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ÖZET 

 

Doktora Tezi 

 

NANOPARÇACIK ETĠKETLĠ BĠYOSENSÖR GELĠġTĠRĠLMESĠ 

 

Haslet EKġĠ 

 

Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Ali Osman SOLAK 

 

Bu çalıĢmada su ve gıda örneklerinde E. coli türü bakterilerin sebep olduğu, insan 

sağlığı için tehlike oluĢturan fekal kirliliğin belirlenmesi amacıyla bimetalik 

nanoparçacık iĢaretli antikorların kullanıldığı elektrokimyasal biyosensör 

geliĢtirilmiĢtir. Bu amaçla, öncelikle altın-gümüĢ (Au@Ag) ve gümüĢ-altın (Ag@Au) 

bimetalik nanoparçacıklar sentezlenmiĢ ve bu nano yapıların karakterizasyonu, 

spektroskopik yöntemler (UV-Vis) ve mikroskobik görüntüleme (TEM) teknikleriyle 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Sentezlenen Au@Ag ve Ag@Au bimetalik yapılara uygun antikor 

bağlanmıĢ, nanoparçacık iĢaretli bu antikorlar, polistiren kuyucuk (PS) yüzeyine ekilmiĢ 

E. coli ile temas ettirilerek antikorun bakteriye tutunması sağlanmıĢtır. Bağlanma 

gerçekleĢtikten sonra elde edilen yüzeyler ATR-FTIR, XPS ve SERS yöntemleri ile 

karakterize edilmiĢtir. Polistiren kuyucukların içerisideki asit çözeltisinde Au veya Ag 

nanometallerinin yükseltgenerek çözeltiye geçmesi sağlanmıĢtır. Elektrokimyasal 

deneylerde karbon kalem elektrot çalıĢma elektrodu olarak kullanılmıĢ ve bu yüzeye, 

çözeltideki altın ve gümüĢ iyonları elektrokimyasal olarak biriktirilmiĢtir. Bu iĢlemin 

ardından Au ve Ag iyonlarının anodik sıyırma voltametresi ile yükseltgenme akımı 

tespit edilmiĢtir. Altının sıyrılma akımı ile bakterinin konsantrasyonu arasındaki 

iliĢkiden yararlanılarak gerçek numuneler içerisindeki E. coli miktarı belirlenmiĢtir. 
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ABSTRACT 

 

Ph.D. Thesis 

 

DEVELOPING NANOPARTICLE-TAGGED BIOSENSORS 

 

Haslet EKġĠ 

 

Ankara University 

Graduate School of Applied Sciences 

Departmant of Chemistry 

 

Supervisor : Prof. Dr. Ali Osman SOLAK 

 

In this study, an electrochemical biosensor was fabricated for the determination of fecal 

contamination in water and food samples due to the presence of E. coli bacteria which is 

seriously dangerous for human health. For this purpose, gold-silver (Au@Ag) and 

silver-gold (Ag@Au) bimetallic nanoparticles were synthesized and characterized by 

spectroscopic (UV-Vis) and microscopic (TEM) methods. After preparation of 

bimetallic nanoparticles, appropriate antibodies were incorporated to these 

nanostructures. Bimetallic nanoparticle-labeled antibodies were treated with E .coli 

immobilized polystyrene microwells to recognize the bacteria. Following the binding 

procedure, these surfaces were characterized with ATR-FTIR, XPS ve SERS 

techniques. Modified microwells were filled with an acid solution and in this way 

bimetallic nanoparticles were dissolved by the oxidation of metals to the ionic forms. In 

electrochemical experiments pencil electrode were used as a working electrode and 

Au
3+

 or Ag
+
 ions in solution were deposited on these electrodes by the electrochemical 

reduction of gold. Following this process, the oxidation peak current of Au
3+

 or Ag
+
 

ions were determined by anodic stripping voltammetry. The relationship between the 

bacteria concentration and stripping current of gold or silver were investigated. After 

these studies, the amounts of the E. coli in the real samples were then detected by the 

developed method. 
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1. GİRİŞ  

 

Son yıllarda nano boyutta madde sentezlenmesi, karakterizasyonu ve uygulamaları 

birçok araĢtırmacının dikkatini çeken ve yoğun bir Ģekilde araĢtırılan konular arasında 

yer almıĢtır. Nanoparçacıklar, genellikle 100 nm‘den küçük boyutlardaki parçacıklar 

olarak tanımlanır. Nanoparçacıklar, küçük boyutlarda ve geniĢ yüzey alanlarına sahip 

olmalarından dolayı mikro- ve makro materyallerden birçok bakımdan farklı özellikler 

gösterirler. Bu özellikleri nedeniyle spektroskopik, optik, elektronik ve kimyasal 

uygulama alanlarında büyük önem taĢırlar (Thomas 2008). 

 

Son zamanlarda, çekirdek/kabuk (core-shell) nanoparçacıklar yaygın uygulama alanı 

bulmuĢtur. Çekirdek/kabuk nanoparçacıklar, çekirdek materyalin bir baĢka materyalle 

kaplanmasıyla oluĢan nano yapılardır. Çekirdek/kabuk nanoparçacıkların boyutu 20 nm 

- 200 nm arasında değiĢebilmektedir. Nanoparçacıkların boyutu göz önüne alınarak, 

parçacıkların kümelenmesini engellemek amacıyla kabuk kısmı ortamda kararlı 

kalmasını sağlayacak bir madde ile de kaplanabilmektedir. Çekirdek/kabuk yapılar 

nanoparçacıkların termal ve kimyasal kararlılığını arttırır, çözünürlüğünü geliĢtirir ve bu 

parçacıkların baĢka moleküllerle birleĢmesini kolaylaĢtırır. Kabuk aynı zamanda 

çekirdek materyalin yükseltgenmesini de önler. Çekirdek/kabuk yapılar inorganik ve 

organik olmak üzere iki grupta sınıflandırılabilir. 

 

Ġnorganik çekirdek/kabuk nanoyapılarda hem çekirdek hem de kabuk, inorganik 

maddelerden (yarı iletken, metal veya metal oksitleri) oluĢur. Sentezlerde en çok 

kullanılan nanoparçacıklar metaller, yarı iletkenler ya da lantanitlerdir. Organik 

çekirdek/kabuk nanoyapılar ise çekirdek organik-kabuk inorganik; çekirdek inorganik-

kabuk organik ya da polimerik çekirdek-kabuk yapılar olabilir. Uygulamalarda biyo-

uyumlu olduğu için inorganik çekirdek-kabuk yapılar daha çok tercih edilmektedir 

(Manocha 2006, Mihai 2007). 

 

Yukarıda da belirtildiği gibi çekirdek/kabuk nanoparçacıklar çeĢitli endüstri dallarında 

geniĢ uygulama alanları bulmaktadır. Özellikle metal çekirdek/kabuk nanoparçacıklar 
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kimyasal, elektronik, biyomedikal, inĢaat ve makine endüstrilerinde kullanılmaktadır. 

Nanoparçacıklar, çevre özelliklerindeki çok küçük değiĢmelere karĢı yüksek ve hızlı 

duyarlığa sahip olduklarından dolayı katalizör, modifiye edici, termal ve mekanik 

özellikleri artırıcı sensör materyaller olarak da kullanılırlar. Bu özellikleri nedeniyle 

biyomedikal endüstrisinde büyük öneme sahip oldukları bilinmektedir. 

Nanoparçacıklar, biyomedikal endüstrinin çeĢitli dallarında biyo görüntüleme, ilaç 

korunması, biyo iĢaretleyici ve organ naklinde de uygulama alanı bulmaktadır (Wang 

2003). 

 

Biyosensörler, hızlı cevap yetenekleri ve kullanım kolaylıkları sebebiyle klinik 

cihazlarda, eczacılıkta ve gıda endüstrisinde son yıllarda önemli bir araĢtırma alanı 

haline gelmiĢtir. Biyosensör yapımında kullanılan enzimlerin kararlığı çok önemli bir 

parametredir. Enzimatik aktiviteyi ve kararlılığı geliĢtirmek için çeĢitli immobilizasyon 

teknikleri kullanılmaktadır. Nanoyapılı malzemeler, büyük yüzey/hacim oranı, yüksek 

yüzey reaksiyon ve katalitik aktivite ve güçlü adsorpsiyon yeteneği gibi özellikleri 

sebebiyle özellikle biyosensör yapımında tercih edilirler. Nanomalzemeler yüksek 

yüzey alanına sahip olmalarından dolayı enzimlerin immobilizasyonunda daha iyi bir 

matriks görevi görürler. Enzim moleküllerinin birden fazla kısımdan nanomalzemeye 

bağlanması proteinin ayrılmasını zorlaĢtırarak, nanomalzeme yüzeyinde bağlı olan 

enzimin kararlılığını arttırmaktadır. Enzim bağlı nanoparçacık çözeltide bulunan serbest 

enzim gibi davranır ve enzim-substrat etkileĢimini arttırarak serbest enzimin 

agregasyonunu engeller. 

 

Etkileyici optik ve elektronik özelliklere sahip olan altın nanoparçacıklar, enzimler için 

uygun ortam sağlamalarından dolayı biyouyumlu malzemeler olarak 

tanımlanmaktadırlar. Altın nanoparçacıklar aynı zamanda elektron transferi için enzimin 

aktif merkezi ile elektrot yüzeyi arasındaki elektron transfer hızını arttıran bir mediatör 

olarak ta kullanılmaktadır (Pandey 2007). 

 

Koliform grup bakteriler, Enterobacteriaceae familyası içinde yer alan, fakültatif 

anaerob, gram negatif, spor oluĢturmayan, 35C‘de 48 saat içinde laktozdan gaz ve asit 
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oluĢturan, çubuk Ģeklindeki bakterilerdir. Bu grupta yer alan ve gıda mikrobiyolojisi 

açısından önemli olan mikroorganizmalar; Citrobacter freundii, Enterobacter 

aerogenes, Enterobacter cloacae, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae 'dir. 

Koliform grup mikroorganizmalara pek çok gıda hammaddesinde rastlanmaktadır. 

Bunların baĢında taze sebzeler, taze yumurta, çiğ süt, kanatlı etleri ve koliform 

bakımından sayıca zengin sulardan alınan kabuklu ve diğer su ürünleri gelmektedir.  

 

Gıdalarda koliform mikroorganizmaların bulunması, kötü sanitasyon koĢullarının, 

yetersiz veya yanlıĢ pastörizasyon uygulamalarının, piĢirme ve pastörizasyon sonrası 

tekrar bulaĢma olduğunun bir göstergesi olarak kabul edilmektedir. Koliform grubu 

mikroorganizmaların hepsi dıĢkı kökenli değildir. Bu grupta bulunan bakterilerden 

normal florası, insanların ve sıcakkanlı hayvanların alt sindirim sistemleri olanlar "fekal 

koliform" olarak tanımlanmakta ve bunlar fekal kontaminasyonun bir göstergesi olarak 

kabul edilmektedirler. Koliform grup içinde fekal koliform olarak tanımlanan 

bakterilerin büyük çoğunluğunun E. coli olduğu bilinmektedir. Grubun diğer üyeleri 

toprak ve bitki kökenli olabilmektedirler. Herhangi bir örnekte E. coli‘ye ve/veya fekal 

koliform bakterilere rastlanması o örneğe doğrudan ya da dolaylı olarak dıĢkı 

bulaĢtığının ve yine bağırsak kökenli Salmonella ve Shigella gibi primer patojenlerin de 

olabileceğinin bir göstergesidir. Bu nedenle hiçbir gıda maddesinde, içme ve kullanma 

sularında, denizlerde ve göllerde E. coli ve fekal koliform bulunmasına izin 

verilmezken, bazı gıdalarda belirli sayıda koliform bakteri bulunmasına izin 

verilebilmektedir. E. coli fekal kontaminasyonun bir göstergesi olması yanında genetik 

yapısı en iyi bilinen canlı olma özelliğine de sahiptir. SuĢlarının birçoğu zararsız olan 

bu bakterinin bazı patojenik tipleri, insan ve hayvanlarda sonucu ölüme kadar giden 

ishallere, yara enfeksiyonlarına, menenjit, septisemi, artheriosklerosis, hemolitik üremik 

sendrom, çeĢitli immünolojik hastalıklar vb. gibi hastalıklara sebep olabilmektedir 

(Çakır 2000).  

 

Bu araĢtırmada insanların tüketimine sunulan maddelerde E. coli bakterisinin 

elektrokimyasal biyosensörler kullanılarak belirlenmesi hedeflenmektedir. Son 

zamanlarda elektrokimyasal biyosensörler için nanomateryaller biyomolekül etiketleyici 

olarak kullanılmaktadır. Nanoparçacıklar enzim etiketleyicilere göre daha kararlı ve 
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yüksek hassaslığa sahiptirler. Bu açıdan nanoparçacıklardan yararlanılarak 

biyosensörlerin oluĢturulmasının literatüre önemli katkılar sağlayacağı düĢünülmüĢtür. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1 Elektrokimya 

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkileĢmesi sonucu meydana gelen fiziksel 

ve kimyasal değiĢiklikleri inceleyen bilim dalıdır.  

 

2.1.1 Elektriksel çift tabaka 

 

Elektriksel çift tabaka her malzemenin arayüzünde var olan yüklü parçacıklar ve/veya 

yönlenmiĢ dipoller dizinidir. Elektrokimyada böyle bir tabaka elektrot üzerindeki yükün 

fazlasını dengelemek için çözelti içerisinde oluĢan iyonik bölgeleri göstermektedir (qe). 

Arayüzün nötral olması (qe+qs =0) için pozitif yüklü elektrot negatif yüklü tabakayı 

çekmektedir. KarĢı tabaka elektrodunkinden zıt yüklü iyondan oluĢmaktadır. ġekil 

2.1‘de elektriksel çift tabakanın kompleks yapısı görülmektedir. 

 

 
 

ġekil 2.1 Elektriksel çift tabakanın Ģematik olarak gösterilmesi 

 

İç tabaka (elektroda yakın olan kısım), iç Helmholtz düzlemi (IHP) olarak adlandırılır. 

Çözücü moleküllerini ve adsorplanan iyonlarını içerir. Bu tabakada elektrot yüzeyinden 



 6 

uzaklaĢtıkça ortaya çıkan potansiyel uzaklık ile doğru orantılı olarak azalır. Bir sonraki 

tabaka dıĢ Helmholtz düzlemi (OHP) olarak adlandırılır ve yüzeye en yakın durumdaki 

solvatize iyonların merkezinden geçen sanal düzlemi gösterir. Solvatize iyonlar spesifik 

olmayan bir Ģekilde adsorplanmıĢlardır ve uzun mesafeli Coulomb kuvvetleriyle yüzeye 

çekilirler. Helmholtz tabakalarının her ikisi de yoğun tabakayı temsil ederler. Bu 

tabakada elektrot yüzeyinden uzaklaĢtıkça potansiyel, uzaklık ile doğru orantılı olarak 

azalır. 

 

Dış tabaka, difüz tabaka olarak adlandırılır ve saçılan iyonlardan oluĢan, OHP‘den bulk 

çözeltiye doğru geniĢleyen üç boyutlu bir bölgedir. Bu tabakada elektrot yüzeyinden 

uzaklaĢtıkça ortaya çıkan gerilim üstel olarak azalır. 

 

Elektrot yüzeyindeki ve yüzeye bitiĢik çözeltideki bu yük topluluğu ‗‘elektriksel çift 

tabaka‘‘ olarak adlandırılır (Bard ve Faulkner 2001). ġekil 2.2‘de elektrot yüzeyinden 

uzaklaĢtıkça potansiyel değiĢimi verilmiĢtir (Wang 2000). 

 

 

 
 

ġekil 2.2 Elektriksel çift tabaka boyunca potansiyelin değiĢim grafiği 
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2.1.2 Elektrokimyasal hücrede kütle aktarım yolları 

 

Elektrokimyasal hücrede maddenin bir yerden baĢka bir yere hareketine kütle aktarımı 

denir. Hücrede elektrot yüzeyine kütle aktarımı üç yolla gerçekleĢir. Bu kütle aktarım 

yolları, elektriksel göç (migrasyon), difüzyon ve karıĢtırma (konveksiyon) olarak 

adlandırılır. Uygulanan analizin türüne de bağlı olarak bu olaylardan biri ya da birkaçı 

kütle aktarımına katkı sağlar. ġekil 2.3‘de belirtilen kütle aktarım yollarının Ģematik 

gösterimi verilmiĢtir. 

 

Elektriksel Göç (Elektriksel Migrasyon): Elektriksel alanın etkisi altındaki yüklü 

parçacıkların hareketidir. Pozitif yüklü iyonların negatif yüklü elektroda ya da negatif 

yüklü iyonların pozitif yüklü elektroda hareketi ile sağlanır. Hemen tüm 

elektrokimyasal analiz yöntemlerinde elektriksel göç etkisi istenmez, bunu engellemek 

için genelde elektrolit çözeltisine bu göçü kendi üzerine alacak KCl, HNO3 gibi deriĢimi 

0.1–1 M arasında değiĢen elektrolitler katılır. 

