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OZET

Bu tez ¢aligmasinda kanamisin (KAN) tayini i¢in molekiiler baskilanmig polimer elektrot
iizerinde elektrokimyasal impedans spektroskopisi teknigi kullanilarak yeni bir yontem
gelistirilmistir. 11k olarak, camsi karbon elektrot grafen oksitle kaplandiktan sonra KAN iceren
pirol ¢ozeltisiyle modifiye edilerek polimerlestirilmistir. Daha sonra ise, KAN molekiilleri, KAN
baskilanmis polimer yiizeyden asit yardimiyla sokiilerek KAN’a 6zgii molekiiler izler elde
edilmistir. Hazirlanan elektrotlar ve elektrot malzemeleri; taramali elektron mikroskopu (SEM),
X-Isinlar fotoelektron spektroskopisi (XPS), doniisiimlii voltametri (CV), ve elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS) teknikleriyle karakterize edilmistir.

KAN baskili elektrotun hazirlanma asamasi farkli parametreler igin optimize edilmistir.
Gelistirilen elektrotlar {izerine inkiibe edilen farkli KAN konsantrasyonlarina karsilik kullanilan
redoks probun yiik aktarim direngleri belirlenerek kalibrasyon calismasi yapilmigtir. Yapilan
calismanin dogrusal tayin araligt 5 nM-1000 nM ve belirlenen kalibrasyon esitligi de
Ret=0,21118+0,00057[KAN] olarak hesaplanmistir. Ayrica, gelistirilen yontemin alt tayin sinir1
(LOD) 5 nM olarak belirlenmistir.

Gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinlik degerleri, giin i¢i ve ardisik bes giin icin
giinler-aras1 olmak iizere %4’iin altinda deger verdigi i¢in dogrulugu ve kesinligi yiiksek
bulunmustur. Kanamisin ile girisim yapmasi muhtemel tobramisin (TOB), gentamisin (GEN),
penisilin (PEN) ve amoksilin ile birlikte 1 mM Na*, 1 mM NH4* gruplarinin girisim etkileri
incelenmistir. KAN tayin yonteminin ger¢ek numune performansini belirlemek i¢in ¢esme suyu

ve siit numuneleri kullanilmis ve bu numuinelerde KAN tayin uygulamasi basariyla yapilmistir.

Anahtar Kelimeler:  Kanamisin tayini, Elektrokimyasal impedans spektroskopisi, Molekiiler
baskilanmis polimer elektrot.
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SUMMARY

In this study, a new method has been developed on the molecularly imprinted polymer
electrode for the determination of kanamycin (KAN) using electrochemical impedance
spectroscopy technique. First, a glassy carbon electrode was coated with graphene oxide and a
pyrrole solution containing KAN was polymerized. Later, KAN molecules were removed from
the KAN suppressed polymer surface using acid and molecular traces specific to KAN were
obtained. Prepared electrodes and electrode materials were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), X-Rays photoelectron spectroscopy (XPS), alternating voltammetry (CV),

and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) techniques.

The preparation steps of the KAN printed electrode have been optimized for different
parameters. A calibration study was carried out determining the charge transfer resistances of the
redox probe used against different KAN concentrations incubated on the developed electrodes.
The linear detection range of the study was 5 nM-1000 nM and the calibration equation were
calculated as Rct = 0,21118 + 0,00057 [KAN]. Besides, the limit of detection of the developed
method (LOD) was found as 5 nM.

The accuracy and precision of the developed method were found to be high and accurate
because the obtained values were less than 4%, between intraday and between days for five
consecutive days. The interference effects of 1 mM Na*, 1 mM NH4* groups together with
tobramycin, gentamicin, penicillin, and amoxicillin, which are likely to interfere with kanamycin,
were examined. Tap water and milk samples were used to determine the real sample performance
of the KAN determination method which was successfully performed in these samples.

Keywords: Kanamycin analysis, Electrochemical Impedance Spectroscopy, Molecularly
imprinted polymer electrode.
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1. GIRIS

Bilim diinyasinin kendisini siirekli yenilemesi ve gelistirmesiyle birlikte basta
biyoteknoloji olmak {izere, savunma, enerji, su ve gida yonetimi ile yasam kalitesi alanlarinda
pek ¢ok yenilikler ve giincellemeler ortaya ¢ikmaya baslamistir. Bu anlamda gectigimiz yiiz yil,
19. Yiizyildan bakiye kalan pek ¢ok sorunun ¢dziimii i¢in parlak bir yiizy1l olmustur. Ornegin 19.
Yiizyildaki pek ¢ok veba salgini gectigimiz yiizyilda sorun olmaktan ¢ikmistir. Yine, astronomi
vb. alanlardaki pek ¢ok teorik kavram gectigimiz yiizyilda bilim insanlarinin uzaya c¢ikmasiyla
ispatlanmustir. 21. Yiizyil ise gectigimiz yiizyilda ortaya ¢ikan pek cok bilimsel dokiimanin tatbiki
i¢in uygun bir zaman olacaktir. Ozellikle insan saglig1 ve kaliteli yasami icin pek ¢ok yenilikler
ortaya ¢cikmakta ve ¢cikamaya edecektir. Sars, Mers, Kovid-19 gibi ister dogal isterse suni yollarla
gelistirilmis pek ¢ok viriis kokenli hastaliklar ya da bakteri kaynakli hastaliklar giiniimiizde
hemen teshis edilebilmekte ve hemen antijen-antikor uyumu dikkate alinarak miidahale

edilebilmektedir (Goldemberg, 1998).

[lag teknolojisinin temel hedeflerinden birisi, saglikli ve kaliteli yasama sahip bireylerin
olusturulmasina yardimci olmaktir. Bakterileri yok eden antibiyotikler kesfi siiphesiz insan
Oomriinii uzatan ve kaliteli kilan yeniliklerden birisidir. Ancak dogru kullanilanimi ¢ok énemlidir.
Dogru ve yerinde kullanilmayan antibiyotikler bagisiklik sistemini ¢okertebilecegi gibi pek ¢ok
rahatsizliga da zemin hazirlar. Bu ylizden antibiyotiklerin dozu ve kontrollii kullanim1 oldukc¢a
onemlidir. Ozellikle ticari olarak etinden siitiinden yararlanilan hayvanlarda kullanilan
antibiyotikler, insanlarda pek ¢ok yan etkiye sebep olabilir. Antibiyotiklerin c¢esitli gida

numunelerinde, kan ve idrar 6rneklerinde analiz edilmesi 6nemlidir.

Antibiyotikler gesitli spektroskopik ve kromatografik yontemlerle analiz edilmektedir
(Roychoudhury vd., 2007). Son yillarda gesitli elektrokimyasal yontemlerle de tayin edilmeye
baslanmistir (Hlabangana ve Memeza, 2018). Elektrokimyasal yontemlerin diger yontemlere gore
onemli avantajlarindan birisi ucuz ve kolay yontemler olmasidir (Zhong vd., 2012). Bir diger
o6nemli avantaji ise tayin siniriin oldukga diisiik konsantrasyonlara inebilmesidir (Muthusankar

vd., 2020).

Bu tez galismasinda, grafen oksitle modifiye edilmis camsi1 karbon (GC/GO) elektrotlar
hazirlanmis ve bu elektrotlarin yiizeyine polipirol iginde kanamisin (KAN) baskilanmigtir. Elde
edilen elektrotlarin elektrokimyasal, spektroskopik ve mikroskopik karakterizasyonlari

yapildiktan sonra KAN tayini i¢in yontem elektrokimyasal impedans spektroskopisiyle (EIS)
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impedimetrik yontem gelistirilmistir. KAN ile girisim yapmasi muhtemel benzer bazi molekiiller
ve iyonlarin girisim etkileri arastirilmistir. Gelistirilen yOntemin analitik parametreleri

degerlendirilmis, siit ve su gibi gercek numune analizinde performanslari incelenmistir.
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2. TEORIK TEMELLER

2.1. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Son yillarin popiiler konusu olan molekiiler baskilama teknolojisi, 1972 yilinda Giinter
Wulf ve ekibi tarafindan polimer matrise ii¢ boyutlu yapisal segcicilik kazandirmak amaciyla
yapilan galigmalarla gelistirilmigtir (Wulf vd. 1972; Wulf ve Poll, 1987; Wulf, 1995). Molekiiler
baskilama, kalip molekiil de denilen analitin uygun bir monomerle kompleks olusturarak
polimerize olmasi islemi olarak tanimlanabilir. Ilerleyen zamanda yapilan galigmalarla birlikte
molekiiler baskilanmig polimer (MIP) teknigi adini almistir (Cormack ve Elorza, 2004). Bu islem
icin, ilk once segilen molekiil, polimerlesmeyle birlikte 1s1 ve basing gibi etkenler esliginde
polimer igine baskilanir ve daha sonra polimer matrisin iginden sokiilerek alinir. Hazirlanan
baskilanmis polimerin uzun siire kararliligini korumasi, diisitk maliyeti ve kolay uygulanabilir bir
yontem olmasi nedeniyle MIP teknigi oldukga sik kullanilmaya baglamistir (Ensing vd., 2001;
Rao vd., 2004; Piletska vd., 2009).

