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OZET

YOLA, M.L. Farmasotik preparatlardan ve gidalardan tobramisin tayini icin
molekiiler baskilanmis nanosensorlerin gelistirilmesi, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Programi, Doktora Tezi, Ankara,
2013. Bu tez ¢alismasinda tobramisin tayini i¢in molekiiler baskilanmis cams1 karbon
ve kuvarz Kkristal mikrobalans (QCM) nanosensorleri gelistirilmistir. QCM
nanosensorii i¢in, Oncelikle QCM ¢ipinin altin ylizeyinin modifikasyonu ¢ip
yiizeyine polimerize ¢ift baglarmin girmesi i¢in alil merkaptanin kendiliginden
olusan tek tabaka yOntemiyle gergeklestirilmistir. Daha sonra ¢ip ylizeyinde
tobramisin baskilanmig poli(2-hidroksietil metakrilat-metakriloilamidoglutamik asit)
filmi olusturulmustur. Elektrokimyasal nanosensor igin, elektrot doniistimlii
voltametri ~ yontemi kullanilarak camsi1 karbon elektrot yiizeyinde piroliin
elektropolimerizasyonu sirasinda tobramisin molekiiliin katilmasiyla hazirlanmistir.
Baskilanmis ve baskilanmamis sensorlerin performanslart QCM ve kare dalga
voltametrisi (SWV) teknikleri ile degerlendirilmistir. Baskilanmis ve baskilanmamis
sensOrler atomik kuvvet mikroskopu (AFM), Fourier doniisiimli infrared (FTIR)
spektroskopisi, elipsometre, temas agis1 Olgtimleri, elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) ve doniisiimlii voltametri teknikleri kullanarak karakterize
edilmistir. Gézlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin smir1 (LOQ) QCM yontemi igin
sirasiyla 0.00561 nM ve 0.0166 nM ve SWV yontemi igin sirasiyla 0.166 nM ve
0.491 nM olarak bulunmustur. Tobramisin i¢in dogrusallik araliklar1 QCM yontemi
icin 0.017-0.150 nM ve SWV yontemi i¢in 0.5-10.0 nM olarak bulunmustur.
Gelistirilen yontemler “International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmacueticals for Human Use” (ICH)’a gore
valide edilmis ve dogrusal, duyarli, 06zgiin, dogru, kesin, saglam ve tutarh
bulunmustur. Bu yontemler farmasdétik preparatlar ve gidalardan tobramisin analizine
basariyla uygulanmistir. Ayrica baglanma kinetik analizi ve izoterm modelleri sensor

yiizeyinde gergeklesen adsorpsiyon islemini agiklamak igin datalara uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Tobramisin, molekiiler baskilama, kuartz kristal mikrobalans,

kare dalga voltametrisi, validasyon, nanosensor
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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 Kkinetic 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. GIRIS

Aminoglikozit (AG) antibiyotikleri dncelikle aerobik gram-negatif ve bazi
gram-pozitif mikroorganizmalar tarafindan neden olunan enfeksiyonlarmin tedavisi
icin kullanilan insan ve hayvansal kaynakli ilaglardir. Fakat bu antibiyotiklerin fazla
kullanim1 ototoksisite ve nefrotoksisitenin yan etkilerine neden olabilmektedir.
Bunun yani sira bu ilaglarin ¢ok uzun siireli kullanimlar1 doku afinitelerinden dolay1
yiiksek ve direngli doku kalmtilarina yol acabilir. Ozellikle gida maddelerinde yer
alan bu kahntilar patojenik bakteri zincirlerinin antibiyotik direncine neden olabilir.
Bu durumda hem iireticiye hem de tiiketiciye olumsuz etkilere neden olabilmektedir.
Boylece gida giivenligini saglamak amaciyla bu ilaglarm iyilestirici miktarlarini
kontrol altina almak 6nemlidir.

Molekiiler baskilama teknolojisi belirli bir analite secicili§i ve Ozgiinligi
olan yapay reseptOrlerin tasarlanmasini kapsar. Bu kapsamda istenilen analitin
eslenigini igeren c¢apraz bagli polimerik yapilar olusturma islemine molekiiler
baskilama denir. Molekiiler baskilanmis polimerler gitgide dikkat ¢eken ve daha sik
kullanilan sensorler haline gelmistir. Molekiiler baskilanmis polimerlerin, proteinler,
amino asitler, peptidler ve ilaglar gibi biyolojik aktif molekiillerin segici olarak
ayrilmalar1 ve saflastirilmalarinda kullanilmalarina yonelik ¢aligmalara literatiirde
son yillarda siklikla rastlanmaktadir.

Bir aminoglikozit ilag 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]loksi} - 6 - (hidroksimetil)oksan -3,5-diol
kimyasal yapisinda olup, bircok gram-negatif ve gram-pozitif bakterilere karsi etkili,
oftalmik ve inhalasyon kullanimi olan bir antibiyotiktir.

Kaynaklarda TOB'un kromatografik, spektrofotometrik, kapiler elektroforez
ve elektroanalitik yontemlerle farmasétik preperatlardan ve biyolojik materyallerden
tek basina ve/veya karisim halinde analizleri bulunmaktadir. Ancak kaynaklarda adi
gecen maddenin molekiiler baskilama teknigi kullanilarak yapilmis herhangi bir
analizine rastlanmamustir. Kaynaklardaki bu boslugu doldurmak amaciyla TOB’un
farmasotik preperatlardan ve gidalardan analizi i¢in molekiiler baskilanmis kuartz
kristal mikroterazi ve voltametrik sensorlerin gelistirilmesi ve valide edilmesi

planlanmistir.



Bu tez caligmasi, TOB miktarinin belirlenmesi i¢in molekiiler baskilama
yontemiyle QCM ve elektrokimyasal sensorlerin yiizeyinde TOB baskilanmis
polimer film tabakasinin olusturulmasin1 ve TOB’un basit, yiiksek hassasiyetli ve
se¢imli tayininin yapilmasini igermektedir. Gelistirilen bu sensorlerle TOB’un tayini
icin optimize edilen sartlarda analizlerin gerceklestirilmesi ve gelistirilen
yontemlerin dogrusallik, duyarlilik, dogruluk, kesinlik, o6zgiilliik, saglamlik ve
tutarlilik gibi parametreleri degerlendirilerek valide edildikten sonra TOB igeren
farmasotik preparatlarin ve gidalarin (siit ve yumurta) analizine uygulanmasi ve elde

edilen sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Aminoglikozid Antibiyotikleri

Aminoglikozid (AG) antibiyotikler hizli bakterisid etkili, klinik etkinlikleri
iyl ve yaygin kullanimlar1 ile nemli bir antibiyotik grubudur. Bu 6zellikleri onlarin
ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilen antibiyotikler grubuna girmelerini
saglamustir.

AG antibiyotikler birbirlerine glikozid baglar1 ile baglanmis iki veya daha
fazla amino sekerlerden olusmus bir antibiyotik grubudur. Amino sekerler ortada bir
heksoz c¢ekirdek olan aminosiklitole baglanirlar. pH 6.0-8.0 arasinda olduk¢a
kararhdirlar. pH 7.4°te ise giiclii bir pozitif yiike sahip olurlar (katyonik 6zellik). Bu
giclii  polariteleri nedeniyle, hiicrelerdeki anyonik molekiillere baglanirlar
(lipopolisakkarid (LPS) ile hiicre igindeki DNA ve fosfolipitlere) (1,2) . Suda ¢ok iyi
erirler, organik ¢Oziiciilerde erimezler. Alkali pH’da etkileri artar, asidik pH’da ise

azalir.

2.1.1. Aminoglikozid Antibiyotiklerinin Etki Mekanizmalari

AG antibiyotikler elektrostatik etkiyle hiicre duvarma hizla baglanirlar. Bu
faz pasiftir ve enerji gerektirmez (Gram-negatif bakterilerde LPS’ye, fosfolipitlerin
polar ucuna ve anyonik dis membranin diger proteinlerine). AG’ler normal olarak
LPS’lere baglanan Mg2+ ve Ca** iyonlar1 ile rekabete girerek onlarin yerlerini alir.
Sonug olarak dis membran zedelenir, gegici bir giris yeri olusur ve duvarin normal
gegcirgenlik fonksiyonu bozulur (3) .

Bu iyonik baglanmadan sonra AG tutulumu iki enerjiye bagimli faz (EBF)
olarak gelisir. Bakterisid etkinin baslangict EBF-1 ve 2 arasindaki gegis sirasinda
olur. Cogu bakterilerin EBF-2’nin %25’inin tamamlanmasindan dnce 6liimciil hasara
sahip olduklar1 goriiliir. Daha yiiksek dis AG derigimini daha hizli bir sekilde EBF-2
tutulumunu tetiklemek i¢in gerekli hiicre i¢i ilag derisimine ulasir (4) . Hiicre igine
giren AG’ler biiyiik oranda 50S, daha az oranda ise 30S ribozomal altbirimlere
baglanirlar. Buralarda bir¢ok baglanma yeri gosterilmistir. Sonugta mMRNA kodunun
okunmas ile protein sentez orani azalir ve hatali protein yapimi olasiligi artar. Ancak

AG’lerin sagladigi bakteri 6liimii yiiksek etkinlige sahiptir.



2.1.2. Aminoglikozid Antibiyotiklerinin Farmakolojik ve Farmakokinetik
Ozellikleri
Aminoglikozid antibiyotiklerinin ¢esitli farmakolojik ve farmakokinetik
ozellikleri asag1 siralanmugtir.

e Polar yapilar1 nedeniyle gastroentestinal sistemden absorbe olmazlar.

e Plazma tepe diizeylerine kas ici (intramiiskiiler, IM) verildikten 30-60 dakika,
damar ici (intravendz, 1V) verildikten 30 dakika sonra ulasirlar.

e Streptomisin hari¢ plazma proteinlerine ¢ok az baglanirlar.

e Biiyiik 6lctide hiicre dis1 sivida dagilirlar.

e Dagilim hacmi geng eriskinlerde viicut agirhigmin %25-30’udur.

e Kan-beyin engelini zor gegerler.

e Salg1 ve dokularm hiicre iglerinde diistik diizeyde bulunurlar.

e Renal korteks, i¢ kulak endo- ve perilenfinde yiiksek yogunluga ulasirlar.

e Viicutta metabolize olmazlar ve glomeriiler filtrasyonla degismeden
bobreklerden atilirlar. Bu sekilde verilen dozun %80- 90’1 24 saatte idrarla
atilir. Idrarda serumdan 80-100 kat daha yogun olabilir (kreatinin klirensi 30
ml/dakika tlizerinde ise) ve iiriner sistem infeksiyonunu tedavi edecek diizeye
ulasirlar.

e Yarilanma omiirleri 2-4 saattir.

e Yas, obezite, yanlis beslenme, renal fonksiyon bozuklugu gibi parametrelerle

iliskili olarak dagilim hacmi, eliminasyon yar1 6miirleri degisir.

2.1.3. Aminoglikozidlere Karsi Olusabilen Antibiyotik Direncinin

Mekanizmalan

AG’lere direng mekanizmalar1 dzetle ii¢ bashik altinda toplanabilir. IKi
enzimatik doniisiimlerdir: [a] amino grubunun asetiltransferaz enzimi ile asetilasyonu,
[b] hidroksil grubunun niikleotidil transferaz enzimi ile adenilasyonu ya da [c]
hidroksil grubunun fosfotransferaz enzimi ile fosforilasyonu ile AG inaktive olur.
Sonugta ribozomlara baglanma zayiflar, azalir ve yiiksek oranda direng olusur. Bu
ozellikler bakteriden bakteriye plazmid araciligi ile geger ve sik karsilasilan bir

direng mekanizmasidir.



Ikinci olarak ribozomlardaki tek bir mutasyon ile AG’nin ribozoma baglanma
yerinin (reseptoriiniin) degisimi ile direng olusabilir ki bu nadirdir ve sadece bir
AG’ye kars1 olusur. Son zamanlarda infektif endokardit etkenlerinde karsilasilan
streptomisin direncinin bu mekanizmayla olustugu bildirilmistir.

Uciincii mekanizma antibiyotikler arasindaki capraz direncin nedenidir.

Direng diizeyi enzimatik modifikasyondakinden daha azdir.

2.1.4. Klinik Mikrobiyoloji

Gram-negatif aerob veya fakiiltatif anaerob bakterilere bakterisid etkilidir.
Etki spektrumuna giren bakteriler, Enterobactericeae, Pseudomonas spp., metisiline
duyarl Staphylococcus aureus (MSSA), Haemophilus spp., M. tuberculosis, atipik
mikobakteriler, Francisella tularensis, Yersinia pestis ve Brucella spp.’dir. Etkisiz
oldugu mikroorganizmalar ise pnomokoklar ve A grubu B-hemolitik streptokoklar,
Stenotrophomonas maltophilia, Bacterioides fragilis, Clostridium spp. ve diger
anaerob bakteriler, Rickettsia spp. ve Mycoplasma spp.’dir.

Antimikrobik sinerji, hiicre duvar sentezini bozan antibiyotiklerle kombine
edildiginde saglanir. Bu antibiyotikler; penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar,
karbapenemler ve glikopeptidlerdir. Bu antibiyotiklerle kombinasyonu ayr1 ayr1 veya
tek tek kullamimlarina gore daha yiiksek ve giligli bakterisid etki gosterir.
Bakteriostatik antibiyotiklerle kombine edildiginde ise antagonist etki gosterirler

(tetrasiklin ve kloramfenikol).

2.1.5. Klinik indikasyonlar

Ampirik tedavide, aerob gram negatif bakteri ve gram pozitif koklarin
meydana getirmesi olasit kimi durumlarda kombine olarak kullanilirlar. Bunlar
arasinda sebebi belli olmayan ates, yanik yarasi enfeksiyonlari, enfektif endokardit,
entraabdominal infeksiyonlar, febril notropenie, osteomyelit ve septik artrit,
diyabetik hastalardaki eksternal otit, ventilator ile iliskili pnomoniler, piyelonefrit,
pelvik inflamatuar hastalik, infekte diyabetik ayak sayilabilir.

Spesifik tedavide ise aerob veya fakiiltatif anaerob gram negatif basil
enfeksiyonlarinda kullanilirlar (Tablo 2.1). Cerrahi profilakside, kalp kapak hastalig1

olupta Enterococcus spp. bakteriyemi riski olanlara uygulanacak genitoiiriner ve



gastrointestinal cerrahide ampisilin veya ampisiline alerji varsa vankomisin ile

kombine olarak gentamisin verilebilir.

Tablo 2.1. Tedavide aminoglikozid antibiyotiklerin kullanildig1 bazi

mikroorganizmalar

Bakteri Aminoglikozidler Kombine edilen ajanlar
Klebsiella spp. A G TN GSS
E. aerogenes AGT,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 Diger tiiberkiiloz ilaglar1
M. tuberculosis S Diger tiiberkiiloz ilaglar1
Cryptosporidium spp. P -

A: amikasin, G: gentamisin, T: tobramisin, N: netilmisin, S: streptomisin, P: paromomisin, Pen G:
penisilin G, GSS: Genis spektrumlu sefalosporin, APS: anti-Pseudomonas sefalosporin, APP: anti-

Pseudomonas penisilin



2.2. Tobramisin
2.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

OH

Q
HO HoN OH
HN HO ©

NH;
e
H,N NH;

Sekil 2.1. TOB molekiiliiniin kimyasal yapisi

TOB’un (Sekil 2.1) molekiil formiilii C15H37N5Og ve molekiil agirhigi 467.515
g/mol’dir. Kimyasal adi (2S,3R,4S,55,6R)-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‘diir. TOB’un erime
noktas1 168-178 °C araliginda olup oda sicakliginda kararlidir. Beyaz renkte
Kristalimsi bir tozdur. Suda iyi ¢oziiniirken, metanol ve etanolde kismen ¢ziiniir.
TOB’un pKa degeri 13.07°dir (5) .

2.2.2. Farmakodinamik Ozellikleri

Yapilan in vitro ¢alismalarda S. aureus ve S. epidermidis (Koagulaz-pozitif
ve koagulaz-negatif) dahil olmak {lizere, penisiline direngli stafilokoklara, bazi A
grubu beta hemolitik tiirler de dahil olmak {izere streptokoklara, baz1 nonhemolitik
tiirlerine ve baz1 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 bazi Neisseria tiirlerine etkili

oldugu ortaya konmustur (6) .



2.2.3. Farmakokinetik Ozellikleri

Yapilan hayvan g¢alismalarinda 3.0 mg/mL TOB igeren topikal soliisyonun
uygulanmasidan 1-2 saat sonra kornea ve akéz hiimor pik derisimlerine ulasildigi
gosterilmistir. Uygulamadan 1-2 saat sonra kornea derisimi 4.5 pg/g kornea ve akoz
hiimorde 0.28 pg/mL’dir (7) .

2.2.4. Endikasyonlarn

TOB duyarli mikroorganizmalarin neden oldugu goéziin ve komsu dokularin
dis kaynakli enfeksiyonlarnin tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir. Klinik
calismalar TOB’un c¢ocuklarda kullanilmasmnin etkili ve gilivenli oldugunu

gostermistir.

2.2.5. Kontrendikasyonlar
Bilesimindeki maddelerden herhangi birine karsi duyarli olanlarda

kullanilmamalidir.

2.2.6. Kullanimi
Gebelikte Kullanimi

B gebelik kategorisindedir. U¢ farkli deney hayvam tiiriinde normal insan
sistemik dozunun 33 katina kadar dozlarla yapilan ¢alismalarda yumurtlama ve fetiis
iizerine TOB’la herhangi bir olumsuz etki saptanmamistir. Fakat 6te yandan hamile
kadmlar tizerinde TOB’un etkilerini izleyen kontrollii bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle

hamilelerde ancak kesin endikasyon varsa kullanilmalidir.

Siit Veren Annelerde Kullanimi
Siit emen bebeklerde annenin TOB kullanimma bagl olarak ortaya
cikabilecek olas1 yan etkiler nedeniyle durum degerlendirilerek bebek siitten

kesilmeli veya ilag kullanilmamalidir.

2.2.7. Yan Etkileri
TOB tedavisinde sirasinda en sik karsilagilan yan etki goz kapaklarinda

kasinma, sisme ve asir1 duyarhiliktir. Bu reaksiyonlar tedavi edilen her 100 hastanin



3’linde ortaya ¢ikmaktadir. Benzeri reaksiyonlar diger aminoglikozid antibiyotiklerin
oftalmik preparatlarmin kullanilmasiyla da ortaya ¢ikabilmektedir. TOB tedavisi ile
baska bir yan etki bildirilmemistir. Fakat sistemik aminoglikozid tedavisi yapilirken
TOB kullanilmas: halinde total serum aminoglikozid diizeyleri dikkatle takip

edilmelidir.

2.2.8. Kullanim Sekli
Hafif ve orta siddetli vakalarda hastaliktan etkilenmis goz veya her iki goze
dort saatte bir 1-2 damla damlatilir. Siddetli enfeksiyonlarda ise iyilesme

goriiliinceye dek tedaviye devam edilir. Tedavi doz azaltilarak kesilmelidir.

2.3. TOB’un Analiz Yontemleri
2.3.1. Kromatografik Analiz Yontemleri

Barends ve dig. (8) , serumdan TOB tayini i¢in 1-floro-2,4-dinitrobenzen ile
tiirevlendirilmis kolon kullanilarak yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemi gelistirmislerdir. Gentamisin i¢ standart olarak kullanilmig ve hassasiyet 0.5
mg/L olarak tespit edilmistir. Kesinlik ve varyasyon katsayis1 degerleri % 3’ten daha
az bulunmus ve 0.5-16 mg/L dogrusallik araliginda ¢alisilmistir.

Keevil ve dig. (9) , serumdan TOB tayini i¢in sivi kromatografisi-
elektronsprey iyonlagma-Kkiitle spekrometrisi (LC-ESI-MS) yontemi gelistirmislerdir.
Kolon olarak C18 kolonu ve i¢ standart olarak sisomisin kullanilmistir. Alikonma
zamanlar1 TOB i¢in 1.05 dakika sisomisin i¢in ise 5.60 dakika olarak bulunmustur.
0.15 mg/L hassasiyetinde TOB tayini ger¢eklestirilmistir.

Megoulas ve Koupparis (10) , farmasétik preparat, plazma ve idrardan TOB
tayini i¢in ters faz HPLC (RP-HPLC) yontemi gelistirmislerdir. Kolon olarak ODS-2
C18, buharlasma sicakhigi olarak 45 °C, azot basmci olarak 3.5 bar ve hareketli faz
olarak su/asetonitril (55:45, h/h) kullanlmigtir. TOB i¢in alikonma zamani ve LOD
degerleri sirasiyla 4.03 dakika ve 0.3 pg/mL olarak tespit edilmistir.

Hanko ve Rohrer (11) , TOB tayini i¢in UV dedektor kullanilarak Kanamisin-
B ve neomisin varliginda RP-HPLC yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen yontem
valide edilmis ve bagil hata ve bagil standart sapma olarak % 2’nin altinda bir

dogruluk ve kesinlik elde edilmistir.
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Russ ve dig. (12) , TOB’un oftalmik siispansiyonlarindan tayini i¢in HPLC
yontemi gelistirmigler ve valide etmislerdir. Yontem i¢in 1-floro-2,4-dinitrobenzen
ile tiirevlendirilmis 6n kolon kullanilmig ve kanamisin ve neamin varliginda analiz
yontemi gelistirilmistir. Hareketli faz olarak su/asetonitril (55:45, h/h) ve kolon
olarak Nova-Pak C18, 3.9 x 150 mm kolonu kullanilmistir. Gelistirilen yontemin
kesinliginin bagil standart sapma degeri % 0.9°dan daha fazla degildir.

Mashat ve dig. (13) , idrardan TOB tayini i¢in floresein ile tiirevlendirilmis
kolon kullanilarak HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik kosullar olarak
Phenomenex Luna Cigkolonu, 1 mL/dakika akis hizi ve asetonitril-metilalkol-
asetikasit—su (420:60:5:515, h/h/h/h) hareketli faz kullanilmistir. 0.25-20.0 pg/mL
dogrusallik araligi elde edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirastyla 70 ng/mL and
250 ng/mL olarak bulunmustur.

Dash ve Suryanarayanan (14) TOB’un polimerik ilag sistemlerinden tayini
stvi kromatografisi (LC) ydntemi gelistirmislerdir. I¢ standart olarak kanamisin-B
kullanilmistir. Kromatografik ayirma UV dedektorii kullanilarak 340 nm degerinde
gerceklestirilmistir. 0.50-50.0 mg/L dogrusallik araligi elde edilmistir.

Kubo ve dig. (15) , serumdan TOB tayini i¢in hizli, dogru ve basit HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Yontemin hassasiyeti 0.3 pg/mL’dir. I¢ standart olarak
sisomisin kullanilmigtir. TOB analizi i¢in gelitirilen yontemin bagil hata degerleri %
2.5’in altindadur.

Feng ve dig. (16) , insan plazmasindan TOB tayini i¢in dogru ve basit HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen yontem TOB’un kimyasal olarak 1-naftil-
izotiyosiyanat ile kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir. Ayirim igin
Purospher® STAR RP-18 kolonu ve hareketli faz olarak su-asetonitril (50:50, h/h)
Kullanilmistir. Gelistirilen yontemin dogrusallik araligi ve LOD degeri sirastyla 0.93-
9.34 mg/L ve 0.23 mg/L olarak bulunmustur.

Clarot ve dig. (17) , TOB ve kolitsin siilfatin ayn1 anda ilaglardan analizi
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirma Zorbax SB C18 column
(150 mm x 4 mm, 3.5 um) kolonu ve 1 mL/dakika akis hizinda su-asetonitril (50:50,
h/h) hareketli faz sisteminde gerceklestirilmistir. Ayrica gelistirilen yontem valide

edilerek gercek numunelere uygulanmustir.
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He ve dig. (18) , TOB’un toprak numunelerinden analizi ig¢in kat1 faz
oziitleme (solid phase extraction, SPE) yontemi kullanilarak HPLC yontemi
gelistirmislerdir.  Oziitleme ve saflastrma  yontemleri, tiirevlendirme ve
kromataografik kosullar tamamen incelenmistir. Ayirma 15 dakika i¢inde gradient
elisyon kullanilarak gergeklestirilmistir. Gelistirilen yontemin dogrusallik araligi ve
LOD degeri sirasiyla 0.10-100 pg/g ve 0.02 pg/g olarak tespit edilmistir.

Tao ve dig. (19) , TOB ve diger 14 tane aminoglikozid tiirii ilaglarin ayni
anda hayvanlardan iretilen yiyeceklerde tayini i¢in LC-ESI-MS yontemi
gelistirmiglerdir. Hareketli faz olarak trifloroasetik asit ve asetonitril karigimi
kullanilmistir. 20-1000 pg/kg araliginda ve yiiksek korelasyon katsayili kalibrasyon
grafigi elde edilmistir. Ayrica % 71 ile % 108 araliginda bir geri kazanimda elde

edilmistir.

2.3.2. Spektrofotometrik Analiz Yontemleri

Gaikwad ve dig. (20) , TOB’un tayini igin kinetik florimetrik bir yontem
gelistirmiglerdir. TOB oOncelikle o-ftaldialdehit ile kompleks olusturulmustur.
Gelistirilen yontemin dogrusallik aralig1 ve LOD degeri sirastyla 0.05-30.0 pg/mL ve
0.03 pug/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem basar1 bir sekilde farmasotik

preparatlara uygulanmastir.