 

Karıştırma (Konveksiyon): Sıcaklık/yoğunluk farkına ya da çözeltinin karıĢtırılması,  

elektrodun döndürülmesi, titreĢtirilmesi ile oluĢan mekanik bir harekete dayanan bir 

kütle aktarım yoludur. Genellikle akan bir sıvı yoğunluk farkından dolayı doğal bir 

konveksiyon meydana getirirken, karıĢtırma ise dıĢ bir etki ile konveksiyon oluĢturur.  

 

Difüzyon: Elektrotta tüketilen elektroaktif maddenin arayüzeyde azalan deriĢimini 

artırmak üzere çözeltiden madde aktarımı difüzyon adını alır. Difüzyonla kütle 

aktarımının hızı, arayüzeyle çözeltinin iç kesimleri arasındaki deriĢim farkına ve 

elektroaktif madde ile çözücünün türlerine bağlıdır. Difüzyon, kütle aktarım 

çalıĢmalarında üzerinde en çok çalıĢılandır. Elektrokimyasal sistemler genelde bir ya da 

iki kütle aktarım türlerinin yok sayılacağı Ģekilde tasarlanır (Wang 2000, Bard ve 

Faulkner 2001). 
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ġekil 2.3 Elektrokimyasal hücrede meydana gelen kütle aktarım yolları 

 

2.1.3 Potansiyel-konsantrasyon ilişkisi ve Faradaik işlemler 

 

Kontrollü potansiyelin uygulandığı elektrokimyasal deneylerde amaç,  analitin 

deriĢimiyle orantılı olan akım yanıtını elde etmektir. Elektrot-elektrolit ara yüzeyinde 

meydana gelen redoks tepkimesi sırasında akım, elektronların doğrudan aktarımı 

yoluyla iletilir. 

 

Çözelti ve elektrot arasındaki yüzeyden akımın iletimi sırasında, elektrotlardan birinde 

yükseltgenme reaksiyonları olurken diğerinde indirgenme reaksiyonu meydana gelir. Bu 

reaksiyonlarda; 

 

                                                     O + ne
-
↔ R                                                     

 

O ve R, sırasıyla, redoks çiftinin yükseltgenmiĢ ve indirgenmiĢ Ģeklini göstermektedir. 

Termodinamik kurallarla kontrol edilen sistemlerde, elektrot potansiyeli (E),  

elektroaktif türünün elektrot yüzeyindeki deriĢiminin (Co ve CR), Nernst Denklemine 

göre saptanmasında kullanılabilir. 
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Bu denklemde E
0
, redoks tepkimesi için standart potansiyeli; R, gaz sabitini (8.314 J K

-1
 

mol
-1

), T, sıcaklık (
0
K), n, elektrot tepkimesinde aktarılan elektron sayısını ve F, 

Faraday sabitini (96.487 coulomb mol
–1

) göstermektedir. 

 

Elektrot çözelti ara yüzeyinden akım iki tip iĢlemle iletilir. Birincisinde, elektrotlardan 

birinde yükseltgenme reaksiyonu olurken diğerinde indirgenme reaksiyonu olur, bu 

sırada elektronların doğrudan aktarımı ile akım iletilir. Bu tip iĢlemlere, bir elektrottaki 

kimyasal reaksiyon miktarının geçen akımla orantılı olduğunu ifade eden Faraday 

yasalarına uygun olması nedeniyle Faradaik işlemler adı verilir, bu Ģekilde oluĢan 

akımlara Faradaik akımlar denir. Kısacası; bir elektrokimyasal hücrede 

elektrot/çözelti ara yüzeyi boyunca bir yükseltgenme/indirgenme iĢlemiyle taĢınan 

akımdır. Reaksiyondan (analiz edilecek maddeden) kaynaklanan akımdır (Skoog vd. 

1998). 

 

2.1.4 Elektrokimyasal deneylerde kullanılan sistem ve elektrotlar 

 

Üçlü eletrot sistemler elektrokimyasal deneylerde sıklıkla kullanılırlar. Bir üçlü elektrot 

sistemi elektrolit içerisine daldırılmıĢ çalıĢma, karĢıt ve referans adı verilen üç 

elektrottan oluĢur. ġekilde üçlü elektrot sisteminin Ģematik gösterimi verilmiĢtir.  
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ġekil 2.4 Üçlü elektrot sisteminin Ģematik gösterimi 

 

Çalışma elektrodu: Yük aktarımının gerçekleĢtiği, yüzeyinde elektroaktif türün 

yükseltgendiği veya indirgendiği elektrottur. Çok çeĢitli türde çalıĢma elektrodu 

bulunmaktadır. En sık kullanılan elektrotlar civa, metal (platin veya altın gibi) ve 

karbon elektrotlardır. Kullanılan çalıĢma elektrotlarının yüzey alanları, polarizasyonu 

arttırmak için küçük tutulmaktadır. Ġdeal bir çalıĢma elektrodu geniĢ bir potansiyel 

aralığına ve düĢük dirence sahip olmalı, kolay temizlenebilmeli ve sinyal/gürültü oranı 

yüksek olmalıdır. ÇalıĢılan elektrodun potansiyel aralığının belirlenmesi çok önemlidir. 

Elektrotların potansiyel aralığı, elektrodun malzemesine ve çalıĢılan elektrolitin 

bileĢimine bağlıdır. Pozitif potansiyel sınırları genellikle moleküler oksijen verecek 

Ģekilde, suyun yükseltgenmesi sonunda oluĢan büyük akımlarca belirlenir. Negatif 

potansiyel sınırları yine suyun indirgenmesi sonunda oluĢan hidrojenden kaynaklanır.  

 

Karbon temelli katı elektrotlar; geniĢ bir potansiyel penceresinde çalıĢmaya olanak 

sağlaması, yüzey kimyasının zengin olması, inert olmaları, düĢük artık akım vermeleri, 

yüksek duyarlılığı ve ucuzluğu nedeniyle elektrokimyasal analizlerde sık kullanılan 

elektrotlardır. Elektron aktarım hızları metal elektrottakinden daha yavaĢ 

gerçekleĢmektedir. (Wang 2000). En sık kullanılan karbon elektrotlar; camsı karbon, 

karbon pasta, karbon fiberler ve kalem grafittir.  
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ÇalıĢmamızda oldukça kolay hazırlanması, tek kullanımlık ve ucuz olması nedeniyle 

kalem grafit elektrot çalıĢma elektrodu olarak kullanılmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda bu 

elektrotlarla alınan sonuçların daha tekrarlanabilir olduğu ve daha düĢük tayin 

sınırlarına ulaĢılabildiği gözlenmiĢtir. 

 

Daha önce de belirtildiği Ģekilde karbon elektrotlarda olduğu gibi tüm katı elektrotlarla 

çalıĢılırken en bilinen sorun; analiz sırasında bazı bileĢiklerin yükseltgenme ürünlerinin 

elektrot üzerinde ince bir film olarak birikmesi sonucu analitik yanıtın büyüklüğünün 

azalması, elektrot temizleme iĢlemleri uygulansa bile tekrarlanabilirlik kayıplarının 

oluĢmasıdır. Bu nedenle elektrot temizliği, elektrokimyasal tekniklerin analizlerde geniĢ 

çapta kullanılmasını kısıtlayıcı en önemli sorundur. 1990‘lı yılların sonundan 

baĢlayarak el-yapımı kalem grafit (kalem ucu) elektrotlar (PGE) camsı karbon ve 

karbon pasta elektrotlara tek kullanımlık özelliklerinin yanı sıra çok düĢük 

maliyetlerinden dolayı alternatif olmuĢlardır (Bond vd 1997, Wang vd. 2000, Wang ve 

Kawde 2001). Elektrot olarak farklı sertlik ve çapta her yerde bulunabilen ticari 

mekanik kurĢun kalem uçlarından yararlanılır. Kalem uçları, doğal grafitin kil ve 

balmumu karıĢımı içerisine dispersiyonu (dağılması) ve ardından ısıl iĢlem uygulanması 

ile üretilir. Kil yerine selüloz gibi organik temelli materyal kullanılıp oksijensiz 

atmosferde yakıldığı zaman selüloz karbon Ģekline dönüĢür. OluĢan yapı son derece 

elastiktir. PG elektrotlar, ne karbon pasta ve pirolitik karbon kadar kırılgan, ne de camsı 

karbon kadar serttir. Tek kullanımlık olmaları nedeniyle elektrot temizleme iĢlemlerine 

gerek yoktur; dolayısıyla yeni bir elektrot yüzeyi yaratmak çok daha basit ve hızlı olup 

tekrarlanabilirlik yüksektir. 

 

Literatür taramasında kalem elektrotların pek çok uygulaması görülmektedir. 

Demetriades ve arkadaĢları bir çalıĢmalarında kalem elektrot kullanarak Cd(II), Pb(II) 

ve Zn(II) gibi eser elementleri aynı anda tayin etmeyi baĢarmıĢlardır (Demetriades vd. 

2004). Wang ve arkadaĢları kalem elektrotlar ile nükleik asitlerin tayinini 

gerçekleĢtirmiĢlerdir (Wang vd. 2000, Wang vd. 2001).  Hepatit B (Erdem vd. 2005) ve 

hepatit C virüsüne ait DNA dizinleri yine kalem elektrot kullanılarak baĢarılı bir Ģekilde 

tayin edilmiĢtir. Bunun dıĢında polisiklik aromatik hidrokarbonların analizinde (Yardım 

vd. 2010, Keskin vd. 2010), kafein analizinde (Ly vd. 2004) ve Cu(II) varlığında 
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aminopurinlerin analizinde (Aladağ vd. 2010) çalıĢma elektrodu olarak kalem elektrot 

kullanılmıĢtır. Ayrıca çeĢitli ilaç analizlerinin (Masawat vd. 2002, Gao vd. 2005) ve 

insana ait interlökin-2 geninin (Hejazi vd. 2007) tayini kalem elektrotun kullanıldığı 

çalıĢmalara örnek verilebilir. 

 

Kalem ucunun sertlik ve siyahlığı ticari olarak grafit ve kil oranlarının ve sıcaklığının 

değiĢtirilmesi ile modifiye edilmektedir. Daha fazla grafit içermesi durumunda daha 

yumuĢak ve daha kalın uçlar elde edilir. KurĢun kalemin sertliği 19 farklı derece olarak 

9H (en sert)‘den 8B (en yumuĢak)‘ye kadar değiĢir. Bu elektrot kullanılarak 

gerçekleĢtirilen analizlerde doğru kalem sertliğinin seçimi de önemlidir (Tavares ve 

Barbeira 2008). 

 

Referans elektrot: ÇalıĢılan çözeltinin bileĢiminden bağımsız olan, hücre potansiyeli 

sabit olan bir yarı hücredir ve anot olarak ele alınır. Elektrik direnci çok büyük olduğu 

için hemen hemen hiç akım geçmez. En sık kullanılan referans elektrotlar Ag/AgCl 

veya doymuĢ kalomel elektrottur. Ġdeal bir referans elektrot, kolay hazırlanabilmeli, 

potansiyelin sıcaklıkla değiĢim katsayısı küçük olmalı, belli bir akım aralığında tersinir 

davranmalı, yani içinden küçük akımlar geçtiğinde bile gerilimi sabit kalmalıdır. 

Polarize edilemeyen bir elektrot olmalı, potansiyeli zamanla değiĢmemeli, doğru ve 

tekrarlanabilen bir potansiyel değeri hızlı bir Ģekilde okumalıdır (Bard ve Faulkner 

2001, Skoog vd. 1998). 

 

ÇalıĢmamızda Ag/AgCl referans elektrodu kullanıldığı için aĢağıda bu referans 

elektrotla ilgili bilgi verilmiĢtir. 

 

Gümüş–gümüş klorür referans elektrot 

 

GümüĢ–gümüĢ klorür referans elektrotları oldukça yaygın kullanım alanına sahip olan 

elektrotlardır. Doygun kalomel elektrottan üstünlüğü gümüĢ–gümüĢ klorür elektrodun 

doygun kalomel elektroda göre daha yüksek sıcaklıklarda kullanılabilmesidir. Aynı 
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zamanda gümüĢ iyonları civa (I) iyonlarına göre daha az sayıda analitle reaksiyona 

girerler. 

 

Bir gümüĢ–gümüĢ klorür referans elektrot gümüĢ bir telin, elektrolitik yoldan AgCl ile 

kaplanarak Cl
-
 iyonu içeren bir çözeltiye daldırılmasıyla elde edilir. OluĢan tepkime su 

sekildedir;  

 

AgCl + e
-
  Ag + Cl

-
 

 

Doygun KCl çözeltisi kullanıldığı zaman 25 °C‘ de standart hidrojen elektrota göre 

potansiyeli +0,222 V‘ dur. 

 

Karşıt elektrot: ÇalıĢma elektroduyla bir çift oluĢturarak onu elektronlarla besler, 

ortamda oluĢabilecek istenmeyen akımların üzerinden geçmesine izin verir. Sinyal 

kaynağından çıkan elektriğin çözeltiden geçerek çalıĢma elektroduna aktarılmasını 

sağlar. KarĢıt elektrotta genellikle bir platin tel veya bir civa havuzudur. ÇalıĢmamızda 

platin tel karĢıt elektrot olarak kullanılmıĢtır. 

 

2.2 Elektroanalitik Teknikler  

 

Elektroanalitik teknikler, akım, potansiyel veya yük gibi elektriksel miktarların 

ölçülmesine dayanan ve bunların kimyasal parametrelerle iliĢkisini gösteren, elektrik ile 

kimyanın birleĢmesiyle oluĢan yöntemlerdir. Elektriksel ölçümlerin analitik amaçlarda 

kullanımları, çevresel görüntüleme, endüstriyel kalite kontrol ve biyomedikal analizleri 

içeren uygulamalarda geniĢ yer almaktadır. 1980‘ler ve 1990‘lardaki geliĢmeler, 

özellikle ultramikroelektrotların geliĢimi, moleküler tek tabakalar ve özel arayüzlerin 

tasarlanması, biyolojik bileĢenler ile elektrokimyasal dönüĢtürücülerin birleĢmesi, 

moleküler boyutta boĢluklar içeren reseptörlerin ve iyonoforların sentezlenmesi, 

moleküler cihazların mikro boyutta üretimi, elektroanaliz yöntemlerin popularitesinde 

önemli bir artıĢa yol açarak yeni alanlara yayılmasını sağlamıĢtır.  
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Elektroanalitik yöntemlerini avantajlarını sıralayacak olursak, 

 

 Tekrarlanabilirlikleri yüksek hızlı tekniklerdir 

 Kullanılan cihazlar diğer yöntemlerde kullanılanlara göre daha ucuzdur. 

 Çok düĢük tayin sınırlarına inilebilmektedir. 

 Elde edilen sonuçlar çoğu zaman bir element ya da molekül için spesifiktir. 

 Çok az numune ile çalıĢılabilmektedir. 

 Çok çeĢitli elektrotlar kullanılabilmektedir. 

 Doğrusallık aralığı geniĢtir.  

 

Elektroanalitik teknikleri, potansiyometrik ve potansiyostatik olmak üzere iki temel 

kısma ayırabiliriz. Her iki türde bir elektrokimyasal hücre oluĢturmak için en az iki 

elektrot ve elektrolit çözeltiye gerek duyulmaktadır. Elektrot yüzeyi, iyonik iletken ile 

elektronik iletken arasında bağlantıyı sağlamaktadır. Bu iki elektrottan biri hedef analite 

yanıt verir ve bu elektrot indikatör (veya çalıĢma) elektrodu olarak adlandırılır. Diğer 

elektrot referans elektrot olarak adlandırılır ve çözelti özelliklerinden bağımsız sabit bir 

potansiyele sahiptir.  

 

Potansiyometri, örnek bileĢimi hakkında bilgi veren akımın sıfır olduğu statik bir 

tekniktir. Örnek bileĢimi, membran boyunca potansiyel ölçümüyle elde edilir. Farklı 

türde membran malzemeleri, farklı iyon tanıma iĢlemlerine sahip olmak yüksek 

seçiciliği sağlamak için geliĢtirilmiĢtir.  

 

Kontrollü potansiyel (potansiyostatik) tekniklerinde elektrot-çözelti ara yüzeyindeki yük 

transfer iĢlemleri çalıĢılmaktadır. Bu teknikler akımın sıfır olmadığı dinamik hallere 

dayanmaktadır. Burada elektrot potansiyeli elektron transfer reaksiyonu oluĢturmak için 

kullanılır ve meydana gelen akım ölçülür. Potansiyel burada ―elektron basıncı‖ olarak 

görev yapan kontrol edilebilir bir parametredir. buradaki rolü, optik ölçümlerdeki dalga 

boyu ile benzerdir. Bu basınç kimyasal türlerin elektron kazanmasına veya 

kaybetmesine  (indirgenme veya yükseltgenmesine) neden olur. Bundan dolayı 
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meydana gelen akım elektrot-çözelti arayüzeyinde dolaĢan elektronların hızlarına 

yansır. Potansiyostatik teknikler, elektroaktif olan herhangi bir kimyasal türü ölçebilir. 

