1.0000 

bulunması çizilen kalibrasyon eğrilerinin bir doğru olduğunu göstermektedir. 

 

Duyarlılık 

  LOD ve LOQ Bölüm 3.8‘de anlatıldığı Ģekilde hesaplanmıĢtır. Buna göre 

TOB‘un LOD değerleri QCM yönteminde 0.0057 nM ve SWV yönteminde 0.167 

nM olarak bulunmuĢtur (n =7). LOQ değerleri QCM yönteminde 0.017 nM ve SWV 

yönteminde 0.50 nM olarak bulunmuĢtur (n =7) (Bkz. Tablo 4.5). Bulunan LOD ve 

LOQ değerlerinin düĢük olması geliĢtirilen her iki yönteminin oldukça duyarlı 

olduğunu göstermektedir. 

 

Doğruluk ve Kesinlik 

 Doğruluk, ölçülen ve doğru kabul edilen değerler arasındaki uyumun bir 

ölçüsüdür ve % bağıl hata (BH) ile belirlenmektedir. Yöntemin doğruluğunun 

belirlenmesi için bilinen numunelerde en az 3 farklı deriĢimde her deriĢim için en az 

3 analiz sonucu bulunmalıdır. 

Kesinlik, sonuçların tekrarlanabilirliğinin göstergesidir. Hazırlanan standart 

numunelerin yapılan tekrarlı analizleri sonucunda saptanan BSS terimi ile tanımlanır. 

BSS, standart sapmanın ortalamaya göre yüzde kaçlık bir değiĢim gösterdiğini 

belirtir. 

TOB‘un QCM yöntemi ile tayininde 0.022, 0.070 ve 0.120 nM ve SWV 

yöntemi için 1.0, 4.0 ve 8.0 nM deriĢimlerde gün içi ve günler arası tekrarlı analizler 

yapılmıĢtır. Gün içi çalıĢmalarda 3 farklı deriĢim seviyesinde altı tane hazırlanan 
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standart çözeltilerin analizleri aynı gün yapılmıĢ, elde edilen bulguların QCM 

yöntemi için bağıl standart sapma değerleri % 1.25 – 2.27 arasında, % bağıl hata 

değerleri de mutlak değer olarak 0.0 – 4.54 ve SWV yöntemi için bağıl standart 

sapma değerleri % 0.0 – 2.91 arasında, % bağıl hata değerleri de mutlak değer 

olarak % 0.0 – 1.52 arasında bulunmuĢtur. Günler arası çalıĢmalar ise; üç farklı 

deriĢim seviyesinde ardıĢık altı ayrı günde hazırlanan çözeltilerin analizi ile yapılmıĢ 

ve elde edilen bulguların QCM yöntemi için bağıl standart sapma değerleri % 1.25 – 

3.18 arasında, % bağıl hata değerleri de mutlak değer olarak 0.0 – 4.54 ve SWV 

yöntemi için bağıl standart sapma değerleri % 1.89 – 2.10 arasında, % bağıl hata 

değerleri de mutlak değer olarak % 0.0 – 3.85 arasında bulunmuĢtur.  (Bkz. Tablo 4.6 

- Tablo 4.7). 

GeliĢtirilen her iki yöntemde de gün içi ve günler arası için % bağıl hata 

değerlerinin % 5‘den az olması yöntemlerin doğruluğunu göstermektedir. Bağıl 

standart sapmanın her üç yöntemde de % 5‘in altında olması yöntemlerin kesinliğinin 

oldukça iyi olduğunu belirtir (123) . 

 

Tekrarlanabilirlik 

 Sensör tekrarlanabilirliği; QCM yönteminde 0.054 nM ve SWV yönteminde 

2.0 nM TOB içeren çözeltinin tekrarlı analizleri ile gerçekleĢtirilmiĢtir. TOB‘un 

QCM ve SWV yöntemleri için kütle değiĢimleri ve pik akımlarının BSS değerleri 

sırasıyla % 0.47 ve % 0.87 olarak bulunmuĢtur (Bkz. Tablo 4.8). Bağıl standart 

sapmalarının % 1‘den düĢük olması sensör tekrarlanabilirliğinin iyi olduğunu ve 

maliyet-fayda ekseninde önemli avantajlar sunduğunu göstermektedir (124) . 