Molekiiler baskilama yontemi genel olarak ii¢ asamada gergeklesmektedir. Bunlardan
birincisi komplekslesme asamasidir. Baskilanacak hedef molekiiliin ii¢ boyutlu yapisi ile
fonksiyonel monomer (Akrilik asit, metakrilik asit, metakrilamit, 2-akrilamido-2-metilpropan
stlfonik asit, trifolorometil akrilik asit, akrilamit, 2-vinilpiridin, 4-vinilpiridin, 2-
hidroksietilmetakrilat 1-vinilimidazol, N,N’-dietil aminoetil metakrilamit, allilamin, 2-
hidroksietil metakrilat, metil metakrilat, stiren, etil stiren) gibi c¢esitli etkilesimlerle
komplekslestirilir. Ikinci asamada ise polimerizasyon asamasidir. Eger bir radikal polimerlesmesi
yapilacaksa bir radikal baslaticinin 1s1l bozunmayla islem baglatilabilir. Ancak baskilanacak
molekiille monomer arasinda kovalent etkilesim fazla ise diisiik sicakliklarda fotokimyasal
basalticilarla polimerlesme baglatilir. Monomer, baskilanan molekiilii i¢ine alacak sekilde asirt
capraz baglayiciyla (Etilen glikol dimetakrilat, divinilbenzen, trimetilolpropan trimetakrilat gibi)
polimerlesir. Ugiincii asama ise hedef molekiiliin (kalip molekiil) polimer matristen sdkiilerek
uzaklastirilmasidir (Andersson, 2000; Ye ve Mosbach, 2001; Hishiya vd., 2003; Sellergren ve
Allender; 2005).

Secilen polimerin, baskilanacak hedef molekiille etkilesme tiirii ¢ok Onemlidir. Bir
kovalent baskilama s6z konusu ise hedef molekiil ile monomer kompleksi ketal, esterler, amidler
ve boronik asitlerin tersinir baglanmasiyla elde edildiginden kararli kalip-monomer kompleksi

olusur ve baglanma bdlgeleri homojen olarak dagilir (Wulff vd., 1972; Shea vd., 1986; Sellergren
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ve Andersson, 1990). Ayrica, olusan konjugatlar kovalent baglarla bagli oldugu icin
polimerizasyon kosullar1 (yiiksek sicaklik, yiiksek veya diisik pH gibi) istenildigi gibi
uygulanabilir. Ancak, kovalent baskilamanin dezavantajlart da vardir. Baskilanacak molekiil ile
monomer arasindaki etkilesimlerden dolay1r polimerlesme esnasinda siirekli sorunlar
cikacagindan polimerlesme islemi ¢ok ekonomik olmaz. Baskilanacak molekiiliin polimere
tersinir olarak baglanma miktar kisithidir. Meydana gelen kovalent bagin etkisiyle baglanma hizi
zayiflar ve polimerizasyon sonrasinda baskilanmis molekiilin matristen sokiilerek
uzaklastirilmasi zorlagir. (Takeuchi ve Haginaka, 1999; Hishiya vd., 2003). Kovalent olmayan
molekiiler baskilama yonteminde ise; baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda
kovalent olmayan etkilesimler oldugu i¢in olusacak polimer iginde baskilama ¢ok daha basarili
olmaktadir. (Arshady ve Mosbach, 1981; Vlatakis vd., 1993). Bu tiir baskilanmig molekiil,
polimer matrisinden sokiilerek alinabilmekte ve tekrar etkilestirilebildiginde bosluklart
doldurmaktadir (Wulff ve Knorr, 2002; Marty ve Mauzac, 2005; Yan ve Row, 2006). Sonug
olarak kovalent olmayan baskilama, kovalent baskilama yontemine gore daha kolaydir ve
kovalent baglanmaya gore daha yiiksek afiniteye sahip baglanma bolgeleri olusturmaktadir

(Hishiya vd., 2003).

Son yillarda elektrot yiizeyinde kimyasal polimerizasyon ya da elektrokimyasal
polimerizasyonla da elektrot ylizeyinde molekiiler baskilama c¢aligsmalar1 yaygin hale gelmeye
baslamistir (Adumitrachioaie, vd., 2018). Ozellikle bir analit ile piroliin elektrokimyasal
reaksiyonla baskilanmasi suretiyle elektrot yiizeyinde MIP elde edilerek c¢esitli analit
uygulamalar1 yapilmaktadir. Elektrokimyasal calismalarda analitin elektroaktif bir molekiil
olmasi sart degildir. Ciinkii redoks problar yardimiyla elektrokimyasal impedans
spektroskopisiyle (EIS) 6l¢iimler alinarak analit tayin edilebilmektedir (Uygun ve Dilgin, 2013).
Ayrica, analit elektroaktif grup igeriyorsa voltametrik tayin de yapilabilir (Long vd., 2015).

MIP caligmalar1 genel olarak ilag, gida, biyolojik ve ¢evresel numunelerin analizinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Wu vd., 2016., Bakhtiar, vd., 2015). Ayni1 zamanda, adsorpsiyon
temelli ayirma ve zenginlestirme calismalarinda da etkin olarak kullanilmaktadir. MIP, 6zellikle
ilag aktif maddelerinin kat1 faz ekstraksiyonunda, biyokimyasal (DNA, RNA, peptit, enzim,

hormon vb.) numunelerin saflastiriimasinda 6nemli rol oynar.
2.2. Kanamisin ve Ozellikleri

Kanamisin (KAN); mol kiitlesi 484,499 g/mol olan CisH3sN4O1sS kapali formiiliine
sahip, karbon (C), hidrojen (H), azot (N), oksijen (O) ve kiikiirt (S) elementlerini igeren, yaygin
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olarak kullanilan aminoglikozit grubundan olan Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterileri
kaynakli hayvan enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan yaygin bir antibiyotiktir (Zhang, vd.,

2019). Streptomyces kanamyceticus isimli bakteriden dziitlenmektedir (Zengin vd., 2014).

Bu tiir antibiyotiklerin etkileri hakkinda bilinen en ozelliklerinden birisi bakteri
ribozomlarina baglanarak protein sentezini bozmasidir (Wang vd., 2016; Lee vd. 2011) Giiglii
bakteriyel enfeksiyonlara karsi etkisi ve akut tedavisi bilinen KAN, cok sayida bakteri
enfeksiyonunda kullanilmaktadir. KAN’in hayvanlarda yaygin kullanimi, hayvansal gidalarda
antibiyotik kontaminasyonunun artmasi endigesine yol agmaktadir. (Wang vd., 2016). KAN’mn
bu sekilde gida zinciriyle insan viicudun da birikmesi, isitme kayb1 (Xu vd., 2014), bobrekte hasar
(Oertel vd., 2004) ve alerjik reaksiyonlar (Ha vd., 2017a) gibi ¢esitli rahatsizliklara sebep olabilir.

KAN’1n ¢esitli formlar1 vardir. Bunlardan en ¢ok bilinenleri, kanamisin A (KANA),
kanamisin B (KANB) ve kanamisin C (KANC) (Zhou vd. 2007)’dir. (Sekil 2.1). KANA,

kanamisin siilfat seklindedir.
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Sekil 2.1. Baz1 kanamisin tiirevleri.

KAN, ilaca direngli mikroorganizmalarin sebep oldugu tiiberkiilozun tedavisi i¢in de
yardime ilag olarak kullanilmaktadir (Kumari vd., 2018). KAN’in ¢ok fazla sayida bakteriye
kars1 etkin tedavide kullaniliyor olmasi 6zellikle hayvansal gidalarda kontminasyon miktarinin

belirlenmesinde 6nem arz etmektedir. Bu nedenle, bir¢ok iilkeden kuruluslar ger¢ek numuneden
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kanamisin tayini i¢in yliksek hassasiyet ve secicilikte tekniklerin gerektigi veteriner ilaglartyla
tedavi edilmis veya biyosidallara maruz kalmis hayvanlardan gelen yiyecek maddelerindeki
kanamisin miktart i¢in maksimum kalint1 limiti belirlemislerdir. Bu kapsamda, kanamisinin
siitteki maksimum kalint1 limitini Kore Gida ve Ilag Kurumu 0.1 ppm (0.1 mg/kg) ve Avrupa
Birligi ise 0.15 ppm (0.15 mg/kg) olarak belirlemislerdir. (Wang vd., 2013; Lim vd., 2012; Ha
vd., 2017b). Sadece et, siit ve siit iriinleri ile igme sularinda degil pek ¢ok kan, idrar vb.
numunelerde de antibiyoritk kalintisinin olup olmadigimi belirlemek 6nemli oldugu i¢in ¢ok
cesitli analiz yontemleri gelistirilmistir (Zengin vd., 2014). Genel olarak, kanamisin i¢in analitik
yontemlerin biiylik kismi nitel analiz agisindan faydali olan yiiksek performans sivi
kromotografisi (HPLC) ve gaz kromatrografisi-kiitle spektrometresini igerir (Isoherranen ve
Soback, 1999; Blanchaert vd., 2013). Fakat kromatografi teknikleri, pahali ve biiyiik ekipmanlar,
profosyonel operatorler gerektirmekte ve tayinleri zaman almaktadir (Wang vd., 2017; Pundir ve
Batra, 2015). Dolayisiyla, kanamisinin basit ve hizli tayini igin kolorimetrik (Song vd., 2011),
floresans spektroskopisi (Ha vd., 2017b), ve elektrokimyasal (Zhu vd., 2012) biyosensor

teknikleri igeren yeni yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.3. Kanamisin Tayini

Hayvanlardaki bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin kullanilan antibiyotiklerden
biri olan KAN’1n hayvansal gidalarda ve ¢evresel numunelerde miktarinin belirlenmesinin 6nemi
onceki boliimde belirtilmistir. Besin zinciri yoluyla insana gecerek viicutta biriken ve insan
saglig1 icin tehlike arz eden KAN’in eser miktarda tayini igin g¢esitli yontemler gelistirilmistir.