2.3.3. Kapiler Elektroforez Analiz Yontemleri

Law ve dig. (21) , serumdan TOB’un analizi i¢in kapiler elektroforez
kromatografisi yontemi gelistirilmis ve gelistirilen yontem valide edilmistir. Bu
yontemde 50 pg/L (S/N = 3) hassasiyetine ulasilmistir. Kanamisin-B i¢ standart
olarak kullanilmis ve % 96-97 geri kazanim elde edilmistir.

Yu ve dig. (22) TOB, amikasin ve kanamisin-B’nin ayni anda siitten analizi
icin kapiler alan elektroforez yontemi gelistirmiglerdir. Gelistirilen yontemin
dogrusallik araligi ve LOD degeri sirasiyla 2.1 x 10°- 5.0 x 10? g/L ve 7.0 x 10°®

g/L olarak bulunmustur.
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2.3.4. Elektroanalitik Analiz Yontemleri

Sun ve dig. (23) , TOB’un analizi i¢in adsorptif styrma voltametrik analiz
yontemi gelistirmiglerdir. Yontem elektrokimyasal olarak TOB’un izobiitiraldehit ile
kompleks olusturmasi esasmna dayanmaktadwr. Bu kompleks -1.40 V’da katodik
styirma piki vermektedir. Kullanilan ¢aliyma elektrotu asili duran civa elektrotudur.
Gelistirilen yontemin dogrusallik aralig1 6.87 x 107 - 3.44 x 10" mol/L dur.

Gonzalez ve dig. (24) , TOB i¢in manyetik mikropartikiiller kullanarak
aptamer temelli bir elektrokimyasal analiz yontemi gelistirmislerdir. Elde edilen
analitik sinyal 5-500 uM derisim araliginda dogrusal olup gelistirilen elektroanalitik

yontemin tekrar kullanilabilirligi % 5.7’dir.

2.4. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekiiler baskilama teknolojisi belirli bir analite segiciligi ve 6zgiinligi
olan yapay reseptorlerin tasarlanmasini kapsar (25) . Bu kapsamda istenilen analitin
eslenigini igeren c¢apraz bagli polimerik yapilar olusturma islemine molekiiler
baskilama denir. Canli organizmalarin birbirleriyle etkilesirken sahip olduklar1
yapisal ayrim yapma yetenegine ve bu yetenegi polimerik yapilara aktarma yontemi
olarak da diisiiniilebilen molekiiler baskilama mekanizmasinin anlasilmasi enzim-
substrat, antijen-antibadi, hormon-reseptor arasindaki etkilesimlerin anlasilmasimni
saglar. Bilim insanlar1 bunun altinda yatan mekanizmay1 anlamaya ve dolayisiyla
antijen-antibadi, enzim-substrat, hormon-reseptér, DNA ve RNA arasindaki
etkilesimleri ortaya koymaya calismaktadir. Dolayisiyla molekiiler baskilanmis
polimerler (MIP’ler), baskilama teknolojisi kullanilarak elde edilen plastik
antibadiler, biyolojik reseptorler gibi dogal tanima elemanlarini taklit yetenegine
sahip yapilardir. Bu sayede biyolojik sivilardan ve c¢evre orneklerinden karmasik
numuneler ayristirilip analiz edilebilir (25) . Yani molekiiler baskilanmig polimerler
hedef molekiilii tanima ve baglanma 6zelligine sahip yapay reseptorlerdir.

Molekiiler baskilama ydntemi molekiiler kalip (taninmasi istenen yapi) ile
fonksiyonel monomerler arasinda bir kompleks olusumu ve daha sonra
polimerizasyon iglemiyle yapinin sabitlenmesine dayalidir. Kalibin uzaklastirilmasi
sekil ve fonksiyonel olarak kaliba uygun “baskilar”m ortaya ¢ikmasini saglar. Kalip

molekiil varliginda sekillenen 6zgiil tanima bolgeleriyle olusturulan MIP’ler hedef
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molekiilii birgok bilesen igeren bir karisimdan ayirma 6zelligine sahiptir (26,27) .
Dogal sistemlerin tanima 6zelligi ile karsilagtirilabilir derece tanima 6zelligine sahip
bu yapay reseptorlerin dizayni ile molekiiler baskilama son yillarda 6nemli bir
arastrma konusu olmustur. Molekiiler baskilama teknolojisi birgok biyolojik ve
kimyasal molekiiliin taninmasmi miimkiin kilmistir. Bunlarin basinda amino asitler
(28) ve proteinler (29) , niikleotit tiirevleri, kirleticiler, ilaglar ve gida gelmektedir.

MIP’lerin ¢alisma konusu olarak secilmesini saglayan bircok avantaji
mevcuttur. En Onemli avantaji dogal kaynakla karsilastirilabilecek kadar hedef
molekiile gosterdikleri yiiksek afiniteleri ve secicilikleridir. Bu sayede kisa stirede
hedef molekiilii alikoyar, kolayca rejenere edilebilir. Cevresel faktorlere, yiiksek
sicaklik, basing, yiiksek pH ve organik c¢oziiciilere dayaniklidir. Ayrica diisiik
maliyetle kolayca hazirlanabilen yapilardir. Fiziksel ve kimyasal dayaniklilig1 vardir
ve bir¢ok farkli sekillerde hazirlanabilir (30) . Protein ve niikleik asit gibi biyolojik
sistemlerle karsilastirildiginda daha yiliksek fiziksel kararliliga sahiptir. Artan
sicakhiga, basinca, asit, baz, metal iyon etkilerine ve organik c¢oziiciilere daha
dayanikhidir. Ayrica yine biyolojik sistemlerle karsilastirildiginda sentezlenmeleri
daha ucuzdur. Bir diger o6nemli Ozellikleri ise molekiiler tanima oOzelliklerini
kaybetmeden uzun siire hatta oda sicakliginda yillarca saklanabilirler (25) .

Tim bu avantajlarma ragmen molekiiler baskilanmig polimerlerin
sentezlenmesinde zorlayici noktalar mevcuttur. Bir¢gok madde i¢in MIP’ler
uygulansa da proteinler gibi biiyiik yapilar igin MIP yapimi1 zordur. Ciinkii protein ve
niikleik asit yapilarm ligand segiciligi 6zellikleri yaninda denatiirasyon ve
proteinlerin konformasyonel degisim egilimleri, kararlilik problemleri, abiyotik
cevrelerde kullanimlarmi kisitlamaktadir. Proteinlerin yiizeylerinde sahip olduklari
bircok baglanma bolgesi nedeniyle spesifik olmayan etkilesim sayist artar (31) .
Ayrica biiyiik molekiiller ¢apraz bagli yapilar igerisinde daha diisiik hareket
yetenegine sahiptirler ve tekrar baglanmalari da zordur (26) . Bu problemler
baskilama silirecinde proteinlerin baskilanmas1 zorlagtrmistir. Ancak dogal
eslenikleriyle ayni segicilige ve etkinlie sahip yapay tanima sistemlerinin
gelistirilmesini tetiklemistir. Biiyilk molekiillerin baskilanmast zor olsa da
proteinlerin baskilanmasiyla ilgili basarili caligmalar mevcuttur. Uzun ve ark. ylizey

plazmon rezonans yilizeye Hepatit B antibadi (HBsAb) baskilanmig nanofilm
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hazirlayarak insan serumundan HBsAD teshisini ger¢eklestirmistir (32) .

MIP’ler kararhiliklar, kolay hazirlaniglar1 ve diisiik maliyetleri ile
antibadilerin, enzimlerin yerine kimyasal sensorlerde kullanim potansiyeline
sahiptirler. Ayrica kiiglik analitlere, bakterilere, virlislere, peptit ve proteinlere
gosterdikleri yliksek secicilik sayesinde biyoayirma islemlerinde de sikga
kullanilmaktadirlar (27) . Ayrica katalizde, ayirma teknikleri ve saflastirmada, ilag
tagmniminda ve biyolojik antibadi ve reseptor sistemlerinde kullanilirlar (33) . MIP
sensorler yiiksek segicilik ve afiniteleriyle anahtar-kilit modeli gibi ¢alistiklarindan
kiral kimyasal sensorler olarak da kullanilabilirler. Ayrica kolayca rejenere
olabilmeleri ve analit tayini sagladiklarindan elektrokimyasal sensér olarak da
kullanilmaktadir (34) . Baskilanmis polimerlerin birgok yapisal avantaji ile
farmasdtikten ¢evre bilimlerine kadar ¢ok genis bir yelpazede tanima ve ayirma
amach kullanilmas1 molekiiler baskilama teknolojisini gitgide daha cazip hale

getirmektedir.

2.4.1. Molekiiler Baskilama Teknigi
Molekiiler baskilama klasik olarak kalipp molekiil (analit) ve ona sekil ve
biliyiiklik olarak benzer bir fonksiyonel monomerle kompleks olusturarak
polimerizasyon yapma islemidir (Sekil 2.2) (35) . Polimerizasyon islemi, kalip
molekiil, fonksiyonel monomer, capraz baglayici ajan ve baglaticinin uygun
¢Oziiciide ¢oziinmesiyle baglar.
Genel olarak bu islem ii¢ adimda gergeklesir.
1. Fonksiyonel monomerle kalip molekiil arasinda on komplekslesme,
2. Asiri ¢apraz baglayici varliginda li¢ boyutlu polimer ag olusumu,
3. Polimerizasyon sonrasinda kalip molekiil 6zgiil bosluklar olusturacak sekilde
polimerden uzaklastirilir. Olusan bu bosluklar kalip molekiilii sekil, biiytikliik

ve kimyasal uygunluk agisindan tamamlayicidir (36) .
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Sekil 2.2. Molekiiler baskilanmis polimer i¢in hazirlama ve tanima siireci

On-komplekslesme

Fonksiyonel monomer kalip molekiille etkilesecek sekilde secilir. Ciinkii
kararli bir kalipp monomer kompleksi, molekiiler tanimanin basariyla gerceklesmesi
icin olmazsa olmazdir. Bu adimda kalip molekiil etrafinda fonksiyonel monomerin
baglandig1 bir iskelet yap1 olusur. Hedef molekiiliin ii¢ boyutlu yapis1 ve kimyasal

Ozelliklerinin benzer olmasi 6nemlidir.

Polimerizasyon
Monomerler kalip molekiiliin etrafinda ii¢ boyutlu diizlemde yer alirlar.

Capraz baglayict varliginda da fonksiyonel monomer iizerinden polimerlestirilerek
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sabit hale getirilirler. Elde edilen yapiyla kalip molekiiliin iic boyutlu yapisina

eslenik 6zgiil mikrobosluklar iceren polimer matriks olugsmustur.

Kalp (hedef) molekiiliin uzaklastirilmast

Kalip molekiiliin uygun ¢oziicii ile yikanarak polimerden uzaklastirilmasiyla
baglanma bolgeleri kalip molekiili tamamlayan bosluklar olusur. Olusan bu
bosluklar kalip molekiiliin seklini, yapisini ve fizikokimyasal 6zelliklerini tantyarak
secici ve etkin olarak kalip molekiilii baglar.

Genel olarak polimer yap1 icerisinde kalip molekiil ve fonksiyonel gruplar
arasinda olusan hidrojen baglari, dipol-dipol, hidrofobik ve iyonik etkilesimler
molekiiler tanimadan sorumludur (37) . Polimerizasyon isleminde kullanilan kalip
molekiiliin, fonksiyonel monomerin, ¢apraz baglayicinin, polimerizasyon i¢in
¢Oziiciiniin ve baslaticinin kimyasal uygunlugu, bu nedenle de dikkatli se¢cimi basarili

bir molekiiler baskilama stireci i¢in dnemlidir.

2.4.1.1. Kahp (Hedef) Molekiil

Kalip molekiiliin fonsiyonel monomerle kompleks yapabilmesi i¢in buna
eslenik fonsiyonel gruplar icermelidir. Molekiiler tanimanin gergeklesmesi i¢in kalip
molekiil ve fonksiyonel gruplar arasinda hidrojen baglari, dipol-dipol, hidrofobik,
iyonik ve hatta baz1 yaklasimlarda kovalent bag etkilesimleri olusmalidir. Bu nedenle
kalip molekiiliin bu etkilesimleri yapabilecek karboksil, amino, hidroksil ve amit
gruplart  bolgeleri kompleks olusumu i¢in  gereklidir. Kalip molekiiliin
konformasyonunda veya kararliliginda kimyasal reaksiyonun gerceklestigi kosullar
altinda degisiklik olmamalidir. Baskilanacak molekiil olarak ilaglar, aminoasitler,
karbohidratlar, proteinler, niikleotid bazlar, hormonlar, pestisitler ve koenzimler
kullanilmustir (38) .

2.4.1.2. Fonksiyonel Monomerler
Monomerin se¢imi kalip molekiile uygun bosluklar olusturmasi agisindan
onemlidir. Bir fonksiyonel monomerin kalip molekiille etkilesebilmesi i¢in hem

secici etkilesime girebilecek fonksiyonel gruplara hem de polimerlesebilecek
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doymamis baglara sahip olmasi gerekir. Sekil 2.3°te molekiiler baskilamada sik

kullanilan fonksiyonel monomerler goriilmektedir.

0] 0

H,C = CH CFa

\ OH OH
COOH
Akrilik Asit Metakrilik Asit (MAA) Triflorometil Akrilik Asit (TFMAA)
NN
\—/
1-Vinilimidazol 4-Vinilpiridin (4-VPY) 2-Vinilpiridin (2-VPY)
0
\\ // i
\)J\ O/\/OH
| NH,
2-Akrilamido-2-metilpropan siilfonik asit Akrilamit 2-Hidroksietilmetakrilat (HEMA)

Sekil 2.3. Molekiiler baskilamada sik kullanilan fonksiyonel monomerler

Tipik fonksiyonel monomerler ti¢ kisimda incelenebilir (39) .

1. Asidik karakterli monomerler
o akrilik asit (AA), metakrilik asit (MAA), p-vinilbenzoik asit, 2-(triflorometil)-
akrilik asit (TFMAA), akriloamido-(2-metil)-propan, 2-akrilamido-2-
metilpropan siilfonik asit (AMPSA)
2. Bazik karakterli monomerler
e 4-vinil piridin (4-VP), 2-vinil piridin (2-VP), 4-(5)-vinilimidazol, 1-vinil
imidazol, allilamin, N,N"-dietil aminoetil metakrilamit (DEAEM)
3. Notral monomerler
e akrilamit, metakrilamit, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), akrilonitril (AN),

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

Baskilanmis polimerlerde polimer matriksin kararl bir sekilde olusabilmesi
icin capraz baglayici dnemlidir. Capraz baglayict polimer matriksin morfolojisinin
kontrol edilmesinde kullanilir. Ayrica baskilanmis kalip molekiile 6zgii baglanma
bolgelerini kararli hale getirerek, polimer matriksin molekiiler tanima 6zelligini
korumasint saglar. Bunun i¢in birgok farkli ¢apraz baglayici kullanilir. Capraz
baglayict polimerin fiziksel yapisinin olusumunda 6nemli etkiye sahip oldugundan
kullanilan ¢apraz baglayici-monomer orani da basarili bir sentez i¢in 6nemlidir.

Capraz baglayici-monomer mol oram diisiik oldugunda kalip molekiillerin
baglanma bdlgeleri birbirlerine ¢ok yaklasir. Bu ylizden hedef molekiiliin baglanma
bolgeleri komsu bolgeler tarafindan kapatilir. Aralarindaki oran yiliksek oldugunda da,
capraz baglayici monomerle ya da kalip molekiille non-kovalent etkilesimler
gosterir. Her iki durumda da baskilamanin etkinligi azalir (40) . Yiiksek capraz
baglayict orani genellikle yeterli mekanik kararliliga sahip makrogozenekli yapilar
elde etmek i¢in kullanilir.

Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM)
sik kullanilan c¢apraz baglayicilardandir. Capraz baglayict polimerin fiziksel
yapisinin olusumunda Onemli etkiye sahiptir. Yapilan ¢aligsmalar gostermistir ki
capraz baglayici polimerin biiylikliigiinii 6nemli derece etkilemektedir (41) . Sekil

2.4’te molekiiler baskilamada sik kullanilan ¢apraz baglayicilar goriilmektedir.
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Sekil 2.4. Molekiiler baskilamada sik kullanilan ¢apraz baglayicilar

2.4.1.4. Coziicii

Coziici de baskilama siirecinde o6nemli rolii olan diger bir etkendir.
Polimerizasyonda kullanilan kimyasallarin tek bir fazda, homojen olmasini saglar.
Ayrica makrogozenekli polimerlerde gdzenek olusumundan sorumludur. Bu nedenle
cOziicii gbdzenek olusturucu (porojen) olarak da adlandirilir. Coziicii olusan
baskilanmis polimerde gozenek olusumu ve daha iyi akistan sorumludur. Bu yiizden

¢oziicii hacminin artmasi olusacak gdzeneklerin hacminin artmasina neden olur (40) .

2.4.1.5. Baslaticilar

Radikal polimerizasyon, radikal baslaticilarin 1s1l bozunmasiyla baslatilabilir.
Monomer ile kalip molekiil arasindaki kovalent olmayan etkilesimlerin ¢ok zayif
oldugu durumlarda ¢ok yiiksek sicakliklara ¢ikilmaz. Diisiik sicakliklarda etkili olan
fotokimyasal baslaticilar tercih edilir. Genellikle 2,2°-azobis(izobiitironitril) (AIBN)
ve 2,2’-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) (ADVN) kullanilir. Bu kosullarda, 1s1l

bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir.

2.4.2. Molekiiler Baskilama Yontemleri

Molekiiler baskilama yontemi temel olarak, fonksiyonel monomer ile kalip
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molekiil arasinda olusan bagin cesidine gore ikiye ayrilir: Kovalent ve kovalent

olmayan baskilama.

2.4.2.1. Kovalent Baskilama

On organizasyonlu molekiiler baskilama yaklasiminda, polimerizasyondan
once baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda kuvvetli, tersinir bir
kovalent diizenleme olusur. Polimerizasyon isleminden sonra kovalent baglar kirilir
ve kalip olusturmak amaciyla polimerden uzaklastirilir. Hedef molekiil, baskilanmis

polimerlerle etkilestirildiginde ayn1 kovalent bag yine olusur (42,43) .

Avantajlart:
Monomer-kalip molekiil kompleksi olduk¢a kararlidir ve sitokiyometrik

oranlarda gergeklesir. Polimerizasyon kosullar1 (yiiksek sicaklik, yiiksek veya diisiik
pH ve polar ¢oziiciiler) istenildigi gibi uygulanabilir, ¢iinkii konjugantlar kovalent

baglarla olusturulmustur ve oldukg¢a kararlidir (44) .

Dezavantajlart:

Monomer-kalip molekiil konjugatinin sentezinde sik sik sorunlar ¢ikabilir ve
sentez yontemi ekonomik degildir. Hedef molekiiliin polimere tersinir olarak
baglanma sayis1 sinirhdir. Kovalent bag olusumu nedeniyle baglanma kinetigi

yavastir (45) .

2.4.2.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Fonksiyonel monomer ile kalip molekiiliin baglanmasi non-kovalent (hidrojen
bagi, elektrostatik etkilesimler ve koordinasyon bag olusumu gibi) etkilesimlerle
gerceklesir. Polimerizasyondan sonra uygun ¢oziiciilerle kalip molekiil polimerden
uzaklastirilir. Hedef molekiil ile baskilanmis polimerler kovalent olmayan

etkilesimlerle baglanir (46) .

Avantajlart:
Kovalent ~ monomer-kalip  konjugatinin  sentezine  gerek  yoktur.

Polimerizasyondan sonra kalip molekiil polimerden kolayca uzaklagtirilir ¢ilinkii non-
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kovalent etkilesimler daha zayiftir.

Dezavantajlari:

Polimerizasyon kosullari, non-kovalent etkilesimleri arttrmak amaciyla
siirhidir. Fonksiyonel monomerler bag olusum dengesini arttirmak amaciyla fazlaca
kullanilir ve non-spesifik baglanma bolgelerinin olusumuna neden olabilir (47,48) .

Molekiiler etkilesimlerin farkliligi, segiciligin ve tersinirligin derecesini
etkiler. Ornegin kovalent baglarla olusturulan etkilesimler oldukga spesifiktir ancak
geri baglanma kinetigi yavastir. Bununla beraber, hidrofobik etkilesimlerin kinetigi
daha hizlidir fakat seciciliginde azalma gosterir. Genel olarak non-kovalent
etkilesimler, bir¢ok bilesige uygulanabilir olmalari, hizli kinetigi ve daha uygun
kosullarda bag olusumu ve kirilma oOzellikleri gdstermeleri nedeniyle daha genis
uygulama alanlarma sahiptirlerdir. Dahas1 ©-m etkilesimleri, hidrojen baglar1 ve
hidrofobik etkilesimler gibi belirli non-kovalent etkilesimler yeni molekiiler

baskilanmis fonksiyonel polimerlerin tasarimi i¢in dnemlidir.

2.4.3. Baskilama Isleminin Kontrolii

Molekiiler baskilanmis polimerlerin yiiksek secicilikte taninmasi ve
baskilanmig polimerler tarafindan baglanmasi, malzemenin fiziksel ve kimyasal
(esneklik, baglanma bdlgelerin sayis1 ve malzemenin yapisi gibi) ozelliklerine
baghdir. Molekiiler baskilanmis polimerlerin daha kullanish olmalar1 i¢in substratin
seciciliginin dneminin yaninda, uygun kosullar altinda desorpsiyon ve geri baglanma
kinetiginin de hizli olmasi1 gerekir. Bu yiizden molekiiler baskilanmis malzemelerin
tasarimi yapilirken uygun baglanma etkilesimlerinin se¢cimi olduk¢a Onemlidir.
Birden fazla baglanma bdlgesinin olmasi, monomerin baglanma bolgeleri ile kalip
molekiil arasindaki etkilesimlerinin daha iyi olmasi dolayisiyla molekiiler tanimanin
daha secici olmasimi saglar.

Yapilan c¢alismalar baskilanmamis polimer (kontrol polimer) ile
karsilagtirmali olarak yiiriitiilir. Bu polimer kalip molekiiliin yoklugunda ayni
polimerizasyon islemi uygulanarak elde edilir. Baskilanmamis polimerler,
baskilanmis polimerlerle spesifik bosluklar disinda ayni kimyasal o6zelliklere

sahiptirler. Bu yilizden, baskilanmis polimerlerle kalip molekiil arasindaki
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etkilesimlerin dogasiyla aynidir. Eger polimerizasyon basamagi esnasinda iyi
tanimlanmis bosluklar olusturulmussa baskilanmig polimerdeki etkilesimler daha
giiclidiir. Etkilesimdeki bu hassasiyet kalip molekiiliin ii¢ boyutlu yapismnin
polimerik hafizaya alinmasindan kaynaklanmaktadir. Bogluklarin varliklar1 baglanma
deneyleri ve kromatografik Olgimler gibi ¢esitli yontemlerle incelenebilir.
Polimerlerin segicilikleri baskilanmis/baskilanmamis polimerlerle etkilestirilmesi;
baskilanmis ve baskilanmamis polimerlere ait dagilim katsayismin (k) hesaplanmasi
ve baskilama faktorii olarak degerlendirilen bagil dagilim katsayisinin (k’)
belirlenmesiyle gosterilir. Bu yaklagim sivi kromatagrafisi (LC) ve kat1 faz 6ziitleme

uygulamalarinda baskilanmis polimerlerin karakterizasyonu i¢in de kullanilir (39,49)

2.4.4. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Uygulama Alanlan

Molekiiler baskilanmis polimerler farmakolojik, analitik ve biyolojik
molekiiler tanima alanlar1, kontrollii salinim sistemleri, sensorlerde tanima elemani
olarak yogun bir sekilde kullanilmaktadirlar (50) . Sivi kromatografisi, kapiler
elektroforez, kapiler elektrokromatografi ve kati faz Oziitleme gibi analitik
tekniklerde MIP’lerin kullanimina yonelik ¢alismalar siirekli artmaktadir (51,52) .

Kimya ve ilag endiistrisindeki artan pazar firsatlarina bagli olarak molekiiler
baskilanmis polimerlerin su saflastirma ve atik malzeme degerlendirme islemleri gibi
ayrrma alanindaki uygulamalar1 giderek artmaktadwr. Sadece kromatografi
kolonlarmin satiginin yilda 500 milyon ABD dolarma yaklastig1 ve membran ayirma
teknolojisi pazarinda yillik 1 milyar ABD dolar1 civarinda biliyiime oldugu tahmin
edilmektedir. Molekiiler baskilanmis malzemelerin afinite ayirma, kati faz 6ziitleme
ve sert sartlar altinda (organik ve toksik ortamlar, diisiik ya da ytliksek pH’lar, yiliksek
sicakliklar ve basing gibi) ayrma alaninda bu pazarda % 1-3 oraninda yer almasi
beklenmektedir (53) .

MIP adsorbentler, ilaglarm kati faz oOziitlenmesinde, proteinlerin, amino
asitlerin, DNA ve RNA’nin, peptidlerin, hormonlarm ayrilmasi ve saflastiriimasinda
kullanilmaktadir (54) . MIP’lerin diger bir kullanim alani olan bazi temel
arastrmalar, ilag tasarimi, optik gibi alanlarda Onemli olan kiral bilesiklerin

ayrilmasidir (55-57) .