 

Sağlamlık 

Sağlamlık çalıĢmaları için optimum Ģartlarda küçük değiĢiklikler yapılarak 

analiz sonuçlarına etkisi incelenmiĢtir. Bu çalıĢmalar QCM yöntemi için 0.054 nM 

ve SWV yöntemi için 2.0 nM
 
deriĢimler de gerçekleĢtirilmiĢtir. Her bir değiĢiklikte 

yapılan analiz sonuçları optimum Ģartlarda bulunan analiz sonuçları ile Wilcoxon 

testi kullanılarak karĢılaĢtırılmıĢtır. Tüm karĢılaĢtırmalarda TH değeri TT değerinden 

büyük olduğu için analizler arasında fark olmadığı sonucuna varılmıĢtır (Bkz. Tablo 
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4.9 – Tablo 4.10). Bu sonuçlar TOB analizi için geliĢtirilen yöntemlerin sağlam 

olduğunu göstermektedir. 

 

Tutarlılık 

Tutarlılık çalıĢmaları için farklı analizci etkisi araĢtırılmıĢ ve bulunan 

değerler Wilcoxon testi kullanılarak karĢılaĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmalar QCM yöntemi 

için 0.054 nM ve SWV yöntemi için 2.0 nM
 
deriĢimler de gerçekleĢtirilmiĢtir. Farklı 

iki analizci tarafından elde edilen bulgular arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmaması yöntemlerin tutarlı olduğunu göstermektedir (QCM yöntemi için TH = 

7.50 > TT = 2.00 ve SWV yöntemi için TH = 5.50 > TT = 2.00; p > 0.05 ) (Bkz. Tablo 

4.11 - Tablo 4.12). 

 

Özgüllük (Seçicilik) 

Özgüllük (Seçicilik), yöntemin diğer maddeler varlığında analizi yapılan 

maddenin miktarını doğru olarak tayin edebilme yeteneğidir. GeliĢtirilen yöntemlerin 

özgünlüğü; sentetik preparat, tablet ve standart çözeltilerin QCM sensorgramları ve 

voltamogramlarının karĢılaĢtırılması ile gösterilmiĢtir. QCM sensorgramlarında 

sentetik preparat ve ilaç çözeltilerindeki tobramisinin sensör yüzeyindeki kütle 

değiĢimleri standart çözeltilerde bulunan tobramisinin kütle değiĢimine eĢit olduğu 

Ģekillerde görülmektedir. Aynı durum elde edilen voltamogramlar içinde geçerlidir 

(Bkz. ġekil 4.23 – ġekil 4.26). Buna göre geliĢtirilen yöntemlerin özgün olduğu 

söylenebilir. Ayrıca her iki yöntem için yöntemin özgünlüğü, standart ekleme 

yönteminin ilaç çözeltilerine ve gıda numunelerine uygulanmasıyla da gösterilmiĢtir. 

Standart ekleme yöntemi ile elde edilen kalibrasyon eğrilerinin denklemleri Tablo 

4.13‘te verilmiĢtir. Bu denklemlerin eğimlerinin oluĢturulan kalibrasyon eğrilerinin 

eğimlerine yakın olması katkı maddelerinin TOB analizinde giriĢim yapmadığını 

göstermektedir. Ayrıca geliĢtirilen sensörlerin süt ve yumurta numunelerindeki 

tobramisinin diğer aminoglikoproteinlerin (AMIK, GEN, KAN-A) varlığında tayini 

için kullanılabilirliği gösterilmiĢtir (Bkz. ġekil 4.27 – ġekil 4.28). Böylece 

geliĢtirilen yöntemlerin özgün olduğunu söylenebilir.  

GEN, AMIK ve KAN-A için TOB moleküllerine göre dağılma ve seçicilik 

katsayıları eĢitlik 4.2‘ye göre belirlenmiĢtir. GEN, AMIK ve KAN-A‘nın molekül 
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yapıları ve ağırlıkları TOB‘a oldukça yakındır. TOB baskılanmıĢ QCM sensörünün 

GEN, AMIK ve KAN-A‘ya verdiği sensorgram sinyal değerleri (∆m) sırasıyla 0.030, 

0.025 ve 0.027‘tir. Aynı deriĢimde TOB için elde edilen sinyal değeri ise 0.300‘dür. 