Literatiirden kisaca derlenen bazi caligmalar asagida 6zetlenmistir.

KAN tayini i¢in en yaygin kullanilan yontemlerin basinda kromatografi teknikleri
gelmektedir. Bu konuda, sivi ve gaz kromatografisiyle (Preu, vd., 1998) yapilmis cesitli
caligmalar mevcuttur. HPLC ile gelistirilen KAN tayin yontemleri hakkinda 2019 yilinda bir
derleme makalesi (review article) yayimlanmistir (Zhang, vd., 2019). Bu makalede, mor Gtesi
(Blanchaert vd., 2013), floresans (Wang ve Peng, 2008), buharlagsmali 151k sagilmasi (Megoulas
ve Koupparis, 2005), pulslu elektrokimyasal (Manyanga, vd., 2010) ve kiitle spektrometrisi
(Cheng, vd., 2010) dedektorliit HPLC galismalarinin ¢esitli biyokimyasal ve gida numunelerinde
uygulamalar1 incelenmistir. Bu yontemlerin LOD degerleri ve gergek numune analizlerindeki %
geri kazanim degerleri verilmistir. Her ne kadar literatiirde kromatografi teknikleriyle KAN tayini
yaygin olsa da bu tekniklerinin diger tekniklere gore pratik olmamasi, pahali olmasi ve uzun cevap

stiresine sahip olmasi aragtirmacilarin farkli analiz yontemleri gelistirmesine sebep olmustur. Bu
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kapsamda KAN tayini i¢in kapiler elektroforez, enzim bagli immiinosorbent analizi, yiizeyde
giiclendirilmis Raman spektroskopisi (SERS), yiizey plazmon rezonans (SPR) ve Kuartz kristal
mikrobalans (QCM) gibi ¢esitli analitik yontemler gelistirilmistir.

Yapilan ¢alismalarin birinde, 2-merkaptobenzotiyazol (MBT)’iin Raman etiketi olarak
kullanilmasiyla KAN i¢in SERS tabanli tayin yontemi gelistirilmistir. SERS etkisi, giimiis
nanoparcacigin (AgNP) c¢ekirdek, altin nanoparcacigin (AuNP) kabuk olarak kullanildigt
bimetalik nanoparcaciklarla ve yilizeyde magnetit kullanilmasiyla saglanmistir (Zengin, vd.,
2014). Gelistirilen yontemin LOD degeri 2 pg/mL olarak hesaplanmistir. Baska bir ¢alismada ise
kapiler elektroforez kullanilarak KAN tayini yapilmistir (Long vd. 2003). 5-40 pg/mL lineer
calisma araliginda araliginda gelistirilen yontemin LOD degeri 2 pg/mL; 0,4-5 pg/mL lineer
calisma araliginda ise 0,4 pg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemle KAN tayini i¢in insan
serumu numuneleri kullanilarak basarili uygulama imkani bulmustur. KAN tayini icin literatiirde
daha farkli yontemler de bulunmaktadir. Ornegin, enzim bagl immiinosorbent analizi (Kitagawa,
vd., 1983) ve yiizey plazmon rezonans (SPR) (Zhang, vd., 2018) aragtirmacilar tarafindan tercih

edilen yontemlerdir.

Yukarida bahsedilen metotlarin birgogu zaman alan, ugrastirici ve birgok ¢oziicliyle
beraber pahali ekipman gerektiren metotlardir. Bu nedenle, KAN tayini i¢in diisiik maliyetli,
secici ve hassas metotlarin gelistirilmesi istenmektedir. Elektrokimyasal tayin yontemleri bu
amag i¢in en uygun sensor tekniklerinden biridir. KAN tayini igin elektrokimyasal ¢alismalar

genellikle voltametrik ve impedimetrik olmak tlizere iki farkli teknikte yogunlagmistir.

He ve Yan (2018) Au@Pt nanopargaciklari igeren tiyonin esash voltametrik teknikle
KAN aptasensorii gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemin ¢alisma araligi 1 pM-1 uM olup LOD
degeri 0,16 pM’dir. Bu yontemi tabuk numunesine uygulayarak KAN’in geri kazanim degerlerini
oldukca yiiksek bulmuslardir. Bir diger ¢alismada Zhang ve ekibi (2018) KAN tayini i¢in
grafen/AuNP iceren bir aptasensoér ¢alismasi yapmislardir. DPV dlgiimlerinde 0,1 pM-10 pM
calisma araliginda LOD degerini 0,03 pM olarak vermislerdir. Ger¢cek numune olarak siit
kullanarak oldukga basarili geri kazanim degerleri elde etmislerdir. Yine bir bagka ¢aligmada
perde baskili karbon elektrot kullanilarak KAN tayini i¢in impedimetrik aptasensor
gelistirilmistir. 1,2 ng/mL—75 ng/mL calisma araliginda LOD degerini 0.11 ng/mL olarak elde
etmislerdir. Hazirlanan sensori siit numunelerine uygulayarak basarili geri kazanim degerleri elde
edilmistir. Daha farkli elektrokimyasal ¢alismalardan bazilarinin performans sonuglar1 4. Boliim

sonunda Cizelge 4.9°da karsilastirmali olarak verilmistir.
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Yontem bakimindan literatiirle karsilagtirildiginda, bu tez calismasinda, kismen daha
karmagik olan aptamer immobilizasyonu yontemleri yerine, polipirol i¢ine KAN molekiiliinii
dogrudan baskilayarak elde edilen MIP sensorii ile literatiirdeki ¢alismalara gére daha pratik,

maliyeti diigiik ve cevap siiresi kisa bir impedimetrik sensor gelistirilmesi hedeflenmistir.
2.4. Grafen Oksitin (GO) Elektrot Olarak Kullanilmasinin Onemi

Bilindigi lizere grafen oksit, karbon allatropu olan grafitin elektrokimyasal veya kimyasal
reaksiyonlar yardimiyla birkag veya tek tabakalar halinde agilmasiyla elde edilmektedir (Erkal
vd., 2016). Tabaka kalinlig1 arttikca yap1 grafit oksit ismini alir. Grafenden fakli olarak GO
yiizeyinde -C=0, -COOH, -OH gibi fonksiyonel gruplar ve halkalar {izerinde pi baglar
bulunmaktadir (Novoselov vd., 2004). Grafen oksit, tabaka kalinlig1 ya da yiizey modifikasyon
miktart arttikga iletkenlik bakimindan zayiflar (Erkal vd., 2015).

Glintimiizde pek ¢ok literatiirde GO ve tiirevleriyle (indirgenmis grafen oksit, rGO vb.)
ile modifiye edilmis elektrotlar iizerinde elektrokimyasal ¢alismalar ¢alisiimaktadir (Yavuz vd.,
2016; Kariper vd., 2019; Yun vd., 2015). GO modifikasyonuyla birlikte elektrot yiizey alanindaki
artma elektroaktif tiiriin elektron aktarimi esnasinda meydana gelen pik akimini arttirmaktadir.
Ozellikle tek tabakali GO yapilardaki pi bagi lokalizasyonuyla elektrot iletkenligi artmaktadir.
Bu yiizden sentezlenen GO’lerin miimkiin tek tabakali miktarin fazla olmasi 6nemlidir. Ayrica
GO modifikasyonu esnasinda iletkenligin azalmamasi i¢in ¢ok kalin katmanlarin olugmasi
engellenmelidir. Bu amacla kullanilacak GO miktar1 ve hazirlanan modifiye elektrotun bir

ultrasonik banyoda sonike edilmesi 6nemlidir (Celik vd., 2016).
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kimyasal ve Diger Sarf Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan biitiin kimyasallar HPLC safliginda olup Merck, Fluka,
Sigma-Aldrich ve Riedel firmalarindan temin edilmistir. Kanamisin siilfat (KANA) Sigma-
Aldrich’den alinmistir. Elektrokimyasal ol¢timler yiiksek saflikta argon gazi (%99,999) altinda
olup aksi belirtilmedik¢e oda sicakliginda (24+1 °C) alinmistir. Sulu ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
ve yikama iglemlerinde Human Power 1+ sisteminden elde edilen ultra saf su (UPW 18,2 MQ
cm) kullanilmigtir. Elektrokimyasal lglimler igin iiglii elektrot sistemi kullanilmis olup karsit
elektrot olarak Pt tel, referans elektrot olarak Ag/AgCloygun), ¢alisma elektrotu olarak ise camsi
karbon (GC) veya modifiye edilmis GC kullanilmistir. Cams1 karbon (GC) elektrot kullanilmadan
once 100 ve 50 um’luk aliimina slispansiyon ile temizlenerek asetonitril-izopropil alkol (1:1, v:v)
karigiminda ve saf su ile bir ultrasonik banyoda (Bandelin, Sonorex, 35 kHz) 5’er dk sonike

edilerek kullanilmagtir.
3.2. Grafen Oksitin (GO) Hazirlanmasi ve GC Yiizeyine Modifikayonu