23

Bir diger uygulama alani ise sensOrlerde tanima elemani olarak
kullanimlaridir. Bir kimyasal veya biyosensor, bir tanima elementi ve onunla
baglantili bir donistiiriicii igerir ve bu transduserin gorevi, analitin baglanmasiyla
olusan degisimi, Olgiilebilir bir dis sinyale doniistirmektedir. Bu sensorlerde
kullanilan biyomolekiiller cogunlukla zayif fiziksel ve kimyasal kararlilik gosterirler.
Bu nedenle yapay reseptorlere duyulan ilgi artmaktadir. Ozellikle MIP’ler zorlayici
sartlarda gosterdikleri dayaniklilik ve yiiksek secicilikte tanima bdlgelerine sahip
olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedir. MIP temelli ilk sensor baskili-polimer
membran ince filmi igeren bir alan etki kapasitoriidiir ve analitin baglanmasiyla
kapasitansta meydana gelen degisim Olciilmiistir (58) . Daha sonra ise
elektrokimyasal (59,60) ve optik (61,62) transduserlere dayali bagka sensorler
gelistirilmistir.

Molekiiler baskilamayla hazirlanan polimerle amino asit tiirevleri, ilaglar ve
seker tiirevlerinin kiral aywrimi i¢in antibadi reseptor benzeri olarak steroidler,
proteinler ve protein analoglari i¢in organik reaksiyonlarda enzim benzeri olarak ve
iyon segici absorbanlar olarak basariyla kullanilmaktadir (63) . Son yillarda
molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal ve optik sensorler hakkindaki

yayinlarin sayisi hizla artmaktadir (64-66) .

2.5. Sensorler

Sensorler, pek ¢ok bilim alanmin bilgi birikiminden yararlanip molekiillerin
veya sistemlerin sec¢imlilik Ozellikleri ile modern elektronik tekniklerin
birlestirilmesiyle gelistirilen analitik cihazlar olarak tanimlanabilir (67) . Klinik
teshis, tibbi uygulamalar, gida, ¢evresel analizlerden; kalite kontrol, tarim, gida ve
ilac endiistrisine, g¢evresel analizlere, madencilik, savunma sanayine ¢ok genis
Olcekte kullanim alan1 mevcuttur. Ancak en genis Olcegi diyabetli hastalarda glikoz
sensorii  kullaniminin  yaygmlhigiyla tibbi uygulamalar alr. Bu baglamda
biyosensorler kisisellestirilmis tipta 6nemli yer tutmaktadir (68) . Biyosensorler
temelde iki kistmdan olusurlar (Sekil 2.5.). lk kisim analit ile secimli etkilesime
girecek biyolojik duyargac, ikinci kisim ise bu etkilesimi anlamli sinyale ¢evirecek

dontstiricidir (69,70) .
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Sekil 2.5. Bir biyosensoriin bilesenleri ve ¢alisma mekanizmasi

Sensorlerde kullanilan doniistiiriictiler farkli olabilir. Bunlar arasinda
piezoelektrik, termometrik, manyetik ve mikromekanik doniistiiriiciiler yer
almaktadir. Buna bagl olarak sensorler 1s1l, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif
sensorler olabilir. Biyolojik algilayic1 elemanlar varliginda ¢alisan analitik cihazlar
olan biyosensor alaninda gelismeler artan bir hizla devam etmektedir.

Cogunlukla kullanim alanlar1 klinik amac¢li olsa da sensorler c¢ok farkh
amagclar i¢in kullanilabilir. Bunlara 6rnek olarak fermentasyon islem kontroliinde
kullanilan biyosensorler (71) , gida analizlerinde patojen, pestisit, mikroorganizma
ve toksin tespitinde kullanilan biyosensoérler (72) verilebilir. Tiim bu amaglar igin
sensOrlerde tanima elemani olarak enzimler, antibadiler, biyoreseptorler veya
aptamerler gibi biyolojik tanima elemanlar1 kullanilabilir. Genis kullanim alanina
ragmen biyosensorlerin bir takim smirliliklar1 mevcuttur. Bunlarin uzun siireli
dayaniklilig1 (raf 6mrii) ve tekrar kullanilabilirlikleri sinirlidir. Belirlenmis optimum
calisma pH ve sicaklik degerleri korunmalidir. Molekiiler tanima elemani olarak

kullanilan biyolojik bilesenlerin temini zor, bazen de fiyatlar1 yiiksektir (30) .

2.5.1. Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM) Biyosensorler
Iletken olmayan mineral kristallerinden yontulmus bir levhaya belli bir
dogrultuda uygulanan bir baski (¢ekme ya da sikistirma) sonunda, levhanin iki

yiiziinde ters isaretli yiiklerin (+q ve -q) ortaya c¢ikmasiyla nitelendirilen olaydir.
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Pierre ve Jacques Curie kardesler 1880'de Fransa'da kristalleri ¢esitli yonlerden
sikistirarak gerilim drettiklerini kesfettiler ve buna piezoelektrik etki admi verdiler.
Daha sonra bu olaym tersinir oldugu kanitlandi. ki yiiz iistiinde elektrik yiiklerinin
bulunmasindan dolayr bu yiizler istiine yerlestirilen iki elektrot arasinda bir U
potansiyel farki olgiilebilir. Ortaya ¢ikan elektrik yiiklerinin yilizeysel yogunlugu,
uygulanan basingla dogru orantilidir. Bu olayin tersinir bir niteligi vardir. S6z konusu
iki ytiziin her biri iistiine +q ve -q yiikleri uygulanirsa ya da bu yiizler arasina bir U
potansiyel farki uygulanirsa, levhanin belirli bir dogrultuda genlestigi ya da kasildig:
gozlenir. Sonug olarak piezoelektrik etki ve bunun tersi, bir F mekanik kuvvetin bir
elektriksel potansiyel farkina dogrudan doniisiim elde edilmesini saglar. Bu 6zellige
sahip bir kristal uygun bir elektrik devresine baglanirsa kristalin kiitlesine ve sekline
bagli olan sabit bir frekansta titresim yapar (73) . Kiitle duyarli bu sensorlerin
calisma prensibinin temeli asimetrik kristallerin sahip olduklar1 “piezoelektirik etki”
ozelligine dayanmaktadir (74) .

Sekil 2.6’da piezoelektrik etkiye sahip kuvars kristalinin  x-ekseni
dogrultusunda uygulanan itme veya ¢ekme kuvvetleri ile deformasyonu ve y-ekseni
dogrultusunda olusan yiik degisimi gosterilmistir. Kuvars kristallerin bu 6zelliginden
pek cok dogru ve duyarhh analitik cihaz yapilmasinda yararlanilmaktadir.
Piezoelektirik sensdrlerin en onemli uygulamasi ise “Kuvars Kristal Mikroterazi”
(QCM) dir.

Kuvars kristali, silikon ve oksijenden elde edilir ve SiO, kimyasal formiiliine
sahiptir. Ticari olarak kullanilan baslica piezoelektrik maddesi kristalin kuvarsdir
(silikon oksit). Ug boyutlu simetrik bir eksene sahiptir ve merkezi bir simetriye sahip
degildir. Gerilimden yoksun olmasi oksijen ve silikon atomlariin hareketine neden
olur. Bu deformasyon, sarj merkezlerinin ve elektrik polarizasyonunun ayrilmasi ile
sonuclanir. Kuvars kristal elektriksel, mekanik ve kimyasal 6zellikleri nedeni ile

ticari piezoelektrik malzemelerin en kullanishsidir (75) .
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Sekil 2.6. Piezoelektrik etkinin sematik gosterimi
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Sekil 2.7. Kuvars kristal

Kuvars kristal (Sekil 2.7), kimyasal dogasina, sekline, boyutuna ve kiitlesine
bagli olan dogal bir titresim frekansma sahiptir. Kristalin kirilmasmnin rezonans
frekansi tizerinde bir etkisi vardir (76) . Kuvars kristali, karsilikli olarak mekanik
enerjiyi elektrik enerjisine doniistiirme yetenegine sahiptir. Bir piezoelektrik kuvars
kristal rezona torili, kuvarsin tek kristalinden kesilmis bir par¢adir. Kuvars kristal

birimine periyodik bir voltaj uygulandiginda kuvars kristal var olan voltajin
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frekansinda titresim yaratabilir. QCM temel olarak bir frekans sayaci, gerilim
kaynag1 ve bir osilatér devreden olusur. Temel rezonans frekanslar1 agirlikli olarak
5-30 MHz arahgindaki kuvars plakalar QCM’in temel bilesenidir (77) . Iki metal
elektrot arasina sandvi¢ edilmis bu kuvars plakalar ters yonde styirma modu (TSM)
rezonatorler olarak adlandirilir (78) . Metal elektrotlar altin, glimiis, aluminyum veya
nikel olabilir. Piezoelektrik uygulamalarinda kullanilan kristaller genellikle 10-16
mm boyutlarinda, yaklasik 0.15 mm kalinhginda disk, kare veya dikdortgen
seklindedir. Rezonans frekanslar1 5, 9 veya 10 MHz olan kuvars kristaller tercih

edilir (Sekil 2.8) (79) .

DA,

Sekil 2.8. QCM sensor ylizeyinin goriintiisii

Piezoelektrik dedektor 6zelliginin saglanmasi i¢in kuvars kristaller belli bir
aciyla kesilir (Sekil 2.9). Kristal yapinin karakteristik diizlemi ile kesme tabakasinin
arasindaki a¢1 AT ve BT kesmelerde sirasiyla 35°15' ve -49°00" dir (80) .
Kristollagrafik eksene bagli olan kuvars kristal diizleminin yonlenimindeki kiigiik bir
degisiklik, rezonans tiirlinii degistirmez. Bununla birlikte kristallografik yonlenim ve
rezonans frekansi 1s1 ve gerilimin etkisine kars1 asir1 duyarhdir (81) . Bundan dolay1
bu oryantasyonda kesilirler. Piezoelektrik uygulamalarinda genellikle AT-kesme
kristaller kullanilir. Standart AT-kesimli kuvars kristalinin avantaji oda sicakligi
civarindaki sicakliklarda neredeyse sifir frekans degisimine sahip olmasidir. Bu oda
sicakliginda islem yapilabilmesi i¢in rezonatdr gerektiren uygulamalar icin oldukca

fazla tercih edilen bir 6zelliktir.
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Sekil 2.9. AT-BT kesim kuvars kristal diizlemi

Kuvars kristal mikroterazi piezoelektrik etkiye sahip 6zel bigimde kesilmis
kristal rezonatorler (dogal ya da sentetik kuvars kristalden belli agiyla kesilmis parca)
icerir (Sekil 2.10). Alternatif bir elektrik alan uygulamasi kristal yigin yapisinda
mekanik strese yol acar ve kuvars kristalin iki ylizeyi birbirine paralel yonlerde
hareket eder. Salinan elektrik alan kristal boyunca yayilan akustik bir dalga olusturur
ve rezonatOriin kalinhigmnin akustik dalga boyunun yarim katlar1 olmasi halinde
minimum direngle karsilasirlar. Olusan akustik dalga kristal ylizeyine dik yonde

yayilir (Sekil 2.11) (82,83) .
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Sekil 2.10. Kayma deformasyonu (Yiizey hareketi)
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Sekil 2.11. Akustik dalga yayilma modu

QCM ozel bir bicimde kesilmis kuvars kristaller igerir. Bu kuvars kristal
piezoelektrik etkiye sahiptir. QCM aparatlar1 genellikle kuvars elektrot, osilator ve
PC ylizeyler arasi frekans sayicidir. Alternatif, yiiksek akimli bir elektrik alan
uygulanmasiyla, QCM mekanik rezonans modunda salinim yapar. Kiitle hassasiyeti
kristalin toplam kiitlesi iizerindeki osilasyon frekansina bagli olarak ortaya cikar.
Cozelti ile temas eden rezonator (bu genellikle kuvars kristaldir) oldukg¢a kararh
sinyal veren bir elektronik devreye baglidir. Rezonator itizerindeki herhangi bir
degisiklik osilasyon frekansinda ani bir degisime neden olur. Elektrot {izerindeki

kiitle birikiminin neden oldugu frekans degisimi Sauerbrey esitliginden elde edilir.

fo fo Amg

FqPq FqPq Acel @2.1)

Esitlik 2.1 sadece rezonator tizerinde biriken ince kati tabakalar igin gegerlidir.
Baslangicta, QCM dlclimleri kat1 faz Ol¢iimler i¢in kullanilmistir. Fakat uygun
salinim (osilator) devrelerinin gelistirilmesiyle sivi fazda da Ol¢limler yapmak
miimkiin hale gelmistir (84) . Swvinmn yogunlugu (p1), viskozitesi (1) ve Kuvars
kristal rezonatoriin frekansi arasindaki iliskiyi agiklayan esitlik (2.2) Kanazawa ve

Gordon tarafindan tiiretilmistir (85) .
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Pin;

TPqug 22)

Iki tabakali bir sistemde frekans degisimi, tiim degisimlerin toplanmasi ile

esitlik 2.3 yardimiyla hesaplanir.

2 Amg Piny
Af = Af, + Af; = = N

FqPqAa foTPauq

(2.3)

fo (Hz), rezonans frekanst;

Fo (Fq=1/4 f,dg) (Hz cm?/ng), kristalin frekans sabiti;
pa (g/cm®), yogunlugu;

Aql (mmz), kristal rezonatdriin elektrot boyutu;

g1 (g/cm®), sivinin yogunlugu;

N1 (kg/m/s), stvinin viskozitesini ifade etmektedir.

QCM’in kimyadaki uygulamalari oldukca genistir. Ornegin toksik gaz
sensOrii  olarak, modifiye metal yiizeylerinde, antijen/antibadi etkilesimleriyle
spesifik molekiil tayinlerinde kullanimi son zamanlarda olduk¢a popiiler hale
gelmistir. QCM uygulamalar i¢inde kiitlenin yani sira yogunluk, elastiklik, viskozite
ve kiralite tayinleri de yer alir. Genellikle sivi ortamda gergeklestirilen QCM sensor
uygulamalarinda, analiz edilecek sivinin yogunlugu ve viskozitesi titresen kristalin
rezonant davranisini etkiler ve boylelikle sensor tarafindan ol¢iim gergeklestirilmis
olur (86) . Cihazlarin en 6nemli 6zelligi ¢aligmalarda bir elektrokimyasal reaksiyon
stiresince yiiksek kiitle hassasiyeti gostermesidir. Elektrokimyasal kuvars kristal
mikroterazi tiirleri, arastirmacilara metal elektrodun iist kismina potansiyel
uygulamasina izin verir. Bdylelikle bir elektrokimyasal hiicre olusturulur ve

elektrokimyasal reaksiyonlarmn incelenmesi ve elektron transfer siireclerinin
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incelenmesi miimkiin olur. Bu teknigin kullaniminin olduk¢a kolay olmas1 ve temel
ekipmanlarmin pahali olmamasi diger avantajlarindandir (87) . Piezoelektrik
kristallerin analitik alanda ilk uygulamasi 1964 yilinda King tarafindan gelistirilen
ticari piezoelektrik dedektorii olmustur (88) . King’in piezoelektrik dedektorii ile 0.1
ppm’e kadar nem tayin edilebilmistir. Sonraki yillarda birgok benzer sensor
sistemleri gelistirilmistir. Enzimler ve antibadiler gibi biyolojik kaplamalarin
kullanim ilk piezoelektrik (Pz) sensér gelisimden sonra ortaya ¢ikmustir. Ilk Pz
immiinosensor 1972 yilinda Shons ve dig. tarafindan gelistirilmistir (89) . Sensor
yiizeyine immobilize edilmis 29 antibadilerin kullanildigi QCM immiinosensorler,
HIV viriistiniin de dahil oldugu pek ¢ok analitin tayini i¢in kullanilmigtir (90-95) .
Antibadi immobilizasyonu yaninda Protein-A kapl kristal ylizeylerde pestisitlerin,
bakterilerin, virlislerin ve diger pek ¢ok analitin tayininde kullanilmistir (80) .
Metakrilat temelli polimerlerin kaplanmasi ile gelistirilen sensorler insan IgM ve a-
fetoprotein tayininde kullanilmistir (96) . Hibridizasyon sonucunda kiitle artisini
algilayan piezoelektrik DNA sensorii ilk olarak Fawcett ve dig. tarafindan
gelistirilmistir (97) . Bu baglamda, ilk rapor edilmesini takip eden 50 yillik zaman
stirecinde QCM temelli sensorler arastirmacilarin gézde konularindan biri olmustur.
Bu kapsamda; c¢ok sayida analit i¢cin farkli yaklasimlar uygulanarak sensorler
gelistirilmis ve konuyla ilgili ¢aligmalar artarak devam etmektedir. Molekiiler
baskilanmis polimerlerin (MIP) sahip oldugu yiiksek secicilik, kimyasal ve mekanik
kararhiliklarin yaninda kolay tiretilmeleri MIP temelli QCM sensorleri klinik teshis
(98,99) , cevresel izleme (100) ve enantiyomerik ayirma uygulamalarinda (101)
yaygin olarak kullanilmalarma neden olmaktadir. Sener ve dig. lizozimin es zamanli
tayini igin MIP temelli QCM nanosensorler hazirlamislardir. Vucutta lizozim
derisiminin artmasi bazi hastaliklarin (menenjit, 16semi ve bazi bobrek hastaliklar)
teshisine olanak saglamaktadwr. Tayin limiti 1.2 ng/mL olarak bulunmustur. Ayni
zamanda sensoOriin etkinligi bir¢ok proteini barindiran yumurta akiyla test edilmistir
(31) . DNA sekansindaki tek bazin degisiminin pek ¢ok kanser tiiriiniin ¢ikis noktasi
oldugu rapor edilmistir. Bu baglamda, Say ve dig. timin tayini i¢in MIP temelli QCM
sensorler hazirlamiglardir (102) . Benzen, mineral tozlar gibi ¢evresel kirleticiler
veya sigara kullanimmm, kanser ve kemoterapinin insanlarda 8-hidroksi-2-

deoksiguanozin (8-OhdG) olusumuna sebep oldugu rapor edilmistir. 8-OHdG gibi
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yiikseltgenmis bazlar oksidatif DNA hasarlar1 i¢in biyoisaret olarak kullanilmaktadir.
Bu amagla Say ve dig. 8-OHdG tayini i¢gin MIP temelli QCM sensorler
hazirlamiglardir (102) .

2.5.2. Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal doniistiiriicilerden olusmus biyomimetik sensorler ve
molekiiler baskilanmis polimerler gitgide dikkat ¢eken ve daha sik kullanilan
sensOrler haline gelmistir (103) . Elektrokimyasal sensorlerle g¢evresel, klinik,
biyolojik bircok analitin yiiksek secicilikle analizi miimkiindiir. Hassas, ucuz,
elektrotlarin sensor sistemine uygulamasi kolay, bir¢ok analitin analiz edilebilir
olmas1 gibi nedenlerden &tiirii tercih edilen sensorlerdendir. Elektrokimyasal
sensorler tibbi ve klinik, ¢cevresel ve endiistriyel analizlerde 6nemli rol oynamaktadir.
Yapilan elektrokimyasal 6lgimler amperometrik, voltametrik, potansiyometrik ve
kondiiktometrik olabilir (104-109) . Bu ¢esitli yollardan bir¢ok farkli uygulamada
yararlanildigindan molekiiler baskilanmis polimerler kullanilarak sensor iiretiminde
elektrokimyasal doniistiiriiciiler 6nemli hale gelmistir. Triazin herbisitler, endokrin
bozucu kimyasallardan bisfenol A (BPA) gibi 6nemli toksik bilesiklerin MIP’ler
kullanilarak yapilan elektrokimyasal sensorlerle tespiti miimkiin hale gelmistir (103) .

Elektrokimyasal sentezin MIP teknolojisine uygulanmasi dikkat ¢eken bir
yontemdir. Bu yontemden ilk defa 1995 yilinda nitrat seg¢ici potansiyometrik sensor
yapiminda faydalanilmistir (103) . Piroliin, NaNO3 varhiginda polimerizasyonu ile
nitrat iyonlarma 6zgiil bosluklar iceren polimer film olusturulmustur. Bu molekiiler
baskilanmis elektrokimysal sensoriin nitrata, perklorat ve iyodiire gére dort kat daha
fazla segici oldugu tespit edilmistir (110) . Yapilan bir ¢alismayla atrazin tayini i¢in
elektrokimyasal sensor yapilmistir. Atrazin sensor ¢ipi, altin yiizeyde metakrilik asit
ve EDMA varliginda dogrudan polimerizasyonla saglanmigtir. MIP yapiminda LiCl
elektrolit olarak kullanilarak atrazinin elektrokimyasal indirgenmesi saglanmistir.
Tayin araliginin 1 ila 10 uM arasi atrazin oldugu tesbit edilmistir (103) . Atrazinle
ilgili yapilan bagka bir caliymada ise atrazin baskilanmis ince polimer filmleri
hazirlanmis ve 50 nM” a kadar diisiik miktarda atrazin tespit edilebildigi bildirilmistir
(111) .
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Elektrokimyasal sensorlerde kullanilan iletken polimerlerin elektrokimyasal
tekniklerle elde edilmesi kolay olmasina ragmen polimerlerin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri polimerizasyonda kullanilan ¢6ziicii, destek elektrolit, elektrot malzemesi

ve elektropolimerizasyon potansiyeline bagli olarak degisir.

2.6. Voltametri

Elektroanalitik yontemlerde, elektrot-cozelti sistemine bir elektriksel etki
yapilir. Yapilan bu elektriksel etkiye sistemin verdigi cevap Olgiiliir. Elektroanalitik
yontemler elektrot tepkimelerinin mekanizmalarinin belirlenmesi, elektrokimyasal ve
kimyasal tepkimelerin kinetiklerinin ve adsorpsiyon olaylarinin incelenmesi, denge
sabitlerinin ve diflizyon katsayisinin bulunmasi, nicel ve nitel analizler gibi kimyanin
pek ¢ok alaninda kullanilmaktadir.

Elektroanalitik ydntemler genel olarak ikiye ayrilir. Ilki net akimin sifir
oldugu denge durumundaki duragan yontemler; ikincisi ise denge durumundan
uzakta net akimin gozlendigi dinamik yontemlerdir. Elektroanalitik tekniklerin
biiyiik bir kismini net akimin sifir olmadig1 dinamik yontemler olusturur. Bunlar da
potansiyel kontrollii, akim kontrollii ya da yiik kontrollii yontemlerdir.

Voltametri potansiyel kontrollii bir teknik olup calisma (indikator)
elektrodunun polarize oldugu sartlarda potansiyel ve akim parametreleri arasindaki
iligkiyi inceleyen tekniktir. Burada olusan akim potansiyelin bir fonksiyonudur ve
analitle ilgili bilgi verir. Voltametride tiglii elektrot sisteminden faydalanilir.
Referans elektrot; potansiyeli deney siiresince sabittir. Genellikle Ag/AgCl veya
doymus kalomel elektrotlar kullanilir.

Calisma (indikator) elektrot; polarize edilebilen, zamanla potansiyeli degistirilen
elektrotlardir. Civa, platin, altin, paladyum, karbon elektrot (grafit, karbon pasta
elektrot, camsi karbon, karbon elektrot) gibi elektrotlar yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Karsit (yardimcy) elektrot; elektrigin giic kaynagindan ¢ozeltinin iginden gecerek
calisma elektrotuna aktarilmasini saglayan elektrotlardir. Karsit elektrot olarak ise
genellikle Pt tel kullanilir.

Bu sistemde, potansiyel, calisma elektrodu ile referans elektrot arasina

uygulanir ve c¢alisma elektrodu ile karsit elektrot arasindaki akim olgiiliir. Akim,
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caligma elektrodu tizerinde maddelerin indirgenmesi veya yiikseltgenmesi ile olusur.
Katodik ve anodik olmak iizere iki tiir akim olusur. Katodik akim indirgenmeden
dolay1 olusan akima, anodik akim ise yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima denir.
Bir voltametrik yontemde calisma elektrodu damlayan civa elektrodu (DCE)
ise yontem polarografi adini alir. Damlayan civa elektrodu 0,05 - 0,08 mm i¢ ¢aph
bir kilcal cam borudan damlayan civadan olusur. Sekil 2.12’de normal polarografide

gozlenen akim —potansiyel egrisi gosterilmistir.