Verilen bileĢikteki fonksiyonel grubun reaktiflik bilgisi o bileĢiğin elektroaktifliğini 

tahmin etmek için kullanılabilir. Elektroaktif olmayan bileĢikler doğrudan olmayan 

veya türevlendirme yöntemleri ile bağlanarak da tayin edilebilirler. 

 

Kontrollü potansiyel tekniklerin avantajları, yüksek hassasiyet, elektroaktif türlere karĢı 

seçicilik, geniĢ bir doğrusal aralık, taĢınabilir ve düĢük maliyetli teçhizat, değiĢik 

ortamlarda kullanılabilecek birçok elektrot seçeneği bulundurmasıdır (Wang 2000). 

 

2.2.1 Elektronalitik tekniklerin sınıflandırılması 

 

Elektroanalitik tekniklerin temeli çözelti-elektrot sistemine bir elektriksel etki 

uygulandığında sistemde meydana gelen değiĢimin ölçülmesi prensibine dayanır. 

Hemen hemen bütün elektrokimyasal teknikte potansiyel, akım ve zaman parametreleri 

bunmaktadır. Bu parametreler tekniklerin adlandırılmasında kullanılmaktadır. Örneğin, 

voltametri tekniğinde potansiyel-akım parametrelerinden yararlanıldığı tekniğin adından 

açıkça görülmektedir. Elektroanalitik tekniklere birçok sınıflandırma literatürde 

mevcuttur. Bunlardan en yaygın olanı Ģekil 2.5‘de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 2.5 Elektroanalitik tekniklerin sınıflandırılması 

 

Burada çalıĢmada yer alan dönüĢümlü voltametri, kronoamperometri ve sıyırma 

voltametrisi hakkında geniĢ bilgi verilecektir. 

 

2.2.1.1 Dönüşümlü voltametri  

 

DönüĢümlü voltametri elektrokimyasal reaksiyonlarda kalitatif bilgi elde etmek için sık 

kullanılan bir tekniktir. DönüĢümlü voltametrinin kuvvetli bir teknik olmasının sebebi,  

redoks sürecinin termodinamiği, heterojen elektron transferinin kinetiği ve birleĢik 

kimyasal reaksiyonlar veya adsorpsiyon hakkında hızlı bir Ģekilde önemli bilgi 

verebilmesidir. DönüĢümlü voltametri, bir elektrokimyasal çalıĢmada ilk uygulanan 

tekniktir. Bu teknik özellikle, elektroaktif türlerin redoks potansiyellerinin hızlı bir 

Ģekilde yerlerinin saptanmasını ve redoks iĢleminde ortamın etkisinin uygunluğunun 

belirlenmesini sağlarlar. DönüĢümlü voltametri tekniği, belli bir tarama hızında çalıĢma 

elektroduna, hem ileri hem de geri yönde bir potansiyelin uygulanması sırasında akımın 
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izlenmesi prensibine dayanır. DönüĢümlü voltametri deneyinde uygulanan potansiyelin 

zamanla değiĢimi Ģekil 2.6‘da görüldüğü gibidir. 

 

 
 

ġekil 2.6 DönüĢümlü voltametride uygulanan potansiyelin zamanla değiĢimi 

 

DönüĢümlü voltametri üçgen dalga potansiyel formunu kullanarak sabit çalıĢma elektrot 

potansiyeli doğrusal tarama oluĢur. Ġstenilen bilgilere dayanılarak, tek ya da çoklu 

döngüler kullanılabilir. Potansiyel basamağı sırasında potansiyostat uygulanan 

potansiyel sonucunda oluĢan akımı ölçer. Potansiyele karĢı çizilen akıma ait grafik 

dönüĢümlü voltamogram olarak adlandırılır. DönüĢümlü voltamogram çok sayıda 

fiziksel ve kimyasal parametrenin zamana bağlı karmaĢık bir fonksiyonudur. 
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ġekil 2.7  Tersinir O + ne
-
  R redoks reaksiyonu için tipik bir dönüĢümlü                 

voltamogram 

 

ġekilde tersinir redoks çiftinin tek bir potansiyel döngü sırasında beklenilen davranıĢı 

görülmektedir. BaĢlangıçta sadece O‘nun yükseltgenmiĢ hali bulunmaktadır. Böylece 

ilk yarım döngü için indirgemenin meydana gelmediği bir potansiyel değerinden 

baĢlayan negatif yönde bir potansiyel seçilmektedir. Uygulanan potansiyel redoks 

iĢleminde karakteristik bir E değerine ulaĢtığında, pik oluĢuncaya kadar katodik akım 

artmaya baĢlar. Ġndirgemenin meydana geldiği potansiyel bölgenin gezilmesinden 

sonra, potansiyel taramanın yönü ters çevrilir. Ters tarama sırasında R molekülleri (ileri 

yöndeki yarım döngüde oluĢan ve yüzeye yakın yerde biriken) yeniden O moleküllerine 

yükseltgenir ve anodik akım oluĢur (Wang 2000). 
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ġekil 2.8 Redoks çiftinin dönüĢümlü voltametri deneyi esnasında farklı zamanlardaki               

indirgenen ve yükseltgenen türlerinin konsantrasyon dağılımı  
a.baĢlangıç potansiyeli, b. ve d. ileri ve geri tarama sırasında redoks çiftinin formal potansiyeli, c. sıfır 

reaktant yüzey konsantrasyonuna ulaĢılması 

 

DönüĢümlü voltamogramdaki karakteristik pikler elektrot yüzeyine yakın difüzyon 

tabakasının oluĢumundan kaynaklanır. Bu durum potansiyel tarama sırasında 

konsantrasyon-uzaklık profilinin dikkatli bir Ģekilde incelenmesi ile daha iyi 

anlaĢılabilir. Örneğin Ģekil 2-3 reaktant ve ürün için farklı zamanlardaki 4 farklı 

konsantrasyon gradientini göstermektedir. Burada (a) baĢlangıç potansiyel değeri (b) ve 

(d) redoks çiftinin formal potansiyeli (sırasıyla ileri ve ters yöndeki taramalar sırasında) 

ve (c) reaktantın yüzey konsantrasyonunun sıfıra ulaĢıldığı değerdir. Yüzey 

konsantrasyonundaki sürekli değiĢimi difüzyon tabakasının kalınlığının geniĢlemesi ile 

ilgilidir. Ortaya çıkan akım pikleri konsantrasyon gradientinin zamanla sürekli 

değiĢimini yansıtmaktadır. Bundan dolayı, pik akımındaki artıĢ difüzyon kontrolünün 

sağlanmasına karĢılık gelmektedir, akımdaki düĢme (pikin ilerisindeki) t
-1/2

 

bağımlılığını ortaya koymaktadır. Yukarıdaki nedenlerden dolayı, ters yöndeki akımda 

ileri yöndeki ile benzer Ģekildedir (Wang 2000). 
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Tersinir sistemlerde ileri taramada indirgenme olmuĢsa, ters taramada yükseltgenme 

meydana gelir. Tersinir bir reaksiyon için konsantrasyon - pik akımı iliĢkisi Randles 

Sevcik eĢitliği ile gösterilir (25 °C‘de). 

 

 

 

Burada, n transfer edilen elektron sayısını, A elektrot yüzey alanını (cm
2
), C 

konsantrasyonu (mol/cm
3
) , D difüzyon katsayısını (cm

2
/s) ve  tarama hızını (V/s) 

göstermektedir. Bu eĢitliğe göre pik akımı, konsantrasyon ile doğru orantılı olup, tarama 

hızının karekökü ile artmaktadır. Geri yöndeki pik akımının ileri yöndeki pik akımına 

oranı tersinir bir redoks çifti için birdir. Bu pik oranı redoks süreci ile birlikte yürüyen 

kimyasal reaksiyonları fazlasıyla etkilemektedir. Akım pikleri genellikle baseline 

akımına ekstrapole edilmesiyle ölçülür. 

 

Potansiyel ekseni üzerinde piklerin pozisyonu, redoks iĢleminin formal potansiyeli ile 

ilgilidir. Tersinir çiftin formal potansiyeli, Epa ve Epc arasında ortalanmaktadır. 

 

 

 

Pik potansiyelleri arasındaki ayrılma (tersinir bir çift için) aĢağıdaki eĢitlik ile verilir: 

 

   V 

 

Pik ayrımı eĢitliği,  transfer edilen elektron sayısının belirlenmesi için kullanılır ve 

Nernst davranıĢı için bir ölçüt olarak kullanılır. Genellikle hızlı bir elektron iĢlemi Ep 

yaklaĢık olarak 59 mV göstermektedir. Katodik ve anodik pik potansiyellerinin her 

ikiside tarama hızından bağımsızdır. Yarı pik potansiyelini (Ep/2) polarografik yarı pik 

potansiyeli (E1/2) ile iliĢkilendirmek mümkündür (Wang 2000). 
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DönüĢümlü voltametri verileri ile bir reaksiyonun tersinirlik testi yapılabilir. Eğer ip-v
1/2

 

grafiği doğrusal ise ve orijinden geçerse sistem tersinirdir. Buna ilaveten bir sistemin 

tersinir olması için diğer bazı özelliklerin de bulunması gerekir. Bu özelliklerin test 

edildiği kriterler çizelge 4.1‘de verilmiĢtir. 

 

Tersinir O+ ne  R reaksiyonun tanınma kriterleri  

 

1. Ep
c  E np

a 59 /  mV veya nEp /57E 2/p   mV‘tur. 

2. E
p
 tarama hızı ile değiĢmez. 

3. ip
a / ip

c  1‘dir ve bu oran tarama hızı ile değiĢmez. 

4. i
p
/v

1/2
, tarama hızı ile değiĢmez. 

5. E
p
‗den daha negatif (veya daha pozitif) potansiyellerde akım, t

-1/2
 ile 

orantılıdır. 

6. Dalga Ģekli tarama hızı ile değiĢmez. 

 

Bir sistemin tersinir olması için yukarıdaki kriterlerin hepsinin geçerli olması gereklidir. 

Bir veya bir kaçı geçerli değilse sistem tersinir değildir. ip ve Ep‘in v ile iliĢkisi yeteri 

kadar geniĢ bir tarama hızı aralığında test edilmelidir. Yukarıdaki kriterlerden biri veya 

birkaçı geçerli değilse elektrot reaksiyonu ya tersinmez ya da elektron aktarım 

basamağından daha kompleks bir mekanizmaya sahiptir (Bard ve Faulkner 2001).  

 

Tersinir sistemlerde her potansiyelde elektron aktarım hızı kütle aktarım hızından 

büyüktür ve bu nedenle Nernst eĢitliği elektrot yüzeyinde geçerlidir. Tersinmez 

sistemlerde ise elektron aktarım hızı yeteri kadar büyük olmadığından elektrot 

yüzeyinde Nernst eĢitliği geçerli değildir. Bu durumda CV voltamogramının Ģekli, 

tersinir durumdan farklıdır. Tersinmez durumlarda potansiyel tarama hızı çok düĢük ise, 

elektron aktarım hızı kütle aktarım hızından daha yüksektir ve sistem tersinir gibi 
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gözlenebilir. Tarama hızı arttıkça kütle aktarım hızı elektron aktarım hızı ile aynı 

seviyeye gelir. Bu durum tarama hızı arttıkça anodik ve katodik pik potansiyellerinin 

birbirinden uzaklaĢması ile kendini belli eder. 

 

2.2.1.2 Kronoamperometri 

 

Kronoamperometride öncelikle çalıĢma elektroduna herhangi bir indirgenmenin 

olmadığı E1 potansiyeli uygulanır. Sonra uygulanan potansiyel aniden E2 potansiyeline 

değiĢtirilir. E2 potansiyeli seçilirken indirgenme difüzyon kontrollü olmalıdır. E1 ve E2 

potansiyeli seçilirken önce maddenin DC polarogramı veya CV‘si alınır. BaĢlangıç 

potansiyeli (E1) olarak akımın henüz gözlenmediği artık akım bölgesindeki potansiyel 

seçilir. Normal polarogramın plato bölgesinde veya CV‘nin pik potansiyelinin biraz 

daha ilerisindeki bir potansiyel E2 potansiyeli olarak seçilir. Potansiyel E2 değerinde bir 

süre sabit tutulur.  

 

 
 

ġekil 2.9 Kronoamperometrik çalıĢmalarda: a. Potansiyel-zaman dalga biçimi,                        

b. Konsantrasyon profilinin zamanla değiĢimi, c. Akım-zaman değiĢimi 
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Kronoamperometri çalıĢma elektrodunun potansiyelinde faradaik bir reaksiyonun 

meydana gelmediği bir potansiyelden, elektroaktif türün yüzey konsantrasyonunun sıfır 

olduğu potansiyele arttırılması söz konusudur. Bu yöntemde sabit bir konumda çalıĢma 

elektrodu ve karıĢtırılmayan bir çözelti kullanılmaktadır. Bu Ģartlar altındaki kütle 

transferi sadece difüzyon ile olur, akım-zaman eğrisi yüzeyin etrafında konsantrasyon 

gradientindeki değiĢimi yansıtmaktadır. Bu durum reaktantın tükenmesiyle ile birlikte 

difüzyon tabakasında kademeli bir geniĢlemeye yol açmaktadır ve böylece zamana bağlı 

olarak konsantrasyon profilinin eğiminde azalma olmaktadır. Bu yüzden düzlemsel bir 

elektrotta akım zamanla azalır ve bu durum Cottrell eĢitliği ile verilir: 

 

 

 

it
1/2

 genellikle ―Cottrell davranıĢı‖ olarak adlandırılır. Bu tür bir davranıĢta meydana 

gelen sapma, doğal konveksiyon etkisinin bir sonucu olarak uzun sürelerde veya yüksek 

çevre uzunluğuna karĢı alan oranına sahip mikroelektrot kullanılmasıyla meydana gelir. 

Ġkinci durumda zamandan bağımsız akım (konsantrasyon ile orantılı) büyük radyal 

difüzyon katkısına bağlı olarak t>0.1 s için elde edilir. Benzer hususlar küresel 

elektrotlar için de uygulanabilir. Akım cevabını takip eden süreye bağlı ve süreden 

bağımsız terimler içeren potansiyel basamağı. t‘nin küçük değerleri için (t<50 ms) 

kronoamperometrik sinyal yüklenme akımından meydana gelen bir gürültü katkısı 

içermektedir. Geçici gürültü katkıları katı elektrotların kullanıldığı deneylerde sıklıkla 

gözlenmektedir. 

 

Kronoamperometri elektroaktif türlerin diüzyon katsayılarının bulunmasında veya 

çalıĢma elektrotlarının yüzey alanının hesaplanmasında sıklıkla kullanılmaktadır. 

Kronoamperometrinin analitik uygulamaları sabit zaman aralıklarında çalıĢma 

elektrodunun potansiyelini puls tekrarlayarak. Kronoamperometri elektrot proseslerinin 

mekanizmalarının anlaĢılması için kullanılabilmektedir. Özellikle bu görev için tersinir 

çift basamaklı kronoamperometri deneyleri yapılmaktadır. 
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Potansiyel basamağı deneyleri yüke karĢı zamanın bağlılığını belirlemek için de 

kullanılabilir. Bu durum potansiyel basamağından oluĢan akımın integralinin 

alınmasıyla elde edilir. Bu tür bir yük ölçüm prosedürü kronokulometri olarak bilinir, 

özellikle adsorplanan reaktantların miktarının ölçülmesinde kullanıĢlı bir tekniktir. 

Yükün t
1/2

 karĢı grafiği çizildiğinde t=0‘da keĢisim adsorplanan türler ile çift tabaka 

yüklemesinden kaynaklanan toplam yüke karĢılık gelmektedir.  

 

2.2.1.3 Kare dalga voltametrisi 

 

Kare dalga voltametrisi, ilk olarak Ramaley ve Krause tarafından bulunmuĢ olup,  teorik 

ve uygulama bakımından geliĢimi 1985 yılında Osteryoung ve arkadaĢları tarafından 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Kare dalga voltametrisinin sabit elektrotlarda potansiyel-zaman 

dalga Ģekli Ģekil 2.10‘da görülmektedir. 
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ġekil 2.10  Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin oluĢumu 
(a)‘daki uyarma sinyali (b)‘deki puls taraması ile (c)‘deki kare dalga uyarma sinyalini verecek Ģekilde 

toplamaktadır. Akım cevabı i, 1 potansiyelindeki akımdan 2 potansiyelindeki akım çıkarılarak bulunur. 

Es : adım yüksekliği, Esw : puls genliği, : periyot 

 

Kare dalga voltametrisinin Ģekil 2.10.b‘deki pulsun Ģekil 2.10.a‘daki basamak sinyali 

üzerine bindirilmesiyle elde edilen uyarma sinyali Ģekil 2.10.c‘de görülmektedir. Dalga 

Ģekli, simetrik kare dalgalardan oluĢan merdiven görünüĢündedir. 
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Bir kare dalganın tamamlanma süresi (her basamağın boyu) periyot adını alır ve  ile 

gösterilir. YaklaĢık 5 ms civarındadır. Birbirini takip eden kare dalgalar arasındaki 

yükseklik farkına adım yüksekliği (sinyalin potansiyel basamağı) denir ve Es ile 

gösterilir. Genelde Es 10 mV‘dur. Her bir dalganın alt ve üst noktaları arasındaki 

farkın yarısı kare dalga yüksekliği (puls genliği) olarak bilinir ve Esw Ģeklinde gösterilir. 