Grafen oksit modifiye edilmis Hummer’s Y&ntemi ile hazirlanmistir (Hou vd., 2010). 2,5
g grafit ile 15 mL HySOs iyice karistirildiktan sonra tizerine 2,5 g K»S,03 ve 2,5 g P2Os dikkatlice
eklenmistir. Karigim, geri sogutucu altinda 80°C’de 6 saat 1sitildiktan sonra sogutulmus, saf su
ile yikanarak siiziilmistiir. Elde edilen iiriin, bir tuz-buz banyosunda 125 mL’lik soguk H2SOs
icerisine konulmustur. Uzerine 15 g KMnOa, sicaklik 20°C’nin altinda tutulacak sekilde yavas
yavas ilave edilmistir. Eklenme islemi tamamlandiktan sonra tizerine 250 mL UPW eklenmis ve
bir manyetik karistiric1 iizerinde 35°C’de ile 4 saat kanstirlmistir. Uzerine 750 mL saf su
eklenerek seyreltme islemis yapilmistir. Son karisim iizerine hizli bir sekilde 20 mL %30 H202
eklenmis iyi bir karistirma islemi ile kopiliren ¢o6zeltinin renginin turuncu-kahve olmasi
gbzlenmistir. 1 gece oda sartlarinda karistiricida karigtirilarak bekletilen siispansiyon 10.000
rpm’de ultrasantrifiij (Hermle Z36HK, Almanya) ile 10 dk santrifiijlenerek GO ¢okelegi elde
edilmigstir. Cokelek 0,1 M HCI ¢dzeltisi ile 3 defa yikanarak her defasinda santrifiij edilerek
saflastirilmigtir. Elde edilen GO, 55 °C’de vakumlu etiivde 12 saat bekletilerek kurutulmustur
(Erkal vd., 2015).

Elde edilen GO’dan 100 mg alinarak asetonitrille 5 mL siispansiyon hazirlanmistir.
Stispansiyon’dan 5 pL, 10 pL, 15 pL ve 20 pL almarak 6nceden temizlenen GC yiizeyine
damlatilarak IR lambasi altinda 10 dk bekletilerek GO’nun GC yiizeyine modifikasyonu
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(GC/GO) saglanmistir. Her bir GO yiizeyi KAN igeren pirol ile modifiye edilip KAN molekiilleri
sokiilerek GC/GO-pPy-KAN* elektrotlara doniistiiriilmiistiir. impedimetrik lgiimlerden ideal
GO siispansiyon miktar1 10 pL olarak belirlenmistir.

3.3. KAN Molekiilii Baskilanmis Polipirol Modifiye GC/GO Yiizeyin Hazirlanmasi

GC/GO elektrot, pH=7 PBS tamponunda (0,1 M KCI ¢ozeltisi iginde) 50 mM pirol ve
sirastyla 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM ve 30 mM KAN iceren ¢ozeltiye daldirilarak
elektrokimyasal oksidasyonla 5 ¢evrimde modifiye edilmistir. Potansiyel pencere olarak 0/1800
mV araligi, tarama hizi olarak 50 mV/s tercih edilmistir. Molekiiler baskilama esnasinda ideal
KAN konsantrasyonunun 25 mM oldugu impedans olglimleriyle belirlenerek modifiye edilen

elektrot GC/GO-pPy-KAN olarak kisaltilmistir (Uygun ve Dilgin, 2013).

GC/GO-pPy-KAN elektrot igindeki KAN molekiillerinin sokiilerek molekiiler bosluk
olusturabilmek i¢in 2 M HCl ¢ozeltisi (Uygun ve Dilgin, 2013) i¢inde GC/GO-pPy-KAN elektrot
sirastyla 1, 5, 10 ve 15 dk bu ¢dzeltinin igerisinde sabit hizda karistirilarak sokiilmiistiir. Ideal
KAN’i alma siiresinin impedans Ol¢timlerinden 10 dk oldugu anlasilmistir. KAN’e uygun
bosluklar olusturulan elektrot GC/GO-pPy-KAN* olarak kisaltilmistir. Sekil 3.1°de GC yiizeyine
GO’in modifiye edilisi, GC/GO yiizeyinde pirol ve KAN karisiminin baskilanarak
polimerlesmesi ve HCI ile muamele sonunda polimer i¢ine doplanan KAN molekiillerinin

sokiilerek KAN bosluklu GC/GO-pPy-KAN*olusturulmasi sema olarak gosterilmistir.
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oksidasyon

HCI

GC/GO-pPy-KAN

Sekil 3.1. GC/GO-pPy-KAN* yiizeyinin olusturulmasi semas.
3.4. Hazirlanan Malzemelerin ve Elektrotlarin Karakterizasyonu

Hazirlanan GO, Raman (Horiba, Jobin-lvon, Fransa) ve SEM (Nova, NanoSEM-650,
Belgika) teknikleriyle karakterize edilmistir. GC/GO-pPy-KAN ve GC/GO-pPy-KAN*
ylizeylerinin AFM (Park Systems AFM, NX10, G. Kore) goriintiileri ve XPS (PHI 5000
VersaProbe, Japon/A.B.D.) spektrumlart alinmigtir. Elektrokimyasal dlgiimler (CV ve EIS) Ivium
CompactStat (Hollanda) elektroanalizor ile alinmistir. Redoks prob ¢ozeltisi olarak, 1 mM
KsFe(CN)es/KsFe(CN)s karisimi 0,1 M KCl iginde hazirlanarak kullanilmistir. Karakterizasyon ve

tayin yontemlerinde kullanilan biitiin elektrokimyasal dl¢iimler 5'er kez tekrarlanmistir (n=5).
3.5. Modifiye Elektrot Uzerinde KAN Tayini icin Yontemi Gelistirilmesi

Impedimetrik KAN tayini yapilmadan énce bazi optimizasyon parametreleri yukarida

belirtildigi impedans Sl¢timleriyle belirlenmistir. Bu optimizasyon parametreleri;

- 100 mg GO/5 mL asetonitril ¢ozeltisinin GC yiizeyine damlatilma hacminin

belirlenmesi

- 50 mM pirol igine karigtirillarak molekiiler baskilanacak KAN konsantrasyonunun

belirlenmesi
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- KAN katkilanmis polipirol modifiye elektrotlardan 2 M HCl i¢inde KAN’in sokiilerek

cikarilmasi i¢in gereken ideal siirenin belirlenmesi seklindedir.

- Son olarak bir diger optimizasyon parametresi ise, kalibrasyon c¢alismalarinda
kullanilacak c¢esitli konsantrasyonlardaki KAN standartlariin GC/GO-pPy-KAN*
yiizeyindeki bogluklara tutunmasi igin gereken ideal siirenin belirlenmesidir. Bunun
i¢in standart numuneler iginde elektrolarin bekleme siireleri 10 dk, 20 dk, 30 dk ve 40
dk olarak segilmistir. Ideal siirenin 30 dk oldugu anlasilmistir. Bu parametrede
GC/GO-pPy-KAN* yiizeyine 1 (M KAN standardinin ideal baglanma siiresinin

belirlenmesi seklinde ifade edilmistir.

KAN’in kalibrasyon olgtimleri 5 nM-1 uM konsantrasyon araliginda ¢aligilmigtir. Elde
edilen Nyquist egrileri degerlendirilerek bu konsantrasyon araligi i¢in kalibrasyon egrisi elde
edilmigstir. Gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinligi giin i¢i ve ardigik 5 giin i¢in giinler-arasi
olarak belirlenmistir. Gelistirilen yontemle KAN tayinini bozabilecek bazi molekiil ve iyonlar
varliginda GC/GO-pPy-KAN* elektrot yiizeyinde KAN ile girisimde bulunmasi muhtemel iyon
ve molekiiller etkilestirilerek girisim deneyleri yapilmistir. Bunun i¢in 10 nM KAN ile birlikte 1
UM tobramisin (TOB) ve 1 uM gentamisin (GEN) ve 1 pM penisilin (PEN), 1 amoksilin 1 uM
(AMX), 1 mM Na*, 1 mM NH," baskilanmis ve impedimetrik KAN tayini yapilmistir.

3.6. Ger¢ek Numune Analizi

Cesme suyu numunesi dogrudan kullanilarak analiz edilmigtir. Siit numuneleri ise ilk
olarak 10’ar mL alindiktan sonra 1 mL %10’luk triklor asetik asit ile (TCA, % m/v) muamele
edilip 30 s gibi kisa siirede iyice karistirilip hemen 5000 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra
cozelti kismu biriktirilmis, ¢okelek kismi ise saf su ile iyice yikanarak tekrar santrifiij edilmis ve
stiziintii kism1 Onceki ¢ozeltiye ilave edilmistir. Biriktirilen ¢ozelti pH=7 fosfat tamponu ile

tamponlanarak (0,1 M KCl destek elektrolit ortaminda) analiz edilmistir (Ruyck ve Ridder, 2007).
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Asagida 25 mM KAN igeren 50 mM piroliin GO damlatilarak modifiye edilmis camsi
karbon (GC/GO) elektrot yiizeyine CV teknigiyle bes cevrimde kaplanmasina ait voltamogramlar
Sekil 4.1°de verilmistir.