20—
Sinir Akami
15—
LY
Lo
Yan dalga DifUzyo'n akarmi
< potansiyeli Iy
5— Eip
Bozunma FPotansiyeli
En
T~ (b)
O I—
f \\ Artik akim
| | ! 1 [ | 1 |
0 -03 -06 -09 —-12

E (v, Ag/fAagCl've karsi)

Sekil 2.12. Dogru akim polarogramlari (a) Elektroaktif maddenin polarogrami, (b)

destek elektrolit polarogrami

Yukaridaki poloragramda goriilen stnir akimi belli bir potansiyel degerinden
sonra akimin sabit kaldigi bir degere ulastigi akimdir. Elektrot {izerinde heniiz
reaksiyon olmadigi zaman kiiclik de olsa gdzlenen akima arfik akim denir. Smir
akimi ile artik akim arasindaki yiikseklik ise dalga yiiksekligidir. Elektroaktif
maddenin derisimi arttikga dalga yiiksekligi de dogrusal olarak arttigindan
polarografi kantitatif tayinlerde kullanilabilmektedir.
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2.6.1. Doniisiimlii Voltametri

Bu teknik elektrokimyasal teknikler icinde en yaygin kullanilan tekniktir.
Dontistimlii voltametri (CV) yonteminde ¢aligma elektroduna uygulanan potansiyel
kontrol edilir ve hiicreden kiigiik bir akim gecer. Bu nedenle CV, potansiyel
kontrollii sabit elektrot voltametri yontemidir. Doniisimlii voltametride E, akimin
maksimum oldugu noktadaki pik potansiyelidir. Bu teknikte tarama hizi (v) olarak
adlandirilan potansiyelin zamanla dogrusal olarak degisimi uygulanir. Belli bir
potansiyelden sonra ilk tarama yoniinde tarama yapilir. Elektrot mekanizmalarmnin
incelenmesinde, adsorpsiyon olaymnm arastirilmasinda, maddelerin miktar
tayinlerinin yapilmasinda ve kinetik caligmalarda kare dalga voltametrisi ve
polarografisi, siyirma voltametrisi, kronoamperometri teknikleri gibi CV teknigi de
siklikla kullanilir. Uygulanan potansiyelin zamanla degisim grafigi Sekil 2.13” de
goriilmektedir. Potansiyel taramasi bir E; baslangi¢ potansiyeli ve E, potansiyeli
arasinda yapilirsa yontem dogrusal taramali voltametri (LSV) adim alir. LSV
analitik caligmalar icin uygun bir metotdur. E, potansiyeline ulastiktan sonra ayni
tarama hiziyla ilk tarama yOniine gore ters yonde tarama yapilirsa yontemin adi

doniisiimlii voltametri olur.

d
«— Dontstim | —¢— Donusim Il —
E2 - - - - =
W I\
g Potansiyel /) £
a \ araligr / \ -
8 / \
o
o / \
/ \
E] ___________ A ESOH
baslangic
Zaman 08 09 10 11 12 13 14 15

- E (Ag-AgCl dw'e karst) (V)

Sekil 2.13. Dogrusal taramali (a) ve doniisiimlii voltametri tekniklerinde (b)

potansiyel taramasinin zamanla degisimi
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Tersinir Reaksivonlarin Déniistimlii Voltamogrami

Elektrot reaksiyonu,

Ks

O+ne <— R
Ko

seklinde oldugu durumlarda baslangigta ¢ozeltide yalnizca O maddesi bulundugu
varsayilir. Eger gergeklesen tek kimyasal reaksiyon, elektron aktarimi iseve elektrot
ylizeyinde adsorpsiyon olay1 meydana gelmiyor ise 1 — E grafigi pik seklinde gozlenir.
Pik yiiksekligi tarama hizi arttikga artar. Potansiyel taramasi geriye dogru
yapildiginda tarama hizl ise elektrot yiizeyinde yeteri kadar R bulundugundan, E°
degerinden itibaren daha pozitif potansiyellerde R yiikseltgenmeye baglayacaktir. R
yiikseltgenmeye baslayip ters taramada anodik pik olusacaktir. Bu sirada E° degerine
kadar O indirgenmeye yani R olusmaya devam edecektir. Ters taramada potansiyel
pozitiflestikgce Nernst esitligine gére R ylizey derisimi azalacak ve yeteri kadar
pozitif degerlerde sifira gidecektir. Ters taramada potansiyel pozitiflestikce Nernst
esitligine gore R yiizey derisimi azalir ve yeteri kadar pozitif degerlerde sifira gider.
Deney sirasinda yiizeyde olusan R ¢ozeltiye dogru difiizlenir. Bu yilizden ters tarama
akimi katodik akimdan biraz daha diisiik olur. Bundan dolayi ters pik akimi (anodik
akim) katodik akimdan biraz daha diistik olur.
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Sekil 2.14. Tersinir bir sisteme ait CV voltamogrami

Sekil 2.14’de verilen tersinir bir O + ne” «» R reaksiyonunun doéniisiimlii
voltamogrami asagidaki gibidir. Tersinir sistemlerde biitiin potansiyellerde elektron
aktarim hiz1 kiitle aktarim hizindan biliyiikk oldugu icin elektrot yiizeyinde Nernst
esitligi gecerlidir.

[R]

RT
= 0. — —_—
E=E — n 0] (2.4)

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

Sevcik esitligi ile gosterilir.
i, = (2.69 x 10°) n*? A C, D¥2 12 (2.5)
p

ip: Pik akimi, Amper
D,: O tiiriiniin diflizyon katsayisi, cm®/s
v: Tarama hizi, V/s

Co: O tiiriiniin ana ¢ozelti derisimi, mol/cm®
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n: Aktarilan elektron sayisi

CV verileri ile bir reaksiyonun tersinirlik testi yapilabilir. Eger i, — v grafigi
dogrusal ise ve orjinden gecerse sistem tersinirdir. Buna ilaveten bir sistemin tersinir

olup olmadigi su 6zelliklerin bulunmasiyla tespit edilir.

1. ip— V2 grafigi dogrusal olmalidur.

2. E)¥—E,* =59/n mV veya E, — Epz= 57/n mV olmalidur.
3. Ep, tarama hiz1 ile degismemelidir.

4. i = 1 olmalidur.

5. Ep’ten daha negatif potansiyellerde i, t ile orantil olmalidir (112) .

ip : Akim, Amper

v: Tarama hizi, V/s

E,*: Katodik pik potansiyeli, mV
E," Anodik pik potansiyeli, mV
ip’: Anodik pik akimi, Amper

ipk: Katodik pik akimi, Amper

t: Zaman

Tersinmez Reaksiyonlarin Donitistimlii Voltamogrami

Tersinmez sistemlerde elektron aktarim hizi yeteri kadar biiylik olmadigindan
elektrot yiizeyinde Nernst esitligi gecerli degildir. Bu durumda CV voltamogrami
tersinir durumdan farklidir. Tamamen tersinmez bir sistemde genellikle ters tarama
piki (anodik pik) gézlenmez. Ancak dikkat edilmesi gereken bir husus vardir ki o da;
anodik pikin gozlenmeyisi mutlaka elektron aktarim basamaginin tersinmez
oldugunu gostermez. Soyle ki elektron basamagini takip eden ¢ok hizli bir kimyasal
reaksiyonda olusan iriin hizli bir sekilde baska maddeye doniisiir. Bu da ters
taramada ylikseltgenme gdzlenmemesine neden olabilir.

Tersinmez durumlarda tarama hiz1 ¢ok diisiik oldugunda elektron aktarim hizi
kiitle aktarim hizindan daha yiiksek olur. Bu da sistemin tersinir gibi gdzlenmesine

neden olur. Tarama hiz1 arttik¢a kiitle aktarim hiz1 elektron aktarim hizi ile ayni
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seviyeye gelir. Bu durumda tarama hiz1 arttik¢a anodik ve katodik pik potansiyelleri
birbirinden uzaklasir (Sekil 2.15). Tersinir durumda Epk, tarama hizinin bir
fonksiyonu degildir. Ancak tersinmez durumda Epk, v ile degisir. Tersinmez elektron
aktarim reaksiyonlarinda standart hiz sabiti, tersinir reaksiyonlardakine goére daha

kiigiiktiir.

a
— T = — =
0.2 0. 0.0 0.1 0.2

Sekil 2.15. Katodik ve anodik pik potansiyellerinin birbirinden uzaklagsmasi. v; (a)
0.13 V/s (b)1.3 VIs; (c) 4.0 VIs; (d) 13.0 V/s

Doénitistimlii voltametri ile bir reaksiyonun tersinmez oldugunu tespit etmek

i¢in su 6zelliklerden faydalanilir (113) .

1. Anodik pik gézlenmez.

2. ipk, tarama hizinin karekokii ile dogru orantili olarak degisir.
3. Epk kaymasi tarama hizindaki 10 kat artmada 30/acn, kadardir.
4. |Ep — Epr| = 48/(achy) mV

ac: Elektron transfer katsayisi
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n,: Aktarilan elektron sayisi

Yari1 Tersinir Reaksivonlarin Donitistimlii Voltamogrami

Yar1 tersinir reaksiyonlarda akim hem difiizyon hiz1 hem de elektron aktarim
hiz1 ile birlikte kontrol edilir. Tersinir, yar1 tersinir ve tersinmez durumlar i¢in akim,
tarama hizinin karekokiine karsi grafige gegirilirse Sekil 2.16’daki gibi bir grafik

elde edilir.

/
/
/
Tersinir / Yan .
s Tersinir Tersinmez

Akim

vz

Tarama Hizinin Karakokii
Sekil 2.16. Doniisiimlii voltametride pik akimmin tarama hizinin karekokii ile

degisimi

Tarama hizindaki artis ile sistemin tersinir durumdan tersinmez duruma gegisi
goriilmektedir. Doniisiimlii voltametride bir sistemin yar1 tersinir olup olmadigi su

ozelliklerin bulunmasiyla tespit edilir (113) .

1. ip, v*?ile artar ancak dogrusal degildir.

2. Epk, tarama hiz1 ile degisir bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile negatif
degerlere kayma yoniindedir.

3. ipipy = 1 olmalidur. (= 0.5 ise)

4, Epk — E,* fark: diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklagmalidir.
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2.6.2. Kare Dalga Voltametrisi

SWV hem teorik hem de cihaz bakimindan Barker tarafindan gelistirilmistir.
Hizli ve duyarli bir yontem olan kare dalga voltametrisinin sabit elektrotlarda

potansiyel-zaman dalga sekli Sekil 2.17°de goriilmektedir (114,115) .

Sekil 2.17. Kare dalga voltametrisi i¢in potansiyel-zaman dalga sekli ve akim

Olgtimii; AEs : adim yiiksekligi, Eqy : puls genligi, T : periyot

Sekilden de goriildiigii iizere dalga sekli, simetrik kare dalgalardan olusan
merdiven goriiniisiindedir. Potansiyel-zaman dalga seklini olusturan bu simetrik kare
dalgalardan, bir kare dalganin tamamlanma siiresi olan periyot, t ile gosterilir ve
yaklasik 5 ms civarindadir. Birbirini takip eden kare dalgalar arasindaki yiikseklik
farki basamakli adim yiiksekligi (sinyalin potansiyel basamagi) dir ve AEs ile
gosterilir. Bu da genelde AEs 10 mV’dur. Herbir dalganin alt ve iist noktalar1
arasindaki farkin yarisina kare dalga genligi (Esw) denir. Puls genisligi (tp) ise ©/2’ye
esittir. Genellikle periyot yerine 1/t’a esit olan frekans (f) kullanilir. Frekansin
artmas1 ve buna bagli olarak periyodun azalmasi ile kare dalga pik akimi ve
hassasiyet artar. Kare dalga voltametrisinde deneysel parametrelerin genellikle

secildigi araliklar; frekans 10 < £< 1000 Hz ve periyod 1 <1 <100 ms seklindedir.
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Basamakl1 adim ytiksekligi ise aktarilan elektron sayisina (n) bagl olarak AEs
= 10/n mV esitliginden bulunarak kullanilir. Eg, ise genelde 50/n mV’dur.

Kare dalga voltametrisinde akim Olgiimleri ileri ve geri pulslarin sonuna
dogru ts kadar bir zaman araliginda yapilir. Ileri puls igin 6lgiilen akim iy, geri puls
i¢in Olgiilen akim I, olmak tizere her bir kare dalganin net akimi Ai = iy — Iy ye esittir.
Bu net akim (Ai) ileri fark akimi olarak adlandirilir. Ai farki potansiyele karsi grafige
gecirildiginde voltamogram tek pik seklinde elde edilir (Sekil 2.18).

15 I I I T I I

Akim, pA

s | 1 | 1 1 |
200 100 0 —100 -200 -300 -400 -500

n(E'- El/z)‘ mV

Sekil 2.18. Tersinir bir reaksiyon igin uyarma sinyaline akim cevabi, A , (i) ileri

akim; B, (i) ters akim; C, (i1 — i) akim farki

Olusan pik potansiyeli de polarografik yar1 dalga potansiyeline karsilik gelir.
Kare dalga voltametrisinde 6l¢lim son derece hizli yapilir. Tarama hizi, frekans ve
periyot ile adim yiiksekligine bagli olarak asagidaki gibi belirlenir. Belirlenen bu

tarama hizina etkin tarama hizi (ETH) denir.
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ETH = f XAEs = 1/t x AE; (2.6)

AE; kadar bir potansiyel araliginda tarama yapmak i¢in sadece T (AE/AEs)
kadar bir zaman gereklidir. Uygun frekanslarin se¢imi ile deney siireleri c¢ok
azaltilabilir. Ornegin n = 1 iken AEs = 10 mV ve f= 200 Hz (t = 1/200) ise, ETH = 2
V/s’dir. 500 mV’luk (AEs) bir potansiyel araligini tarayabilmek i¢in gerekli olan siire
sadece 0.25 s’dir. Bu da birka¢ voltametrik taramanmn sinyal ortalamasi alinarak
analizin kesinliginin arttirilmasin1 miimkiin kilar. Bu yntemin tayin smirlar1 107 ile
10® M arasindadir. Bu nedenle bu teknik en hassas ve hizli elektroanalitik teknikler

arasindadir. Bundan dolayr SWV hizli taramali teknik olarak tanimlanir.

2.7. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal impedans Olgiimleri, frekans degisimlerine bagli olarak
yapildig1 i¢in elektrokimyasal impedans spektroskopisi adini almistir. Bu teknik,
elektrokimyasal sistemlerin incelenmesinde ¢ok kullanilan gii¢lii bir tekniktir. Hassas
bir teknik olmasinin yani sira, modifiye yiizeydeki molekiillerin zarar gérmeden
karakterize edilmesini saglar. Ciinkii uygulanan potansiyelin genligi oldukg¢a
digiiktiir. CV tekniginde olduk¢a biliyiikk bir potansiyel araligi kullanildigi igin
ylizeyin hasar gorme riski vardir. Kullanim alanlari;

- Korozyon ¢aligmalar1

- Film ylizeylerin karakterizasyonu
- Piller

- Yar iletken elektrotlar

- Sensorler

- Biyolojik sistemlerin incelenmesi

seklinde siralanabilir. Bu teknigin en onemli avantaji, elektrokimyasal sistemlerin
denge halinde incelenmesidir. Voltametrik tekniklerin ¢ogunda sistemin denge
durumu bozulur. Ciinkii elektrokimyasal sistemlere bir sinyal gonderilir ve cevabi
Olgtiliir. Ancak EIS’de sisteme gonderilen sinyal diisiik genlikli bir potansiyelidir.
Uygulanan potansiyel genellikle Eo = 5 mV civarindadir. Sistemin denge durumu
bozulmaz. Uygulanan potansiyel siniis dalgasidir. Bu potansiyelde frekans degisimi

ile impedans 6l¢timii yapilir (116) .
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E; t anindaki potansiyeldir ve Eq genlik, » acisal frakans (rad/s) ve t zamani

ifade etmek tizere;

E = E; sinmt 2.7

seklinde ifade edilir. Agisal frekans ise;

o = 2nf (2.8)

seklinde ifade edilir. Burada f, frekanstir (Hz). Sinozoidal potansiyele sistemin

verdigi akimin cevabi da siniis dalgasidir. Bu dalga potansiyel dalgasi ile ayni

frekanshidir. Ancak aralarinda ¢ faz fark: vardir.

| = lpsin(ot + @) (2.9
Burada,

I: t anindaki akim (A); Io: akim genligi (A) ve ¢: faz kaymasidir. Siniis egrisi ve

fazor diyagrami Sekil 2.19°da gosterilmistir.

/2

-2

Sekil 2.19. Fazor diyagrami ve siniis egrisi
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E ve I ayn1 frekanslarda donen iki ayr1 fazordiir. Aralarinda ¢ kadar a¢1 vardir.
I, E’yi ¢ kadar faz farkiyla geriden takip eder. DC devrelerinde Ohm kanunu’na
benzer sekilde E/I orani impedans (Z) olarak adlandirilir. DC devrelerinde bu oran
direngtir. Normal bir direng (R) i¢gin Ohm kanunu (R = E/I) gegerlidir. Direng degeri,
uygulanan potansiyel frekansina bagl degildir. Uygulanan potansiyel ile olusan akim

aymi fazdadir. Impedans direngten daha genel bir ifadedir ve frekansa baglidir.

2.8. Elipsometri

Elipsometri yontemi, ¢ok hassas optik Ol¢iimlere dayanan, yiizeyi tahrip
etmeyen biryontemdir. Yiizeyin optik O6zellikleri hakkinda bilgi edinmek igin
yaklasik yiiz yildir kullanilmaktadir. Elipsometri genel itibariyle polarize bir dalga
vektoriiniin polarizasyon halinin 6l¢iilmesine dayanan bir tekniktir. Yiizeye polarize
bir 151k gonderilir ve 151k demetinin yiizeyden yansimasi saglanir. Yiizey ince bir
filmle kaplanirsa, film ve substrattan yansiyan i1s1gin polarizasyonu degisir. Bu
ozelligi ile elipsometri teknigi, film kalinlig1 ve filmin optik 6zelliklerini incelemede
sikca kullanilir. Elipsometre adi elipsten gelir. Elips polarizasyonu, elektrik alan
vektoriiniin elips yoriingesi boyunca hareketinden kaynaklanir. Elipsometrenin temel
bilesenleri,isik  kaynagi, polarizasyonu belirleyen bazi optik bilesenler ve
dedektorden olusur. Son yillarda goriintiileme teknigi kullanilarak klasik
elipsometrelere oranla daha hassas &lgiimler almak miimkiin olmaktadir. Olgiim
yapilacak bolge, bilgisayar monitdriinden ¢oklu bolgeler halinde segilerek isaretlenir
ve ortalama Ol¢tim degerleri elde edilebilir.

Gelme diizlemine paralel polarize olan yansima genliginin (Rp) dik polarize

yansima genligine (Rs) oranlanmasi ile elipsometrik ¥ parametresi ifadesi elde edilir.

tan? = Ry/Rs (2.10)

Ikinci elipsometrik parametre olan A, Ry, ile Rs arasindaki faz farki olmak

lizere;

A= AR, - ARs (2.12)
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Ap ve As, Rp ve Rs’nin fazlaridir. Bu parametrelerden yararlanarak

elipsometrik oran asagidaki sekilde ifade edilir;
p =(Ry/Rs “P29) = tany ¢ (2.12)

Bu denklem filmin optik sabitleri arasindaki iligkiyi gosterir. Sekil 2.20°de bir

elipsometrede bulunan bilesenler goriilmektedir.

lazer CCD kamera

. analizor ~
polarizor éxe . fgf
Kompansator ~ | _~% objektif ince film

Taban malzeme I

Sekil 2.20. Elipsometreyi meydana getiren bilesenler

2.9.Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

AFM kat1 ylizeylerin atomik boyutta incelenmesini saglar. Numune raster
diizeyinde ince ve hassas bir ug¢ (tip) ile taranir. Tip ile yiizey raster seklinde
taranirken, kuvvete duyarli ucun bagli oldugu denge ¢ubugu ile yiizey arasindaki
kiigiik kuvvet degismeleri, denge ¢ubugunda kiiciik oynamalara sebep olur ve bu
durum optik sistemlerle algilanir. Bu sekilde yiizeyden topografik bilgiler alinir.
AFM’de kullanilan uglar ve denge sistemi genellkle silisyum veya silisyum oksitten
yapilmaktadir.

AFM yiizeylerin birka¢ nanometreye kadar goriintiilenmesini saglayabilir.
Fakat 1yi bir goriintii alabilmek i¢in, yiizey substratinin oldukca temiz ve piiriizsiiz
olmas1 gerekir. Aksi halde substrattan gelen piiriizliiliik de film goriintiisii gibi
goriiniir. Filmin goriintiisii iki boyutludur. Bu goriintii ii¢ boyutlu goriintii haline de
getirilebilir. Bu sekilde yiizeyin piiriizliliigl, film tabakasiin homojenligi, katmanh
olup olmadig1 ve kalinligi rahatlikla goriilebilir. Bu goriintliyii daha belirgin

saglayabilmek icin grid ad1 verilen mikro-eleklerle gozenekli sekiller olusturulabilir.
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Gozenegin i¢ kismi modifiye edilirken dig kisimlari modifiye olmaz. Bu sekilde

filmin AFM goriintiisti hakkinda bilgiler edinilebilir.
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3.1. Tez Cahsmasinda Kullanilan Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Tobramisin

e Kanamisin-A

e Amikasin

e Gentamisin

o Allil merkaptan

e 2-Hidroksietil metakrilat
e Etilen glikol dimetakrilat
e N,N’-Azobisizobutironitril
e Metakriloilamidoglutamik asit

e Pirol

e Trikloroasetik asit

e Sodyum kloriir

e Tetrabiitilamonyumtetrafloroborat
e Potasyum ferrisiyaniir

e Potasyum ferrosiyaniir

e Ferrosen

e Potasyum kloriir

e Hidrojen peroksit

e Amonyum hidroksit

e Asetonitril

e Izopropil alkol

e Nitrik asit

e Milli-Q su

3.1.2. Kullanilan Cihazlar
e Voltametrik analiz cihazi

e QCM cihaz1

(TOB, Refik Saydam Merkez Hifzisihha Enst)
(KAN-A, Refik Saydam Merkez Hifzisthha Enst)
(AMIK, Refik Saydam Merkez Hifzisthha Enst)
(GEN, Refik Saydam Merkez Hifzisihha Enst)
(CH,CHCHSH, Sigma-Aldrich)

(HEMA, Sigma-Aldrich)
(EGDMA, Sigma-Aldrich)
(AIBN, Sigma-Aldrich)
(MAGA, Nanoreg Ltd. Sti., Ankara)
(Pyr, Sigma-Aldrich)

(TCA, Sigma-Aldrich)

(NaCl, Sigma-Aldrich)
(TBATFB, Fluka)
(K3[Fe(CN)g], Sigma—Aldrich)
(Ks[Fe(CN)g], Sigma—Aldrich)
(C1oH10Fe, Sigma—Aldrich)
(KC1, Sigma—Aldrich)

(H20,, Sigma-Aldrich)
(NH4OH,Sigma-Aldrich)
(MeCN, Sigma—Aldrich)

(IPA, Sigma—Aldrich)

(HNOj3, Sigma-Aldrich)

(Biitlin analizlerde bu su kullanilmistir)

(BAS 100B/W, ABD)
(RQCM, INFICON Acquires Maxtek, ABD)



3.1.4.

FTIR Spektrofometre

Elipsometre

Atomik Kuvvet Mikroskopisi

Temas Ag¢1 Cihazi
pH metre

Hassas terazi
Ultrasonik banyo
Vorteks karistirict
Santrifiij

Otomatik mikropipet

. Kullanilan Cam Malzemeler

Cam pipet
Balon joje
Beher
Santrifiij tiipi
Havan

Eppendof tiip

Analizi Yapilan Numuneler
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(Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10,
Waltham, MA, ABD)

(Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre
Gottingen, ALMANYA)
(Nanomagnetics Instruments,

Oxford, INGILTERE)

(Kriiss DSA100, Hamburg, Almanya)
(Mettler Toledo MA 235, ABD)
(Mettler Toledo AG 285, ABD)
(Bandelin, Sonorex, RK 514 BH, ABD)
(Niive, NM 110, TURKIYE)

(Niive, NF 1215, TURKIYE)

(Biohit 10-100 uL ve 100-1000 uL,
FINLANDIYA)

(1-10 mL’1ik, Pyrex)
(5-1000 mL’lik, Pyrex)
(Cesitli hacimlerde, Pyrex)
(Borosilikat cam)

(Agat)

(Plastik)

Bu calismada piyasadan temin edilen TOBRADEX® ve TOBI® adl

farmasotik preparatlar, gida numuneleri olarak siit ve yumurta oziitlerinin analizleri

yapilmistir.

3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok TOB (ozeltisi (0.001 M):

9.648 mg standart TOB tartilip 5 mL su ile

¢oziindiikten sonra yine aym ¢oziicii ile 10 mL‘ye tamamlanmis ve 4°C’da
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buzdolabinda saklanmistir. Standart TOB c¢ozeltileri, bu stok ¢ozeltinin istenen
derigime fosfat tamponu ile seyreltilerek hazirlanmstir.

0.1 M Fosfat Tamponu: 9.08 g KH,PO, ve Na;HPO4.2H,0 ayr1 ayr tartilip su ile
¢oziindiikten sonra bir litreye tamamlanmis ve uygun miktarlarda karistirilarak
istenilen pH’ya ayarlanmistir.

1.0 M NaOH Cozeltisi: 40.0 g NaOH tartilarak su ile ¢ozdiikten sonra hacim bir
litreye tamamlanmigtir. Daha seyreltik NaOH ¢ozeltileri 1.0 M NaOH c¢ozeltisinin su
seyreltilmesi ile hazirlanmistir.

0.1 M HCI ¢ozeltisi: Balon joje igerisine bir miktar su konulduktan sonra iizerine

8.44 mL HCI ¢6zeltisi eklenmis ve su ile bir litreye tamamlanmaistir.

3.3. Kullanilan Malzeme ve Maddelerin Temizligi
3.3.1. Cam Malzemelerin Temizlenmesi

Kullanilan cam malzemeler deterjanli su ile yikandiktan sonra ¢gesme suyu ile
durulanmigtir. Daha sonra 2 M HNO3; ¢6zeltisi iginde en az bir gece bekletilmis ve

tekrar distile su ile yikanarak oda sicakliginda kurutulmustur.

3.3.2. QCM Cipinin Temizlenmesi

QCM ¢ipinin altin yiizeyi alkali pirana ¢ozeltisi (3:1 NH,OH:H,0,, h/h) ile
temizlenmistir. Alkali pirana ¢ozeltisi altin yiizeyde 20 saniye bekletilmistir. Sensor,
deiyonize su ve saf etil alkol ile yikanmis ve vakum etiiviinde (200 mmHg, 40°C) 3

saat kurutulmustur.