Pulsun büyüklüğü 2 Esw ise genelde 50 mV‘dur. Sistemin bu Ģartlar altında çalıĢtırılması 

200 Hz‘lik puls frekansına karĢılık gelir ve bu durumda 1 V‘luk tarama 0.5 s‘de yapılır. 

Çoğu zaman  yerine 1/‘a eĢit olan frekans kullanılır ve f ile gösterilir. 

 

Tersinir bir indirgenme tepkimesinde bir pulsun boyutu, ileri tarama sırasında oluĢan 

ürünün geri tarama sırasında yükseltgenmesini sağlamaya yetecek kadar büyüktür. Kare 

dalga voltametrisinde akım ölçümleri ileri ve geri pulsların sonuna doğru ts kadar 

zaman aralığında yapılır. Ġleri puls için ölçülen akım i1, geri puls için ölçülen akım i2 

olmak üzere her bir kare dalganın net akımı i = i1-i2‘ye eĢittir ve ileri fark adımı olarak 

adlandırılır. Genelde voltamogramları elde etmek için bu akımların farkı (i) grafiğe 

geçirilir. Bu fark deriĢimle doğru orantılıdır, pik potansiyeli de polarografik yarı dalg 

potansiyeline karĢılık gelir. Ölçüm son derece hızlı yapıldığından birkaç voltametrik 

taramanın sinyal ortalaması alınarak analizin kesinliğini arttırmak mümkündür. 
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ġekil 2.11 Kare dalga voltametrisinde tersinir bir tepkime için net akım  
A: ileri tarama piki, B: geri tarama piki, C: net akım piki 

 

Kare dalga voltametrisinde deneysel parametreler belirli aralıklarda seçilir. Frekansın 

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

duyarlılığı artar. 1000 Hz‘den daha yüksek frekansla yapılan çalıĢmalar çok büyük 

dikkat ve hassasiyet gerektirir. 200 Hz duyarlılık ve kararlılık açısından analitik amaçlı 

çalıĢmalar için problemsiz bir frekans olarak gözlenmiĢtir. Sonuç olarak frekans 

genellikle 10  f  1000 Hz veya periyot 1    100 ms aralığında seçilir. Adım 

yüksekliği ise aktarılan elektron sayısına (n) bağlı olarak Es = 10/n mV eĢitliğinden 

seçilir. Kare dalga voltametrisinde tarama hızı, frekans ve periyot ile adım yüksekliğine 

bağlı olarak belirlenir ve etkin tarama hızı (ETH) olarak adlandırılır. ETH aĢağıdaki 

eĢitlikle belirlenir. 

 

ETH = f x Es = 1/ xEs 

 

Er kadar bir potansiyel aralığında tarama yapmak için sadece  (Er/Es) kadar bir 

zaman gereklidir. Uygun frekansların seçimi ile deney süreleri çok azaltılabilir. Örneğin 
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n=1 iken Es = 10 mV ve f = 200 Hz (=1/200) ise ETH=2 V/s‘dir. 500 mV‘luk (Es) 

bir potansiyel aralığını tarayabilmek için gerekli süre sadece 0.25 s‘dir. Bundan dolayı 

kare dalga voltametrisi hızlı taramalı teknik olarak tanımlanır. 

 

2.2.1.4 Sıyırma voltametrisi 

 

Sıyırma analizleri eser elementlerin tayininde kullanılan oldukça hassas bir 

elektrokimyasal tekniktir. Son derece iyi bir duyarlılığın elde edilmesi, geliĢmiĢ ölçüm 

yöntemleri ile etkin önderiĢtirme basamağının birleĢtirilmesinden kaynaklanmaktadır. 

Oldukça iyi sinyal/gürültü oranına sahip bir teknik olup, alt tayin sınırında çözelti fazı 

voltametrik tekniklerinin 2 veya 3 katı kadar altına inilebilmektedir. Dörtten altıya kadar 

metal iyonu aynı anda 10
-10

 M konsantrasyonun altına kadar ölçülebilmektedir. Bu 

kadar düĢük alt tayin sınırları ulaĢılması, giriĢimin minimum seviyede olmasına 

dayanmaktadır.  

 

Sıyırma analizleri iki basamaklı bir tekniktir. Birinci basamak yani biriktirme basamağı 

çözelti içerisindeki metal iyonlarının küçük kısımların elektrolitik olarak elektrot 

yüzeyine biriktirilmesidir. Biriktirme basamağı adsorptif, katodik ve anodik olmak 

üzere üç farklı Ģekilde olabilir. Ġkinci basamak biriktirilen metalin çözünmesinden 

oluĢan sıyırma yani ölçüm basamağıdır. Biriktirme ve ölçüm basamaklarına bağlı olarak 

farklı çeĢitlerde sıyırma analizleri kullanılabilir. 

 

Biriktirme basamağında analitin bulunduğu çözelti belirli bir süre karıĢtırılır daha sonra 

önderiĢim iĢlemine bırakılır. ÇalıĢma elektroduna uygulanan biriktirme potansiyeli, 

analitin deriĢimine de bağlı olarak belirli bir süre uygulanır ve analizlenecek türler 

seçilir. Biriktirme potansiyelinin uygulanması ölçümlerin oldukça seçici olmasını sağlar 

(Sun vd. 2005). Biriktirme zamanı, daha fazla analitin elektrot yüzeyine birikebilmesi 

için daha fazla süre uygulanarak kontrol edilmelidir. Biriktirme iĢlemi boyunca 

çözeltinin karıĢtırılması çalıĢma elektrodu yüzeyin iyonların taĢınmasını 

kolaylaĢtırmaktadır. 
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Sıyırma basamağında ise potansiyel, katodik sıyırma için katodik olarak, anodik sıyırma 

için anodik olarak taranır. Elektrot yüzeyine biriken elektroaktif türün potansiyeli 

standart potansiyeline ulaĢtığında çözelti ortamına geri döner. Ġndirgeme veya 

yükseltgemenin meydana geldiği bu aĢamada hücreden akım geçer. Deney sonucunda 

elde edilen voltamogramdan analit hakkında bilgi elde edilir.  

 

Anodik sıyırma voltametrisi 

 

Anodik sıyırma voltametrisi (ASV) sıyırma analizlerinin en sık kullanılan biçimidir. Bu 

teknik; çalıĢma elektrodunun biriktirme basamağında katot, sıyırma basamağında anot 

olarak görev yaptığı sıyırma tekniğidir. ASV genellikle çalıĢma elektrodu üzerinde 

indirgenebilen ve daha sonra yeniden yükseltgenebilen metal iyonlarının 

belirlenmesinde kullanılır (Arancipia vd. 2004, Shams vd. 2004). Bu yöntemde 

biriktirme potansiyeli genellikle belirlenecek metal iyonunun standart indirgenme 

potansiyelinden daha negatif bölgelerde seçilir. ASV tekniği iki önemli basamaktan 

oluĢur. Birinci adım, çalıĢma elektrodunun yeterli katodik potansiyelde tutulduğu ve 

metal iyonlarının (M
n+

) çalıĢma elektrodu ile amalgam M(Hg) oluĢturduğu biriktirme 

basamağıdır. 

  

M
n+

 + ne
-
 + Hg  M (Hg) 

 

Ġkinci basamakta potansiyel, anodik olarak daha pozitif bölgelere doğru taranır. ÇalıĢma 

elektrodu yeterli pozitif gerilime ulaĢtığında analit elektrot yüzeyinden sıyrılır ve 

yükseltgenmiş olarak tekrar çözelti ortamına döner. Bu basamak sıyırma adımı olarak 

adlandırılır ve aĢağıdaki eĢitlik meydana gelir. 

 

M (Hg)  M
n+

 + ne
- 
 + Hg 

Yükseltgenme potansiyelinde, yükseltgenme ile oluĢan her bir analitik türün faradaik 

akımı ölçülür. Okunan değer sıyırma akımının elektrot potansiyelinin bir fonksiyonu 

olarak elde edilir. Her bir analitin yükseltgenmesine bağlı olan sıyırma akımı çözelti 

içerisindeki analitin deriĢimi ile orantılıdır.  
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Voltametrik pik, potansiyel tarama sırasında civa elektrodunda metalin zamana bağlı 

konsantrasyon gradientini yansıtmaktadır. Pik potansiyeli, örnekteki metalin 

tanımlanmasını sağlar. Pik akımı, biriktirme ve sıyırma basamaklarındaki çeĢitli 

parametrelere bağlı olduğu kadar metal iyonuna ve elektrodun geometrisine de bağlıdır. 

Örneğin, cıva film elektrot için pik akımı 

 

 

 

Burada A ve l sırasıyla filmin alanı ve kalınlığını,  potansiyel tarama hızını 

göstermektedir. 

 

Katodik sıyırma voltametrisi 

 

Katodik sıyırma voltametrisi, çalıĢma elektrodunun biriktirme basamağında anot,  

ıyırma basamağında katot olarak görev yaptığı sıyırma tekniğidir. Yani benzetme 

yapacak olursak ASV‘nin ayna görüntüsüdür. Burada analitin anodik olarak 

biriktirilmesi ve nagatif yönde potansiyel taraması ile sıyrılması söz konusudur. 

 

An- + Hg HgA + ne-
biriktirme

sıyırma  

 

Katodik sıyırma voltametrisi civa ile çözünmeyen tuzlar oluĢturan inorganik organik ve 

inorganik bileĢiklerin tayininde kullanılmaktadır. Bunlar arasında çeĢitli tiyoller ve 

penisilinler, halojenürler, siyanürler ve sülfürler bulunmaktadır. 

Adsorptif sıyırma voltametrisi 

 

Adsorptif sıyırma voltametrisi eser elementlerin, yanı sıra birçok organik ve inorganik 

türün tayininde sıklıkla kullanılan bir sıyırma tekniğidir. Bu yöntemde biriktirme 

basamağı elektroliz olmadan adsorptif olarak gerçekleĢir. Elektrot yüzeyi üzerinde 
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adsorplanarak biriken analit biriktirme yeterli düzeye ulaĢtığında isteğe bağlı olarak 

anodik veya katodik yönde potansiyel uygulanarak elektrottan sıyrılır.  

 

2.3 Yüzey Karakterizasyon Yöntemleri 

 

Yüzeylerin kullanılabilirliğinin araĢtırılması açısından yüzeylerin karakterize edilmesi 

önem taĢımaktadır. ÇeĢitli teknikler kullanılarak yüzeyin modifiye edilmeden önceki 

durumu ile modifikasyondan sonraki durumu incelenerek aralarındaki farklar ortaya 

çıkartılır. Böylece yüzeyin istenilen gibi modifiye edilip edilmediği kanıtlanmıĢ olur. 

Yüzey karakterizasyon yöntemleri elektrokimyasal, spektroskopik ve mikroskobik 

teknikler olarak sınıflandırılabilir. Elektrokimyasal teknikler arasında en sık 

kullanılanlar, dönüĢümlü voltametri (CV) ve elektrokimyasal impedans 

spektroskopisidir (EIS). Spektroskopik tekniklerde ise X-ıĢınları fotoelektron 

spektroskopisi (XPS), Yüzey güçlendirilmiĢ Raman spektroskopi (YGRS) ve Fourier 

dönüĢümlü infrared spektroskopisi (FTIR) en çok tercih edilen yöntemlerdir. 

Görüntüleme tekniklerinde ise geçirimli elektron mikroskopisi (TEM) ve taramalı 

elektron mikroskopisi (SEM) kullanılmaktadır. 

 

2.3.1 Elektrokimyasal yöntemler 

 

Elektrokimyasal karakterizasyon yöntemleri, yüzey karakterizasyonunda hızlı ve kolay 

uygulanabilir olmalarından dolayı sık kullanılan yöntemler arasında yer almaktadır. 

DönüĢümlü voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi bu sınıfta literatürde 

sık karĢımıza çıkan yöntemlerdir. 

 

DönüĢümlü voltametri tekniğiyle karakterizasyonda modifiye elektrot yüzeyi ile yalın 

elektrot yüzeyi arasındaki değiĢiklikler çeĢitli redoks problar yardımıyla 

anlaĢılabilmektedir. En sık kullanılan redoks problar, ferrosen, ferrisiyanür, dopamin ve 

rutenyumhekzaminklorürdür. Polsky ve arkadaĢları benzoik asit diazonyum tuzunu, 

EDC/NHS ortamında biyotinlenmiĢ antikor ile amitleĢtirme reaksiyonu sonucu 
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birleĢtirmiĢlerdir (Polsky vd. 2008). Daha sonra elde ettikleri antikor-diazonyum tuzunu 

indirgeyerek yüzeye bağlamıĢlardır. 

 

 
 

ġekil 2.12 Diazonyum tuzu ile modifiye edilen yüzeyin hazırlanması 

 

Elde ettikleri bu yüzeylerin rutenyum hekzamin ve ferrisiyanür redoks prob 

çözeltilerindeki davranıĢlarını dönüĢümlü voltametri tekniği ile incelemiĢlerdir (a: yalın, 

b: 1, c: 2, d:3 döngü). ÇalıĢmada, Ru kompleksi ile yapılan deneylerde yalın ile 

modifiye elektrotlar arasında bir fark görülmediğini, fakat ferrisiyanüre karĢı modifiye 

elektrotların elektrostatik etkilere bağlı bir duyarlılık gösterdiğini söylemiĢlerdir.  

 

 
 

ġekil 2.13 Ferrisiyanür çözeltisinde diazonyum antikor modifiye elektrotlar  
(a: yalın, b: 1, c: 2, d: 3 döngü) 
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Bir diğer önemli elektrokimyasal karakterizasyon tekniği de elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi (EIS) tekniğidir. Elektrokimyasal impedans ölçümleri, frekans 

değiĢimlerine bağlı olarak yapıldığı için elektrokimyasal impedans spektroskopisi adını 

almıĢtır. Hassas bir teknik olmasının yanı sıra, modifiye yüzeydeki moleküllerin zarar 

görmeden karakterize edilmesini sağlar. Çünkü uygulanan potansiyelin genliği oldukça 

düĢüktür. CV tekniğinde oldukça büyük bir potansiyel aralığı kullanıldığı için yüzeyin 

hasar görme riski vardır. Korozyon çalıĢmalarında, film yüzeylerin 

karakterizasyonunda, sensörlerde ve biyolojik sistemlerin incelenmesinde sıklıkla 

kullanılmaktadır. Bu tekniğin en önemli avantajı, elektrokimyasal sistemlerin denge 

halinde incelenmesidir. Voltametrik tekniklerin çoğunda sistemin denge durumu 

bozulur. Çünkü elektrokimyasal sistemler bir sinyal gönderilir ve cevabı ölçülür. Ancak 

EIS‘de sisteme gönderilen sinyal düĢük genlikli AC potansiyelidir. Uygulanan AC 

potansiyeli genellikle E0= 5 mV civarındadır. Sistemin denge durumu bozulmaz. 

Uygulanan AC potansiyeli sinüs dalgasıdır. Bu potansiyelde frekans değiĢimi ile 

impedans ölçümü yapılır (Bard ve Faulkner 2001). 

 

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile yüzeyde meydana gelen değiĢiklerin yanı 

sıra DNA hibritleĢmesi ve antijen-antikor etkileĢmesi gibi biyolojik reaksiyonlar da 

takip edilebilmektedir.  

 

Ahirwal ve arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilen çalıĢmada bir aracı kullanarak altın 

nanoparçacıklara (AuNP) kovalent olarak bir antikor (Ab1) bağlamıĢlardır (Ahirwal vd. 