10 pA

1. gevrim

5. gevrim

1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Potansiyel, V

Sekil 4.1. 25 mM KAN igeren 50 mM piroliin pH=7 PBS tamponunda (0,1 M KCI destek
elektrolit icinde, Ag/AgCl referans elektrota karsi) bes ¢evrimlik doniisiimlii voltamogramlari
(tarama hizi: 50 mV/s).

Sekilden de anlagildigina gore KAN molekiilleri igeren pirol, GC/GO elektrot ylizeyine
CV teknigi ile modifiye edilmistir ve polimerleserek elektrot yiizeyine polipirol olarak
kaplanmistir. {1k cevrimden sonra modifikasyonun biiyiik kismi tamamlanmus, 2. ve 3. ¢evrim ile
modifikasyon sona ermistir (Ustiindag ve Solak, 2009). Her defasinda aym standart calismalar
yapilmasi bakimindan ¢evrim sayisi bes olarak belirlenmistir. Modifiye elektrot GC/GO-pPy-
KAN olarak isimlendirilmistir.

4.1. Molekiiller Baskilanmis Elektrotlarin Karakterizasyon Sonuclari

Modifiye Hummer’s yontemiyle hazirlanan grafen oksit (GO)’lerin karakterizasyonu

Raman dl¢timleriyle yapilmistir. GO ve grafitin Raman spektrumlart Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. GO ve grafitin Raman Spektrumlari.

Yukarida, Sekil 4.2°den anlasilacag lizere G bandi karbon atomundaki diizenli/aromatik
yapilara yani sp? hibritlesmelerine karsilik gelir. D band: ise daha diizensiz sp3 hibritlesmeli
yapilara karsilik gelmektedir. Ip/lc Raman siddeti oranlarina baktigimizda grafitte (Io/1c=0,16)
daha diizenli sp? yapilari mevcutken, grafitin kimyasal oksidasyonla agilmasi sonucu Sp?
hibritlesmelerinde bozulmalarin meydana geldigi ve GO’daki karbona ait D bandinin siddetinin
G’ye nispeten arttig1 goriilmektedir (In/1c=0,92). Bu da literatiirle uyumlu olarak grafitin kimyasal

oksidasyonla tabakalar halinde pargalanarak GO’ya doniistiigiine isaret etmektedir (Kim vd.,
2013; King vd., 2016; Noor vd., 2018).

Hazirlanan GO yapilarin SEM goriintiileri Sekil 4.3’de verilmistir. Sekil 4.3’den
anlasilacag1 ilizere grafitin parcalanarak GO tabakalarina doniistiigii burusmus tabakalardan
anlasilmaktadir. SEM goriintiileri toz GO’in bant {izerine yapistirilmasiyla elde edildigi i¢in

fazlaca burusuklugun meydana gelmesi normaldir.
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Sekil 4.3. GO’nun SEM goriintiisii.

Hazirlanan elektrotlarin  (GC/GO-pPy, GC/GO-pPy-KAN ve GC/GO-pPy-KAN*)
ylizeylerinin AFM goriintiileri Sekil 4.4’de verilmistir.

GC/GO-pPy, GC/GO-pPy-KAN ve GC/GO-pPy-KAN* yiizeylerinin AFM gorintiileri
Sekil 4.4’de verilmistir. Goriintiilere goére GC/GO-pPy belirli bir ylizeye sahipken, KAN
baskilanmis hali olan GC/GO-pPy-KAN yiizeyin piiriizliiliigl artmis tist {iste tabakalarin bindigi
anlasilmistir. KAN molekiillerinin polimer filmden sokiilmesiyle birlikte piiriizliigii azalmis daha
homojen dagilimh kiiciik gézenekli bir yiizey meydana gelmistir. Bu ylizey, GC/GO-pPy’de

oldugu gibi sadece pPy igermesine ragmen baskilandig1 i¢in gdzenek bosluklar1 fazladir.
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GC/GO-pPy GC/GO-pPy-KAN GCI/GO-pPy-KAN*

Sekil 4.4. Hazirlanan elektrotlarin (GC/GO-pPy, GC/GO-pPy-KAN ve GC/GO-pPy-KAN¥*)
AFM gorintiileri.

X-Isinlar1 fotoelektron spektroskopisiyle (XPS) karakterizasyonlarda Nis baglanma
enerjilerinden yararlanilmistir. Sekil 4.5°te sadece GC/GO-pPy-KAN numunesi i¢in elde edilen
genel XPS spektrumu verilmistir. Spektrumda Nis, Cis Ve Oy pikleri goriilmektedir. GC/GO-pPy,
GC/GO-pPy-KAN ve GC/GO-pPy-KAN yiizeylerinin her birinde GO bulundugu i¢in biitiin
ylizeylerin ihtiva ettigi Cis ve Ois degisimleri lizerinden yiizeyleri karakterize etmek dogru
degildir bu yiizden Sekil 4.6’da GC/GO-pPy, KAN baskilanmis GC/GO-pPy-KAN ve KAN
molekiileri sokiilmiis GC/GO-pPy-KAN* elektrot yiizeylerinin Nys dar bolge XPS spektrumlart
verilmistir. Polipirol igeren yiizeyde (GC/GO-pPy) —NH- fonksiyonel gruplari vardir. KAN
molekiileri serbest —-NH, fonksiyonel gruplarina sahiptirler (He et al., 2017). KAN baskilanmig
yiizeyde (GC/GO-pPy-KAN) ise —NH- ve —NH; fonksiyonel gruplar1 ihtiva eden iki farklt Nis
baglanma enerjisi mevcuttur. KAN molekiilleri sokiilmiis GC/GO-pPy-KAN* yiizeyde ise —\NH:
fonksiyonel gruplarina ait Nis spektrum siddetinin oldukg¢a azaldigi goriilmektedir.
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Sekil 4.5. GC/GO-pPy-KAN i¢in XPS spektrumu.
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Sekil 4.6. GC/GO-pPy, GC/GO-pPy-KAN ve GC/GO-pPy-KAN* yiizeylerinin Nis dar bolge
XPS spektrumlari.
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GC, GC/GO, GC/GO-pPy ve GC/GO-pPy-KAN* yiizeylerinin elektrokimyasal olarak
doniisiimlii voltametri (CV) ile karakterizasyonlar1 Sekil 4.7°de goriilmektedir Redoks probun pik
akimi degerleri Cizelge 4.1’de verilmistir. Karakterizasyonda 1 mM postasyum
ferisiyantir/potasyum ferrosiyaniir (KsFe(CN)s/KsFe(CN)s) redoks prob karisimi (0,1 M KCl
icinde) kullanilmustir. Ilgili elektrotlar asagidaki boliimde verilen optimum calismalara gore

hazirlanmstir.,

20 pA GC/GO-pPy-KAN*

GCIGO-pPy

: , : , :
-0,2 0,0 0,2 04
Potansiyel, V

Sekil 4.7. 1 mM KsFe(CN)es/KsFe(CN)s redoks probun (0,1 M KCl i¢inde) GC, GO/GC, GC/GO-
pPy ve GC/GO-pPy-KAN¥* elektrotlar iizerindeki dontisiimlii voltamogramlari (tarama hizi: 200
mV/s; referans elektrot: Ag/AgCI(qoy)).

Cizelge 4.1. 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks probun (0,1 M KCl iginde) GC, GO/GC,
GC/GO-pPy ve GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar tizerindeki doniisiimlii voltamogramlarindan
(tarama hizi: 200 mV/s; referans elektrot: Ag/AgCl(doy)) elde edilen anodik pik akimi degerleri.

Elektrot Pik akimi, pA
GC 2.10+0,12
GO/GC 8,92+ 041
GC/GO-pPy 13,56 £ 1,33

GC/GO-pPy-KAN* 14,37 + 2,75
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1 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)s redoks probun (0,1 M KCl i¢inde) GC, GO/GC, GC/GO-
pPy ve GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar tizerindeki doniisiimlii voltamogramlarindan elde edilen
anodik pik akimlari incelendiginde, GC/GO-pPy-KAN* elektrot tizerinde redoks probun elektron
aktariminin hizlandig1 anlagilmistir (Erkal et al., 2016). Polimerle birlikte KAN baskilandiktan
sonra KAN molekiillerinin sokiilmesi sonucu elde edilen GC/GO-pPy-KAN* elektrot iizerinde
redoks probun pik akimi 14,37 pA olarak bulunmustur. Bu deger, GC/GO-pPy elektrot lizerinde
redoks probun anodik pik akimi degeri olan 13,56 pA’e oldukg¢a yakindir. GC/GO-pPy-KAN*
elektrotun GC/GO-pPy elektrottan en 6nemli farki, KAN baskilandiktan sonra tekrar KAN
molekiillerinin yiizeyden uzaklastirilmasiyla yine ayni polimer kapl elektrotun yiizeyinde
bosluklarin olusarak yiizey alani oldukga fazla bir elektrot yiizeyi elde edilmesidir. Bu yiizey alan1

daha biiyiik olan polimer elektrotun redoks probun pik akimini artirmasi beklenen bir sonugtur.