Bu sonuçlara göre baskılanmıĢ QCM sensörü TOB‘u, GEN‘e göre 10.0 kat, AMIK‘a 

göre 12.0 kat ve KAN-A‘ya göre 11.11 kat daha duyarlı tayin edebilmektedir (Bkz. 

Tablo 4.14). EtkileĢimdeki bu hassasiyet kalıp molekül olan TOB‘in üç boyutlu 

yapısının polimerik hafızaya alınmasından kaynaklanmaktadır. 

TOB baskılanmıĢ elektrokimyasal sensörünün GEN, AMIK ve KAN-A‘ya 

verdiği voltammogram sinyal değerleri (∆I) ise sırasıyla 1.53, 1.47 ve 1.35‘dir. Aynı 

deriĢimde TOB için elde edilen sinyal değeri ise 10.21‘dir. Bu sonuçlara göre TOB 

baskılanmıĢ elektrokimyasal sensörü TOB‘u, GEN‘e göre 6.68 kat, AMIK‘a göre 

6.95 kat ve KAN-A‘ya göre 7.56 kat daha duyarlı tayin edebilmektedir (Bkz. Tablo 

4.15). 

 

5.7. GeliĢtirilen Nanosensörlerin Baskılama Seçiciliğinin Belirlenmesi 

TOB baskılanmamıĢ QCM sensörün aynı deriĢimdeki TOB, GEN, AMIK ve 

KAN-A verdiği sensorgram sinyal değerleri (∆m) 0.024, 0.022, 0.030 ve 0.020‘dir. 

ġekil 4.27 incelendiğinde TOB baskılanmamıĢ QCM sensörün aynı deriĢimdeki TOB, 

GEN, AMIK ve KAN-A çözeltilerine verdiği sinyal artıĢının oldukça az olduğu 

görülmektedir. EĢitlik 4.2 ve EĢitlik 4.3 kullanılmasıyla hesaplanan seçicilik 

katsayıları GEN için 10.0 (baskılanmıĢ), 1.1 (baskılanmamıĢ) olarak ve AMIK için 

12.0 (baskılanmıĢ), 0.80 (baskılanmamıĢ) olarak ve KAN-A için 11.11 (baskılanmıĢ), 

1.20 (baskılanmamıĢ) olarak bulunmuĢtur. Baskılama seçiciliğini gösteren bağıl 

seçicilik katsayısı 9.1 (TOB/GEN), 15.0 (TOB/AMIK) ve 9.3 (TOB/KAN-A) olarak 

hesaplanmıĢtır (Bkz. Tablo 4.14). Bu sonuçlara göre TOB baskılanmıĢ sensör; 

TOB‘u GEN‘e göre 9.1 kat, AMIK‘a göre 15.0 ve KAN-A‘ya göre 9.3 kat seçicilikle 

tanımaktadır. Molekül yapılarının ve molekül ağırlıklarının birbirine çok yakın olan 

bu moleküller arasında 9.1, 15.0 ve 9.3 katlık ayırma faktörünün baĢarılı bir sonuç 

olduğu söylenebilir.  

TOB baskılanmamıĢ elektrokimyasal sensörün aynı deriĢimdeki TOB, GEN, 

AMIK ve KAN-A verdiği voltammogram akım değerleri (∆I) 2.03, 0.75, 0.85 ve 

0.91‘dir. Hesaplanan seçicilik katsayıları GEN için 6.68 (baskılanmıĢ), 2.71 
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(baskılanmamıĢ) olarak ve AMIK için 6.95 (baskılanmıĢ), 2.38 (baskılanmamıĢ) 

olarak ve KAN-A için 7.56 (baskılanmıĢ), 2.23 (baskılanmamıĢ) olarak bulunmuĢtur. 

Baskılama seçiciliğini gösteren bağıl seçicilik katsayısı 2.45 (TOB/GEN), 2.92 

(TOB/AMIK) ve 3.40 (TOB/KAN-A) olarak hesaplanmıĢtır (Bkz. Tablo 4.15). Aynı 

Ģekilde bu moleküller arasında 2.45, 2.92 ve 3.40 katlık ayırma faktörünün baĢarılı 

bir sonuç olduğu söylenebilir. 