3.3.3. Elektrokimyasal Hiicrenin Temizlenmesi
Elektrokimyasal hiicre de cam malzemeler gibi temizlenmistir. Analizler

arasinda ise sirastyla etanol ve distile su ile yikamalar yapilmistir.

3.4. Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi
3.4.1. QCM Hiicre Diizenegi

Kristal mikrobalans miktoterazi sensor ¢aligmalar1 RQCM (Maxtek) yazilimi
kullanilarak yapilmistir. Deneyler akis hiicresi, baglant1 kanali, ¢6zeltilerin

gecirildigi peristaltik pompa ve yalitim kabininden olusan bir sistemde yapilmistur.
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3.4.2. Elektrokimyasal Hiicre Diizenegi

Voltametrik ¢alismalar BAS 100B/W Model cihaz ile yapilmistir. Referans
elektrot olarak Ag/AgCl elektrot, ¢alisma elektrodu olarak camsi karbon elektrodu
(GCE), karsit elektrot olarak platin elektrot kullanilmistir.

Voltametrik deneylerde hiicre i¢indeki ¢6ziinmiis oksijenin ¢alisma elektrodu
iizerinde indirgeneceginden ortamdaki oksijenin uzaklagtirilmasi gerekmektedir. Bu
nedenle hiicreye ince, uzun, kiiciik bir teflon boru daldirilip hiicreden azot gazi
gecirilmistir. Nicel analizlerde hiicre icerisindeki ¢ozeltinin buharlagsmasini 6nlemek
icin azot gazmin hiicreye gelmeden Once igerisindeki destek elektrolit ¢ozeltisi
bulunan yikama sigsesinden gecirilerek oksijenin yeniden ¢dzelti icerisinde ¢éziinmesi

engellenmistir.

3.4.3. QCM Deneylerinin Yapihsi
3.4.3.1. QCM Cipinin Allil Merkaptan ile Modifikasyonu

QCM cipinin altin ylizeyini alil merkaptan ile modifiye etmek i¢cin dncelikle
¢ip bolim 3.3.2°de anlatildigi gibi temizlenmistir. Sonra altin ylizeyine vinil
gruplarinin girmesi i¢in ¢ip 3.0 M allil merkaptan igeren etil alkol/su (4:1, v/v)
karisimma daldirilmistir. Cipin iizerinde kendiliginden olusan tek tabaka olusumu
icin ¢ip bu ¢ozelti icinde 24 saat bekletilmistir. Sonrasinda c¢ip etil alkol ile

yikandiktan sonra azot gazi ile kurutulmustur.

3.4.3.2. QCM Cip Yiizeyinde Polimer Hazirlanmasi

Allil merkaptan ile modifiye edilmis QCM c¢ipinin tizerinde TOB baskilanmis
polimerik filminin olusumu su sekilde hazirlanmistir: Oncelikle 500 pL fosfat
tamponunda hazirlanmis 2.33x10° mol TOB ve 4.65x10° mol MAGA 2 saat
boyunca kompleks (2:1) olusturmak iizere karistirilmistir. 5.0 mg AIBN 1250 pL
HEMA iginde ¢oziildiikten sonra ve stok monomer ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 500 pL
EGDMA ve 200 pL. MAGA-TOB kompleksi bu ¢ozeltiye eklenmistir. Cozeltiler 15
dakika azot gazindan gecirildikten sonra stok monomer ¢ozeltisinden alinan 20 pL
¢ozelti domer kaplama (spin coating) teknigi kullanilarak QCM ¢ip yiizeyine
damlatilmistir. QCM ¢ipi doner kaplayici’dan alindiktan sonra polimerizasyon UV
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1s181yla (100 W, 365 nm) baslatilmistir. 1 saat sonra polimer kapli QCM c¢ipi ti¢ kere

etil alkolle yikandiktan sonra azot gazi gegirilerek kurutulmustur.

3.4.3.3. QCM Cip Yiizeyinden Hedef Molekiiliin Uzaklastirilmasi

Hedef molekiilin polar gruplar1t ve MAGA monomerinin karboksilik asit
gruplart arasinda hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesimler bulunmaktadir. Bu
etkilesimleri kirmak i¢in desorpsiyon ajani olarak 1.0 M NaCl ¢ozeltisi kullanilmistir.
Ik 6nce hedef molekiiliin uzaklastirilmasi 1s1 kontrollii calkamali banyo sisteminde
gerceklestirilmistir. TOB baskilanmis QCM ¢ipt 25 mL desorpsiyon ajanina
yerlestirilmistir. QCM c¢ipi inkiibatérde 200 rpm hizinda oda sicakliginda 10 dakika
calkalandiktan sonra QCM ¢ipi ultra saf su ile yikanmigtir. TOB uzaklastirilmis QCM

¢ipi azot gazi ile kurutulmustur.

3.4.3.4. QCM Sensorle Kinetik Analizler

TOB baskilanmis QCM sensoOrii hazirlandiktan sonra kinetik ¢alismalara
gecilmistir.  Kinetik ¢aligmalar, farkli derisimlerdeki TOB ¢ozeltileri ile
gerceklestirilmistir. Bu ¢ozeltiler pH: 7.5 fosfat tamponuyla 0.017 —0.150 nM
arasinda hazirlanarak QCM sistemine verilmistir. Yiizeyine TOB baskilanmis (MIP)
ve baskilanmamis (NIP) polimerik film olusturulan QCM sensoérler, kinetik analiz
calismalarinda kullanilmistir.  NIP QCM sensoOrler yukarida anlatildigi gibi
sentezlenmis olup kalip molekiil (TOB) ilave edilmemistir. Bu baghk altinda
uygulanan deneysel islem su sekildedir: QCM sensor yiizeyi deiyonize su (50 mL)
ile yikanmistir. Daha sonra TOB baskilanmis sensor, fosfat tamponuyla (pH: 7.5)
oda sicakliginda dengelenmis ve rezonans frekansi (fp) belirlenmistir. Rezonans
frekansinin belirlenmesinden sonra QCM sisteminden ii¢ dakika siireyle fosfat
tamponu (pH: 7.5) gecirilmistir. Bu dengeleme basamaginin ardindan farkl
derisimlerdeki TOB ¢ozeltileri teker teker (5 mL, 1.0 mL/dakika akis hizi) sisteme
verilmistir. Rezonans frekansindaki kayma degerleri anlik olarak gozlenmis ve denge
durumuna geldiginde (yaklasik 3 saat) sisteme 1.0 M sodyum kloriir ¢ozeltisi (5 mL,
1.0 mL/dakika akig hizi) verilerek desorpsiyon gerceklestirilmistir. Desorpsiyon
isleminden sonra, QCM sensor su ve dengeleme tamponu (0.1 M, pH: 7.5 fosfat

tamponu) ile tekrar yikanarak dengelenmistir. Farkli derisimlerdeki TOB ¢ozeltileri
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sisteme  verilmeden  Once  adsorpsiyon-desorpsiyon-temizleme  asamalar1

tekrarlanmustir.

3.4.4. Elektrokimyasal Deneylerinin Yapihsi
3.4.4.1. Cams1 Karbon Elektrotlarinin Temizlenmesi

Deneyler sirasinda kullanilan camsi karbon elektrotlar sirasiyla ince petler
iizerine dokiilen 0.1 pm and 0.05 pm alumina ¢ozeltileri kullanilarak yiizeyleri
temizlenmistir. Alimina ¢6zeltileriyle muamele edilmis elektrotlar 6nce saf su ile iki
kez sonra da izopropil alkol/asetonitril 50:50 (h/h) karigimiyla iki kez sonike
edilmistir. Yiizeyde kalmis alumina kalintilar1 uzaklastirildiktan sonra elektrotlar

asetonitril ile son kez yikandiktan sonra azot gazi ile kurutulmustur.

3.4.4.2. Camsi Karbon Yiizeyinde Polimer Hazirlanmasi

Temizlenmis camsi karbon elektrotlar 60 mM pirol ve 25 mM TOB iceren pH
7.0 fosfat destek elektrolitine daldirildiktan sonra baskilama islemi -0.6/+1.8 V
potansiyel araliginda, 50 mV/s tarama hizinda ve 5 tarama sayisinda doniisiimlii
voltametri teknigi kullanilarak baslatilmistir. TOB baskilanmis polipirol ile modifiye
edilmis camsi karbon elektrotu, elektrot ylizeyinde herhangi polimerlesmemis pirol
kalintilarmi uzaklastirmak i¢in pH 7.0 fosfat destek elektrolitinde 3 dakika sonike

edilmistir.

3.4.4.3. Camsi Karbon Elektrot Yiizeyinden Hedef Molekiiliin Uzaklastirilmasi
Hedef molekiiliin polar gruplar1 ve pirol monomerinin azot gruplar1 arasinda
hidrojen bagi bulunmaktadir. Bu etkilesimleri kirmak i¢in desorpsiyon ajani olarak
1.0 M NaCl cozeltisi kullanmilmistir. Ik dnce hedef molekiiliin uzaklasmas: 1s1
kontrollii calkamal1 banyo sisteminde gergeklestirilmistir. TOB baskilanmis polipirol
ile modifiye edilmis cams1 karbon elektrotu 25 mL desorpsiyon ajanina
yerlestirilmistir. Camsi1 karbon elektrodu inkiibatorde 200 rpm hizinda oda
sicakliginda 10 dakika ¢alkalandiktan sonra elektrot yiizeyi ultra saf su ile

yikanmuigtir.



54

3.4.4.4. Elektrokimyasal Sensorle Kinetik Analizler

TOB baskilanmig elektrokimyasal sensoriin hazirlanmasindan sonra kinetik
calismalara gecilmistir. Kinetik calismalar, farkli derisimlerdeki TOB ¢ozeltileri ile
gerceklestirilmistir. Bu ¢ozeltiler pH: 7.0 fosfat tamponuyla 0.5 - 10.0 nM derisimleri
arasinda hazirlanarak elektrokimyasal sensor sistemine verilmistir. Elektrokimyasal
sensOr sistemi; ¢calisma, karsit, referans elektrotlardan olusan hiicre sistemi ve hiicre
sisteminin baglh oldugu, verilerin okundugu potensiyostat cihazindan olugmaktadir.
Destek elektrolit olarak se¢ilen pH 7.0, 0.1 M fosfat tamponundan 3.0 mL alinarak
elektrokimyasal hiicreye konulmus ve 10 dakika azot gazi gegirilmistir. Daha sonra
belirlenen potansiyelde SWV teknigi kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
Hiicreye mikropipet yardimiyla pL diizeyinde standart TOB ¢6zeltisinden eklenmis
ve bir dakika azot gazi gegirildikten sonra artan derisimlerde TOB eklenerek deney

tekrarlanmis ve voltamogramlar kaydedilmistir.

3.5. Gelistirilen Sensorlerin Baskilama Seciciliginin Belirlemesi

TOB baskilanmig QCM ve elektrokimyasal sensorlerin seciciligini gostermek
icin TOB baskilanmamuis sensorler de hazirlanmistir. KAN-A, AMIK ve GEN’den
olusturulan ¢ozeltiler QCM ve elektrokimyasal sensor sistemleri ile etkilestirilmistir.
Cozeltilerin QCM ve clektrokimyasal sensorlerle etkilesimleri yukarida anlatildigi

gibi incelenmis ve kinetik veriler alinarak analiz edilmistir.

3.6. Gelistirilen Sensorlerin Karakterizasyonu
3.6.1. FTIR Spektrofotometre Analizi

Gelistirilen sensorlerin  karakterizasyonu igin FTIR spektrofotometresi
(Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullanilmustir. Olgiim
yapilan ornek haznesinden 10 dk azot gazi gegirilerek havadan kaynaklanan nem ve
karbondioksit uzaklastirilmistir. Gelistirilen sensorler cihazin O6rnek yuvasma
yerlestirilmis 400 - 4000 cm™ dalga sayis1 araliginda yiizeyde gergeklesen toplam

yansima miktari 6lgiilerek spektrumlar1 alinmstir.
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3.6.2. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

Sensorlerin  karakterizasyonu i¢in yar1 degen modda atomik kuvvet
mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, Ingiltere) kullanilmistir. Atomik
kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile 4096 x 4096 piksel
gibi ¢ok yiiksek ¢Oziiniirliikkte 6lglim alabilmektedir. Gelistirilen sensorler ¢ift yiizli
karbon bant ile ornek tutucuya yerlestirilmistir. Goriintiileme c¢alismalari hava
ortaminda, yar1 degen modda gerceklestirilmistir. Salinim rezonans frekansi, 341.30
kHz olarak uygulanmistir. Titresim genligi, 1 Vrms ve bos titresim genligi ise 2
Vrws'dir. Ornekler 2 pm/s tarama hizinda, 256 x 256 piksel ¢oziiniirliikte, 2 x 2

pm’lik bir alanm goriintiisii olarak almmustir.

3.6.3. Elipsometre

Hazirlanan QCM sensoérlerinin yilizeyindeki kalinlik 6l¢timleri Nanofilm EP3-
Nulling Elipsometre (Gottingen, Almanya) cihazi ile karakterize edilmistir. Kalinlik
Olciimleri 532 nm dalga boyunda, 62°’lik bir gelis acisinda gerceklestirilmistir.
Gelistirilen QCM sensorler lazer 151k kaynagi altina yerlestirilmistir. Yiizey kalinligi
hesaplama program i¢in 50 nm altin + 50 nm polimer katmani veri olarak
ongoriilmiistiir. Olglimler sensdr yiizeyinde 6 farkli noktada 3 kere tekrarlanmis ve

sonuglar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edilmistir.

3.6.4. Temas Acis1 Olciimleri
Temas agis1 Slgiimleri igin KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi

kullanilmistir. QCM sensoriinlin ylizeyine 1 damla su damlatilarak yapisik damla
(Sessile Drop) yontemiyle temas agis1 belirlenmistir. Cip ylizeyinin farkli bolgelerine
su damlatmak suretiyle 10 ayr1 fotograf ¢ekilmis ve her biri i¢in ayri temas agist
belirlenmistir. Belirlenen temas ag¢1 degerleri damlacigin kati ile sol temas
noktasindan alman soldan temas acgisi; sag temas noktasindan alinan sagdan temas
acist olarak belirlenmistir. Ayrica her iki noktanin ortalamasi olan ortalama temas
acist degerleri elde edilmistir. Modifiye edilmemis ve edilmis sensor yiizeyleri i¢in

temas agist degerleri alman 10 dl¢iimiin ortalama degerleri hesaplanmustir.
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3.6.5. Doniisiimlii Voltametri Olgiimleri

Dontistimlii  voltametri Ol¢limleri i¢in Gamry Referans 600 donanimli
PCl4/300 potansiyostat cihazi (New York/ABD) kullanilmigtir. Doniisiimli
voltametri teknigi kullanilarak baskilanmis ve baskilanmamis camsi: karbon
elektrotlar1 redoks problar1 olarak 0.1 M KCI ¢ozeltisinde hazirlanmig 1.0 mM
Ks[Fe(CN)]s ve 0.1 M TBATFB ¢ozeltisinde hazirlanmis 1.0 mM ferrosen
kullanilarak karakterize edilmistir. Her iki redoks probu i¢in -500 mV/+500 mV

potansiyel taramasi kullanilmistir.

3.6.6. Elektrokimyasal impedans Spektroskopik Ol¢iimleri

Elektrokimyasal impedans spektroskopik oOl¢iimleri Gamry Referans 600
donanimli PCI4/300 potansiyostat cihazi ile yapilmigtir. EIS 300 yazilimi
kullanilarak alinan Olglimler degerlendirilmistir. Baskilanmis ve baskilanmamais
cams1 karbon elektrotlar1 1.0 mM ferrosiyaniir/1.0 mM ferrisiyaniir redoks c¢ifti
kullanilarak karakterize edilmistir. Impedans 6l¢iimleri 100 kHz dalga genligi ve

0.030 V elektrot potansiyelinde alinmistir.

3.7. Yontemlerin Optimizasyonu

TOB’un QCM ve elekroanalitik yontemlerle analizi igin deneysel ve cihaza ait
parametreler degistirilerek uygun sartlar arastirilmistir. Bu amagcla gelistirilen QCM
yontemi i¢in ilk dnce homojen bir stok monomer ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kullanilan
HEMA, EGDMA ve hazirlanan TOB-MAGA kompleksinin oranlar1 optimize
edilmistir. Daha sonra uygun miktarlar belirlendikten sonra uygun tampon pH’s1
denenmistir. Gelistirilen elektroanalitik yOntem i¢in sirasiyla kullanilan destek
elektrolitin pH’s1, monomer derigimi, tarama sayist ve hedef molekiil derisimi
optimize edilmistir. Cihaza ait optimum parametreler arastirilirken TOB derisimi 1.0

x 10® M olarak alimmustir.

3.8. Gelistirilen Yontemlerin Validasyonu
Yontemlerin validasyonu igin kararlilik, dogrusallik, duyarlilik, kesinlik,
dogruluk, saglamlik, tutarhilik, tekrarlanabilirlik, ozgillik ve geri kazanim

parametreleri degerlendirilmistir.
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Kararlhilik

TOB’un sudaki ¢oOzeltisinin kararlilik c¢alismasi yapilmistir. Bunun igin
buzdolabinda ve oda sicakliginda saklanan TOB ¢6zeltilerinden 0.054 nM standart
TOB c¢ozeltileri hazirlanmistir. Uzun donem kararlilik ¢aligmasi i¢in buzdolabinda
saklanan standart TOB ¢ozeltisinin 1 ay boyunca QCM sensorgramlar1 ve kare dalga
voltamogramlar1 alinmistir. Kisa donem kararlilik calismast i¢in oda sicakliginda
saklanan standart TOB ¢ozeltisinin 12 saat boyunca QCM sensorgramlar1 ve kare

dalga voltamogramlar1 alinmistir.

Dogrusallik

QCM ve SWV yontemleri i¢in sirastyla 0.017 — 0.150 nM ve 0.5 — 10.0 nM
araliginda olacak sekilde standart TOB ¢ozeltileri, stok ¢ozeltiden (0.001 M) uygun
miktarlarda alimip 0.1 M fosfat tamponu ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Derisime
kars1 kiitle degisimleri ve pik akimlar1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri
cizilmistir. Kalibrasyon c¢ozeltileri giinlik hazirlanmig ve analiz sirasinda 7 ayri
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon egrilerine ait regresyon denklemleri
ve korelasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Korelasyon katsayisinin dnem kontrolii ve
elde edilen dogrularin dogrusalliktan ayrilisin 6nem kontrolii testleri yapilmistir (BKkz.
Ek 1).

Gelistirilen her bir yontemin dogrusalligi; nominal (olmas1 gereken) derisimlere
karsi, kalibrasyon verileri kullanilarak bulunan derisimlerin grafige gegirilmesiyle ve
ayrica istatistiksel olarak korelasyon katsayisinin 6nem kontrolii ve elde edilen

dogrusalliktan ayrilisin 6nem kontrolii yapilarak kontrol edilmistir. (Bkz.Ek 2).
Duyarhilik

LOD degerinin hesaplanmasi i¢in asagida verilen formiil kullanilmistir (Esitlik

3.1) (117) .

LOD:BB(%?) (3.1)
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Bu esitlikte, SS, olusturulan kalibrasyon egrilerinin y eksenini kestigi noktanin
standart sapmasi, S ise olusturulan kalibrasyon egrilerinin egimlerinin ortalamasidir.

LOQ degerinin hesaplanmasi i¢in ise asagidaki verilen formiil kullanilmstir (Esitlik
3.2).

LOQ = 10 (SS—S) (3.2)

Kesinlik ve Dogruluk

Kesinlik ve dogruluk ¢aligmalar: i¢in giin i¢i ve giinler arasi olmak iizere ayr1
ayr1 ¢alisilmistir. Bu amagla dogrusallik araligina giren ti¢ farkl derisim seviyesinde
(alt tayin smirna yakin, orta ve lst tayin sinirmna yakin) TOB’un tekrarl analizleri
yapilmistir. QCM yodnteminde 0.022, 0.070, 0.120 nM ve SWV yonteminde ise 2.0,
4.0, 8.0 nM derigsiminde ¢ozeltilerin analizleri yapilmistir. Giin i¢i ¢aligmalarda; ti¢
derisim seviyesinde ve her derisim icin alt1 ayr1 ¢6zelti hazirlanmis, hazirlanan bu
cozeltiler ayn1 giin i¢inde analiz edilmistir. Giinler aras1 ¢aligmalarda; ard arda alt1
ayr1 ginde ve ii¢ derisimde yeni hazirlanan ¢ozeltilerin analizleri yapilmistir.
Kesinlik, bulunan degerlerin ortalamasi, standart hatas1 (SH), standart sapmasi (SS)
ve % bagil standart sapmasi (BSS) ile verilmistir. Dogruluk ise, eklenen TOB miktar1
ile bulunan TOB miktarinmn karsilastirilmasi ve bulunan % bagil hatasi ile verilmistir
(Bkz. Ek 2).

OCM Sensoriiniin Tekrarlanabilirligi
Hazirlanan TOB baskilanmis QCM sensoriin tekrarlanabilirligi, alt1 kez ard
arda verildigi 0.054 nM derisiminde TOB ¢d6zeltilerinin arasindaki etkilesimlere ait

denge-adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii ile ger¢eklestirilmistir.

Elektrokimyasal Sensdriiniin Tekrarlanabilirligi
TOB’un elektroanalitik yontemle analizinde sensor tekrarlanabilirligi, SWV
icin 2.0 nM TOB igeren ¢6zeltinin alt1 ayr1 voltamogramlarinin kaydedilmesiyle elde

edilen TOB’ye ait pik akimlarinin ortalama degerleri hesaplanarak bulunmustur.
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Saglamhik ve Tutarhilik

Yontemlerin saglamlik ¢aligmalart i¢in belirlenen optimum deney kosullarinda
kiigiik degisiklikler yapilarak analizler tekrarlanmistir. Bu amagla QCM yonteminde
tampon ¢ozeltinin pH’s;, SWV yonteminde destek elektrolitin pH’s1 ve ilk
potansiyelinde kii¢iik degisiklikler yapilmustir. Tutarhilik c¢alismasinda ise farkli
analizci tarafindan ¢ozeltilerin analizleri yapilmistir. Farkli iki analizcinin sonuglar1
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bunun igin gelistirilen yOntemlerde
dogrusallik araligina giren bir derisim seviyesinde (QCM i¢in 0.054 nM ve SWV igin
2.0 nM) yedi ayr1 ¢6zelti hazirlanmis ve bunlarin ayni giin i¢inde farkl iki analizci

tarafindan analizleri yapilmistir.

Ozgiilliik (Secicilik)

Yontemlerin 6zgiinliigiinii belirlemek amaciyla ayni derisimde TOB igeren
sentetik preparat, goz damlasi ve standart ¢ozeltileri hazirlanarak sensorgramlari ve
voltamogramlar1 kaydedilmistir. Ayrica her iki yontem icin yontemin 6zgiinliigi,
standart ekleme yonteminin ilag ¢ozeltilerine ve gida numunelerine (siit ve yumurta)

uygulanmasiyla da gosterilmistir.

3.9. Geri Kazamim

Geri kazanim ¢aligmalari ilaglar igin sentetik preparat ¢6zeltileri hazirlanarak
yapilmustir. Analizi yapilan farmasotik preparatlar: TOBRADEX® (3.0 mg/mL TOB,
1.0 mg/mL deksamethason ve koruyucu olarak %0.01 benzalalkonyum kloriir
iceriyor) ve TOBI® (60 mg/mL TOB ve 11.25 mg NaCl igeriyor).

Sentetik preparatlar TOB’un etiketlenmis miktarlar1 (3.0 mg ve 60 mg) ile
eksipientlerin karigtirilmasiyla hazirlanmigtir. Daha sonra hazirlanan karigimlar 50
mL’lik balon jojeye alinarak 25 mL su eklenmis ve ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilerek ¢ozlinmesi saglandiktan sonra hacim su ile 50 mL’ye tamamlanmastir.

Gida numunelerinin (siit ve yumurta) Oziitleme ve seyreltme islemleri su
sekilde gergeklestirilmistir: 5.0 mL siit numunesi, 1.0 mL TCA (%10 m/v) ile 25
saniye vorteks yardimiyla karistirildiktan sonra 15 dakika 4500 rpm hizinda
santrifiijlenmistir. Elde edilen santrifligat bagka bir tiipe aktarildiktan sonra ¢okeltiye

ayni islem iki kez daha gerceklestirilmistir. Daha sonra toplanan santrifiigat tekrar
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4500 rpm hizinda santrifiijlendikten sonra 0.50-um ¢apli filtreden siiziilmiistiir. Elde
edilen siiziintii gelistirilen QCM ve elektroanalitik sensorlerle analizi i¢in 0.1 M
fosfat tamponu ile seyreltilmistir.

-20 °C’da saklanan 1.0 g homojenize yumurta numunesi 10 mL 0.1 M fosfat
tamponu ile seyreltilmistir. Seyreltme isleminden sonra 1 dakika 4500 rpm hizinda
santrifiijlenmistir. Elde edilen santrifiigat QCM ve elektroanalitik sensorlerle analizi
icin 0.1 M fosfat tamponu ile tekrar seyreltilmistir. Biitiin elde edilen santrifiigatlar

her analizden 6nce tekrardan 0.50-um gapli filtreden siiziilmiistiir.