2010). AuNP/Ab1 ile modifiye ettikleri altın elektrodu elektrokimyasal sandviç 

immünoessey için kullanmıĢlardır. Enzim etiketli ikincil antikor (Ab2) ve elektroktif 

boyayı kullanarak dönüĢümlü voltametri ve impedans ölçümlerini gerçekleĢtirmiĢ ve 

yüzeydeki değiĢiklileri takip etmiĢlerdir.  
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ġekil 2.14 Altın nanoparçacık etiketli antikorun hazırlanması ve altın elektrot üzerine 

modifikasyonu  

 

Elde ettikleri yüzeylerin Nyquist eğrilerini incelediklerinde yalın elektrodun hemen 

hemen düz bir çizgi Ģeklinde olduğunu, glutatiyon kaplı AuNP‘ların daha düĢük bir 

resistans gösterdiğini belirtmiĢlerdir. Bu durumun altın nanoparçacıkların iyi birer 

iletken malzeme olmasından kaynaklandığını, redoks prob ile elektrot arasında bir 

elektron transferinin meydana geldiğini söylemiĢlerdir. Diğer elektrotları 

kıyasladıklarında, elektroda AuNP-Ab1, AuNP-Ab1/Ag ve AuNP-Ab1/Ag/Ab2 

bağlanmasıyla yarım dairenin çapında artıĢ gözlemiĢlerdir. Bu sonuçlardan redoks prob 

ile elektrot arasındaki elektron transferinin bloklandığını ve impedans deneyi ile elektrot 

yüzeyindeki tutunmaların baĢarıyla sonuçlandığını göstermiĢlerdir. 
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ġekil 2.15 EIS ile karakterizasyon: a. Yalın altın elektrot, b. glutatiyon kaplı altın 

nanoparçacık, c. AuNP-Ab konjugat, d. AuNP-Ab/antijen, e. AuNP-

Ab/antijen/antikor-HRP modifiye elektrot 

 

2.3.2 X-ışınları fotoelektron spektroskopisi (XPS)  

 

X-ıĢınları fotoelektron spektroskopisi (XPS) diğer bir adıyla kimyasal analiz için 

elektron spektroskopisi (ESCA) yüzey karakterizasyonlarında sıklıkla kullanılan 

tekniklerden birisidir. 1981 yılında Kai Siegbahn‘a fizik dalında Nobel ödülü 

kazandıran teknik ile malzemelerin elementel kompozisyonu spektroskopik olarak 

belirlenebilmektedir. Elementlerin yükseltgenme basamağı hakkında bilgiler verebilen 

XPS tekniği ile aynı zamanda ince film kalınlıkları bile ölçülebilmektedir (Cumpson 

2000).  

 

XPS‘in temeli, X-ıĢınlarının gönderilmesi ile yüzeyde bulunan atomların iç 

kabuklarında bulunan elektronların fotoelektrik olay sonucu uyarılmasına 

dayanmaktadır. Bu teknikte 10
-8

-10
-9

 torr vakum ortamında, atomlar X-ıĢınları ile 

bombardıman edildikten sonra saçılan elektronların kinetik enerjileri ölçülür. 

Gönderilen X-ıĢınlarının enerjisinin bir kısmı elektronların bağlanma enerjisini yenmek 

için kullanılırken, geri kalanı saçılan elektronun kinetik enerjisi olarak ortaya 

çıkmaktadır. Saçılan elektronların kinetik enerjileri spektrometre yardımı ile 

ölçüldükten sonra bağlanma enerjileri aĢağıdaki eĢitlik kullanılarak hesaplanır.  
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Ek=hv-Eb- w 

 

Bu eĢitlikte Ek, saçılan elektronların kinetik enerjilerini, hv gönderilen X-ıĢınlarının 

enerjisini, Eb bağlanma enerjisini ve w spektrometrenin iĢ fonksiyonudur. Hesaplanan 

bağlanma enerjileri elektronun yayınlandığı atoma özgü olduğundan elementlerin nitel 

analizleri rahatlıkla yapılabilmektedir. XPS tekniğinde bağlanma enerjisine karĢı 

yoğunluk değerleri grafiğe geçirilerek spektrumlar elde edilmektedir. Yüzeydeki 

atomların dağılımına bağlı olarak saçılan fotoelektronlar yoğunluk ile doğrudan iliĢkili 

olduğundan yüzeyin bağıl atomik bileĢiminin dağılımı ve stokiyometrik oranları 

hakkında bilgi vermektedir. 

 

2.3.3 Yüzey güçlendirilmiş raman spektroskopisi (YGRS)  

 

Raman spektroskopisi, molekül yapıları, yüzey özellikleri ve ara yüzey reaksiyonları ile 

ilgili zengin bilgi verebilmesi sebebiyle kimyasal ve biyolojik analizlerde kullanılan 

önemli bir analitik tekniktir.  

 

Raman spektroskopisi yüzey karakterizasyonlarında kullanılan bir diğer önemli 

tekniktir. Tekniğin prensibine kısaca göz atacak olursak, bir malzeme üzerine 

monokromatik bir ıĢın demeti gönderildiğinde, ıĢın demeti madde tarafından 

soğurulabilir, geçirilebilir veya saçılmaya uğrayabilir. 1928‘de Hintli fizikçi 

C.V.Raman 1928‘de saçılan ıĢının ufak bir kesrinin görünür alandaki dalga boyunun 

gönderilen ıĢığın dalga boyundan farklı olduğunu ve saçılmaya sebep olan moleküllerin 

kimyasal yapısının dalga boyunda kaymalara sebep olduğunu bulmuĢtur. Bu 

buluĢundan ötürü 1931 yılında Nobel Fizik ödülünü almıĢtır. IĢık saçılması sırasında 

ıĢığın büyük bir kısmının enerjisi madde ile etkileĢen ıĢığın enerjisine eĢit olur ve bu 

elastik saçılma olayına Rayleigh saçılması denir. Rayleigh saçılımında enerji kaybı 

olmadığı için foton ve molekül arasındaki çarpıĢmaların esnek olduğu söylenir. Elastik 

saçılma olayının yanı sıra saçılan ıĢığın çok az bir kısmı ise molekül ile etkileĢmeye 

giren ıĢığın enerjisinden daha farklı enerjilerle saçılır. Bu tür elastik olmayan saçılma 

olayı ise, Raman Saçılması adını alır. Rayleigh saçılması olayında, Raman saçılmasına 
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göre 10
4
-10

5
 kez daha Ģiddetli bir saçılmıĢ ıĢık oluĢur. Raman saçılması sırasında 

saçılan ıĢığın enerjisinde, molekül ile etkileĢen ıĢığınkine göre oluĢan fazlalık veya 

azlık, ıĢıkla etkileĢen molekülün titreĢim enerji düzeyleri arasındaki enerji farkları 

kadardır. Bu nedenle Raman saçılmasının spektroskopik incelenmesi ile moleküllerin 

titreĢim enerji düzeyleri hakkında bilgi edinilebilir. Bu tür bir spektroskopik yöntem, 

Raman spektroskopisi adını alır. 

 

Raman saçılmasının Ģiddetinin zayıf olması ve floresans oluĢumu Raman 

spektroskopisinin kullanımını sınırlı hale getirmiĢtir. Bu dezavantajların üzerinden 

gelmek için Yüzey GüçlendirilmiĢ Raman Spektroskopisi (YGRS) kullanılmaya 

baĢlanmıĢtır. Aslında YGRS‘nin ortaya çıkması 1974 yılında Fleischmann ve 

arkadaĢları tarafından elektrokimyasal olarak pürüzlü duruma getirilen gümüĢ elektrot 

yüzeyine piridin moleküllerinin adsorbe edilmesiyle keĢfedilmiĢtir. Adsorplanan 

moleküllerin raman saçılma sinyalleri için güçlendirme faktörleri normal raman 

sinyalleri ile kıyaslandığında milyon kat daha fazla olduğu bulunmuĢtur (Albrecht ve 

Creighton 1977). YGRS ile hassasiyet artmıĢ olup, daha düĢük konsantrasyonlarda 

çalıĢılmaya olanak sağlanmıĢtır. Alt tayin sınırları rezonans raman saçılımında elde 

edilen değerlerden oldukça düĢük seviyelerdedir. 

 

YGRS‘nin çalıĢma prensibini anlamak için klasik ıĢık saçılımı teorisini incelemek 

gerekir. Parçacıkta dipol moment oluĢturan veya varolan bir dipol momenti değiĢtiren 

bir ıĢın demeti göz önüne alalım. Uygulanan elektrik alanının büyüklüğü çok büyük 

olmadığında indüklenen elektriksel dipol moment aĢağıdaki gibi hesaplanır. 

 

=E (, moleküler polarlanabilirlik) 

 

ĠndüklenmiĢ dipol momentin karesi raman Ģiddeti ile orantılı olduğunu düĢünürsek, iki 

güçlendirme mekanizmasını tahmin edebiliriz. Böylece, güçlendirme etkisi ya 

moleküler polarlanabilirlik ya da molekülün bulunduğu elektrik alandan etkilenebilir. 

Yüzey seçim kuralları da mümkündür. Bunlara bağlı olarak, en güçlü bandlar 

adsorblanan malzemenin elektron bulutunun metal yüzeyine dik bir kutuplaĢmanın 
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neden olduğu titreĢimlerle elde edilir. Yüzey seçicilik kurallarını kullanarak adsorplanan 

molekülün metal yüzeyine göre yönlenmesi tahmin edilebilir. 

 

Yüzey güçlendirme etkisini oluĢturan mekanizmanın doğası henüz tamamen 

aydınlatılamamıĢ olup tartıĢmaların odak noktası olmaya devam etmektedir. 

Adsorplanan molekülün Raman sinyaline iki temel kuvvetlendirme etkisi vardır. 

Bunlardan birincisi, molekülün metal yakınında meydana gelen elektromanyetik 

rezonanstan kaynaklanan büyük bölgesel alana maruz kaldığı elektrik etkisi olarak 

nitelendirilen elektromanyetik mekanizma, ikincisi ise molekül ile metal yüzeyi 

arasındaki moleküler polarlanabilirliğinin söz konusu olduğu moleküler etki olarak 

nitelendirilen kimyasal ya da yük transfer mekanizmasıdır. Çoğu araĢtırmacı 

güçlendirmenin sadece elektromanyetik mekanizmadan kaynaklandığını 

düĢünmektedirler. Ancak yük transfer mekanizmasının güçlendirmeye katkısı göz ardı 

edilememelidir. 

 

Elektromanyetik güçlendirme, metal yüzeyindeki iletkenlik elektronlarının (yüzey 

plasmonları) uyarılmasıyla oluĢur. OluĢan yüzey plasmonlarının uyarılması yüzey 

üzerine adsorplanan molekül üzerinde ikinci bir alan etkisi gösterir. Bu durum metal 

yüzeyinde bulunan molekülün Raman saçılmasında güçlenmeye neden olmaktadır. 

 

Yüzeyin pürüzlülüğü YGRS için temel gereksinimdir. Düz bir metal yüzeyinde, yüzey 

plasmonları metal yüzeye bağlı elektron dalgaları olarak bulunurlar ve sadece yüzeye 

paralel bir doğrultuda hareket etme yeteneğine sahiptirler. Pürüzlü bir metal yüzeyde ise 

plasmonlar sınırlandırılmıĢ olmayıp ortaya çıkan elektrik alanda yüzeye hem dik hem de 

paralel olarak yayılabilmektedirler. Gelen foton pürüzlü bir yüzeye düĢtüğünde metalin 

plasmon rezonansı uyarılması oluĢur ve saçılma sağlanır. Buna ek olarak pürüzlü yüzey 

ve onu çevreleyen ortam arasındaki dielektrik sabitlerindeki farktan dolayı yüzeyin sivri 

noktalarında elektrik alan yoğunluğunu oluĢur. Metal kolloidler ve kolloidal agregatlar 

bu tür bir bölgesel elektromanyetik güçlendirmeye zengin bir örnektir. 
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Yük transfer mekanizmasının varlığını aydınlatabilmek için birçok çalıĢma yapılmıĢtır. 

Bazı araĢtırmacılar ilk adsorbat tabakasının güçlendirme faktörünün sonraki 

tabakalardan daha büyük olduğunun nedenini araĢtırmaktadırlar. Temel olarak, yük 

transferinden meydana gelen güçlendirme pürüzlü yüzey üzerine moleküllerin fiziksel 

adsorpsiyonu veya kemisorbsiyonu ile yani adsorbat-metal kompleksi oluĢumuyla 

meydana gelmektedir. Eğer kemisorpsiyon söz konusu ise adsorbatın molekül orbitalleri 

metal yüzeyinin iletkenlik bandı ile etkileĢerek geniĢlemektedir. Bu durum elektronların 

hızlı bir Ģekilde transferi ve metalden adsorbata ya da tam tersi bir uyarma ile 

sonuçlanır. Sonuç olarak kemisorplanmıĢ olan moleküllerin YGRS spektrumları serbest 

halinin raman spektrumundan önemli derecede farklıdır. Yük transfer mekanizması, 

yüzeyin ötesinde belirli mesafede geniĢleyen elektromanyetik etkinin aksine metal 

üzerinde doğrudan adsorplanan moleküllere doğası gereği sınırlandırılmıĢtır. Bu 

nedenle adsorbatın sadece ilk tabakası etkin olarak çalıĢır.  

 

Ji ve arkadaĢları (Ji vd. 2005) bir çalıĢmalarında monoklonal antikor ile etiketli Au/Ag 

çekirdek-kabuk nanoparçacıklar sentezleyip, bunları hepatit B yüzey antijenin tayin 

edildiği immunoanaliz çalıĢmalarında kullanmıĢlardır. Au/Ag çekirdek kabuk 

nanoparçacıkları YGRS kuvvetlendirici substratlar olarak kullanmıĢlardır. Çekirdek-

kabuk nanoparçacıkları sentezledikten sonra 4-merkaptobenzoik asit (MBA) ile 

etiketlemiĢlerdir. MBA molekülünü Raman iĢaretleyicisi olarak kullanmıĢlardır. Bu 

aĢamadan sonra nanoparçacıkları hepatit B yüzey antijenine karĢılık gelen monoklonal 

antikor (anti-HBsAg MAb) ile muamele etmiĢlerdir. Analizin yapılacağı silikon çipleri 

kendiliğinden düzenlenme tekniğini kullanarak aktifleĢtirdikten sonra hepatit B yüzey 

antijenine karĢılık gelen poliklonal antikor (anti-HBsAg PAb) yüzeye bağlamıĢlardır. 

Hepatit B yüzey antijeni hazırlanan silikon çiplere damlatıldıktan sonra üzerine MBA 

ile etiketli anti-HBsAg MAb nanoparçacıkları bırakmıĢlardır. Antijen-antikor arasında 

meydana gelen immunoreaksiyondan yararlanmıĢlar, bağlanma özelliğini YGRS ile 

MBA molekülüne ait karakteristik pikleri takip ederek belirlemiĢlerdir. 

 

YGRS tekniği ile E. coli tayini, antikor kaplı manyetik nanoparçacıklar kullanılarak 

Güven ve arkadaĢları (Güven vd. 2011) tarafından baĢarılı bir Ģekilde yapılmıĢtır. Bu 

çalıĢmada immünomanyetik seperasyon ile YGRS tekniğini birlikte kullanılmıĢtır. 
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Bakteri konsantrasyonu ile YGRS sinyali arasında iliĢki kurulmuĢtur. Bu yöntem için 

bulunan LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 8 ve 24 cFu/mL‘dir. GeliĢtirilen 

immünoesseyin seçiciliği, Enterobacter aerogenes, Enterobacter dissolvens ve 

Salmonella enteriditis gibi bakterilerin bulunduğu ortamda incelenmiĢ ve E. coli‘ye 

karĢı seçiciliği kanıtlanmıĢtır. Ġmmünoesseyin gerçek su numunelerinde 

uygulanabilirliği incelenmiĢ ve elde edilen deneysel sonuçlar diğer geleneksel 

yöntemlerle kıyaslanmıĢtır.  

  

2.3.4 Infrared spektroskopisi (IR) 

 

Ġnfrared spektroskopisi (IR), önemli yüzey karakterizasyon tekniklerinden bir diğeridir. 

Bu teknik, moleküllerdeki fonksiyonel grupların, infrared ıĢınlarını (0,78 – 1000 μm 

dalga boylu veya 12800 – 10 cm
-1

 dalga sayılı) absorpsiyonuyla titreĢim ve dönme 

enerji seviyelerine uyarılmalarının ölçümüne dayanmaktadır. TitreĢim ve dönme 

hareketleri sonucunda dipol momentinde net bir değiĢme meydana gelen grupların 

infrared spektrumları alınabilmektedir.  

 

Yüzey karakterizasyonu yaparken araĢtırmacıların en büyük sorunu, yüzeyde elde ettiği 

ince filmin infrared spektrumlarının alınamamasıdır. Bunun sebebi, yüzeye gönderilen 

IR ıĢınlarının, ince filmin fonksiyonel grupları ile etkileĢtiği halde, bu titreĢim 

enerjilerinin tespit edilmesinin zor olmasıdır. Bu sebeple çok ince film ile kaplanan 

yüzeylerin IR‘sini alabilmek için yeni sistemler geliĢtirilmiĢtir. Son yıllarda ince 

fimlerin karakterizasyonunda azaltılmıĢ toplam yansıtma (Attenuated Total Reflection) 

(ATR-FTIR) sistemi oldukça dikkat çekmektedir. 

 

ATR-FTIR yönteminde yüzeye gönderilen IR ıĢınları yüzey ile birçok defa temas 

ettirilerek, daha Ģiddetli spektrumların alınmasını sağlanmaktadır. Burada kullanılan 

sistemde IR ıĢını kırılma indisi oldukça yüksek kristalin içine yönlendirilir. Ġnce filmi 

içeren örnek kristal yüzeyi ile temas ettirilir. IR ıĢını örnek-kristal arayüzeyinde birçok 

defa iç yansımaya uğrar. Bu yansımalar sırasında oluĢan sönümlü dalganın enerjisinin 
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bir kısmı örnek tarafından absorplanır ve yansıyan ıĢıma dedektöre geri döner. ġekil 

2.16‘da ATR kristaline gelen ıĢının davranıĢı Ģematik olarak gösterilmektedir. 