GC, GC/GO, GC/GO-pPy ve GC/GO-pPy-KAN* yiizeylerinin 1 mM
KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks ¢ifti  karisimi  kullanilarak  elektrokimyasal —impedans
spektroskopisiyle (EIS) karakterizasyonlar1 Sekil 4.8’de goriilmektedir. Ilgili elektrotlar
asagidaki boliimde verilen optimum calismalara gore hazirlanmistir. Redoks ¢iftinin yiik aktarim
direncleri (Rct) degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Elde edilen Nyquist egrisinin difiizyon etkili
sabit faz elemanli Warburg elektriksel devre modellemesine uydugu anlasilmistir (Ustiindag ve

Solak, 2009).

0,6
GC
g
- 0,34 GC/GO-pPy
N /!
GC/GO-pPy-KAN*
0,0
M 1 M 1 ' I M 1 M 1 1
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8

Sekil 4.8. 1 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)s redoks c¢iftinin GC, GC/GO, GC/GO-pPy ve GC/GO-
pPy-KAN* elektrot tizerindeki Nyquist egrileri (DC potansiyeli: 0,05 V; frekans araligi: 300 kHz-
0,2 Hz).
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Cizelge 4.2. 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks probun (0,1 M KCl i¢inde) GC, GC/GO,
GC/GO-pPy ve GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar iizerindeki EIS oOlgiimleri sonucu elde edilen

Nyquist egrilerinden elde edilen yiik aktarim direngleri ve esdeger elektriksel devre modelleri.

Elektrot Rct, kQ Elektriksel esdeger devre
Rs CPE
GC 1,5542 + 0,0557 &/—m— — H
Re .
RE WE
GC/GO 1,3927 +0,0836 &/—m— — H
Re ]
RE WE
GC/GO-pPy 1,0012 £+ 0,0563 &/—m— — H
RE

GC/GO-pPy-KAN*

0,2413 +£0,0048

Ret

2

Q

CPE

Ret

WE

Elektrokimyasal impedans spektroskopisiyle (EIS) elektrot karakterizasyonu sonuglari

incelendiginde redoks prob ciftinin yiik aktarim direncinin en diisiik oldugu deger 0,2413 kQ
degeriyle GC/GO-pPy-KAN* elektrot iizerinde elde edilmistir. GC/GO-pPy, GC/GO ve GC

elektrotlar {izerinde redoks probun yiik aktarim direnci degerleri sirasiyla 1,0012, 1,3927 ve

1,5542 kQ olarak fit edilmistir. Redoks probun yiik aktarim direncinin en diisiik oldugu GC/GO-
pPy-KAN* elektrot iizerinde KsFe(CN)s/KsFe(CN)g’lin elektron aktarrm hizinin  diger

elektrotlara gore oldukga yiliksek oldugu anlasilmistir. Bu sonug, CV Olgiimleriyle uyumludur.

CV Kkarakterizasyonunda da GC/GO-pPy-KAN* elektrot {izerinde aym redoks probun elektron

aktariminin hizlandigi anlasilmistir (Erkal vd., 2016).
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4.2. Modifiye Elektrot Uzerinde KAN molekiilii icin Tayin Yontemi Gelistirilmesi

ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sulu ortam numunelerinde KAN tayini i¢in kalibrasyon yontemi gelistirmeden dnce bazi

optimizasyon ¢alismalar1 yapilarak asagidaki sonuglar elde edilmistir.
4.2.1. GC yiizeyine GO siispansiyonunun damlatilma hacminin belirlenmesi

100 mg GO’den alinarak asetonitril i¢inde 5 mL siispansiyon hazirlanmigtir. Bu
cozeltiden alman 5 pL, 10 pL, 15 pL ve 20 pL ¢ozeltilerin her biri ayr1 ayr1 GC ylizeyine
damlatilarak IR lambasi altinda 10 dakika bekletmek suretiyle her bir GC yiizeyine GO
modifikasyonu saglanmistir. Elde edilen GC/GO elektrotlar, KAN iceren pirol ¢ozeltisiyle
modifiye edilerek, KAN molekiilleri sokiilmek suretiyle GC/GO-pPy-KAN* elektrotlara
donistiirilmistiir. Sekil 4.9°da 5 pL, 10 pL, 15 pL ve 20 pL GO siispansiyonu ile hazirlanmig
GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar {izerinden 1 mM KsFe(CN)s/KaFe(CN)s redoks probun impedans
Olclimleriyle elde edilen Nyquist egrileri verilmistir. Nyquist egrileri Warburg elektriksel
devresine gore modellendiginde redoks probun en diisiik yiik aktarim direncine 10 pL
siispansiyon (100 mg GO/5 mL asetonitril) modifiye edilmis elektrot tlizerinde oldugu
anlagilmistir. Cizelge 4.3°de 5 uL, 10 uL, 15 pL ve 20 uLL GO siispansiyonu ile modifiye edilmis
GC/GO-pPy-KAN* elektrot iizerinde redoks probun ylik aktarim direngleri verilmigtir. 10 uL. GO
siispansiyonu ile modifiye edilmis GC/GO-pPy-KAN* elektrot iizerinde redoks probun yiik
aktarim direnci 0,2094 kQ olarak hesaplanmigtir ve sensor elektrotu olarak kullanilacak olan
GC/GO-pPy-KAN* elektrotun elde edilmesi i¢in ideal GO siispansiyon miktart olan 10 pL
belirlenmistir. Ayrica, bu ¢calismada 25 mM KAN baskilanmig ve 10 dakika 2 M HCI ile muamele
sonrast elde edilen GC/GO-pPy-KAN* elektrot yiizeyinde redoks ciftinin EIS g¢aligmasiyla

belirlenmistir.
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Sekil 4.9. 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks giftinin 5 pl, 10 pL, 15 uL ve 20 uL GO
stispansiyonu kullanilarak hazirlanmis GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar iizerindeki Nyquist egrileri
(DC potansiyeli: 0,05 V; frekans araligi: 300 kHz-0,2 Hz).

Cizelge 4.3. 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)g redoks ¢iftinin 5 pL, 10 pL, 15 pL ve 20 uL GO
siispansiyonu kullailarak hazirlanmig GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar {izerindeki Nyquist
egrilerinin Warburg etkili CPE elektriksel devresine gore fit edilmesi sonucu elde edilen Rct
degerleri.

GO siispansiyon miktari, pL Rct, kQ
5 0,2298 + 0,0057
10 0,2094 + 0,0065
15 0,3391 £0,0112
20 0,3974 + 0,0256

4.22. 50 mM pirol igine kanstirllarak molekiiler baskilanacak KAN

konsantrasyonunun belirlenmesi

Sensor elektrotu olarak kullanilacak olan GC/GO-pPy-KAN* elektrotun elde edilmesi
i¢in ideal GO siispansiyon miktari olan 10 pL belirlendikten sonra baskilanmada kullanilan ideal
KAN konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 50 mM pirol (pH=7 PBS tamponuyla hazirlanmis 0,1
M KClI i¢inde) igine sirasiyla 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM ve 30 mM KAN ilave ettikten
sonra GC/GO yiizeyine modifiye edilmistir. KAN molekiilleri 2 M HCI i¢inde 10 dakika
bekletilerek sokiilmiis ve 1 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)s redoks ¢iftinin Nyquist egrileri alinmigtir
(Sekil 4.10). Cizelge 4.4’de 1 mM KsFe(CN)es/KsFe(CN)s redoks ¢iftinin 10 mM, 15 mM, 20 mM,
25 mM ve 30 mM KAN ile baskilanarak polimer elektrot olarak hazirlanan ve sonrasinda KAN
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molekiilleri sokiillmiis GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar {izerindeki Nyquist egrilerinin Warburg
etkili CPE elektriksel devresine gore fit edilmesi sonucu elde edilen Rct degerleri verilmistir.
Sekil 4.10 ve Cizelge 4.4’den anlasildigina gore redoks probun en diisiik yiik aktarim direnci 25
mM KAN baskilanmig polimerden elde edilen GC/GO-pPy-KAN* elektrottan elde edilmistir.

Z", kQ

00 0.2 04 06 08 1,0 1,2 1,4
Z' kQ

Sekil 4.10. 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)g redoks ¢iftinin 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM ve 30
mM KAN ile baskilanarak polimer elektrot olarak hazirlanan ve sonrasinda KAN molekiilleri
sokiilmiis GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar lizerindeki Nyquist egrileri (DC potansiyeli: 0,05 V;
frekans araligr: 300 kHz-0,2 Hz).

Cizelge 4.4. 1 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)s redoks ¢iftinin 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM ve 30
mM KAN ile baskilanarak polimer elektrot olarak hazirlanan ve sonrasinda KAN molekiilleri
sokiilmiis GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar iizerindeki Nyquist egrilerinin Warburg etkili CPE
elektriksel devresine gore fit edilmesi sonucu elde edilen Ret degerleri.