3.10. Yontemlerin Ger¢cek Numunelere Uygulanmasi

Farmasotik goz damlalari (TOBRADEX® ve TOBI®) gelistirilen her iki
yontemin dogrusallik araliklarina girecek sekilde 0.1 M fosfat tamponuyla
seyreltilmistir. Ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilip ¢oziinmesi saglandiktan
sonra 0.50-um c¢apli filtreden siizilmiistiir. QCM ve elektrokimyasal hiicredeki
tampon ¢ozelti lizerine bu c¢ozeltiden dogruluk ve kesinligin en iyi oldugu derigimi
saglamak {izere pL diizeyinde eklemeler yapilmis ve sensorgramlar ve

voltamogramlar kaydedilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gelistirilen QCM Sensoriiniin Yiizey Karakterizasyonu
4.1.1. FTIR Analizi

Sekil 4.1’de TOB baskilanmis QCM sensor yiizeyine ait FTIR spektrumu

gorilmektedir.
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Sekil 4.1. TOB baskilanmis QCM sensoriiniin FTIR spektrumu

4.1.2.Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi
Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve TOB

baskilanmig QCM sensoérlerinin yiizey morfolojisi yar1 degen modda atomik kuvvet
mikroskobu ile karakterize edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. (A) modifiye edilmemis; (B) allil merkaptan ile modifiye edilmis; (C)
TOB baskilanmig QCM sensorlerinin AFM goriintiileri
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4.1.3. Elipsometre Analizi
TOB baskilanmig QCM sensdriiniin ii¢ boyutlu elipsometre goriintiisii Sekil
4.3’te goriilmektedir.

Sekil 4.3. TOB baskilanmig QCM sensdriiniin 3B elipsometre goriintiisii

4.1.4. Temas Acis1 Analizleri
Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve TOB

baskilanmis QCM sensorlerinin temas agis1 dlctimleri Sekil 4.4°te goriilmektedir.



Sekil 4.4. (A) modifiye edilmemis; (B) allil merkaptan ile modifiye edilmis; (C)

TOB baskilanmis QCM sensorlerinin temas agis1 l¢timleri
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4.2. Gelistirilen Elektronalitik Sensoriiniin Yiizey Karakterizasyonu
4.2.1. FTIR Analizi

Sekil 4.5’te TOB baskilanmis polipirol ile modifiye edilmis cams1 karbon
yiizeyine ait FTIR spektrumu goriilmektedir.
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Sekil 4.5. TOB baskilanmis polipirol elektrokimyasal sensoriiniin
FTIR spektrumu

4.2.2. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi

Modifiye edilmemis ve TOB baskilanmis polipirol camsi1 karbon yilizeyinin

yiizey morfolojisi yar1 degen modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize
edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. (A) modifiye edilmemis; (B) TOB baskilanmis polipirol camsi karbon
ylizeylerinin AFM goriintiileri
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4.2.3.Doniisiimlii Voltametri Analizi
1.0 mM potasyum ferrisiyaniir ve 1.0 mM ferrosen redoks ¢iftlerinin camsi
karbon elektrotu ile modifiye edilmis cams1 karbon elektrotunda alinmis doniistimlii

voltammogramlar1 Sekil 4.7°de goriilmektedir.

200.0 Camsi Karbon Elektrotu

100.0

Akim, uA

0.000

\

TOB Baskilanmig Camsi Karbon

-100.0 Elektrotu

-200.0
-500.0 0.000 500.0

Potansiyel, mV

Cams| Karbon Elektrotu

40.00

20.00

AkKim, uA

0.000

' TOB Baskilanmig

-20.00 Camsi Karbon Elektrotu

-40.00
-500.0 0.000 500.0

Potansiyel, mV

Sekil 4.7. (A) 1.0 mM potasyum ferrisiyaniir vs. Ag/AgCI/KClgoy); (B) 1.0 mM

ferrosenin vs. Ag/Ag” (0.01M) déniisiimlii voltammogramlari
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4.2.4. Elektrokimyasal impedans Spektroskopik Analizi

1.0 mM ferrosiyaniir/1.0 mM ferrisiyaniir redoks ¢iftinin farkli elektrotlarda

alinmis elektrokimyasal impedans 6lgtimleri Sekil 4.8’de goriilmektedir.

-Zimag (ochm)

20,00
15.00
10.00
5.000

0.000 |

-5.000

0.000

Sekil 4.8.

5000 1000 1500 2000 2500
Zreal (ohm)

1.0 mM ferrosiyaniir/1.0 mM ferrisiyaniir redoks ciftinin farklh
elektrotlarda alimmis elektrokimyasal impedans verileri (a) aktif hale
getirilmis camsi karbon elektrotu; (b) 1.0 x 10°M TOB
inkiibasyonundan sonra TOB baskilanmis polipirol cams1 karbon
elektrotu; (c) 1.0 x 10 M TOB uzaklastirilmasmndan sonra TOB
baskilanmis polipirol camsi karbon elektrotu (1.0 M NaCl

varliginda)
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4.3. Gelistirilen QCM ve Elektroanalitik Yontemlerine Ait Analiz Bulgular
TOB metanol, asetonitril ve su gibi ¢esitli ¢oziiclilerdeki ¢oziniirligi
incelenmis ve en uygun ¢oziicli olarak su se¢ilmistir. Bu nedenle stok TOB ¢ozeltisi

su ile hazirlanmig ve gerekli seyreltmeler 0.1 M fosfat tamponu ile yapilmistir.

4.3.1. QCM Yontemin Optimizasyonu
Farkli pH degerlerinde hazirlanan 0.1 M fosfat tamponunun 0.054 nM TOB

varliginda QCM cevabi lizerine etkisi incelenmis ve kiitle degisimleri 6l¢iilmiistiir

(Sekil 4.9)
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Sekil 4.9. TOB baskilanmis nanosensoriin QCM cevabi lizerine pH’nin etkisi

0.1 M, pH 7.5 fosfat tamponu sisteminde degisik derisimlerdeki TOB ile

QCM sensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar Sekil. 4.10°da goriilmektedir.
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Sekil. 4.10. Degisik derisimlerdeki TOB ile QCM sensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar (A) zamana kars1 Af degerini gosteren sensorgram; (B)
zamana karst Am degerini gosteren sensorgram. (1) adsorpsiyon, (2)

desorpsiyon, (3) rejenerasyon
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4.3.2. Elektroanalitik Yontemin Optimizasyonu

Bu yontemde optimum analiz parametrelerinin bulunmasi i¢in segilen destek
elektrolitte belirli bir TOB derisiminde destek elektrolit pH’s1, monomer (pirol)
derisimi, tarama sayist1 ve hedef molekiill (TOB) derisimi degisiminin TOB
baskilanmis ve baskilanmamis voltametrik sensOr tizerine etkileri incelenmistir

(Sekil 4.11 — Sekil 4.14).

——MIP
10 -
=N I|P

AKim, UA

Sekil 4.11. TOB baskilanmis ve baskilanmamis camsi karbon {izerine destek
elektrolit pH’nin etkisi (10.0 nm TOB varliginda)
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Sekil 4.12. SWV yonteminde TOB pik akimma monomer derisiminin etkisi
(TOB derisimi: 10.0 nM)
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Sekil 4.13. SWV yonteminde TOB pik akimia tarama sayismnin etkisi
(TOB derisimi: 10.0 nM)
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Sekil 4.14. SWV yonteminde TOB pik akimia hedef molekiil (TOB) derigiminin
etkisi (TOB derisimi: 10.0 nM)

Optimize edilmis sartlar altinda 25 mM TOB varliginda 60 mM pirol

monomerinin elektropolimerizasyonu Sekil 4.15’de goriilmektedir.
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Sekil 4.15. 0.1 M, pH 7.0 fosfat tamponu sisteminde camsi1 karbon elektrotu
iizerinde 25 mM TOB varliginda 60 mM pirol monomerinin
elektropolimerizasyonu (Deneysel Kosullar: Tarama hizt 50 mV s™,

Tarama sayis1 5)

Sekil 4.16°da 1.0x10® M TOB’un farkli elektrotlarda almmis kare dalga

voltamogramlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.16. 1.0 x 10® M TOB’un farkli elektrotlarda alinmis kare dalga
voltamogramlar1 (a) TOB baskilanmamis polipirol camsi karbon
elektrotu, (b) aktif hale getirilmis cams1 karbon elektrotu ve (C)
TOB baskilanmis polipirol camsi karbon elektrotu (25 mM TOB
derisimi, pH 7.0, 0.1 M fosfat destek elektroliti, 60 mM pirol ve

5 tarama sayisi)

Pik sekli ve akim degerleri dikkate alinarak en uygun parametreler; monomer
derisimi i¢in 60 mM, tarama sayis1 i¢in 5 ve hedef molekiil derisimi i¢in 25 mM
olarak secilmistir. Belirlenen cihaz parametrelerinde ve 0.1 M, pH 7.0 fosfat
tamponu sisteminde tobramisine ait kare dalga voltamogramlari Sekil 4.17°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.17. TOB’un TOB baskilanmis cams1 karbon elektrotu kullanilarak alinan
kare dalga voltamogramlar: (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 derisimi, pH 7.0, 0.1M fosfat destek elektroliti, 60 mM

pirol ve 5 tarama sayisi)

4.4, Gelistirilen Yontemlerin Validasyonu

4.4.1. Kararhhk

TOB’un uzun ve kisa donem kararlilik bulgular1 Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de

verilmistir.
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Tablo 4.1. TOB igin uzun donem kararlilik bulgulari (Eklenen TOB derisimi QCM

yontemi igin 0.054 nM)

lsaat |8saat |24saat | 10glin |20 glin |30 glin
Kiitle Degisimi 0.352 | 0.354 0.357 0.358 0.355 0.360
Am (ug/cm?)
Bulunan miktar 0.051 | 0.051 0.052 0.053 0.052 0.054
(nM)
Geri Kazanim 94.44 | 94.44 96.30 98.15 96.30 100.00
(%)

Tablo 4.2. TOB i¢in kisa donem kararlilik bulgular1 (Eklenen TOB derisimi QCM

yontemi i¢in 0.054 nM)

Kiitle Degisimi Bulunan miktar Geri Kazanim
Am (ug/cm?) (nM) (%)
12 saat 0.355 0.052 95.75
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4.4.2. Kalibrasyon Egrileri ve Dogrusalik Arahklar
Her iki yontemde TOB derisimine karsi elde edilen sinyaller grafige
gegirilerek kalibrasyon egrileri elde edilmistir (Sekil 4.18 - Sekil 4.19).

0,6
0,5 -

o
P
I

y=2,785 + 0,211

Am (uM/cm?)
o
w

0,2 -
' R==0,9970
0,1 -
0 T T T T 1
0 0,03 0,06 0,09 0,12 0,15
Derisim (nM)

Sekil 4.18. TOB’un QCM yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrisi (n = 7)

12 -
10 -
<
2 8-
E ¢
=
<
x 4 y = 0,995x - 0,061
o 5 R#=0,9980
0 I I I I 1
0 2 4 6 8 10
Derisim (nM)

Sekil 4.19. TOB’un SWV yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrisi (n = 7)
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Bu egrilerin dogrusalliktan ayrilis ve korelasyon katsayilarmin 6nem

kontroliine ait istatistiksel degerlendirme sonuglar1 ise Tablo 4.3 — Tablo 4.4’te

gosterilmistir.

Tablo 4.3. TOB’un QCM ydntemi ile analizinden elde edilen kalibrasyon egrisinin

korelasyon katsayisi ile dogrusalliktan ayrilis dnem kontrolii i¢in yapilan

istatistiksel hesaplamalar

Korelasyon Katsayismim Onem Kontrolii

n r Sr tH tr
7 0.9985 9.74 x 10 61.78 2.48
Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii
RKT YOAKT RAKT RAKO RKO Fu Fr
47822.31 | 47884.04 61.73 12.35 47822.31 | 3872.25 5.59

* Terimler Ek 1°de agiklanmistir
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Tablo 4.4. TOB’un SWV yontemi ile analizinden elde edilen kalibrasyon egrisinin

istatistiksel hesaplamalar

korelasyon katsayist ile dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii i¢in yapilan

Korelasyon Katsayismin Onem Kontrolii

n r Sr tH tr
7 0.9990 8.21 x 10° 56.78 2.48
Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii
RKT YOAKT RAKT RAKO RKO Fu Fr
41741.11 | 41998.37 61.13 10.11 41741.11 | 3578.32 5.59

* Terimler Ek 1°de agiklanmistir

Gelistirilen her iki yontem i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerinin dzellikleri

Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Onerilen QCM ve SWV yodntemlerine ait kalibrasyon egrisinin dzellikleri

(n=7)
QCM SWV
yontemi yontemi
Regresyon Denklemi y* =2.785x + 0.211 y* =0.995x — 0.061
Egimin standart hatas1 0.54 0.78
Kesigimin standart hatasi 0.37 0.54
Korelasyon katsayisi (r) 0.9985 0.9990
Tanimlayicilik katsayist 0.9970 0.9980
(R?)
Dogrusallik araligi (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 derisim, y: SWV i¢in pik akimi1 (pA), QCM igin kiitle degisimi (ug/cm?)
a: Kesisim, b: Egim

Yontemlerin dogrusalliginin kontrolii i¢in kalibrasyon egrilerini olusturan
derisimlerde hazirlanan standart c¢ozeltilerin analizleri yapilip kalibrasyon egrileri

denklemleri ile sonuglar hesaplanmis ve olmasi gereken (nominal) derigimlere kars1

grafige gecirilmistir (Sekil 4.20 — Sekil 4.21).

016 -

=

£

£ 012 ]

@

[0} |

o 008 y = 0,990x + 0,005

= R2 = 0,9990

£ 004 -

o

&

GJ 0 T T T

L 0 0,05 0,1 0,15
Olmasi gereken derisim (nM)

Sekil 4.20. TOB’un QCM ydntemine ait yontem dogrusallig1 kontrol grafigi



10+

=

£ 8-

£

.g“ 6 -

a

c 4

@ y =X

c_cu 2 R==0,9970

Q.

&

GJ 0 I I I I 1
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Sekil 4.21. TOB’un SWV yontemine ait yontem dogrusalligi kontrol grafigi

4.4.3. Duyarhhk
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TOB’un QCM ve SWV yontemlerine ait LOD ve LOQ degerleri Tablo 4.5’te

verilmistir.

4.4.4. Kesinlik ve Dogruluk
TOB’un QCM ve SWV yontemlerle yapilan dogruluk ve kesinlik

caligmalarina ait giin i¢i ve giinler aras1 degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.6 — Tablo

4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.6. QCM yonteminin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk bulgulari
(n=6)

TOB miktar1
(nM)

Giin I¢it

Giinler Arasi®

Bulunan miktar | % Bagil hata | Bulunan miktar | % Bagil hata
0.021 454 0.021 454
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

'Giin i¢i galismalar; ii¢ derisim seviyesinde alt1 ayr1 ¢ozelti kullanilarak ayn1 giinde yapilmustr.
*Ginler arasi ¢alismalar; ii¢ derisim seviyesinde alt1 ayr1 ¢6zelti kullanilarak 6 ayr1 giinde yapilmustr.

X : Ortalama =+ Standart hata, SS:Standart sapma, BSS:Bagil standart sapma (Istatistiksel
hesaplamalar i¢in Bkz. EK 2).
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Tablo 4.7. SWV yonteminin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk bulgulari

(n=16)
TOB miktar1
(nM) Giin I¢i* Giinler Arasr®
Bulunan miktar | % Bagil hata | Bulunan miktar | % Bagil hata
0.99 1.01 1.04 3.85
1.00 1.02 1.96 0.98 2.04
1.00 0 1.03 291
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

'Giin i¢i calismalar; ii¢ derisim seviyesinde alt1 ayr1 ¢ozelti kullanilarak ayn1 giinde yapilmustr.
*Giinler arasi ¢alismalar; ii¢ derisim seviyesinde alt1 ayr1 ¢ozelti kullanilarak 6 ayr1 giinde yapilmustir.

X : Ortalama =+ Standart hata, SS:Standart sapma, BSS:Bagil standart sapma (Istatistiksel
hesaplamalar i¢in Bkz. EK 2).
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4.4.5. Tekrarlanabilirlik
Onerilen her iki yontem i¢in sensor tekrarlanabilirlik sonuglar1 Tablo 4.8 de

verilmistir.

Tablo 4.8. Sensor tekrarlanabilirligi bulgular1 (Eklenen TOB derisimi QCM ydntemi
i¢in 0.054 nM ve SWV yontemi igin 2.0 nM ) (n = 6)

QCM Yontemi SWV Yontemi
Am ip
(nglem?) (nA)
0.352 1.87
0.355 1.86
0.354 1.85
0.355 1.88
0.356 1.87
0.352 1.87
X =0.354 + 0.00060 X=1.87+0.018
SS =0.0017 SS =0.36
BSS =% 0.47 BSS = % 0.87
GA =0.353 - 0.355 GA =1.85-1.89

X : Ortalamazstandart hata. SS: Standart Sapma. BSS: % Bagil Standart Sapma. GA: Giiven Aralig
(o :0.05) (Bkz. Ek 2)

Sekil 4.22°de 0.054 nM derisiminde TOB ¢o6zeltilerinin ard arda birlikte
verildigi TOB baskilanmis QCM sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana karst Am

degerlerini gosteren sensorgram goriilmektedir.
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Sekil 4.22. 0.054 nM derisiminde TOB ¢6zeltilerinin ard arda birlikte verildigi TOB
baskilanmis QCM sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana karst Am

degerlerini gosteren sensorgram. (A) adsorpsiyon, (B) desorpsiyon

4.4.6. Saglamhk ve Tutarhhk

Saglamlik ve Tutarhlik calismalarma ait sonuglar ve istatistiksel olarak

karsilastirma sonuglar1 Tablo 4.9 — Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.9. QCM yo6nteminin saglamligina ait analiz bulgular1 (n = 7)

Bulunan BSS Karsilastirma
(nM) (%) Sonuglar1
pH 7.50 0.052 + 0.025 1.15 -
(0.054 nM)
pH 7.40 0.054 + 0.036 1.41 Ty=75
pH 7.60 0.055 + 0.042 0.97 Ty=5.0

Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla karsilastirilmistir (Wilcoxon Testi)

T tablo = 2.0 (p > 0.05) Sonuglar arasinda fark yoktur
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Tablo 4.10. SWV yonteminin saglamligimna ait analiz bulgular1 (n = 7)

Bulunan BSS Karsilastirma
(nM) (%) Sonuglar1
pH =7.00 2.0+0.11 1.21 -

(2.0 nM)

pH 6.90 2.02+0.19 1.42 Tu=90

pH 7.10 2.03+0.25 1.11 Tu=70

ilk potansiyel 1.97 £ 0.39 0.74 Th=120
(-0.55V)

[k potansiyel 1.99 +0.29 1.08 Tw=12.0
(-0.65V)

Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonuglarla karsilastirilmistir (Wilcoxon Testi)
T tablo = 2.0 (p > 0.05) Sonuglar arasinda fark yoktur

Tablo 4.11. QCM yonteminin tutarhiligina ait analiz bulgulari

SWV yontemi ( n=7)
1. Analizci 2. Analizci
Eklenen miktar Bulunan miktar Bulunan miktar
(nM) (nM)
0.053 0.052
0.054 0.054
0.054 0.054
TOB 0.051 0.053
0.054 nM 0.051 0.053
0.055 0.053
0.054 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 > Trapio : 2.0, p > 0.05 (Wilcoxon Testi)

X : Ortalamazstandart hata. SS: Standart Sapma. BSS: % Bagil Standart Sapma. GA: Giiven Aralig1

(o :0.05) (Bkz. EK 2)
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Tablo 4.12. SWV yonteminin tutarliligna ait analiz bulgulari

SWV yoéntemi (n = 7)
1. Analizci 2. Analizci
Eklenen miktar Bulunan miktar Bulunan miktar

(nM) (nM)
2.02 1.97
2.03 1.98
1.98 2.01
TOB 2.01 2.03
2.0 nM 2.00 2.00
2.03 2.01
1.99 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 > Taplo : 2.0, p > 0.05 (Wilcoxon Testi)

X : Ortalamazstandart hata. SS: Standart Sapma. BSS: % Bagil Standart Sapma. GA: Giiven Aralig
(o :0.05) (Bkz. Ek 2)

4.4.7. Ozgiilliik (Segicilik)

Yontemlerin  her bir ilag (TOBRADEX® ve TOBI®) icin 6zgillik
calismalarinin QCM ve SWV yontemleri i¢in sirasiyla 0.054 nM ve 2.0 nM TOB
iceren standart, tablet ve sentetik preparat ¢ézeltilerinin kaydedilen sensorgramlari ve

voltamogramlar1 Sekil 4.23 — Sekil 4.26’da goriilmektedir.
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Sekil 4.23. 0.054 nM TOB derisiminde standart, gz damlasi ve sentetik numune
cozeltilerinin verildigi TOB baskilanmig QCM sensor arasindaki
etkilesimlere ait zamana kars1 Am degerlerini gosteren

sensorgramlar (TOBRADEX" i¢in)
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Sekil 4.24. 0.054 nM TOB derisiminde standart, géz damlas1 ve sentetik numune
cozeltilerinin verildigi TOB baskilanmig QCM sensor arasindaki
etkilesimlere ait zamana kars1 Am degerlerini gosteren

sensorgramlar (TOBI® i¢in)



0.4 0.6 0.8 10 1.2 14
Potansiyel, V

Sekil 4.25. 2.0 nM TOB derisiminde (a) standart, (b) géz damlasi ve (c) sentetik
numune ¢ozeltilerinin verildigi TOB baskilanmis voltametrik sensor

arasindaki etkilesimlere ait kare dalga voltammogramlari

TOBRADEX® icin
( ¢

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
Potansiyel, V

Sekil 4.26. 2.0 nM TOB derisiminde (a) standart, (b) g6z damlasi ve (c) sentetik
numune ¢ozeltilerinin verildigi TOB baskilanmis voltametrik sensor
arasindaki etkilesimlere ait kare dalga voltammogramlar1

(TOBI" i¢in)
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Gelistirilen her iki yOntem i¢in yOntemin Ozglinligii, standart ekleme
yonteminin ilag ¢ozeltilerine ve gida numunelerine uygulanmasiyla elde edilen

kalibrasyon egrilerinin denklemleri Tablo 4.13’de verilmistir.

Tablo 4.13. Standart ekleme yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin

denklemleri
Numune Kalibrasyon egrisi
QCM SWV
TOBRADEX" y = 2.742x + 7.814 y = 1.014x + 4.178
TOBI® y = 2.803x + 8.219 y = 0.989x + 5.014
Siit 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 ¢ozeltilerinin verildigi TOB baskilanmis QCM
ve elektroanalitik sensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar ve

voltammogramlar Sekil 4.27 — Sekil 4.28’de verilmistir.
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Sekil 4.27. 0.054 nM TOB, GEN, AMIK, KAN-A ¢o6zeltilerinin verildigi TOB
baskilanmis QCM sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi
Am degerlerini gosteren sensorgramlar. (1) adsorpsiyon, (2)

desorpsiyon, (3) rejenerasyon

10.0
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{0,

Potansiyel, V

Sekil 4.28. 10.0 nM TOB, GEN, AMIK, KAN-A ¢6zeltilerinin verildigi TOB
baskilanmis elektokimyasal sensor arasindaki etkilesimlere ait

donilisiimlii voltamogramlari

92
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GEN, AMIK ve KAN-A icin TOB molekiillerine gore dagilma ve segicilik

katsayilar1 agsagidaki esitligine gore belirlenmistir.

Kg = [(Ci — Cy)/Cs] X V/m 4.1)

Esitlikte Ky dagilma katsayismi (1/nM); C; ve Ct analit molekiillerinin
baslangic ve sonu¢ derisimlerini (nM); V, kullanilan ¢6zelti hacmini (mL) ve m,
polimerin agirhigmi (g) ifade etmektedir. Ancak; sensor uygulamalarinda, derigim ve
kiitle parametrelerinin doniistiiriilmesi gerekmektedir. Bu yaklagimdaki temel
sebepler; baslangic ve son derigimleri arasinda onemli bir fark gézlenememesi ve
derisimin Am (kiitle) yada Al (akim) ile dogrusal iliskide olmasidir.

Bu durumda segicilik katsayisi,

k= Arnkallp /Amgirisimci Veya AIkallp / AIgiri§imci (42)

seklinde kullanilabilir. Baskilama seciciliginin belirlenmesi i¢in kullanilan bagil

secicilik katsayisi (k') ise;

k' = kbaskﬂanmls/ kkontl’ol (43)

seklinde ifade edilebilir. Hazirlanan TOB baskilanmis sensorlerin TOB’a karsi
seciciliginin belirlenmesi i¢in yarigmali adsorpsiyon deneyleri GEN, AMIK ve
KAN-A c¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Sensorlerin bu karisimlara
gosterdigi tepki Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de goriilmektedir. Gelistirilen sensorler i¢in
TOB’a gore GEN, AMIK ve KAN-A icin segicilik ve bagil segicilik katsayilari
Tablo 4.14 — Tablo 4.15’te verilmistir.
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Tablo 4.14. TOB’a gére GEN, AMIK ve KAN-A i¢in segicilik ve bagil segicilik kat

sayilar1 (QCM sensoril igin)

MIP NIP
Am k Am 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 gére GEN, AMIK ve KAN-A i¢in segicilik ve bagil segicilik kat

sayilar1 (Elektrokimyasal sensor igin)

MIP NIP
Al (nA) K Al (nA) 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. Gelistirilen Nanosensorlerin Baskilama Segiciliginin Belirlenmesi

TOB baskilanmis sensorlerin baskilama segiciligini gostermek i¢in TOB

baskilanmamis QCM ve elektrokimyasal sensorlerde de hazirlanmistir. 0.054 nM

derisimdeki TOB, GEN, AMIK ve KAN-A ¢ozeltileri QCM sistemine gonderilmistir.