 

 
 

ġekil 2.16 ATR kristaline gelen ıĢının davranıĢı 

 

Bakteri kontaminasyonu gıda güvenliği açısından ciddi önem taĢıyan bir konudur. 

Wang ve arkadaĢları ıspanak içerisine iĢlemiĢ olan E. coli K-12‘nin varlığını ATR-FTIR 

spektroskopisini kullanarak belirlemiĢlerdir (Wang vd. 2010). Bakteri ıspanak 

yapraklarının damar ve hücre içi dokularına inoküle etmiĢler ve E. coli K-12 

hücrelerinin dağılımını SEM ile doğrulamıĢlardır. FTIR ölçümleri sonucunda 1590 cm
-1

 

ve 1490 cm
-1

 arasındaki amid II bölgesindeki bandlar E. coli‘nin varlığını kanıtlamıĢtır. 

Elde edilen sonuçlardan FTIR‘ın E. coli K-12‘nin ıspanak ekstraktlarında 

belirlenmesinde ve tayininde kullanılabileceğini ve 5 dakika için LOD değeri 100 

kob/mL bulunmuĢtur. GeliĢtirilen yöntemin taze sebzelerdeki patojenik E. coli zincirleri 

ve diğer bakterilerin analizinde kullanılabileceğini belirtmiĢlerdir. 

 

2.4 Nanoparçacıklar 

 

Nanoparçacık terimi, Yunanca ―nannos=cüce‖ kelimesinden gelmektedir. 

Nanoteknoloji kavramı ilk defa Amerikalı fizikçi Richard Feynman tarafından ―There's 

Plenty of Room at the Bottom" (AĢağıda Daha Çok Yer Var) sözüyle ortaya çıkmıĢtır. 

Bu terimin etimoloji ve metrik ölçülerdeki yeri, gözlem sınırlarımızın ötesinde çıplak 

gözle görülebilir boyutta olamayacak kadar küçük olduğunu açıkça ifade etmektedir. Bu 
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duruma tanıdık bir yaklaĢımla bakmak ―nanodünya‖ya kolay eriĢmemizi sağlamaktadır. 

Saç tellerinin, hücrelerin (kırmızı kan hücreleri gibi), bakterilerin (Escherichia coli 

gibi), virüslerin (HI virüsü gibi) veya moleküllerin (hemoglobin gibi) boyutları bizlere 

birer iĢaretçi olarak yol göstermektedir (ġekil 2.17). Bu uzunluk ölçeğinde 100 nm‘den 

daha küçük boyutlara sahip olan birimler nanoparçacık olarak adlandırılırlar. Bu 

sınıflandırma biraz keyfi olsa da bilimsel literatüre büyük ölçüde yerleĢmiĢ olup, aynı 

zamanda üç boyutlu katılardan farklı ve boyuta bağlı duruma gelen malzemelerin belirli 

özelliklerini de kapsamaktadır (Feldmann ve Goesmann 2010).  

 

 
 

ġekil 2.17 Nanoparçacık sınıflandırılması için uzunluk skalası (Feldmann and 

Goesmann, 2010)  

 

Nanoparçacıkların karakteristik özellikleri, küçük boyutlarının yanı sıra geniĢ yüzey 

alanlarına sahip olmalarıdır. Ayrıca bulk malzemelerden daha iyi ısı transferi ve kütle 

transferi yapmaktadırlar. 

 

Metalik nanoparçacıklar, sahip oldukları ilgi çekici elektronik, manyetik, optik, termal 

ve katalitik özellikleri sebebiyle fizik, kimya, biyoloji, eczacılık ve malzeme bilimi 

alanında önemli uygulamalarda sıklıkla kullanılmaktadır. Nanoelektrokimya, 

elektrokimyanın özellikleri (kolaylık, hız, yüksek seçicilik ve yüksek hassasiyet gibi) ile 

nanoparçacıkların özelliklerinin birleĢmesiyle elde edilen disiplinlerarası bir alandır. 

Metalik nanoparçacıkların nanoelektrokimyanın geliĢmesinde önemli rolleri 

bulunmaktadır (Guo ve Dong 2009). Bunun sebepleri: 
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1) Metalik nanoparçacıklar bulk durumlarına göre fazla yüzey alanına sahiptirler. 

Bu nanoparçacıklar ile modifiye olan elektrokimyasal arayüzeyler daha fazla 

aktif yüzey alanına sahip olurlar ve bu sebeple de hedef moleküllerin tayininde 

daha yüksek hassasiyet gösterirler. 

2) Metalik nanoparçacıklar, elektrot yüzeyi ile hedef molekül arasında elektron 

transferinin hızlandırmak üzere güçlendirici ajanlar olarak da rol alabilirler. Bu 

durum hedef moleküller için daha hızlı akım duyarlılığı göstermelerine sebep 

olmaktadır. 

3) Metalik nanoparçacıklar bazı önemli biyomoleküllerle birleĢtirilebilirler ve 

nano-bağlayıcılar olarak davranabilirler. 

4) Metalik nanoparçacıklar ile modifiye edilen elektrokimyasal arayüzler, 

nanoelektrot gibi davranırlar. Prensipte bu nanoelektrotlardaki gözlenebilme 

sınırı (LOD) değeri benzer bir makro boyuttaki elektrotlardakinden daha düĢük 

değerde olabilir çünkü Faradaik ve kapasitif akımlar arasında daha büyük bir 

oran vardır.  

 

ġekil 2.18‘de gösterildiği gibi metal nanoparçacıklar iki ayrı yöntemle hazırlanabilirler. 

Bunlardan birincisi, fiziksel yöntem olarak adlandırılan bulk metallerin parçalarına 

bölünmesiyle, ikincisi de kimyasal yöntem olarak adlandırılan moleküler veya iyonik 

aracılardan elde edilen metal atomlarından büyüyerek parçacıkların elde edilmesiyle 

meydana gelmektedir. Ġkinci yöntem daha küçük ve düzgün nanoparçacıkların elde 

edilmesi için uygundur. Yalnız bu yöntemde nanoparçacıkların boyutunu ve 

düzenliliğini sağlamak için topaklaĢmayı engellemek en önemli basamağı 

oluĢturmaktadır. 
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ġekil 2.18 Metal nanoparçacıkların hazırlanma yöntemleri 

  

Bimetalik nanoparçacıklar, bir parçacık içerisinde iki tür metal içeren nanoparçacıklar 

olarak tanımlanırlar. Her geçen gün bilimsel çevreler tarafından monometalik 

nanoparçacıklardan daha fazla ilgi görmektedir. Ġkinci bir metalik bileĢenin 

eklenmesinin saf monometale göre aktiviteyi, seçiciliği ve kararlılığı arttırdığı 

bilinmektedir. Bimetalik nanoparçacıkların özellikleri sadece büyüklükleri ile değil aynı 

zamanda kimyasal bileĢimi ile değiĢebilemektedir. Bimetalik sistemler, ikinci metalin 

birinci metali sarmasından dolayı çoğu zaman çekirdek-kabuk yapısında oluĢmaktadır. 

Ġkinci metal tabaka genellikle gergindir ve bu yüzden önemli katalitik özellikler ortaya 

koymaktadır (Manivannan ve Ramaraj 2009) 

 

Metal tuzlarından bimetalik nanoparçacıklar hazırlanması 2 gruba ayrılabilir. Bu 

yöntemler, iki metal iyonunun birlikte indirgenmesi ve iki metal iyonunun basamaklı 

indirgenmesidir. Ġki metal iyonunun birlikte indirgenmesi, bimetalik nanoparçacıkların 
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hazırlanmasında en kolay yöntem olup monometalik nanoparçacıkların hazırlanması ile 

benzer Ģekilde yürütülür. Miner ve arkadaĢları, sitrat ile indirgeme yöntemini kullanarak 

Au-Pt bimetalik nanoparçacıkları sentezlemiĢlerdir (Miner vd. 1981). ÇalıĢmalarında 

tetrakloroaurik asit ve platinik asit tuzlarını kullanmıĢlardır. Metal iyonlarının 

indirgenmesi sitrat ilavesinden 4 saat sonra tamamlandığı belirtmiĢlerdir. ġekil 2.19‘da 

Miner ve arkadaĢlarının elde ettikleri Au-Pt bimetalik nanoparçacıkların UV-Vis 

spektrumları görülmektedir. Bimetalik nanoparçacıkların spektrumu yalnızca iki 

monometalik nanoparçacığın basit bir toplamı olmayıp, bimetalik nanoparçacıkların 

alaĢım yapısında olduğunu göstermektedir. Bimetalik nanoparçacıkların ortalama çapı 

metal bileĢimine dayanmaktadır. Benzer metodla sitrat indirgemesiyle Pd-Pt bimetalik 

nanoparçacıklar da sentezlenmiĢtir (Miner vd. 1981). 

 

 
 

ġekil 2.19 Sitrat indirgemesi ile hazırlanan Au-Pt bimetalik nanoparçacıkların UV-Vis     

spektrumu (Miner vd. 1981) 

 

Ġki metalin basamaklı indirgenmesi ile genellikle çekirdek-kabuk yapılar meydana 

gelmektedir. 1970‘de Turkevich ve Kim, altın kaplı Pd nanoparçacıklar elde etmek için 

Pd nanoparçacıkların üzerinde altını biriktirmeye çalıĢmıĢlardır (Turkevich ve Kim 

1970). Bir metalin daha önceden oluĢturulan monometalik bir nanoparçacık üzerine 

biriktirilmesi çok etkili görünmektedir. Bu amaçla ikinci element önceden oluĢmuĢ 

parçacıkların yüzeyinde biriktirilmeli ve önceden oluĢan monometalik 

nanoparçacıklarda kimyasal olarak biriktirilen elementle sarılmalıdır. 
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Bu yöntemle PVP ile stabilize edilmiĢ Au-Pd bimetalik nanoparçacıklar sentezlenmiĢtir 

Harada vd. 1993). Schmid ve arkadaĢları bu yöntemle ligand ile stabilize edilmiĢ Au-Pd 

ve Au-Pt bimetalik nanoparçacıkları sentezlemiĢlerdir (Schmid vd. 1991). 

 

Altın ve gümüĢ nanoparçacıklar literatüre bakıldığında en sık kullanılan 

nanoparçacıklardır. GümüĢ nanoparçacıklar ile kıyaslandığında altın nanoparçacıkların 

birçok avantajı söz konusudur. Kolay hazırlanabilmesi ve yüksek homojenliğinin yanı 

sıra altın nanoparçacıklar biyolojik moleküllere karĢı (antijen, antikor veya DNA, RNA 

gibi) çok iyi bir biyouyumluluk göstermektedir. Bu sebepten ötürü altın nanoparçacıklar 

gen analizlerinde ve antijen-antikor tayininde geniĢ bir Ģekilde yer almaktadır. Ancak 

Au yüzeyler görünür bölgede Ag‘den daha düĢük bir güçlendirme etkisi göstermektedir. 

Yapılan çalıĢmalarda altın nanoparçacık üzerine biriktirilen gümüĢün monometalik 

altından daha yüksek sinyal verdiği gösterilmiĢtir. Au-Ag çekirdek-kabuk 

nanoparçacıklar da gen analizlerinde ve antikor-antijen tayininda kullanılmıĢtır. Ancak 

Ag biyouyumlu bir malzeme değildir.  Bunun tam tersi olan Ag-Au ise immünoessey 

çalıĢmalarında rahatlıkla kullanılabilirler. Ag çekirdek altın yüzeye ekstra bir 

güçlendirme kazandıracaktır.  

 

2.5 Biyosensörler 

 

Biyosensörler, bioloji, fizik, kimya ve mühendislik gibi bilim dallarındaki bilgilerin 

birleĢimiyle geliĢtirilen cihazlardır. Ġlk biyosensör kandaki oksijen miktarını ölçmek 

için 1950 yılı baĢlarında L.L.Clark tarafından yapılmıĢtır. Bu yıllardan günümüze kadar 

biyosensör teknolojisi hızla artan bir Ģekilde ilerlemiĢtir.  

 

Biyosensörler genel olarak biyolojik tanımlama elemanı içeren sensörler olarak 

tanımlanırlar. BaĢka bir deyiĢle biyosensörler, biyolojik moleküllerin varlığını veya 

deriĢimini ölçebilen biyomoleküler problar olarak da adlandırılabilirler. Biyosensörleri 

diğer geleneksel kimyasal sensörlerden ayırt eden iki temel prensip vardır. Bunlar; 
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1) Algılama elemanı (biyoreseptör) olarak hücre, antikor, enzim veya nükleik asit 

gibi biyolojik yapıları bulundurması 

2) Tasarlanan sensörün gerçekleĢen biyolojik olayın sürecini veya fiziksel 

değiĢimini ölçmesi  

 

Biyosensörler, ġekil 2.20‘de Ģematik olarak gösterildiği gibi, meydana gelen fiziksel 

veya biyolojik olayı ölçülebilir sinyale dönüĢtürebilen cihazlardır. BaĢlıca iki kısımdan 

oluĢurlar. Ġlk kısım spesifik bir biyolojik olayın meydana geldiği bölümdür. Ġkinci kısım 

ise bir dönüĢtürücü sistem ile oluĢan biyolojik reaksiyonu ölçülebilir sinyale dönüĢtüren 

kısımdır.  

 

 
 

ġekil 2.20 Bir biyosensörün Ģematik gösterimi 

 

Biyosensörlerin hassasiyetlerinin yüksek olması, daha fazla analiti ayırt edebilmeleri ve 

düĢük maliyetlere sahip olmaları sebebiyle algılama ve dönüĢtürme performanslarını 

artırmak için her geçen gün bu konuda yoğun araĢtırmalar yapılmaktadır. 
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2.5.1 Biosensörlerin sınıflandırılması 

 

Biyosensörler meydana gelen fiziksel veya biyolojik olayı ölçülebilir sinyale 

dönüĢtürebilen cihazlardır. BaĢlıca iki kısımdan oluĢurlar. Ġlk kısım spesifik bir 

biyolojik olayın meydana geldiği bölümdür. Ġkinci kısım ise bir dönüĢtürücü sistem ile 

oluĢan biyolojik reaksiyonu ölçülebilir sinyale dönüĢtüren kısımdır.  

 

Biyosensörler sahip oldukları biyoreseptörlere göre ve dönüĢtürme tekniğine göre 

sınıflandırılırlar. ġekil 2.21‘de sınıflandırmanın Ģematik olarak gösterimi verilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 2.21 Biyosensörlerin sınıflandırılması 

 

2.5.1.1 Dönüştürme tekniğine göre biyosensörlerin sınıflandırılması 

 

Optik dönüştürücülerin kullanıldığı biyosensörler 

 

Optik dönüĢtürücülerin kullanıldığı biyosensörlerde farklı spektroskopi teknikleri 

kullanılabilir. Bu teknikler infrared, raman, lüminesans (floresans, kemilüminesans) ve 
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yüzey plasmon rezonans olabilir. Bu tekniklerde kullanılan özellikler dalga genliği, 

enerji ve polarizasyondur. En sık kullanılan parametre dalga genliğidir. Çünkü dalga 

genliği analitin konsantrasyonu ile orantılıdır. Elektromanyetik ıĢımanın enerjisi analiti 

saran ortamdaki değiĢiklikler, molekül içi atomların titreĢim hareketleri veya yeni enerji 

seviyelerinin oluĢumu hakkında bilgi verir. Sabit bir yüzeye serbest bir molekülün 

etkileĢimi polarizasyon ölçümleri ile bulunabilir. Yayılan ıĢının polarizasyonu, molekül 

çözeltide serbest durumda bulunduğunda rastgeledir fakat bir yüzeye bağlandığında 

polarizasyona uğrar. 

 

Kütleye duyarlı dönüştürücülerin kullanıldığı biyosensörler 

 

Kütleye duyarlı dönüĢtürücülerin kullanıldığı tekniğin temeli piezoelektrik kristallerinin 

kullanımına dayanır. Bu kristallere belirli frekansta bir elektrik sinyali uygulanınca 

kristaller spesifik bir frekansta titreĢirler. Ossilasyonun frekansı kristalin kütlesine ve 

kristale uygulanan elektriğin frekansına da bağlıdır. Moleküller bağlandıkça kütle 

artacağından kristalin ossilasyon frekansında bir değiĢiklik olur ve bu değiĢim 

elektriksel olarak ölçülür. Böylece kristalin kütlesinde meydana gelen değiĢiklik 

belirlenmiĢ olur. 

 

Elektrokimyasal dönüştürücülerin kullanıldığı biyosensörler 

 

Biyokimyasal iĢlem sırasında elektron gibi elektroaktif türlerin üretilmesi veya 

tüketilmesi sonucunda oluĢan elektrokimyasal sinyalin ölçülmesine dayanır. Ölçülen 

elektrokimyasal özelliğe göre amperometrik, potansiyometrik, konduktometrik ve 

impidimetrik teknik olarak adlandırılırlar. Bunlardan en sık kullanılan dönüĢtürücüler, 

amperometrik ve potansiyometrik olanlarıdır. Amperometrik dönüĢtürücüler yüksek 

hassasiyetleri sebebiyle biyosensörlerin tasarımında en sık kullanılan 

dönüĢtürücülerdendir. Bu dönüĢtürücülerde biyokimyasal reaksiyon ürünlerinin 

indirgenme veya yükseltgenmesine bağlı olarak çalıĢma elektrodundaki akım değiĢimi 

ölçilür. Ölçülen akım analit konsantrasyonuyla doğru orantılı olarak değiĢir. 