Baskilanan KAN konsantrasyonu, mM Rct, kQ
10 0,9564 +0,0133
15 0,7737 £ 0,0048
20 0,5815 + 0,0093
25 0,2325 +0,0085

30 0,4831 40,0127
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4.2.3.25 mM KAN katkilanmis polipirol modifiye elektrotlardan 2 M HCI icinde

KAN’in sokiilerek ¢ikarilmasi icin gereken ideal siirenin belirlenmesi

10 uL GO siispansiyonu (100 mg GO/5 mL asetonitril) ile modifiye edilmis elektrot
(GC/GO), 25 mM KAN igeren 50 mM pirol ¢ozeltisi (pH=7 PBS tamponuyla hazirlanmis 0,1 M
KCl i¢inde) ile modifiye edilmistir. Elde edilen GC/GO-pPy-KAN elektrotu yilizeyindeki KAN
molekiilleri, 2 M HCl i¢inde 1 dk, 5 dk, 10 ve 15 dk siirelerle, elektrotlar sabit hizda asit igcerisinde
sallanmak suretiyle sokiilerek c¢ikarilmaya calisilmistir. Cesitli siirelerde asit ¢ozeltisi iginde
muamele edilerek KAN molekiillerinin sokiilerek ¢ikarilmasiyla hazirlanan GC/GO-pPy-KAN*
elektrotlar iizerinde 1 mM KsFe(CN)e/KaFe(CN)s redoks ¢iftinin Nyquist egrileri Sekil 4.11°de
verilmistir. Cizelge 4.5’de ise GC/GO-pPy-KAN elektrotun ¢esitli siirelerde 2 M HCI iginde
muamele edilmesiyle elde edilen GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar {izerinde redoks probun Nyquist
egrilerinin Warburg etkili CPE elektriksel devresine gore fit edilmesi sonucu elde edilen Rct
degerleri verilmistir. Sekil 4.11 ve Cizelge 4.5’den anlasildigina gore redoks probun en diisiik
yiik aktarim direnci, HCI iginde KAN’1n sokiilmesi i¢in gereken optimum siire olan 10 dk igin

elde edilmistir.

0,4 -

0,0 1

—
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Z', kQ

Sekil 4.11. 1 mM KsFe(CN)e/KaFe(CN)s redoks ¢iftinin; 25 uM KAN ile baskilanarak polimer
elektrot olarak hazirlanan ve sonrasinda KAN molekiillerinin 2 M HCI ile ¢esitli siirelerde
sokiilmesiyle GC/GO-pPy-KAN* elektrot iizerindeki Nyquist egrileri (DC potansiyeli: 0,05 V;
frekans araligi: 300 kHz-0,2 Hz).
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Cizelge 4.5. 1 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)g redoks ciftinin; 25 uM KAN ile baskilanarak polimer
elektrot olarak hazirlanan ve sonrasinda KAN molekiillerinin 2 M HCI ile sokiilerek cikarilma
stirelerine karsilik, GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar iizerindeki Nyquist egrilerinin Warburg etkili
CPE elektriksel devresine gore fit edilmesi sonucu elde edilen Rct degerleri.

KAN molekiillerinin sokiilme siiresi, dk Rct, kQ
1 0,6935 +£0,0146
5 0,3090 + 0,0052
10 0,2485 + 0,0048
15 0,2702 + 0,0093

4.2.4. GC/GO-pPy-KAN* yiizeyine 1 pM KAN standardinin ideal inkiibasyon

siiresinin belirlenmesi

Onceden belirlenen optimum sartlarda, 1 uM KAN standardin GC/GO-pPy-KAN*
ylizeyindeki bosluklara tutunmasi i¢in gereken ideal siirenin belirlenmesi i¢in standart numuneler
iginde elektrolar 10 dk, 20 dk, 30 dk ve 40 dk olarak bekletilmistir Sekil 4.12’de optimum sartlar
altinda (modifikasyonda kullanilan GO siispansiyonu 10 pl, molekiiler baskilamada kullanilan
KAN konsantrasyonu 25 mM, KAN molekiillerinin sokiilerek ¢ikarilma siiresi 10 dk) cesitli
stirelerde GC/GO-pPy-KAN* elektrot yiizeyindeki bosluklara 1 pM KAN (pBS=7 tamponu
i¢cinde)’1n inkiibasyonuyla elde edilen elektrotlarda 1 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)s redoks ¢iftinin
(pH=7 PBS tamponuyla hazirlanmis 0,1 M KCI i¢inde) Nyquist egrileri verilmistir. Warburg
etkili CPE elektriksel devrelerinin modellenmesiyle elde edilen Rct degerleri Cizelge 4.6’da
verilmistir. Cizelgeye gore 30 dakikada elektrotun doyuma ulastigi anlagilmis, dolayisiyla bu

siirenin yeterli olacagi kanaatine varilmistir.
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Sekil 4.12. 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)g redoks ciftinin; 25 uM KAN ile baskilanarak polimer
elektrot olarak hazirlanan ve sonrasinda KAN molekiillerinin 2 M HCl ile 10 dk’da sokiilmesiyle
elde edilen GC/GO-pPy-KAN* yiizeylerine g¢esitli siirelerde 1 uM KAN molekiillerinin
inkiibasyonuyla elde edilen elektrotlardaki Nyquist egrileri (DC potansiyeli: 0,05 V; frekans
araligr: 300 kHz-0,2 Hz).

Cizelge 4.6. 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks ¢iftinin; 25 uM KAN ile baskilanarak
polimer elektrot olarak hazirlanan ve sonrasinda KAN molekiillerinin 2 M HCI ile 10 dk’da
sokiilmesiyle elde edilen GC/GO-pPy-KAN* vyiizeylerine g¢esitli siirelerde uM KAN
molekiillerinin inkiibasyonuyla elde edilen elektrotlardaki Nyquist egrilerinden elde edilen yiik
aktarim direnci degerleri.

KAN molekiillerinin adsorplanma siiresi, dk Rct, kQ
10 0,3645+0,0174
20 0,5996 + 0,0233
30 0,7695 + 0,0285
40 0,7301 + 0,0264

4.3. Molekiiler Baskilanmis Elektrotla KAN Tayin Yontemi Gelistirilmesi ve

Sonuclarin degerlendirilmesi

Belirlenen optimum sartlarda sensor galismalart igin elektrotlar hazirlanmistir. Bunun
i¢in, GC yiizeyine 10 uL GO siispansiyonu (100 mg GO/5 mL asetonitril) damlatilmis ve IR
lambasi (75 W) altinda modifikasyon tamamlanmistir (GC/GO). 25 mM KAN igeren 50 mM pirol
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cozeltisi (pH=7 PBS tamponuyla hazirlanmis 0,1 M KClI i¢inde) ile hazirlanan GC/GO elektrot
mofidiye edilmistir. Elde edilen GC/GO-pPy-KAN elektrotu yiizeyindeki KAN molekiilleri, 2 M
HCI iginde 10 dakikalik ideal siirede el ile karistirmak suretiyle sokiilerek cikarilmigtir. Elde
edilen GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar kalibrasyon c¢alismalarinda kullanilmigtir. Sabit hizda
karigtirillan 5 nM-1 uM araliginda cesitli standart KAN ¢ozeltileri (pH=7 PBS tamponu) icine
GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar daldirilarak optimum siire olan 30 dk bekletilmistir. Saf su ile
yikanan elektrotlar iizerinde 1 mM KsFe(CN)e/KsFe(CN)s redoks ¢iftinin (pH=7 PBS tamponuyla
hazirlanmis 0,1 M KCI i¢inde) Nyquist egrileri elde edilmek suretiyle impedimetrik dl¢timler
alimmigtir. Her 6l¢tim bes defa tekrar edilmistir. Sekil 4.13°de 5 nM — 1 mM konsantrasyon
araliginda KAN ile muamele edilmis GC/GO-pPy-KAN* elektrotlar yiizeyinde 1 mM
KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks ¢iftinin Nyquist egrileri verilmistir. KAN konsantrasyonu
degerlerine karsilik elde edilen Nyquist egrilerinin Warburg etkili CPE elektriksel devre
modeliyle fit edilmesi sonucu elde edilen redoks probun yiik aktarim direnci degerleri Cizelge
4.7°de verilmistir. Redoks probun yiik aktarim direnglerine karsilik KAN konsantrasyonu
degisimi kalibrasyon grafigi ise Sekil 4.14’de verilmistir.

Z", kQ

1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
2', kQ
Sekil 4.13. 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks ¢iftinin; 5 nM-1 pM KAN ile 30 dk muamele

edilmis GC/GO-pPy-KAN* elektrot yiizeylerinden elde edilmis Nyquist egrileri (DC potansiyeli:
0,05 V; frekans araligi: 300 kHz-0,2 Hz).
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Cizelge 4.7. 5 nM-1 uM KAN ile muamele edilmis GC/GO-pPy-KAN* elektrot yilizeyindeki 1

mM K3F€(CN)6/K4F6(CN)5

konsantrasyonu degisimi tablosu.

redoks

ciftinin yiik

aktarim direnclerine karsiik KAN

Rct, kQ
[KANL IM - im 2. 6lciim 3. 6lciim _ 4. bleiim 5. dleiim ___ RClorct SD
5 02127 02135 02118 02107 02175  0,2132+0,0026
50 0232 072348 02441 02283 02344  0,2347+0,0058
100 02685 02563  0,2684 02728  0,2668  0,2666::0,0062
200 03341 03408 03523 03412 03427  0,3422+0,0065
400 04427 04382 04253 04596 04412  0,4414+0,0123
600 05671 05583 05277 05146 05328  0,5401+0,0219
800 06545 06487 06273  0,6694 06842  0,6568+£0,0215
1000 07775 08013 07625 07641 0,748  0,7707+0,0201
0,9 -
0,8
0,7 -
0,6 -
G
-
5 0,5
2 ] _
0,4 -
0,3 -
0,2
] ] ] ] ] ]
0 200 400 600 800 1000
[KAN], nM

Sekil 4.14. 5 nM-1 pM KAN ile muamele edilmis GC/GO-pPy-KAN* elektrot yiizeyindeki 1
ciftinin yiik
konsantrasyonu degisimi kalibrasyon grafigi.

mM K3F€(CN)6/K4FG(CN)5

redoks

aktarim direnglerine karsiik KAN

Elde edilen kalibrasyon grafigi verilerinden impedimetrik KAN tayini i¢in elektroanalitik

veriler Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Pct igin gelistirilen yontemin analitik veri analizi (n=5).