Ġki sensör sistemi arasındaki bu fark ise kullanılan fonksiyonel monomerden 

kaynaklanmaktadır. Hatırlanacağı gibi QCM sensör üretiminde özel olarak 

sentezlenmiĢ kalıp molekül TOB ile seçici etkileĢime girebilecek glutamik asit 

temelli bir monomer kullanmıĢtık. 

 

5.8. Geri Kazanım 

Geri kazanım sonuçları, 3 ve 60 mg TOB içeren sentetik preparatların ve gıda 

numunelerinin (süt ve yumurta) geliĢtirilen her iki yöntemle analizi yapılarak 

değerlendirilmiĢtir. Kaynaklarda geri kazanım sonuçlarının 100.00 ± 3 olması 

gerektiği belirtilmiĢtir (125) . Tablo 4.16 - Tablo 4.21‘de görüldüğü gibi geliĢtirilen 

yöntemlerin geri kazanım sonuçları bu aralığa girmektedir, ayrıca sonuçlar 

arasındaki BSS değerleri düĢüktür. Bu sonuçlar, geliĢtirilen yöntemlerin 

doğruluğunun diğer bir kanıtıdır. 

 

5.9. Farmasötik Preparatlara Uygulanması 

GeliĢtirilen ve validasyon parametreleri değerlendirilen yöntemler TOB 

içeren TOBRADEX
®

 ve TOBI
®

 farmasötik preparatların analizine baĢarıyla 

uygulanmıĢtır (Bkz. Tablo 4.22 - Tablo 4.23). Kruskal Wallis testi ile yapılan 

istatistiksel değerlendirmede QCM ve SWV yöntemlerinin bulguları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıĢtır. Böylece geliĢtirilen yöntemlerin 

doğruluğu ve farmasötik preparatların analizine uygulanabilirliği gösterilmiĢtir. 

 

5.10. Denge Ġzoterm Modelleri 

ġekil 4.31 ve ġekil 4.32‘ye göre deneysel olarak elde edilen veriler Langmiur 

modeline uyumludur (R
2
 değerleri 0.9890 ve 0.9989). Bu sonuçlar hazırlanan TOB 

baskılanmıĢ QCM ve elektrokimyasal sensörler için tek tabakalı bir adsorpsiyon 
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olduğu, etkileĢim bölgelerinin eĢ enerjili ve homojen dağıldığını göstermektedir. 

Ayrıca analit-analit etkileĢimlerinin olmadığıda belirlenmiĢtir.  

Tablo 4.24 ve Tablo 4.25‘teki izoterm modelleri birlikte değerlendirilip 

incelendiğinde hazırlanan sensörlere en uygun olanı Langmiur modeli olduğu 

görülmektedir. Bu denklemlerden hesaplanan ∆mmaks ve ∆Imaks değeri deneysel 

değerlere oldukça yakındır. Langmiur denkleminden hesaplanan KA ve KD değerleri 

sırasıyla QCM sensörü için 55.56 nM ve 0.018 1/nM, elektrokimyasal sensör için ise 

0.187 nM ve 5.341/nM olarak hesaplanmıĢtır. 
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Bu tez çalıĢmasında göz enfeksiyonları tedavisinde kullanılan bir madde olan 

TOB‘un farmasötik preparatlardan ve gıdalardan (süt ve yumurta) analizi için 

moleküler baskılanmıĢ QCM ve elektroanalitik sensörler geliĢtirilmiĢtir. 

GeliĢtirilen moleküler baskılanmıĢ sensörler FTIR spektroskopisi, atomik 

kuvvet mikroskopu, elipsometre, dönüĢümlü voltametri, elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi ve temas açısı ölçümleri kullanılarak karakterize edilmiĢtir. 

GeliĢtirilen elektroanalitik yöntemlerden SWV için optimize edilmiĢ en 

uygun koĢullar destek elektrolit pH‘sı için 7.0, monomer deriĢimi için 60 mM, 

tarama sayısı için 5 ve hedef molekül (TOB) deriĢimi için 25 mM bulunmuĢtur.  

GeliĢtirilen QCM yöntemi için 0.1 M, pH 7.0 fosfat tamponu sistemi 

kullanılarak kalibrasyon grafikleri oluĢturulmuĢtur. 