Potansiyometrik dönüĢtürücülerin kullanıldığı biyosensörlerde ise referans elektroda 
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karĢı çalıĢma elektrodundaki potansiyelde meydana gelen değiĢme ölçülür. Sensör ile 

ortam ara yüzeyinde bölgesel bir denge oluĢturur ve bu denge potansiyeli analit 

konsantrasyonunun logaritması ile orantılıdır.  

 

2.5.1.2 Kullanılan biyoreseptör türlerine göre biyosensörlerin sınıflandırılması 

 

Biyosensör teknolojisinde antikorlar, enzimler, nükleik asitler ve mikroorganizmalar 

biyoreseptör olarak sıklıkla kullanılırlar. Biyoreseptörler analizlenecek maddeyi 

dönüĢüme uğratarak değiĢtirir ve bu değiĢim dönüĢtürücü tarafından sinyal olarak 

ölçülür. Yüksek spesifliklerinden dolayı enzimler en çok kullanılan biyoreseptörlerdir 

(Luppa 2001). 

 

Biyokatalitik esaslı biyosensörler 

 

Bu tür bir biyosensörün temeli, biyosensörün biyolojik ortamındaki makromoleküller 

tarafından katalizlenen bir reaksiyona dayanır. Böylece sensör yüzeyinde bulunan 

biyokatalizör, analit üzerinde moleküler değiĢime neden olmakta ve bu dönüĢüm sonucu 

ortamda azalan ya da artan madde miktarı takip edilerek sonuca gidilmektedir. En 

yaygın kullanılan biyokatalitik biyoreseptörler Ģunlardır:  

 

 Enzimler (mono veya multi enzim) en yaygın kullanılan ve en iyi bilinen 

algılama sistemleridir. 

 Hücreler (bakteriler, fungiler, ökaryötik hücreler veya mantarlar gibi 

mikroorganizmalar) veya hücre organelleri ya da parçacıkları (mitokondri, hücre 

duvarları) 

 Dokular (hayvan ve insan doku parçaları) 

Clark ve Lyon‘un öncüsü olduğu biyosensörler üzerine yapılan ilk çalıĢmalardan bu 

yana biyolojik matrikslerde en çok kullanılan, üzerinde en çok çalıĢılan ve en iyi bilinen 

biyosensörler biyokatalitik esaslı olanlarıdır.  
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Biyokompleks veya biyoafinite esaslı biyosensörler 

 

Bu tip biyosensörler, biyosensörün biyolojik yapısında bulunan makromoleküller ile 

analitin etkileĢmesine dayanır. Bu etkileĢmede genellikle bir dengeye ulaĢılır ve böylece 

analit, immobilize edilen biyokompleksleĢtirici ajan tarafından daha fazla tüketilmez. 

Bu dengenin cevabı bir dedektör yardımıyla takip edilir. Biyoafinite esaslı 

biyosensörlerde en çok kullanılan biyoreseptörler; antikorlar/antijenler ve reseptör 

hücrelerdir. Biyoreseptör olarak antijen/antikor çiftinin kullanıldığı biyosensörler 

immünosensör olarak adlandırılırlar. 

 

BiyokompleksleĢtirici reseptörlerin kullanıldığı biyosensörlerin en geliĢmiĢ örnekleri, 

spesifik bir antikora, antijenin (analit) bağlanmasıyla oluĢan immünokimyasal 

reaksiyona dayanmaktadır. Bu reaksiyon son derece spesifik bir reaksiyondur. 

Ġmmünosensörlerin duyarlılığını arttırmak için antikor ya da antijen enzim etiketlerle 

eĢleĢtirilir. Genellikle bağlanma veya afinite sabiti çok büyüktür ve bu sebeple bu 

sistemler tersinir değildir (tek kullanımlık biyosensörler). Gerekli tampon çözeltiler 

kullanılarak kompleksin çözünmesi yoluyla sistem yeniden kullanılabilir hale 

getirilebilir. 

 

2.6 İmmünosensörler 

 

Ġmmünosensörler antijen ya da antikorun spesifik bir algılayıcı eleman olarak 

kullanıldığı bir biyosensör tipidir ve uygun antijen ile antikorun kompleks oluĢumu 

esasına dayanır. Antikor-antijen reaksiyonu son derece seçicidir (Thevenot 1999) 

 

Bir immünosensör elde etmek için öncelikle bir antikor, iletken bir yüzeye immobilize 

edilir. Daha sonra ilgili antijen, antikor ile etkileĢtiği zaman ara yüzeyin elektriksel 

özellikleri değiĢir ve bu değiĢim ölçülür. Bu değiĢim, genel olarak ölçüm prensibine 

göre sınıflandırılır. Bu ölçüm elektrokimyasal (potansiyometrik, amperometrik, 

kondüktometrik), optik, piezoelektrik ve termometrik olarak yapılabilir. 

Ġmmünosensörlerin çoğu optik ya da elektrokimyasal esaslıdır. Elektrokimyasal 
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immünosensörlerde belirleme, genel olarak ya elektroaktif iĢaretleyiciler ya da enzim 

iĢaretleme yoluyla yapılmaktadır. Ölçüm prensibine göre sınıflandırılan 

immünosensörler, ayrıca doğrudan ve doğrudan olmayan immünosensörler olarak da 

sınıflandırılmaktadır (ġekil 2.22).  

 

Doğrudan immünosensörlerde, arayüzeyde meydana gelen antikor-antijen kompleksinin 

oluĢturduğu fiziksel ya da kimyasal değiĢimleri dönüĢtürücü ile ekstra bir etiketleme 

iĢlemi kullanılmadan doğrudan ölçülür. Doğrudan immünosensörler, analit 

konsantrasyonunu gerçek zamanlı olarak ölçerler. Bu tür immünosensörlerde elektrot 

potansiyeli, membran potansiyeli, piezoelektrik ve optik özelliklerdeki değiĢimler 

ölçülür. Doğrudan tayin çoğunlukla düĢük duyarlılık ve düĢük kesinlik gösterirler. 

Bunun yanı sıra bu sistemler, spesifik olmayan etkileĢimlerden de etkilenir. 

 

Doğrudan olmayan immünosensörler de ise tayin sırasında bir ya da daha fazla iĢaretli 

biyoajan kullanılır ve dönüĢtürücü ile iĢaretleyiciden kaynaklanan sinyal ölçülür. Bu tür 

immünosensörlerde birden fazla yıkama ve ayırma basamağı kullanılır ki bunlar 

immünoesseyler olarak adlandırılır. Doğrudan immünoesseyler ile kıyaslandığında, 

doğrudan olmayanlarda duyarlılık daha fazladır. Ayrıca spesifik olmayan 

adsorpsiyondan kaynaklanan giriĢimler de engellenmiĢ durumdadır.  
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ġekil 2.22 Doğrudan ve doğrudan olmayan immünosensörlerde ölçüm prensipleri  

 

Ġmmünosensörlerin hazırlanmasında Ģekil 2.23‘de Ģematik olarak gösterilen iki metot 

kullanılır: 

 

A) Sandwich metodu : Ġlk adımda yüzeye immobilize edilen antikor analit ile 

muamele edilir. Sonra bu yüzey antikor ile bağlı olan enzim çözeltisine daldırılır 

ve böylece ilk adımda immobilize antikor-analit miktarı okunmuĢ olur. 

B) YarıĢmalı metod : Hedef molekül yüzeydeki antikora bağlanmak için, 

iĢaretlenmiĢ haliyle yarıĢır durumdadır. ĠĢaretlenmiĢ antijenlerden elde edilen 

elektrokimyasal yanıt hedef antijenin deriĢimi ile ters orantılıdır. 

 

 



 54 

 
 

ġekil 2.23 Ġmmünosensörlerin hazırlanma metotları (Vestergaard 2007)  

 

Antikorun yüzeyde düzenlenmesi ve tutunması bir immünosensörün yapımında en 

önemli basamaktır. Ayrıca antikor immobilizasyonun kararlılığı/aktivasyonu ve antijen 

ile etkileĢimi de immünosensörün analitik performansının (seçicilik, duyarlılık, 

kararlılık, cevap süresi vb.) optimizasyonunda önemli parametrelerdir. 

 

2.6.1. Antikorlar 

 

Vücuda giren yabancı maddelere karĢı üretilen ve protein yapısında olan vücut 

silahlarına antikor denir. Diğer bir deyiĢle spesifik bir antijeni tanıma özelliği kazanmıĢ 

olan immunoglobülinlerdir ve ―Ab‖ ile simgelenirler. Bir antijen ise immün yanıta 

neden olan ve vücut tarafından yabancı olarak tanınan herhangi bir moleküler maddedir 

ve ―Ag‖ ile simgelenir. Antikorlar, antijenle iliĢki kurarak antijene karĢı cevaplar 

oluĢtururlar. Antikorlar vücutta B hücreleri tarafından üretilir. Ġmmünoglobülinler, 

serum proteinlerinin -globülin kesiminde bulunan proteinlerdir ve toplam plazma 

proteinlerinin %20‘sini oluĢtururlar. Bir immunoglobülinin temel yapısı ġekil 2.24‘de 

gösterilmiĢtir. Bir antikor molekülü 4 tane polipeptit zincirine sahiptir. Molekül ağırlığı 

50 kDa olan iki ağır zincir (H) ve molekül ağırlığı 25 kDa olan iki hafif zincirden (L) 

oluĢur. Zincirler birbirlerine disülfür bağları ile bağlıdır. Zincirler sabit (C) ve değiĢken 

(V) bölgelere sahiptirler. H zinciri, antijen için bağlayıcı bir değiĢken bölgeye ve üç 

sabit bölgeye sahiptir. Hafif zincir, antijen bağlayıcı kısmın önemli bir parçası olan bir 

değiĢken bölgeye ve bir sabit bölgeye sahiptir.  Ġmmünoglobülinler, ağır zincirlerine 
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göre beĢ sınıfa ayrılırlar. Bunlar; immunoglobülin G (IgG), immünoglobülin M (IgM), 

immünoglobülin A (IgA), immünoglobülin D (IgD), immünoglobülin E (IgE) olarak 

adlandırılırlar. IgG serumdaki immünoglobülinlerin yaklaĢık %80‘ini oluĢturur ve 

virüslerle savaĢta ön planda rol alır (Conroy 2009) 

 

 
 

ġekil 2.24 Tipik bir IgG molekülü yapısı (Conroy 2009) 

 

Ġmmünoglobülin molekülü, ağır ve hafif zincirlerden oluĢan Fab (antigen binding 

fragments) parçasından antijenle spesifik olarak birleĢir. Antikorun antijen ile birleĢtiği 

yüzey 8-12 aminoasit veya 3-6 glikoz moleküllük bir determinant grubunu kavrayacak 

kadardır. Antikorun antijen ile bir birleĢtiği bu bölge ―paratop‖ olarak adlandırılır. 

 

Antikorlar giriĢim etkileri varlığında uygun bir antijenin tanınmasına imkan veren, 

yüksek derecede spesifikliğe sahip olduğundan, biyolojik tanıma elementi olarak çok 

fazla tercih edilirler. Antikorlar, düĢük molekül ağırlıklı haptenlerden bakteri gibi büyük 

hacimli maddelere kadar, geniĢ bir alanda antijeni tanıma yeteneğine sahiptir. 

Antijenlerin sadece epitop ya da antijenik determinant denilen spesifik bölgeleri bu 

immün cevaba neden olur. Epitop ayrıca, uygun antikor için bağlanma bölgesi olarak 

görev yapar (Thevenot 1999). 
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2.6.2. Antikor-Antijen Bağlanma Gücü 

 

Herhangi bir biyomoleküler reaksiyon boyunca var olan kuvvetler antikor ve antijen 

arasındaki etkileĢiminin kararlılığını sağlarlar. Bu kuvvetler; hidrojen bağları, 

elektrostatik etkileĢimler, van der Walls etkileĢimleri ve hidrofobik etkileĢimlerdir  

 

Elektrostatik etkileĢimler, polaritesi yüksek moleküller arasında dipol-dipol 

etkileĢimleri veya yüklü moleküller arasında ya itici ya da çekici kuvvetler olabilirler. 

Proteinlerde polipeptit omurgasının karbonil grupları ve polar aminler kalıcı dipollere 

yol açar. Ayrıca polar ve yüklü zincir bölgeleri dipollere katkıda bulunur. Hidrojen 

bağları elektrostatik etkileĢimlerin bir alt grubu olarak düĢünülür. Hidrojen bağları 

elektronegatifliği yüksek bir proton alıcı üzerindeki bağlanmamıĢ bir çift elektron ile 

elektronegatifliği yüksek bir proton verici arasında meydana gelir. Amin grupları proton 

verici ve karbonil grupları proton alıcı olarak görev yapar. Hidrojen bağları ve 

elektrostatik etkileĢimler bağlanmanın gücüne katkıda bulunurlar ve sulu çözeltide bu 

etkileĢimler, moleküller arası kararlılık için oldukça fazla katkıya sahiptirler. 

 

Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik etkileĢimlerden daha zayıf dipoller arasında 

meydana gelir. Yakın moleküllerin elektrik alanları bu kuvvetlerden sorumlu geçici 

dipollerin oluĢumuna sebep olur. Bu etkileĢimler kısmen zayıf olmasına rağmen, birçok 

etkileĢimden meydana geldiği için toplam bağlanma Ģiddetinin %50‘sini oluĢturabilir.  

 

Hidrofobik etkileĢimler, polar olmayan moleküller ve su arasında meydana gelen itici 

güçlerdir. Termodinamik kararlılığın sağlanmasında polar olmayan bölgeler entropinin 

etkisiyle bir reaksiyon bölgesinde bulunuyorsa, moleküller arası kararlılığın ve 

bağlanma Ģiddetinin artmasına yol açarlar.  

 

Antikorda var olan dipoller antijenin dipolleriyle etkileĢir ve bağlanma için uygun bir 

yönelmeyi sağlamak için ortak hareket ederler. Bu elektrostatik etkileĢimler ve hidrojen 

bağları moleküller arası kararlılık için birincil katkı sağlarken diğer güçler tamamlayıcı 

olarak görev yapar (Martin 2001). 
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2.6.3 Antijen-antikor bağlanma kinetiği 

 

Çözeltide antikor antijen arasında geliĢen etkileĢimlerin temel termodinamik prensibi: 

 

Ab+ Ag  AbAg 

 

Ģeklindedir. Ab, serbest antikoru, Ag serbest antijeni, AbAg antijen-antikor kompleksini 

gösterir ve ka ve kd sırasıyla birleĢme ve ayrıĢma sabitidir (Thevenot 1999). 

  

2.6.4 İmmünosensörlerin sınıflandırılması 

 

Elektrokimyasal (potansiyometrik, amperometrik, kondüktometrik), optik, 

mikrogravimetrik (piezoelektrik) ve termal immünosensörler olmak üzere dört tip 

immünosensör sistemi vardır. Bu immünosensör sistemlerinde doğrudan (iĢaretleme 

kullanılmadan) ya da doğrudan olmayan (iĢaretleme kullanılarak) yöntemlerle 

çalıĢılabilmektedir (Thevenot 1999). 

  

Optik immünosensörler biyoanalizler için en çok tercih edilen yöntemlerdendir. Diğer 

dönüĢtürücü yöntemleriyle kıyaslandığında, uygulanan görünür ıĢınının avantajlarının 

kullanılmasından kaynaklanmaktadır. Bunun yanı sıra yüzeyi aĢındırmayan ve sinyal 

oluĢumu ile okumanın hızlı olduğu bir tekniktir. Bu teknikte ıĢık, algılayıcı yüzeyden 

yansıdığı zaman adsorpsiyon, lüminesans, saçılma veya kırılma indisi gibi 

özelliklerinde değiĢiklikler meydana gelir. Bu durum optik biyosensörler için temel 

prensiplerdir. Ġmmünosensör teknolojisinde kullanılan en yaygın optik sistem SPR 

(surface plasmon rezonans) temelli cihazlardır (Thevenot 1999, Jianrong 2004)  

 

Piezoelektrik immünosensörler, antijen-antikor kompleks oluĢumuna bağlı kütle 

değiĢiminin doğrudan ölçülmesine dayanır. Bu sistemin temel prensibi, sensörün 

substratında meydana gelen akustik dalgaların yayılımına dayanmaktadır. Akustik 

dalganın fazı ve hızı, antijen kaplı sensör yüzeyine antikor moleküllerinin spesifik 

adsorpsiyonundan etkilenmektedir. Kuartz ve çinkooksit en yaygın kullanılan 

ka 

 kb 
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piezoelektrik malzemelerdir. QCM (Quartz crystal microbalance) ve SAW (Surface 

acustic wave) olmak üzere baĢlıca iki tür kütle sensörü bu tür immünosensörlerde 

kullanılırlar (Jianrong 2004) 

 

Çoğu kimyasal ve biyokimyasal reaksiyon ısının absorpsiyonunu ve üretilmesini içerir. 