Baskilanmamis sensoriin bu ¢ozeltilere verdigi sinyaller Sekil 4.29°da gosterilmistir.
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Am (ug.’cmz)
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Zaman (dakika)

Sekil 4.29. 0.054 nM derisiminde TOB, GEN, AMIK ve KAN-A ¢ozeltilerinin
birlikte verildigi TOB baskilanmamis QCM sensor arasindaki

etkilesimlere ait zamana kars1 Am degerlerini gosteren sensorgramlar.

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

Sekil 4.30°da 10.0 nM TOB, GEN, AMIK, KAN-A ¢ozeltilerinin verildigi

TOB baskilanmamais elektokimyasal sensoriin verdigi sinyaller goriilmektedir.

Y

AKim, uA
N

0 0.3 0.6 0.9 1.2
Potansiyel, V
Sekil 4.30. 10.0 nM TOB, GEN, AMIK, KAN-A ¢6zeltilerinin verildigi TOB
baskilanmamus elektokimyasal sensor arasindaki etkilesimlere ait

doniisiimlii voltamogramlari
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4.6. Geri Kazanim

3.0 ve 60.0 mg TOB igeren sentetik ila¢ ¢cozeltilerine ve siit ve yumurta 6ziitii
ile elde edilen geri kazanim degerleri gelistirilen QCM sensorii i¢in Tablo 4.16 —
Tablo 4.18°de verilmistir.

Tablo 4.16. QCM sensorii igin sentetik preparatlarin analiz bulgular1 (TOBRADEX")
(Eklenen TOB miktar1 3.0 mg) (n = 7)

Bulunan TOB Geri Kazanim

(mg) (%)

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




Tablo 4.17. QCM sensdrii igin sentetik preparatlarmn analiz bulgular: (TOBI®)
(Eklenen TOB miktar1 60.0 mg) (n=7)

Bulunan TOB Geri Kazanim
(mg) (%)
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




Tablo 4.18. QCM sensorii igin TOB’un siit ve yumurtadan 6ziitlenmesi sonucu

hesaplanan geri kazanim degerleri (n=7)

Numune Eklenen TOB Bulunan TOB Geri Kazanim
miktari miktari (%)
(mol L™ (mol L™
Siit - 4.12 (+£0.04) x 10™ -
2.14 x 10" 5.94 (+0.01) x 10" 94.9+34
7.00 x 107" 10.88 (+ 0.04) x 10™  97.8+24
12.00 x 10™ 15.16 (£ 0.06) x 10™  94.0+1.9
Yumurta - 8.42 (+£0.07) x 10 -
2.14 x 10" 9.64 (£ 0.03) x 10" 91.3+2.1
7.00 x 10" 14.84 (£ 0.03) x 10™  96.2+3.2
12.00 x 10 19.52 (£ 0.02) x 10™* 95.6 + 2.8

3.0 ve 60.0 mg TOB igeren sentetik ilag¢ ¢ozeltilerine ve siit ve yumurta Oziitii

ile elde edilen geri kazanim degerleri gelistirilen elektrokimyasal sensor i¢in Tablo

4.19 — Tablo 4.21°de verilmistir.



Tablo 4.19. Elektrokimyasal sensor igin sentetik preparatlarin analiz bulgulari
(TOBRADEX") (Eklenen TOB miktar1 3.0 mg) (n=7)

Bulunan TOB Geri Kazanim
(mg) (%)
297 99.0+0.2
3.04 101.3+0.4
307 102.3+ 1.3
290 96.7+2.1
309 103.00 £ 0.7
307 102.3+1.4

2.94 98.0+£0.7
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Tablo 4.20. Elektrokimyasal sensor i¢in sentetik preparatlarin analiz bulgulari
(TOBI®) (Eklenen TOB miktar1 60.0 mg) (n=7)

Bulunan TOB Geri Kazanim
(mg) (%)
58.78 97.9+1.1
60.14 100.2 + 0.7
58.87 98.1+0.9
59.71 995+ 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 sensor igin TOB’un siit ve yumurtadan 6ziitlenmesi

sonucu hesaplanan geri kazanim degerleri (n=7)

Numune Eklenen TOB Bulunan TOB Geri Kazanim
miktar1 miktar1 (%)
(mol L™ (mol L™
Siit - 1.91 (£ 0.02) x 10° -
2.0 x 107 3.65 (£ 0.01) x 10” 93.4+1.4
4.0 x 10° 5.74 (+ 0.03) x 10” 97.1+3.1
6.0 x 107 7.22 (£0.02) x 10° 91.3+2.9
Yumurta - 3.17 (+ 0.05) x 10° -
2.0 x 107 4.94 (+£0.01) x 10° 95.6 £ 3.1
4.0 x 10° 7.25 (£ 0.06) x 10° 101.1+2.2
6.0 x 10° 9.98 (+ 0.05) x 10 91.2+1.2

4.7. Farmasotik Preparatlarin Analiz Bulgular

TOBRADEX" ve TOBI® analizleri gelistirilen iki yontem ile yapilmis olup

veriler Tablo 4.22 - Tablo 4.23’de gésterilmistir.
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Tablo 4.22. TOBRADEX" g6z damlasina ait kalibrasyon grafigi yontemi ile elde
edilen analiz bulgular1 (3 mg TOB/mL) (n=7)

QCM SWv
Y ontemi Yontemi
Bulunan (mg) Bulunan (mg)
3.07 2.91
2.87 3.08
291 3.07
3.08 3.04
3.04 2.91
3.09 2.95
3.04 3.05
X :3.01+0.033 X :3.00+0.028
SS:0.088 SS:0.08
BSS:2.92 BSS: 2.67
GA:3.04-298 GA :3.03-2.97

Kruskal Wallis varyans analizi KWy =7.815 > KW, =4.13, p< 0.05

X : Ortalama+standart hata. SS: Standart Sapma. BSS: % Bagil Standart Sapma. GA: Giiven Aralig1
(o :0.05) (Bkz. Ek 2)
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Tablo 4.23. TOBI® goz damlasmna ait kalibrasyon grafigi yontemi ile elde edilen
analiz bulgular1 (60 mg TOB/mL) (n=7)

QCM SwWv

Y ontemi Yontemi

Bulunan (mg) Bulunan (mg)
59.87 61.74
60.08 60.41
60.17 60.31
59.17 59.45
61.21 61.47
60.71 60.88
61.28 59.70
X :60.36 + 0.29 X :60.57 +0.32
SS:0.76 SS:0.85
BSS:1.26 BSS:1.40
GA : 60.65 - 60.07 GA :60.89 - 60.25

Kruskal Wallis varyans analizi KWt =7.815 > KW, =5.17, p< 0.05

X : Ortalama+standart hata. SS: Standart Sapma. BSS: % Bagil Standart Sapma. GA: Giiven Aralig
(o :0.05) (Bkz. Ek 2)



104

4.8. Denge izoterm Modelleri
TOB baskilanmis sensorler ile TOB arasindaki etkilesimi aydinlatmak
amaciyla sensorgram ve voltamogram verilerine ¢ farkli izoterm modeli

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

Langmuir Am = {Ammas[C]/(Kp + [C])} (QCM igin)
AT={Almaxs[Cl/(Ko+[C])} (SWV igin)

Freundlich Am = Ampaks [C]*" (QCM igin)
Al=Alyas[CTY" (SWV igin)

Langmuir-Freundlich Am = {Ammas[C]Y"(Kp + [CTV™} (QCM igin)

AT={ Almas[C11/n/Kp+[C]¥™} (SWV icin)

Bu esitliklerde;
AMmaks (Ug/lem?) veya Al s (LA); maksimum sinyal kaymasini
AMgenge VEYa Algenge; denge halindeki sinyal kaymasini
[C]; analit derisimini (nM)
Ka (nM); baglanma denge sabitini
Kb (1/nM); ayrilma denge sabitini

1/n; Freundlich yiizey heterojenite indeksini gostermektedir.

Langmuir adsorpsiyon modeli tek tabakali homojen, Freundlich adsorpsiyon
modeli ise heterojen baglanma varsayimina dayanir. Langmuir modeli, molekiiler
baskilanmis polimerlerin kullanildigi baglanma izotermlerine yaygin olarak
kullanilmistir. Molekiiler baskilanmis polimerlerin heterojen baglanma bdlgeleri de
icerdigi son zamanlarda rapor edilmistir. Freundlich adsorpsiyon modeli 6zellikle
diisiik derisimlerde MIP sistemlerine uygunluk gostermektedir (118,119) . Fakat bu
model yiiksek derisim degerlerinde bazi sapmalar gostermektedir. Bu sapmalari
engellemek i¢in Langmuir-Freundlich karma modeli kullanilabilir. Bu model

heterojenite oldugu durumda cok diisiik derisimlerden doygunluga kadar MIP
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sistemleriyle uygunluk gostermektedir. Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°de Langmuir,

Freundlich ve Langmuir-Freundlich’e ait grafikler verilmistir.



a
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Sekil 4.31. QCM yo6ntemi i¢in adsorpsiyon modelleri: (a) Langmuir; (b) Freundlich;

(c) Langmuir-Freundlich
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Sekil 4.32. SWV yontemi i¢in adsorpsiyon modelleri: (a) Langmuir; (b) Freundlich;

(c) Langmuir-Freundlich
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Ayrica Tablo 4.24 — Tablo 4.25’de QCM ve SWV yontemleri igin Langmuir,

Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri degerlendirilmistir.

Tablo 4.24. QCM yontemi i¢in Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich

parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
AMpmaks 0.5230 AMpmaks 1.030 AMmaks 2.6860
Ka, "M 55.56 1/n 0.3270 1/n 0.3270

Kp, 1/nM 0.018 R 0.9230 Ka, NM 0.4360
R’ 0.9890 Kp, 1/nM 2.2930
R 0.9590

Tablo 4.25. SWV yontemi igin Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich

parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
Almaks 11.23 Almaks 1.119 Almaks 4.55
Ka, NM 0.187 1/n 1.047 1/n 1.047

Kp, 1/nM 5.34 R 0.9780 Ka, NM 0.243
R’ 0.9989 Kp, 1/nM 4.11

R? 0.9869
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5. TARTISMA

Bu tez caligmasinda aminoglikozid grubu antibiyotigi olan TOB’un gida
numunelerinden (siit ve yumurta) ve farmasotik preparatlardan analizi icin QCM ve
elektrokimyasal tabanli  nanosensorler gelistirilmigtir.  Gelistirilen — analitik
yontemlerin  validasyon caligmalart yapildiktan sonra gercek numunelere
uygulanabilirligi gosterilmistir. TOB’un metanol, asetonitril ve su gibi ¢esitli
coziiclilerdeki ¢ozlinilirliigii incelenmis ve en uygun ¢oziicli olarak su secilmistir. Bu
nedenle stok TOB ¢ozeltisi su ile hazirlanmis ve gerekli seyreltmeler 0.1 M fosfat

tamponu ile yapilmstir.

5.1. Gelistirilen QCM Sensoriiniin Karakterizasyon Calismalarn
5.1.1. FTIR Analizi

TOB baskilanmis QCM nanosensorii  Oncelikle FTIR  spektroskopisi
kullanilarak  karakterize edilmistir. FTIR spektrumundan goriildiigi iizere
monomerlerden (HEMA ve MAGA) kaynaklanan —OH bandlar1 3310 cm™’de
goriilmiistiir. Ayrica alkil —CH gerilme bandlar1 2918 cm™de gériilmiistir. MAGA
monomerinden kaynaklanan —C=0 gerilmesi 1738 cm™, amit I ve II bandlar1 1621
cm™ ve 1540 cm™de, —COO titresimleri 1429 cm™ ve 1375 cm™’de goriilmiistiir.
FTIR sonuglari QCM sensor yiizeyinde polimerik filminin basarili bir sekilde
olustugunu gostermistir (Bkz. Sekil 4.1).

5.1.2. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi

Modifiye edilmemis, Allil merkaptan ile modifiye edilmis ve TOB
baskilanmig QCM filminin yiizey morfolojisi yar1 degen modda atomik kuvvet
mikroskobu ile karakterize edilmistir. AFM goriintiilerinde de goriildiigii iizere
modifikasyon ve polimer olusumu ile birlikte yiizey topolojisi 6nemli bir oranda
degismektedir. Hazirlanan yiizeylerin sirasiyla yiizey derinlikleri 2.48 + 0.45, 7.10 +
1.17 ve 16.90 + 2.07 nm olarak bulunmustur. Elde edilen bu sonuglara gére modifiye
edilmemis QCM ¢ipinin allil merkaptan ile basarili bir sekilde homojen olarak
modifiye edildigi goriilmektedir. Ayrica bu sonuglar allil merkaptan ile modifiye
edilmis QCM ¢ipi {lizerinde polimerizasyon isleminin basarili bir sekilde

gerceklestirildigini gostermektedir (Bkz. Sekil 4.2).
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5.1.3. Elipsometre Analizi

QCM ¢ipinin yilizey karakterizasyonu icin ayrica elipsometrik Olciimler
yapilmistir. AFM sonuglart ile elipsometrik sonuglar arasinda bir uyumun oldugu
Sekil 4.3’te goriilmektedir. Elipsometrik sonuglara gore TOB baskilanmis QCM
filminin yilizey kalinlig1 12.80 + 1.40 nm olarak 6l¢iilmiis ve boylece homojen ve tek

tabakali bir filmin olusumu basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.

5.1.4. Temas Acis1 Analizleri

Modifiye edilmemis ve allil merkaptan ile modifiye edilmis QCM filminin
temas agis1 degerleri sirasiyla 79.14 + 1.48 ve 70.34 + 2.04 olarak bulunmustur.
Yiizey temas agilarindaki azals yiizeyin hidrofilik karakterinin artmasini
gostermektedir. TOB baskilanmig QCM filminin temas ag¢1 degeri ise 63.22 + 3.12
olarak bulunmustur. Temas agisindaki bu azalma yilizeye giren —-OH ve —COOH
gruplarinin hidrofilik karakterinden kaynaklanmakta olup bu sonuglar FTIR
sonuclariyla ortiismektedir (Bkz. Sekil 4.4).

5.2. Gelistirilen Elektroanalitik Sensoriiniin Karakterizasyon Calhismalar
5.2.1. FTIR Analizi

TOB baskilanmis polipirol cams1 karbon ylizeyinin FTIR spektrumu Sekil
4.5’te verilmistir. FTIR spektrumunda polipirol yapisina ait —NH gerilme band1 3587
cm™de, egilme bandi 1150 cm™’de goriilmiistiir. Aromatik —CH gerilme band1 3290
cm™de, alifatik —CH gerilme band1 2926 cm™’de goriilmiistiir. Ayrica 1590 ve 1542
cm™de pirol halkasinin —C=C gerilme titresimleri, 1325 cm™’de —CN gerilme
titresimi, 780 cm™’de —CH vyiizey dis1 egilme ve 687 cm™’de —CC vyiizey dis1 egilme
absorbsiyon bandlar1 gériilmiistiir (120) .

5.2.2. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi

Modifiye edilmemis ve TOB baskilanmis polipirol camsi karbon yiizeyinin
yiizey morfolojisi yar1 degen modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize
edilmistir. Bu hazirlanan yiizeylerin sirasiyla ylizey derinlikleri 9.60 + 1.81 ve 42.80
+ 1.48 nm olarak bulunmustur. AFM goriintiileri incelendiginde elektrot ylizeyindeki

purtizliiliik artis1 acikca goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.6).
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5.2.3. Doniisiimlii Voltametri Calismalari

TOB baskilanmis polipirol cams1 karbon yiizeyinin elektrokimyasal
karakterizasyonu iki redoks aktif probu kullanilarak gerceklestirilmistir: (i) 0.1 M
KCI ¢ozeltisinde hazirlanmis 1.0 mM potasyum ferrisiyaniir probu (ii) 0.1 M
TBATFB destek elektroliti iceren MeCN ¢ozeltisinde hazirlanmig 1.0 mM ferrosen
probu. TOB baskilanmis polipirol camsi karbon elektrotunda bu redoks problarinin
alinan doniisimlii voltamogramlarma goére camsi karbon elektrodunda goriilen
tersinir redoks pikleri baskilanmis elektrotta tamamen ortadan kaybolmustur. Bu
sonuglar camsi karbon ylizeyinde polimerik bir tabakanin olusumunun 6nemli bir

belirtisi olarak kabul edilebilir (Bkz. Sekil 4.7).

5.2.4. Elektrokimyasal impedans Spektroskopik Calismalar

Sekil 4.8’de verilen impedans verilerine gore aktif hale getirilmis camsi
karbon elektrodu negatif yiiklii [Fe(CN)s]*™ redoks probunu yiizeyden iteceginden
dolay1 yiiksek bir yiik transfer direnci (R¢) gostermektedir. Camsi karbon yiizeyinde
hedef molekiill (TOB) varliginda pirol monomerinin elektropolimerizasyonundan
sonra yiik transfer direnci azalmaktadir (Sekil 4.8.b). Modifiye edilmemis camsi
karbon elektrodu ve TOB baskilanmis polipirol camsi karbon elektrodunun yiik
transfer direngleri sirasiyla 30 ve 17 ohm olarak 6lgtilmiistiir. Bu azalmanin en biiyiik
nedeni ylizeyde olusan pozitif yiiklii polimerik filminden dolay1 elde edilen bu

3 redoks probunu yiizeye yaklastirip

polimerik yiizeyin negatif yiikli [Fe(CN)g]
elektron transferini kolaylastirmasindan kaynaklanmaktadir. NaCl ¢ozeltisi
kullanilarak TOB molekiilii uzaklastirildiktan sonra yiik transfer direnci polipirol
yapidaki nano bosluklarin ortaya ¢ikmasi ve dolayisiyla pozitif yiiklerin daha da

artmasiyla azalmaktadir (Sekil 4.8.¢) (121,122) .

5.3. QCM Yonteminde pH Optimizasyonu

Farkli pH degerlerinde hazirlanan 0.1 M fosfat tamponunun 0.054 nM TOB
varligimda QCM cevab lizerine etkisi incelenmis ve kiitle degisimleri 6l¢tilmiistiir
(Bkz. Sekil 4.9). QCM yiizeyine TOB birikimi pH 7.5 degerine kadar agsamali olarak
artmistir. Bu durum fonksiyonel monomer olarak kullanilan MAGA’nin yapisina

baglidir. MAGA glutamik asit temelli bir monomer olup 2.10 ve 4.07 olmak iizere



112

iki tane pKa degerine sahiptir. pH degerindeki artis bu gruplarin negatif yiikle
yiiklenmesine sebep olmustur. Bu yiikler TOB molekiiliiniin yapisindaki —OH
gruplariyla daha iyi etkilesime girerek yiizeyde TOB birikimini (sensor-analit
afinitesi) artwrmistir. Daha ileri pH artiglar1 ise TOB yapisindaki —OH gruplarinida
iyonlastirdig1 i¢in sensor sinyalinde azalmalar goriilmeye baslanmistir. Bundan

dolay1 optimum pH degeri olarak 7.5 se¢ilmistir.

5.4. Elektroanalitik Yontemin Optimizasyonu

Dontistimlii voltametri yonteminde belli bir derisimde (10.0 nM TOB) segilen
destek elektrolitte belirli bir TOB derisiminde destek elektrolit pH’s1 (2-10),
monomer (pirol) derisimi (20-100 mM), tarama sayis1 (3-8) ve hedef molekiil (TOB)
derisimi (5-50 mM) degisiminin TOB baskilanmis ve baskilanmamis voltametrik
sensoOr tizerine etkileri incelenmistir. Piklerin sekli, MIP ve NIP sensor arasindaki
akim farklar1 dikkate alinarak en uygun parametreler; destek elektrolit pH’s1 igin 7.0,
monomer derisimi i¢gin 60 mM, tarama sayis1 i¢in 5 tarama ve hedef molekiil derigimi

icin 25 mM olarak secilmistir (Bkz. Sekil 4.11 - Sekil 4.14).

5.5. Molekiiler Baskilanmis Polipiroliin Elektropolimerizasyonu

TOB baskilanmis polipirol camsi karbon elektrodu, 60 mM pirol ve 25 mM
TOB igeren 0.1 M, pH 7.0 fosfat tamponu sisteminde 5 tarama sayisinda -0.6 V/+1.8
V potansiyel araliginda doniisiimlii voltametri teknigiyle elektropolimerizasyon
yoluyla elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.15). Elektropolimerizasyon siiresince TOB
molekiilleri cams1 karbon elektrodunun ylizeyine diflise ederler ve bu molekiillerin
pirol monomeri ile etkilesim yeteneginden dolay1 polimer matriksin i¢ine gomiiliirler.
Sekil 4.15°de gorildiigii iizere ilk taramada yaklasik 0.72 V potansiyelinde bir
yiikseltgenme piki goriilmektedir. Ondan sonra bu pikin siddeti tarama sayisinin
artmastyla azalir ve besinci taramadan sonra pik akim siddeti sabit bir degere ulasir.
Bu bulgular camsi karbon elektroduna pirol monomerinin basarili bir sekilde
elektropolimerize oldugunu gostermektedir. Ayrica tarama sayismin artmasiyla pik
akim siddetinin sabit bir deger almasinin nedeni elektrot yiizeyinde siirekli bir
polipirol tabakasinin olusmasindan dolayr daha az baskilanmig bdlge iceren daha

kalin bir polimerik tabakanin olugsmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.16°da 1.0x10® M TOB’un farkli elektrotlarda almmis kare dalga
voltamogramlar1 goriilmektedir. TOB baskilanmis polipirol cams: karbon
elektrodunda Olglilen pik akimi degeri modifiye edilmemis camsi karbon
elektrodunda olgiilen pik akimi degerinden ii¢ kat daha fazladir. Dahast TOB
baskilanmamis polipirol camsi karbon elektrodunda ¢6zelti ortaminda TOB ilag

molekiilii verimli bir sekilde tayin edilememistir.

5.6. Yontemlerin Validasyonu
Gelistirilen yontemlerin validasyonu igin kararlilik, dogrusallik, duyarlilik,
tekrarlanabilirlik, dogruluk, kesinlik, ozgiillik (segicilik), saglamlik ve tutarlilik

calismalar1 yapilmistir.

Kararhilik

Calisilan maddenin 0.001 M derisimindeki stok ¢ozeltilerin oda sicakliginda
ve buzdolabindaki kararliliginin belirlenmesi amaciyla QCM sensorgramlari
incelenmistir. Bu c¢ozeltilerden 0.054 nM’lik c¢ozeltiler hazirlanarak QCM
sensorgramlart almmis ve taze hazirlanmis c¢Ozeltilerin  sensorgramlart ile
karsilastirilmistir.  Sensorgramlarda elde edilen sinyallerde herhangi bir azalma
gozlenmemistir. Calisilan maddenin stok ¢ozeltilerinin buzdolabinda minimum bir ay

kararli, oda sicakliginda ise 12 saat oldugu s6ylenebilir (Bkz. Tablo 4.1 — Tablo 4.2).

Dogrusallik

Her iki yontemde de kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi ve dogrusallik
araliklarinin belirlenmesi i¢cin TOB’un derisimine kars1 gozlenen sinyaller grafige
gecirilmistir. QCM yontemi ile 0.017 — 0.150 nM ve SWV yontemi ile 0.5 — 10 nM
araliginda dogrusal olan kalibrasyon egrileri elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.18 — Sekil
4.19). Her iki yontem i¢in dogrusalliktan ayrilisin 6nem kontrolii yapilmistr (Bkz.
Tablo 4.3 - Tablo 4.4). QCM yo6ntemi i¢in Fy = 3872.25 > Fr = 5,59 ve SWV
yontemi i¢in Fy = 3578.32 > Fr = 5.59 degerleri elde edilmis ve bu sonuglara gore
dogrusalliktan ayrilisin 6nemsiz oldugu bulunmustur (p < 0.05). Ayrica korelasyon

katsayilarinin 6nem kontrolii yapilarak bu katsayilarin istatistiksel olarak Onemli
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degerler oldugu bulunmustur (QCM yontemi i¢in ty = 61.78 > ty = 2.48 ve SWV
yontemi igin ty = 56.78 > tt = 2.48, p < 0.05).

Onerilen analiz yontemlere ait kalibrasyon egrilerinin dzellikleri Tablo 4.5’te
verilmistir.

Yontemlerin  dogrusalligi i¢in kontrol grafikleri ¢izilmistir. Grafik
yonteminde standart cozeltilerin olmasi gereken derisimlerine karsi kalibrasyon
denkleminden bulunan derisimleri grafige gecirilmistir. (Bkz. Sekil 4.20 — Sekil
4.21). Bu grafiklerde tanimlayicilik katsayilar (Rz) , QCM ve SWV yontemleri i¢in
sirastyla 0.9990 ve 0.9970 olarak egimler sirasiyla 0.990 ve 1.000 olarak
bulunmugtur. Egimlerin ve tanimlayicilik katsayilarmin yaklagik olarak 1.0000

bulunmasi ¢izilen kalibrasyon egrilerinin bir dogru oldugunu gostermektedir.