GeliĢtirilen yöntemlerin doğrusallık, duyarlılık, doğruluk, kesinlik, sağlamlık, 

tutarlılık ve  özgüllük gibi validasyon parametreleri değerlendirilmiĢ ve geçerlilikleri 

kanıtlanmıĢtır. 

Valide edilen yöntemler piyasalarda satılmakta olan TOB içeren 

TOBRADEX
®
 ve TOBI

®
 ticari isimli farmasötik preparatların ve gıda numunelerinin 

(süt ve yumurta) analizine baĢarılı bir Ģekilde uygulanmıĢtır.   

Moleküler baskılama tekniği kullanılarak geliĢtirilen QCM ve elektroanalitik 

sensörler farmasötik preparatlardan ve gıdalardan TOB‘un analizine dayananan tez 

çalıĢmasının literatüre katkı sağlaması açısından önemlidir. Tez kapsamında 

geliĢtirilen yöntemler; validasyon  parametreleri açısından iyi sonuçlar vermesine ek 

olarak basit ve ucuz yöntemler olması nedeniyle kaynaklardaki TOB  analizi için 

geliĢtirilen yöntemlere  alternatif  olarak sunulmaktadır.  

Kromatografik yöntemlerin pahalı ve zaman alıcı olmasının yanı sıra, 

kaynaklarda TOB‘un analizi için yapılan çalıĢmalarda LOQ değerlerinin geliĢtirilen 

QCM ve elektroanalitik yöntemlerden daha büyük olduğu görülmektedir. Ayrıca 

geliĢtirilen her iki yöntemin LOQ değerlerinin düĢük olması bu yöntemlerin 

biyolojik materyallerden TOB‘un analizlerine uygulanabilmesini mümkün 

kılmaktadır. GeliĢtirilen QCM ve SWV yöntemlerinin TOB‘un farmasötik 

preparatlardan ve gıdalardan tayini için doğru, kesin, duyarlı, seçici, tekrarlanabilir 

yöntemler olması nedeniyle rutin analiz laboratuvarlarında kalite kontrol amacıyla 
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diğer analitik yöntemlere alternatif yöntemler olarak  önerilebileceği 

düĢünülmektedir. 
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EKLER 

 

Ek 1. Korelasyon Katsayısı ve Doğrusallıktan AyrılıĢ Önem Kontrolü: 

Bulunan korelasyon katsayısının önemli bir katsayı mı yoksa tesadüfe bağlı bir 

katsayımı olduğu test edilmiĢtir. 

Testin yapımında iĢlemler: 

1. H0: Korelasyon katsayısı tesadüfe bağlı bir değerdir (r = 0). 

2. Test istatistiğinin hesaplanması: 

                                 r    

T =    

                                Sr 

                              

             1 – r
2          

Sr =                  (Korelasyon katsayısının standart hatası) 

                                     n - 2 

 

3. Yanılma olasılığı olarak  = 0.05 seçilmiĢtir. 

4. Serbestlik derecesi = n – 2 

5.  = 0.05 düzeyinde ve 4. Madde de bulunan serbestlik derecesinde tablo t 

değerine bakılır. 

6. KarĢılaĢtırma: Hesapla bulunan t değeri Tablo t değerinden büyükse H0 hipotezi 

reddedilir, küçükse kabul edilir.  

7. Karar: Korelasyon katsayısı önemli bir değerdir, tesadüfen bulunmuĢ bir değer 

değildir (t = Hesapla bulunan değer, p < 0.05) veya korelasyon katsayısı önemli 

bir değer değildir, tesadüfen bulunmuĢ bir değerdir (t = Hesapla bulunan değer, 

p > 0.05). 