Analitik karakter Values

Dogrusal aralik 5nM-1000 nM
Regresyon esitligi (Ret: kQ; [KAN]: nM Rct=0,21118+0,00057[KAN]
Egimin standart hatasi, + 0,00002

Kesim noktasmin standart hatasi, + 0,00270

R? 0,99464

LOD*, nM 5

LOQ, nM 15

* Olgiilebilen en diisiik analit konsantrasyonu LOD olarak kabul edilmistir.

Literatiirde baz1 KAN tayinleri incelenmis olup gelistirilen tayin yontemiyle diger KAN

tayin sonuclarinin karsilastirilmasi Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Literatiirdeki baz1 KAN tayin yontemi sonuglart.

Sira Yontem ve A¢iklama Jrneer Konsavntrasyon LOD Referans
No Arahg
1 Aptasensor esasli / DPV 0,001 nM -1 uM 0,00016 nM  He ve Yan, 2019
2 Aptamer esash / EIS 0,001 nM -0.1 nM 0,00028 nM  Azadbakht ve Abbasi, 2019
3 Aptamer esasli / EIS 0,05 uM — 9 uM 9,4 nM Zhuvd., 2012
4 Aptamer esasli / Floresan 0,8 nM — 350 nM 0,3nM Chen vd., 2015
5 Aptamer esasli / CA 0,2 nM - 200 nM 0,1 nM Xin vd., 2015
6 AUNP nanozyme / DPV 0,1 nM -60 nM 0,06 nM Wang et al., 2016
7 Molekiiler baskilama / DPV 0,1nM—-1uM 0,023 nM Long et al., 2015
8 Molekiiler baskilama / EIS 5nM-1uM 5nM Bu caligma

Gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinligi giin i¢i ve ardisik 5 giin i¢in gilinler-arasi
olarak belirlenerek Cizelge 4.10’da verilmistir. Eklenen KAN degerleri gelistirilen tayin
araliginda ara degerler olan 10 ve 100 nM olarak segilmistir. Giin i¢i ve giinler-arast dogruluk
degerleri %-2,40 ile %+3,20 arasinda degismekte, kesinlik degerleri ise %1,28 ile %3,78 arasinda

degismektedir. Genel olarak %5’in altinda dogruluk ve kesinlik degerleri elde edilmistir.

Cizelge 4.10. Gelistirilen yontemin dogrulugu ve hassasiyetini belirlemek i¢in yapilan ¢caligmada
birbirinden bagimsiz bes seri ile gilin i¢i ve bes ardisik giinler arasi Pct igin DPV o&lgiim
sonuglarindan elde edilen veriler (N=5).

Eklenen KAN Bulunan - Dogrulu Bulunan S
seri 0, 0, J 0,
degeri, nM deger, nM RSD % K% deger, uM RSD %  Dogruluk %
10 9,86+ 0.18 1,83 -1,40 10,12£0.13 1,28 +1,20

100 97,6 £3,6 3,69 -2,40 103,2+3.9 3,78 +3,20
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Kan molekiilleriyle birlikte girisim yapabilecek benzer bazi molekiillerin ve iyonlarin
girisim etkileri, 10 nM KAN ile birlikte denenmistir Sonuglar Cizelge 4.11°de verilmistir. Girisim
gruplari olarak 1 pM tobramisin (TOB) ve 1 uM gentamisin (GEN) ve 1 uM penisilin (PEN), 1
amoksilin 1 uM (AMX), 1 mM Na*, 1 mM NH4* se¢ilmistir.

Cizelge 4.11. 10 nM KAN ig¢in ¢esitli molekiillerin ve iyonlarin varliginda girisim etkileri.

Girisim yapabilecek tiir Konsantrasyon (uM) % Rct degisimi
TOB 1 -3,12
GEN 1 -2,84
PEN 1 +1,91
AMX 1 -1,70
Na* 1000 +1,18
NH,* 1000 +0,78

Gelistirilen impedimetrik KAN tayin yontemin performansi ger¢ek numunelerde
iizerinde degerlendirilmistir. Bunun i¢in ¢esme suyu numunesi ve ticari olarak marketlerde

bulunan siit numunesi kullanilmistir. Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Gelistirilen impedimetrik KAN tayin yontemi ile ger¢ek numune uygulamalarinin
analitik sonuglari.

Numune Eklenen, nM Bulunan deger, nM % Geri Kazanim

0 - -

Sy 50 48,25 96,5

100 99,37 99.4

200 204,8 102,8
0 - -

i 50 48,16 96,3

u 100 101,13 101,1

200 198,7 99,4

Ger¢ek numune analizi sonuglarindan su ve siit numunelerinde KAN ‘in geri kazanim
degerlerinin oldukga iyi oldugu anlagilmistir. Her iki numunede geri kazanim degerleri %96,3 ile

%102,8 arasinda hesaplanmistir.
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5. SONUC

Bu tez ¢aligmasinda Kanamisin siilfat standart numunesi kullanilarak impedimetrik KAN
tayin yontemi gelistirilmistir. KAN, molekiiler baskilama yontemi ile GC/GO elektrot yiizeyine
pirol ile birlikte elektrooksidasyon ile polipirol i¢inde baskilanmigtir. Bu calismada elektrot
ylizeyine kaplanan GO miktar1 10 L GO stispansiyonu (100 mg GO/5 mL asetonitril) olarak
optimize edilmistir. Yine baskilanacak KAN miktar1 25 mM olarak se¢ilmistir. KAN baskilanmig
GC/GO-pPy-KAN elektrot tizerindeki KAN molekiillerinin ylizeyden sokiilerek uzaklagtiriimasi

i¢in 2 M HCI kullanilmis ve elektrotun asitle muamele siiresi 10 dk olarak optimize edilmistir.

Hazirlanan GO ve elektrotlarin yiizey karakterizasyonu i¢in SEM, AFM, XPS gibi ¢esitli
teknikler kullanilmistir. Ayrica hazirlanan GC, GC/GO, GC/GO-pPy, GC/GO-pPy-KAN*
elektrotlari, elektrokimyasal CV ve EIS teknikleriyle de karakterize edilmistir.

KAN analizi i¢in kalibrasyon c¢aligmalarina gegmeden 6nce kullanilacak GC/GO-pPy-
KAN* elektrotu icine biriktirilecek KAN i¢in biriktirme siiresi belirlenmistir. Bunun igin
optimum sartlarda 1 pM KAN’in inkiibasyon siiresi 30 dk olarak hesaplanmistir. Kalibrasyon
calismasinda 5 nM-1 uM araligindaki KAN standartlarinin GC/GO-pPy-KAN* elektrota
inkiibasyonu sonucu olusan elektrot yiizeyinde 1 mM KsFe(CN)s/KsFe(CN)s redoks giftinin
Nyquist egrileri elde edilerek redoks probun hesaplanan yiik aktarim direngleri (Rct) yardimiyla
Rct — [KAN] grafigi ¢izilmistir. Elde edilen grafikten Rct=0,21118+0,00057[KAN] kalibrasyon

denklemi elde edilmistir. Gelistirilen yontemin alt tayin sinir1 (LOD) 5 nM olarak belirlenmistir.

Gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinliginin belirlenmesi i¢in giin i¢i ve ardisik bes giin
icin gilinler-arasi olmak {izere 10 ve 100 nM KAN’in standartlarinin analizleri yapilmistir. Giin
i¢i ve gilinler-aras1 dogruluk degeri % -2,40 ie % +3,20 arasinda, kesinlik degerleri ise % 1,28 ile
% 3,78 arasinda hesaplanmistir. Bu degerler %5’in altinda olup kabul edilebilir smirlar
icerisindedir. Dolayisiyla yontemin dogrulugu kesinligi yiiksektir. Ardisik bes giinliik giinler-
arasi degerlendirmede dogrulugun yiiksek olmasi, bu siire icerisinde elektrot kararliliginin da

yiiksek oldugu anlamina gelir.

Gelistirilen yontemin performansini belirlemek igin iki farkli gergek numunede KAN
tayini yapilmistir. Standart ekleme ile 50, 100 ve 200 nM’lik KAN ilavesiyle su ve siit
numunelerindeki KAN’in geri kazanim degerlerinin oldukga yiiksek olmasi (%96,3 ile %102,8
arasinda) bu sensoriin bu tiir ger¢ek numunelerde kullanilarak KAN tayini yapilabilecegine isaret

etmektedir.
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