Duyarhlik

LOD ve LOQ Boliim 3.8’de anlatildig:1 sekilde hesaplanmistir. Buna gore
TOB’un LOD degerleri QCM ydnteminde 0.0057 nM ve SWV yonteminde 0.167
nM olarak bulunmustur (n =7). LOQ degerleri QCM yonteminde 0.017 nM ve SWV
yonteminde 0.50 nM olarak bulunmustur (n =7) (Bkz. Tablo 4.5). Bulunan LOD ve
LOQ degerlerinin diisik olmasi gelistirilen her iki yonteminin oldukc¢a duyarli

oldugunu gostermektedir.

Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, 6lgiilen ve dogru kabul edilen degerler arasindaki uyumun bir
Olciisiidiir ve % bagil hata (BH) ile belirlenmektedir. Yontemin dogrulugunun
belirlenmesi i¢in bilinen numunelerde en az 3 farkli derisimde her derisim i¢in en az
3 analiz sonucu bulunmalidir.

Kesinlik, sonuglarin tekrarlanabilirliginin gostergesidir. Hazirlanan standart
numunelerin yapilan tekrarl analizleri sonucunda saptanan BSS terimi ile tanimlanir.
BSS, standart sapmanin ortalamaya gore yiizde kaclik bir degisim gosterdigini
belirtir.

TOB’un QCM yontemi ile tayininde 0.022, 0.070 ve 0.120 nM ve SWV
yontemi i¢in 1.0, 4.0 ve 8.0 nM derisimlerde giin i¢i ve giinler aras1 tekrarli analizler

yapilmistir. Giin i¢i caligmalarda 3 farkli derisim seviyesinde alt1 tane hazirlanan
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standart cozeltilerin analizleri ayni giin yapilmis, elde edilen bulgularm QCM
yontemi i¢in bagil standart sapma degerleri % 1.25 — 2.27 arasinda, % bagil hata
degerleri de mutlak deger olarak 0.0 — 4.54 ve SWV yontemi i¢in bagil standart
sapma degerleri % 0.0 — 2.91 arasinda, % bagil hata degerleri de mutlak deger
olarak % 0.0 — 1.52 arasinda bulunmustur. Giinler arasi ¢alismalar ise; ti¢ farkli
derisim seviyesinde ardigik alt1 ayr1 giinde hazirlanan ¢ozeltilerin analizi ile yapilmis
ve elde edilen bulgularin QCM yontemi igin bagil standart sapma degerleri % 1.25 —
3.18 arasinda, % bagil hata degerleri de mutlak deger olarak 0.0 — 4.54 ve SWV
yontemi icin bagil standart sapma degerleri % 1.89 — 2.10 arasinda, % bagil hata
degerleri de mutlak deger olarak % 0.0 — 3.85 arasinda bulunmustur. (Bkz. Tablo 4.6
- Tablo 4.7).

Gelistirilen her iki yontemde de giin i¢i ve gilinler arasi i¢cin % bagil hata
degerlerinin % 5’den az olmast yontemlerin dogrulugunu gostermektedir. Bagil
standart sapmanin her {i¢ yontemde de % 5’in altinda olmas1 yontemlerin kesinliginin

oldukga iyi oldugunu belirtir (123) .

Tekrarlanabilirlik

Sensor tekrarlanabilirligi; QCM yonteminde 0.054 nM ve SWV yonteminde
2.0 nM TOB igeren ¢ozeltinin tekrarli analizleri ile gergeklestirilmistir. TOB’un
QCM ve SWV yontemleri i¢in kiitle degisimleri ve pik akimlarinin BSS degerleri
sirastyla % 0.47 ve % 0.87 olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.8). Bagil standart
sapmalarinin % 1’den diisiik olmas1 sensor tekrarlanabilirliginin iyi oldugunu ve

maliyet-fayda ekseninde 6nemli avantajlar sundugunu géstermektedir (124) .

Saglamlik

Saglamlik caligmalar1 i¢in optimum sartlarda kiiclik degisiklikler yapilarak
analiz sonuglarma etkisi incelenmistir. Bu ¢aligmalar QCM yontemi i¢in 0.054 nM
ve SWV yontemi i¢in 2.0 nM derisimler de gerceklestirilmistir. Her bir degisiklikte
yapilan analiz sonuglar1 optimum sartlarda bulunan analiz sonuglar1 ile Wilcoxon
testi kullanilarak karsilastirilmistir. Tiim karsilagtirmalarda Ty degeri Tt degerinden

biiylik oldugu i¢in analizler arasinda fark olmadigi sonucuna varilmistir (Bkz. Tablo
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4.9 — Tablo 4.10). Bu sonuglar TOB analizi i¢in gelistirilen yontemlerin saglam

oldugunu gostermektedir.

Tutarlihik

Tutarlilik ¢aligmalar1 i¢in farkli analizci etkisi arastirilmigs ve bulunan
degerler Wilcoxon testi kullanilarak karsilastirilmistir. Bu ¢aligmalar QCM yontemi
icin 0.054 nM ve SWV yontemi i¢in 2.0 nM derigimler de gergeklestirilmistir. Farkli
iki analizci tarafindan elde edilen bulgular arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamasi yontemlerin tutarli oldugunu gostermektedir (QCM yontemi i¢in Ty =
7.50 > T+ =2.00 ve SWV yontemi i¢in Ty =5.50 > T+ = 2.00; p > 0.05 ) (Bkz. Tablo
4.11 - Tablo 4.12).

Ozgiilliik (Segicilik)

Ozgiilliik (Secicilik), yontemin diger maddeler varliginda analizi yapilan
maddenin miktarini dogru olarak tayin edebilme yetenegidir. Gelistirilen yontemlerin
0zgiinliigli; sentetik preparat, tablet ve standart ¢ozeltilerin QCM sensorgramlari ve
voltamogramlarinin karsilagtirilmas: ile gosterilmistir. QCM sensorgramlarinda
sentetik preparat ve ilag cozeltilerindeki tobramisinin sensor yiizeyindeki kiitle
degisimleri standart ¢ozeltilerde bulunan tobramisinin kiitle degisimine esit oldugu
sekillerde goriilmektedir. Ayni durum elde edilen voltamogramlar iginde gegerlidir
(Bkz. Sekil 4.23 — Sekil 4.26). Buna gore gelistirilen yontemlerin 6zgiin oldugu
sOylenebilir. Ayrica her iki yontem i¢in yOntemin Ozgiinliigli, standart ekleme
yonteminin ilag ¢ozeltilerine ve gida numunelerine uygulanmasiyla da gosterilmistir.
Standart ekleme yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin denklemleri Tablo
4.13’te verilmistir. Bu denklemlerin egimlerinin olusturulan kalibrasyon egrilerinin
egimlerine yakin olmasi katki maddelerinin TOB analizinde girisim yapmadigini
gostermektedir. Ayrica gelistirilen sensorlerin siit ve yumurta numunelerindeki
tobramisinin diger aminoglikoproteinlerin (AMIK, GEN, KAN-A) varliginda tayini
icin kullanilabilirligi gosterilmistir (Bkz. Sekil 4.27 — Sekil 4.28). Bdylece
gelistirilen yontemlerin 6zgiin oldugunu sdylenebilir.

GEN, AMIK ve KAN-A i¢cin TOB molekiillerine gore dagilma ve segicilik
katsayilar1 esitlik 4.2’ye gore belirlenmistir. GEN, AMIK ve KAN-A’nin molekiil
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yapilar1 ve agirliklart TOB’a olduk¢a yakindir. TOB baskilanmig QCM sensoriiniin
GEN, AMIK ve KAN-A’ya verdigi sensorgram sinyal degerleri (Am) sirasiyla 0.030,
0.025 ve 0.027°tir. Ayn1 derisimde TOB i¢in elde edilen sinyal degeri ise 0.300’djir.
Bu sonuglara gore baskilanmis QCM sensorii TOB’u, GEN’e gore 10.0 kat, AMIK’a
gore 12.0 kat ve KAN-A’ya gore 11.11 kat daha duyarli tayin edebilmektedir (Bkz.
Tablo 4.14). Etkilesimdeki bu hassasiyet kalip molekiil olan TOB’in {i¢ boyutlu
yapisinin polimerik hafizaya alinmasindan kaynaklanmaktadir.

TOB baskilanmis elektrokimyasal sensoriiniin GEN, AMIK ve KAN-A’ya
verdigi voltammogram sinyal degerleri (Al) ise sirasiyla 1.53, 1.47 ve 1.35’dir. Ayn1
derisimde TOB i¢in elde edilen sinyal degeri ise 10.21°dir. Bu sonuglara gére TOB
baskilanmis elektrokimyasal sensorii TOB’u, GEN’e gore 6.68 kat, AMIK’a gore
6.95 kat ve KAN-A’ya gore 7.56 kat daha duyarl tayin edebilmektedir (Bkz. Tablo
4.15).

5.7. Gelistirilen Nanosensorlerin Baskilama Seciciliginin Belirlenmesi

TOB baskilanmamig QCM sensoriin ayni derisimdeki TOB, GEN, AMIK ve
KAN-A verdigi sensorgram sinyal degerleri (Am) 0.024, 0.022, 0.030 ve 0.020’dir.
Sekil 4.27 incelendiginde TOB baskilanmamis QCM sensoriin ayni derisimdeki TOB,
GEN, AMIK ve KAN-A c¢ozeltilerine verdigi sinyal artisinin olduk¢a az oldugu
goriilmektedir. Esitlik 4.2 ve Esitlik 4.3 kullanilmasiyla hesaplanan segicilik
katsayilar1 GEN i¢in 10.0 (baskilanmis), 1.1 (baskilanmamis) olarak ve AMIK i¢in
12.0 (baskilanmis), 0.80 (baskilanmamis) olarak ve KAN-A i¢in 11.11 (baskilanmis),
1.20 (baskilanmamis) olarak bulunmustur. Baskilama seciciligini gosteren bagil
segicilik katsayist 9.1 (TOB/GEN), 15.0 (TOB/AMIK) ve 9.3 (TOB/KAN-A) olarak
hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.14). Bu sonucglara gore TOB baskilanmis sensor;
TOB’u GEN’e gore 9.1 kat, AMIK’a gore 15.0 ve KAN-A’ya gore 9.3 kat segicilikle
tanimaktadir. Molekiil yapilarinin ve molekiil agirliklarinin birbirine ¢ok yakin olan
bu molekiiller arasinda 9.1, 15.0 ve 9.3 katlik ayirma faktoriiniin basarili bir sonug
oldugu soylenebilir.

TOB baskilanmamig elektrokimyasal sensoriin ayni derisimdeki TOB, GEN,
AMIK ve KAN-A verdigi voltammogram akim degerleri (AI) 2.03, 0.75, 0.85 ve
0.91°dir. Hesaplanan segicilik katsayillar1 GEN icin 6.68 (baskilanmis), 2.71
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(baskilanmamis) olarak ve AMIK i¢in 6.95 (baskilanmig), 2.38 (baskilanmamis)
olarak ve KAN-A i¢in 7.56 (baskilanmis), 2.23 (baskilanmamis) olarak bulunmustur.
Baskilama segiciligini gosteren bagil secicilik katsayis1 2.45 (TOB/GEN), 2.92
(TOB/AMIK) ve 3.40 (TOB/KAN-A) olarak hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.15). Ayni
sekilde bu molekiiller arasinda 2.45, 2.92 ve 3.40 katlik ayrma faktoriiniin basarili
bir sonu¢ oldugu sdylenebilir.

Iki sensér sistemi arasindaki bu fark ise kullanilan fonksiyonel monomerden
kaynaklanmaktadir. Hatirlanacagr gibi QCM sensor iiretiminde 06zel olarak
sentezlenmis kalip molekiil TOB ile segici etkilesime girebilecek glutamik asit

temelli bir monomer kullanmistik.

5.8. Geri Kazamim

Geri kazanim sonuglari, 3 ve 60 mg TOB igeren sentetik preparatlarin ve gida
numunelerinin (siit ve yumurta) gelistirilen her iki yontemle analizi yapilarak
degerlendirilmistir. Kaynaklarda geri kazanim sonug¢larmm 100.00 £ 3 olmasi
gerektigi belirtilmistir (125) . Tablo 4.16 - Tablo 4.21°de gorildiigii gibi gelistirilen
yontemlerin geri kazanim sonuglar1 bu araliga girmektedir, ayrica sonuglar
arasindaki BSS degerleri distliktiir. Bu sonuglar, gelistirilen yontemlerin

dogrulugunun diger bir kanitidir.

5.9. Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve validasyon parametreleri degerlendirilen yontemler TOB
iceren TOBRADEX® ve TOBI® farmasotik preparatlarn analizine basariyla
uygulanmistir (Bkz. Tablo 4.22 - Tablo 4.23). Kruskal Wallis testi ile yapilan
istatistiksel degerlendirmede QCM ve SWV yontemlerinin bulgular1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Boylece gelistirilen yontemlerin

dogrulugu ve farmasotik preparatlarin analizine uygulanabilirligi gosterilmistir.

5.10. Denge izoterm Modelleri
Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°ye gore deneysel olarak elde edilen veriler Langmiur
modeline uyumludur (R? degerleri 0.9890 ve 0.9989). Bu sonuglar hazirlanan TOB

baskilanmis QCM ve elektrokimyasal sensorler i¢in tek tabakali bir adsorpsiyon
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oldugu, etkilesim bolgelerinin es enerjili ve homojen dagildigin1 gostermektedir.
Ayrica analit-analit etkilesimlerinin olmadigida belirlenmistir.

Tablo 4.24 ve Tablo 4.25’teki izoterm modelleri birlikte degerlendirilip
incelendiginde hazirlanan sensorlere en uygun olant Langmiur modeli oldugu
goriilmektedir. Bu denklemlerden hesaplanan AMpas V& Almaks degeri deneysel
degerlere oldukca yakindir. Langmiur denkleminden hesaplanan Ka ve Kp degerleri
sirastyla QCM sensorii i¢in 55.56 nM ve 0.018 1/nM, elektrokimyasal sensor i¢in ise
0.187 nM ve 5.341/nM olarak hesaplanmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda goz enfeksiyonlar1 tedavisinde kullanilan bir madde olan
TOB’un farmasotik preparatlardan ve gidalardan (siit ve yumurta) analizi igin
molekiiler baskilanmis QCM ve elektroanalitik sensorler gelistirilmistir.

Gelistirilen molekiiler baskilanmis sensorler FTIR spektroskopisi, atomik
kuvvet mikroskopu, elipsometre, doniigiimlii voltametri, elektrokimyasal impedans
spektroskopisi ve temas agis1 6lgltimleri kullanilarak karakterize edilmistir.

Gelistirilen elektroanalitik yontemlerden SWV i¢in optimize edilmis en
uygun kosullar destek elektrolit pH’s1 i¢in 7.0, monomer derisimi i¢in 60 mM,
tarama sayis1 i¢in 5 ve hedef molekiil (TOB) derisimi i¢in 25 mM bulunmustur.

Gelistirilen QCM yontemi i¢in 0.1 M, pH 7.0 fosfat tamponu sistemi
kullanilarak kalibrasyon grafikleri olusturulmustur.

Gelistirilen yontemlerin dogrusallik, duyarhlik, dogruluk, kesinlik, saglamlik,
tutarlilik ve 6zgilliik gibi validasyon parametreleri degerlendirilmis ve gegerlilikleri
kanitlanmustir.

Valide edilen yontemler piyasalarda satilmakta olan TOB igeren
TOBRADEX" ve TOBI® ticari isimli farmasdtik preparatlarin ve gida numunelerinin
(slit ve yumurta) analizine basarili bir sekilde uygulanmistir.

Molekiiler baskilama teknigi kullanilarak gelistirilen QCM ve elektroanalitik
sensoOrler farmasotik preparatlardan ve gidalardan TOB’un analizine dayananan tez
calismasmin literatlire katki saglamasi agisindan Onemlidir. Tez kapsaminda
gelistirilen yontemler; validasyon parametreleri agisindan iyi sonuglar vermesine ek
olarak basit ve ucuz yontemler olmasi nedeniyle kaynaklardaki TOB analizi i¢in
gelistirilen yontemlere alternatif olarak sunulmaktadir.

Kromatografik yontemlerin pahali ve zaman alici olmasinin yani sira,
kaynaklarda TOB’un analizi i¢in yapilan ¢alismalarda LOQ degerlerinin gelistirilen
QCM ve elektroanalitik yontemlerden daha biiylik oldugu goriilmektedir. Ayrica
gelistirilen her iki yontemin LOQ degerlerinin diisiik olmasi bu yontemlerin
biyolojik materyallerden TOB’un analizlerine uygulanabilmesini mimkiin
kilmaktadir. Gelistirilen QCM ve SWV yontemlerinin TOB’un farmasotik
preparatlardan ve gidalardan tayini i¢in dogru, kesin, duyarli, se¢ici, tekrarlanabilir

yontemler olmasi nedeniyle rutin analiz laboratuvarlarinda kalite kontrol amaciyla
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diger analitik yoOntemlere alternatif yontemler olarak Onerilebilecegi

distiiniilmektedir.
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EKLER

Ek 1. Korelasyon Katsayis1 ve Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii:
Bulunan korelasyon katsayisinin 6nemli bir katsay1 mi1 yoksa tesadiife bagh bir
katsayimi1 oldugu test edilmistir.

Testin yapiminda iglemler:

1. Ho: Korelasyon katsayisi tesadiife bagli bir degerdir (r = 0).

2. Test istatistiginin hesaplanmast:

S = (Korelasyon katsayisiin standart hatasi)

3. Yanilma olasilig1 olarak o = 0.05 se¢ilmistir.

4. Serbestlik derecesi =n -2

5. o = 0.05 diizeyinde ve 4. Madde de bulunan serbestlik derecesinde tablo t
degerine bakilir.

6. Karsilastirma: Hesapla bulunan t degeri Tablo t degerinden biiyiikse Hp hipotezi
reddedilir, kiigiikse kabul edilir.

7. Karar: Korelasyon katsayis1t 6nemli bir degerdir, tesadiifen bulunmus bir deger
degildir (t = Hesapla bulunan deger, p < 0.05) veya korelasyon katsayis1 6nemli

bir deger degildir, tesadiifen bulunmus bir degerdir (t = Hesapla bulunan deger,

p > 0.05).
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Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii:

1.

N oo g &

Kareler toplamlar1 bulunur:

a) Regresyon Kareler Toplami (RKT):

2
(Zx)(Zy)
XXy -
n
RKT =
(2x)°
X2 -
n
b) Y Ortalamadan Ayrilis Kareler Toplami (YOAKT):
(Zy)’
YOAKT = 5y - ——
n

c) Regresyondan Ayrilis Kareler Toplami = RAKT = YOAKT - RKT

Serbestlik dereceleri bulunur:
a) Regresyon Serbestlik Derecelesi (RSD) =1
b) Y Ortalamadan Ayrilis Serbestlik Derecesi = YOASD = n-1
c) Regresyondan Ayrilis Serbestlik Derecesi = RASD = YOASD — RSD

Kareler ortalamalar1 bulunur:
a) Regresyon Kareler Ortalamasi = RKT / RSD

b) Regresyondan Ayrilis Kareler Ortalamasi = RAKO = RAKT / RASD

Ho = Derisim ile pik cevab1 arasindaki iliski dogrusal degildir.

Yanilma olasilig1 o = 0.05 se¢ilmistir.

F = RKO /RAKO

p = 0.05 diizeyinde RSD ve RASD serbestlik derecelerindeki tablo F degerleri
bulunur.

Karsilagtirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden biiyiikse Ho hipotezi
reddedilir, kiigiikse kabul edilir.



137

9. Karar: Derisim ile pik cevabi arasindaki iliski dogrusaldir (F = Hesapla bulunan,
p < 0.05) veya dogrusal degildir (F = Hesapla bulunan, p > 0.05).

Kesisimin sifirdan ayrilisimin énem kontrolii:

1.

57— (2% n (1-1)°(n-1) 12

Syx =

n-1 n-2

2. Sue= (S’ [(A/n) + x/ (- () /)]
3. Ho = Kesigim degeri (a) sifira esittir.
4. Yanilma olasiligi p = 0.05 se¢ilmistir.
5. ty= a/Snp
6. a=0.05 diizeyinde tt degerleri bulunur.
3. Karsilastirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyiikse Hy
hipotezi reddedilir, kiigiikse kabul edilir.
4. Karar: Kesisim degeri sifira esittir (ty = Hesapla bulunan, p > 0.05) veya

Kesisim degeri sifirdan farkhidir (ty = Hesapla bulunan, p < 0.05).



Ek 2. Istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmast:

Bagil Standart Sapma (BSS) = S—>_(S x100

SS: Standart Sapma
X : Aritmetik ortalama

% Bagl Hata (%BH) _| (Olmasi gereken miktar —Bulunan mlktar)!

Olmasi gereken miktar

SS
Standart Hata (SH) = —=
(SH) n

SS: Standart sapma

n: Olgiim sayis1

Bulunan miktar
% Geri Kazanim = x 100

Olmasi gereken miktar

Evren Ortalamasi1 Giiven Araliginin Hesaplanmast:

p=XE3S;t veya X=Sy <pu<X+S5
u  : Evren ortalamasi
X : Orneklem ortalamasi

S< : Standart hata

X

x100

138

t : Segilen yanilma diizeyi (o) ve n-1 serbestlik derecesindeki t tablosundaki deger.
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Ek 3. Wilcoxon Eslestirilmis iki Ornek Testi:
Ayn1 Orneklerin degisik iki durumdaki 6l¢iim sonuclar1 arasinda fark olup

olmadiginin belirlenmesinde n < 25 ise uygulanan dnemlilik testidir.

Ho = Iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.

o = 0.05 yanilma diizeyi secilmistir.

Test istatistiginin hesaplanmast:
Iki yontemden elde edilen sonuglar iki siitun seklinde yanyana yazilir. Sagda yeni bir
siituna satirlar arasindaki farklar +/- isaretleriyle birlikte yazilir. Ardindan farklar
kiigiikten biiyiige dogru siralanir ve sira no. verilir. Sira no.larin 6niine farklardaki +/-
isaretleri yazilir. + ve - igaretli sira no. gruplar1 arasinda isareti sayica fazla olan grup
toplanir. Elde edilen deger, hesapla bulunan T degeridir (Tp).

Olgiim sayis1 (n) serbestlik derecesindeki tablo T degerine bakilir.

Karar:

a) Ty > T; ise iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur (Ty =
Hesaplanan T degeri, p > 0.05)

b) Ty < Ty ise iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark vardir (T = Hesaplanan
T degeri, p < 0.05)
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EK 4. Kruskal Wallis VVaryans Analizi:

Parametrik test varsayimlar1 yerine getirilmediginde, bir degisken yoniinden
ikiden fazla bagimsiz grup arasinda fark olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilir.

Test islemleri:

Biitiin gruplardaki degerler kiigiikten biiyiige dogru tek dizi halinde siralanir
ve her bir degere sira numarast verilir. Ayni1 degerler i¢in ortalama sira numarasi

hesaplanir ayni olan degerlere verilir.

Test istatistiginin (KW) hesaplanmast:

v T2
w=—2_[$T _xpr1)
nn <1 | j= ni|

Tj: J. Gruptaki degerlerin sira numaralar1 toplami (her bir grup i¢in);
n; : J. Gruptaki denek sayis1 (her bir grup igin);
k: Grup sayis1

n: Toplam denek sayis1

Ho : Iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.
A =0.05 yanilma diizeyi i¢in (grup sayis1 — 1) serbestlik derecesindeki tablo
degerine (KWr) bakilir.
Karar : KWt > KW ise Hy hipotezi kabul edilir.
KW+ < KW ise Hy hipotezi kabul edilir.
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EK 5. Tekrarli Olgiimlerde Varyans Analizi:

Yontemlerin ~ karsilastirilmasinda, yontemler arasinda fark  bulunup
bulunmadigmi kontrol etmek igin Tekrarhh Olgiimlerde Varyans Analiz testi
uygulanir.

1. Kareler toplamlar1 bulunur
a) Genel kareler toplam1 (GnKT)
(2x)*
GnKT = 3x* - ———
n
b) Gruplar arasi kareler toplam1 (GAKT)

(£x) * (=x)?
GAKT = = .

¢) Denekler aras1 kareler toplami (DAKT)

(Her bir satir toplamu) > (=x) 2
DAKT =X -

| Her bir satirdaki 6l¢lim sayis1 | n

e) Etkilesim (hata) kareler toplami1 = HKT = GnKT - GAKT - DAKT
2. Serbestlik derecelerinin bulunmasi
a) Genel serbestlik derecesi = GnSD = nj x k - 1

b) Gruplar arasi1 serbestlik derecesi = GASD =k - 1
c¢) Denekler arasi serbestlik derecesi = DASD =n; - 1

d) Hata serbestlik derecesi = HSD = (n;- 1) x (k- 1)

3. Kareler ortalamasmin bulunmasi

a) Gruplar aras1 kareler ortalamast = GAKO = GAKT / GASD
b) Denekler arasi serbestlik derecesi = DAKO = DAKT / DASD
¢) Hata kareler ortalamas1 = HKO = HKT / HSD
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4. Ho= Yontemler arasinda fark yoktur.
Hi = En az bir 6l¢iim digerlerinden farklidir.
5. Yanilma olasilig1 p = 0.05 secilmistir.
6. F=GAKO /HKO
7. o = 0.05 diizeyinde GASD ve HSD serbestlik derecelerindeki tablo F degerleri
bulunur.
8. Karsilagtirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden biiyiikse Ho hipotezi
reddedilir, kiiciikse kabul edilir.
9. Karar: Yontemler arasinda fark yoktur (F = Hesapla bulunan, p < 0.05) veya

yontemlerden en az biri farklidir (F = Hesapla bulunan, p > 0.05).
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