 

 

 

 

 

 

1 / 2 
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Doğrusallıktan AyrılıĢ Önem Kontrolü: 

1. Kareler toplamları bulunur: 

a) Regresyon Kareler Toplamı (RKT): 

 

                           ( x ) ( y )     
 

                 xy -  

                                   n 

             RKT =   

                            ( x )
2 

                x
2 
-  

                                n 

b) Y Ortalamadan AyrılıĢ Kareler Toplamı (YOAKT): 

                   ( y )
2 

             YOAKT =  y
2
 -  

                       n 

c) Regresyondan AyrılıĢ Kareler Toplamı  RAKT = YOAKT - RKT 

2. Serbestlik dereceleri bulunur:  

a) Regresyon Serbestlik Derecelesi (RSD) = 1 

b) Y Ortalamadan AyrılıĢ Serbestlik Derecesi  YOASD = n-1 

c) Regresyondan AyrılıĢ Serbestlik Derecesi  RASD = YOASD – RSD 

3. Kareler ortalamaları bulunur: 

a) Regresyon Kareler Ortalaması  RKT / RSD 

b) Regresyondan AyrılıĢ Kareler Ortalaması  RAKO = RAKT / RASD 

4. H0 = DeriĢim ile pik cevabı arasındaki iliĢki doğrusal değildir. 

5. Yanılma olasılığı  = 0.05 seçilmiĢtir. 

6. F = RKO / RAKO 

7. p = 0.05 düzeyinde RSD ve RASD serbestlik derecelerindeki tablo F değerleri 

bulunur. 

8. KarĢılaĢtırma: Hesapla bulunan F değeri tablo F değerinden büyükse H0 hipotezi 

reddedilir, küçükse kabul edilir.  

2 

 



 137 

9. Karar: DeriĢim ile pik cevabı arasındaki iliĢki doğrusaldır (F = Hesapla bulunan, 

p < 0.05) veya doğrusal değildir (F = Hesapla bulunan, p > 0.05). 

     

KesiĢimin sıfırdan ayrılıĢının önem kontrolü: 

1.                                                                          

                                    y
2
 – (x)

2
 / n              (1 - r)

2
 (n-1)     

 

                        Syx =            

                                          n – 1                            n - 2 

 

 

2. SH(a) =  (Syx)
2
 [(1 / n)  + x / (x

2
 – (x)

2
 / n)] 

3. H0 = KeĢiĢim değeri (a) sıfıra eĢittir. 

4. Yanılma olasılığı p = 0.05 seçilmiĢtir. 

5. tH =  a / SH(a) 

6.  = 0.05 düzeyinde tT değerleri bulunur. 

      3. KarĢılaĢtırma: Hesapla bulunan t değeri tablo t değerinden büyükse H0   

hipotezi reddedilir, küçükse kabul edilir.  

4. Karar: KeĢiĢim değeri sıfıra eĢittir (tH = Hesapla bulunan, p > 0.05) veya 

KeĢiĢim değeri sıfırdan farklıdır (tH = Hesapla bulunan, p < 0.05). 
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Ek 2. Ġstatistiksel Katsayıların Hesaplanması: 

Bağıl Standart Sapma (BSS) 100
X

SS
  

SS: Standart Sapma 

X : Aritmetik ortalama 

% Bağıl Hata (%BH) 
 

100
miktargerekenOlması

miktarBulunanmiktargerekenOlması



  

Standart Hata (SH) 
n

SS
  

SS: Standart sapma 

n: Ölçüm sayısı 

 

Evren Ortalaması Güven Aralığının Hesaplanması: 

tSX
X

         veya   
XX

SXSX     

   : Evren ortalaması 

X   : Örneklem ortalaması 

X
S  : Standart hata 

  t    : Seçilen yanılma düzeyi () ve n-1 serbestlik derecesindeki t tablosundaki değer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

% Geri Kazanım = 
Bulunan miktar 

Olması gereken miktar 
x 100 
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Ek 3.  Wilcoxon EĢleĢtirilmiĢ Ġki Örnek Testi: 

Aynı örneklerin değiĢik iki durumdaki ölçüm sonuçları arasında fark olup 

olmadığının belirlenmesinde n < 25 ise uygulanan önemlilik testidir. 

 

H0 = Ġki yöntemle elde edilen sonuçlar arasında fark yoktur. 

 = 0.05 yanılma düzeyi seçilmiĢtir. 

 

Test istatistiğinin hesaplanması: 

Ġki yöntemden elde edilen sonuçlar iki sütun Ģeklinde yanyana yazılır. Sağda yeni bir 

sütuna satırlar arasındaki farklar +/- iĢaretleriyle birlikte yazılır. Ardından farklar 

küçükten büyüğe doğru sıralanır ve sıra no. verilir. Sıra no.ların önüne farklardaki +/- 

iĢaretleri yazılır. + ve - iĢaretli sıra no. grupları arasında iĢareti sayıca fazla olan grup 

toplanır. Elde edilen değer, hesapla bulunan T değeridir (TH). 

Ölçüm sayısı (n) serbestlik derecesindeki tablo T değerine bakılır. 

 

Karar:  

a) TH > Tt ise iki yöntemle elde edilen sonuçlar arasında fark yoktur (TH = 

Hesaplanan T değeri, p > 0.05) 

b) TH < Tt ise iki yöntemle elde edilen sonuçlar arasında fark vardır (TH = Hesaplanan 

T değeri, p < 0.05) 
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EK 4. Kruskal Wallis Varyans Analizi: 

Parametrik test varsayımları yerine getirilmediğinde, bir değiĢken yönünden 

ikiden fazla bağımsız grup arasında fark olup olmadığının belirlenmesinde kullanılır. 

Test iĢlemleri: 

Bütün gruplardaki değerler küçükten büyüğe doğru tek dizi halinde sıralanır 

ve her bir değere sıra numarası verilir. Aynı değerler için ortalama sıra numarası 

hesaplanır aynı olan değerlere verilir. 

 

Test istatistiğinin (KW) hesaplanması: 

 

Tj: j. Gruptaki değerlerin sıra numaraları toplamı (her bir grup için); 

nj : j. Gruptaki denek sayısı (her bir grup için); 

k: Grup sayısı 

n: Toplam denek sayısı 

 

H0 : Ġki yöntemle elde edilen sonuçlar arasında fark yoktur. 

Α = 0.05 yanılma düzeyi için (grup sayısı – 1) serbestlik derecesindeki tablo 

değerine (KWT) bakılır. 

Karar : KWT  > KW ise H0 hipotezi kabul edilir. 

            KWT  < KW ise H0 hipotezi kabul edilir. 
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EK 5. Tekrarlı Ölçümlerde Varyans Analizi: 

Yöntemlerin karĢılaĢtırılmasında, yöntemler arasında fark bulunup 

bulunmadığını kontrol etmek için Tekrarlı Ölçümlerde Varyans Analiz testi 

uygulanır.  

1.  Kareler toplamları bulunur 

 a) Genel kareler toplamı (GnKT) 

                       ( x )
2
 

             GnKT = x
2
 -  

                                          n 

b) Gruplar arası kareler toplamı (GAKT) 

 

                          (xj ) 
2
            (x )

2 

GAKT =             -    

                 nj                          n 

 

c) Denekler arası kareler toplamı (DAKT) 

 

                     (Her bir satır toplamı) 
2
                       (x ) 

2 

   DAKT =          -    

                 Her bir satırdaki ölçüm sayısı                     n 

 

e) EtkileĢim (hata) kareler toplamı  HKT = GnKT - GAKT - DAKT 

2.  Serbestlik derecelerinin bulunması 

a) Genel serbestlik derecesi  GnSD = nj x k - 1 

b) Gruplar arası serbestlik derecesi  GASD = k - 1 

c) Denekler arası serbestlik derecesi  DASD = nj - 1 

d) Hata serbestlik derecesi  HSD = (nj - 1) x (k - 1) 

3.  Kareler ortalamasının bulunması 

a) Gruplar arası kareler ortalaması  GAKO = GAKT / GASD  

b) Denekler arası serbestlik derecesi  DAKO = DAKT / DASD 

c) Hata kareler ortalaması  HKO = HKT / HSD  
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4.  H0 = Yöntemler arasında fark yoktur. 

    H1 = En az bir ölçüm diğerlerinden farklıdır. 

5.  Yanılma olasılığı p = 0.05 seçilmiĢtir. 

6.  F = GAKO / HKO 

7.   = 0.05 düzeyinde GASD ve HSD serbestlik derecelerindeki tablo F değerleri 

bulunur. 

8. KarĢılaĢtırma: Hesapla bulunan F değeri tablo F değerinden büyükse H0 hipotezi 

reddedilir, küçükse kabul edilir.  

9.  Karar: Yöntemler arasında fark yoktur (F = Hesapla bulunan, p < 0.05) veya 

yöntemlerden en az biri farklıdır (F = Hesapla bulunan, p > 0.05). 
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