Kalorimetrik immünosensörlerde ısı değiĢimi ya bir termistörle ya da bir termofille 

ölçülebilir. Bir termistör metal oksit ve bir termofil bir silikon-altın materyal içerir. 

Cihaz biyoreseptör ile kaplanır ve analit ile etkileĢime girdiğinde bir sıcaklık değiĢimi 

olarak kaydedilen bir ekzotermik reaksiyon meydana gelir. Kalorimetrik esaslı bir 

biyosensör kullanılarak farklı moleküllerin enzimatik reaksiyonlarını incelemek 

mümkündür. Bu teknolojinin en belirgin avantajları, bulanık örneklerde 

kullanılabilirliği ve iĢaretlemenin kullanılmadığı sistemlerde kullanılabilir olmasıdır. Bu 

avantajlarına rağmen literatürde immünosensörler üzerine en az çalıĢma kalorimetrik 

immünosensörlere aittir. Son zamanlarda antikor-antijen kompleks oluĢumu ve DNA 

hibridizasyonun belirlenmesi için kalorimetrik sistemlerinin kullanıldığı birkaç çalıĢma 

literatüre girmiĢtir (Thevenot 1999). 

 

Elektrokimyasal immunosensörler, potansiyometrik, kondüktometrik ve amperometrik 

olarak sınıflandırılırlar.  

 

Potansiyometrik immünosensörler ile antijen-antikor etkileĢiminden dolayı oluĢan 

potansiyel farkı ölçülür. Ölçülen potansiyel farkı Nernst eĢitliği ile ifade edilir ve 

potansiyeldeki değiĢim spesifik iyon aktivitesine bağlıdır. Ġmmobilize edilen antikor ile 

serbest halde bulunan antijen arasındaki bağlanma olayı referans elektroda karĢı ölçülür. 

Ġyon seçici elektrotlarda, örnek ile sensör yüzeyi arasındaki yük ayrımını sağlamak için 

iyon seçici membranlar kullanılır. Sensör ise seçici geçirgen bir dıĢ tabaka ve biyoaktif 

malzemeden (örneğin enzim gibi) meydana gelir. Bu dıĢ tabaka, çözeltide bulunan 

herhangi bir elektroaktif türden oluĢan giriĢimi azaltarak sensörün duyarlılığını arttırır. 

Enzim katalizli meydana gelen bir reaksiyon sonucunda oluĢan veya harcanan türler 

iyon seçici elektrotla tayin edilir ve deriĢimin logaritmasına bağlı sinyaller oluĢur 

(Conroy 2009). 
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Kondüktometrik immünosensörler, bir biyolojik tanıma olayı ile iletkenlik arasındaki 

iliĢkiyi ölçerler. Birçok reaksiyon iyonik türlerin deriĢiminden etkilenir, bu durum 

çözeltideki elektriksel iletkenliğin veya akımın değiĢimine neden olur. Kondüktometrik 

immünosensörlerde, antijen-antikor kompleksinin oluĢması sonucunda elektrot 

yüzeyinde meydana gelen elektriksel iletkenlikteki değiĢim gözlenmektedir. Bu tür bir 

immünosensörün en büyük dezavantajı duyarlılığının diğerlerine göre düĢük olmasıdır. 

 

Amperometrik immünosensörler, bir elektrokimyasal reaksiyon sırasında oluĢan akımın 

ölçülmesi temeline göre çalıĢırlar. Birçok analit elektrokimyasal reaksiyonlarda bir 

redoks çiftine sahip değildir ve bu yüzden amperometrik sensörlerin çok az doğrudan 

uygulamaları vardır. Elektroaktif türler içeren etiketlerin kullanıldığı amperometrik 

immünosensörler akım oluĢtururlar. Bu akım elektroaktif türlerin çalıĢma elektrodunda 

indirgenmesi veya yükseltgenmesi ile oluĢur. Burada analit spesifik olarak 

bağlandığından, spesifik olmayan bağlanma yoktur. Akım elektroaktif türlerin deriĢimi 

ile lineer bir değiĢim gösterir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl, çalıĢma elektrodu 

olarak antikorun immobilize edildiği metaller, karbon elektrotlar ve bunların modifiye 

edilmiĢ halleri kullanılır. 

 

Amperometrik immünosensörlerde doğrusal taramalı voltametri, dönüĢümlü voltametri, 

puls voltametrisi ve sıyırma voltametrisi gibi teknikler kullanılabilir. Bu tekniklerden 

sıyırma voltametrisi literatürde en sık görülen yöntemlerden birisidir. Bu yöntemde iki 

basamak söz konusudur. Burada öncelikle analit bir ön deriĢtirme iĢlemi ile elektrot 

yüzeyine biriktirilir. Biriktirme iĢlemi adsorptif, katodik ve anodik olmak üzere üç 

Ģekilde olur. Sıyırma basamağında ise elektrot yüzeyine biriktirilen analit belirli bir 

potansiyelde çözelti içerisinde tekrar yükseltgenir ya da indirgenir ve bu sırada 

hücreden akım geçer. Potansiyele karĢı ölçülen akım voltamogramlar ile belirlenir. 

 

 

 

 



 60 

2.7 Koliform Bakteriler ve E. coli 

 

Koliform grup bakteriler, Enterobacteriaceae familyası içinde yer alan, fakültatif 

anaerob, gram negatif, spor oluĢturmayan, 35 
0
C' de 48 saat içinde laktozdan gaz ve asit 

oluĢturan, çubuk Ģeklindeki bakterilerdir. Bu grupta yer alan ve gıda mikrobiyolojisi 

açısından önemli olan mikroorganizmalar; Citrobacter freundii, Enterobacter 

aerogenes, Enterobacter cloacae, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae 'dir. 

 

Koliform grup mikroorganizmalara pek çok gıda hammaddesinde rastlanmaktadır. 

Bunların baĢında; taze sebzeler, taze yumurta, çiğ süt, kanatlı etleri ve koliform 

bakımından sayıca zengin sulardan alınan kabuklu ve diğer su ürünleri gelmektedir. 

 

Escherichia coli ilk kez 1885 yılında Theodor Escherich tarafından çocuk dıĢkısından 

izole edilip tanımlanmıĢtır. Bugün üzerinde en çok çalıĢılan ve genetik yapısı en iyi 

bilinen mikroorganizmadır (Adams 1999). 

 

E. coli Enterobacteriaceae ailesinin Escherichia cinsine ait katalaz pozitif, oksidaz 

negatif, fermentatif özelliğe sahip sporsuz, kısa, çubuk Ģeklinde gram-negatif 

bakterilerdir. E. coli optimum 37C civarı olmak üzere 10C-50C arası geliĢebilen 

tipik bir mesofil mikroorganizmadır. GeliĢmesi için nötr ortama yakın pH‘lar optimum 

olsa da, optimal koĢullarda pH=4,4‘e kadar geliĢim göstermektedir. Bakterinin geliĢimi 

için minimum su aktivitesi (aw) 0.95‘tir (Chapelle 2001).  

 

Koliform grubu mikroorganizmaların hepsi dıĢkı kökenli değildir. Bu grupta bulunan 

bakterilerden normal florası insanların ve sıcakkanlı hayvanların alt sindirim sistemleri 

olanlar "fekal koliform" olarak tanımlanmakta ve bunlar fekal kontaminasyonun bir 

göstergesi olarak kabul edilmektedirler. Koliform grup içinde fekal koliform olarak 

tanımlanan bakterilerin büyük çoğunluğunun E. coli olduğu bilinmektedir. Grubun diğer 

üyeleri toprak ve bitki kökenli olabilmektedirler. Herhangi bir örnekte E. coli‘ye 

ve/veya fekal koliform bakterilere rastlanması oraya doğrudan ya da dolaylı olarak dıĢkı 

bulaĢtığının ve yine bağırsak kökenli Salmonella ve Shigella gibi primer patojenlerin de 
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olabileceğinin bir göstergesidir. Bu nedenle hiçbir gıda maddesinde, içme ve kullanma 

sularında, denizlerde ve göllerde E. coli ve fekal koliform bulunmasına izin 

verilmezken, bazı gıdalarda belirli sayıda koliform bakteri bulunmasına izin 

verilebilmektedir (Çakır 2000). 

 

E. coli, fekal kontaminasyonun bir göstergesi olması yanında genetik yapısı en iyi 

bilinen canlı olma özelliğine de sahiptir. SuĢlarının birçoğu zararsız olan bu bakterinin 

bazı patojenik tipleri, insan ve hayvanlarda sonucu ölüme kadar giden ishallere, yara 

enfeksiyonlarına, menenjit, septisemi, artheriosklerosis, hemolitik üremik sendrom, 

çeĢitli immünolojik hastalıklar vb. gibi hastalıklara sebep olabilmektedir. 

 

2.7.1 E. coli belirleme yöntemleri 

 

2.7.1.1 En muhtemel sayı yöntemi 

 

Genel olarak koliform grup/fekal koliform grup bakteriler/E. coli sayılmasında EMS 

yöntemi kullanılmakta ve yöntem üç aĢamada uygulanmaktadır. Bu aĢamalar sırasıyla, 

koliform grup bakterilerin muhtemel sayısını belirlemek, koliformların kesin sayısını 

onaylamak ve aynı anda farklı bir besiyerinde fekal koliformların sayısını belirlemek ve 

E. coli sayısını belirlemektir. 

 

Türk Standartları Enstitüsü (TSE) ve Uluslararası Standartlar Örgütü (ISO)' nün 

koliform grup mikroorganizma aramak için kullanılan standart analiz yöntemlerine göre 

örnek hazırlanıp dilüsyonları yapıldıktan sonra ardıĢık 5 dilüsyondan 3‘er adet Lauril 

Sülfat Triptoz Broth (LST) besiyerine 1‘er mL ekim yapılmakta ve 37
o
C‘de 24 

(gerekirse 48) saat inkübasyondan sonra pozitif sonuç veren tüpler muhtemel koliform 

olarak değerlendirilmektedir. Bu yönteme göre, muhtemel koliformların sayısını 

doğrulamak için de Brilliant Green Bile Broth (BGBB) besiyerine ekim yapılmakta ve 

37 
o
C‘de 24 saat (gerekirse 48) inkübasyondan sonra pozitif sonuç veren tüpler koliform 

grup olarak doğrulanmaktadır. 
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TS 6063/ISO 7251‘e göre E. coli aranmasında analize koliform grupta olduğu gibi 

örneğin hazırlanıp dilüsyonlarının yapılmasından sonra, ardıĢık 5 dilüsyondan 3‘er adet 

LST besiyerine 1‘er ml ekim yapılmakta ve tüpler 37 
o
C‘de 24 (gerekirse 48) saat 

inkübasyona bırakılmaktadır. Burada pozitif sonuç veren tüplerden, su banyosunda 

44.5
o
C‘de tutulan E. coli Broth besiyerlerine ekim yapılmakta ve gaz oluĢumu için yine 

44.5
o
C‘de 24 (gerekirse 48) saat inkübe edilmektedir. Bu sürenin sonunda gaz oluĢumu 

görülen tüpler fekal koliform olarak değerlendirilmektedir. Testin devamında E. coli 

Broth besiyerinde pozitif sonuç veren tüplerden 44.5
o
C‘deki Tripton Water (TW) 

besiyerine ekim yapılmakta ve aynı derecede 48 saat inkübasyona bırakıldıktan sonra 

indol testi yapılmaktadır. Bu testin sonunda indol pozitif reaksiyon veren tüpler E. coli, 

negatif reaksiyon verenler ise E. coli dıĢındaki diğer fekal koliformlar olarak 

değerlendirilmektedir (Çakır 2000). 

 

2.7.1.2 Katı besiyeri yöntemi 

 

Pek çok kuruluĢ tarafından koliform grup ve E. coli aranmasında standart yöntem olarak 

EMS yöntemi gösterilirken, özellikle izolasyon amaçlı sayım çalıĢmalarında katı 

besiyeri kullanılmaktadır. Bu amaçla yaygın olarak kullanılan besiyeri Violet Bile Red 

(VRB) Agardır. Bu besiyerinde sayım yapılırken yayma, dökme ve çift tabaka dökme 

plak yöntemleri uygulanmaktadır (Çakır 2000). 

 

2.7.1.3 Membran filtrasyon yöntemi 

 

Hidrofobik Grid Membran Filtre (HGMF) tekniği, özellikle su ve diğer sıvı gıdaların 

analizinde kullanılmaktadır. Bu teknikte örnek önce bir membran filtreden geçirilerek 

mikroorganizmalar filtre üzerinde tutulmaktadır. Daha sonra bu filtreler uygun bir 

besiyeri üzerine, arada hava kabarcığı kalmayacak Ģekilde yerleĢtirilmekte ve oluĢan 

koloni sayısından materyaldeki mikroorganizma sayısı hesaplanmaktadır. Filtreler 

üzerinde bulunan birbirini dik kesen hidrofobik hatlar, oluĢan kolonilerin dağılmasını 

önlemekte ve böylece sayım yapılmasını kolaylaĢtırmaktadır. HGMF tekniği ile E. coli 

sayımı AOAC tarafından standart analiz yöntemi olarak kabul edilmiĢtir. 
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Membran filtrasyon tekniğinin bazı üstünlükleri bulunmaktadır. Bunlardan en 

önemlileri; örnekte az sayıda mikroorganizmanın bulunması durumunda bile belirleme 

imkânı vermesi ve inkübasyondan sonra filtrelerin kurutularak saklanabilmesidir (Çakır 

2000). 

 

2.7.1.4 MUG Yöntemi 

 

Ġlk kez 1982 yılında ortaya konulan MUG tekniği, son yıllarda E. coli sayımına yeni bir 

yaklaĢım getirmiĢtir. Bu tekniğin prensibi; doğrudan besiyerinin ilave edilen ya da 

selektif katkı olarak ilave edilen 4-methyleumbelliferyl-β-D-glucuronide (MUG) adlı 

bileĢiğin E. coli‘de yapısal bir enzim olarak olarak bulunan β-D-glucuronidase 

(MUGase, β-GUR) enzimi tarafından 4-methyleumbelliferone adlı florojenik bir ürüne 

dönüĢmesi ve bu ürünün de 366 nm uzun dalga boylu ultraviyole ıĢık altında floresan 

ıĢıma vermesi esasına dayanmaktadır. MUG, katı ve sıvı besiyerlerinin bileĢimine 

kolaylıkla ilave edilebildiği için, EMS yöntemi, katı besiyerleri ve membran filtrasyon 

yöntemi ile yapılan koliform grup/E. coli analizlerinde kullanılmaktadır. 

 

β-D-glucuronidase pozitif olan bakteriler içinde indol pozitif olan tek bakteri E. coli‘dir. 

Bu nedenle E. coli dıĢında bazı β-D-glucuronidase pozitif Citrobacter, Enterobacter, 

Salmonella, Shigella suĢlarının neden olduğu sahte pozitif reaksiyonlar indol testi ile 

belirlenebilmektedir. Ayrıca bazı E. coli suĢları yoğun üremeye bağlı olarak aĢırı 

miktarda asit oluĢturmakta ve bu da floresan ıĢımayı maskelemektedir. Bu gibi 

durumlarda besiyerine 1 ml, 1 N NaOH ilavesi ile floresan reaksiyon 

kesinleĢtirilebilmektedir. 

 

MUG sistemi kullanıldığında dikkat edilmesi gereken en önemli nokta kendiliğinden 

floresan veren cam tüplerdir. Analiz sonucu negatif olsa dahi bu tür tüplerde pozitifmiĢ 

gibi görünmekte ve bu da sahte pozitif sonuçların alınmasına neden olmaktadır. Bunu 

önlemek için besiyeri tüplere dağıtılmadan önce tüpler UV lamba ile kontrol edilmeli ve 

böyle tüpler kullanılmamalıdır (Çakır 2000).  
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2.7.1.5 Elektrokimyasal yöntemler 

 

Koliform grup/E. coli aranmasında elektrokimyasal yöntemler de kullanılmaktadır. Bu 

yöntemlerin esası geliĢmekte olan bakteri kültüründe oluĢan moleküler hidrojenin 

ölçülmesi, bakteri kültürünün ortama uyum sağlarken oluĢan direncin ölçülmesi ve 

elektrot yüzeyi ile iliĢki kurulduğunda bakteri yüzeyleri ile arada oluĢan elektron 

transferinin ölçülmesi esasına dayanmaktadır. Çiğ süt, yoğurt, dondurma ve pastörize 

krema gibi süt ürünlerinde koliform grup mikroorganizma aranmasında kullanılmak 

üzere geliĢtirilmiĢ Bactometer
TM

 mikrobiyel analiz cihazi impedans-kondüktans 

prensibine göre çalıĢmaktadır. Bu yönteme göre önce standart miktarda test örneği 

alınarak aletin inkübatör kısmına yerleĢtirilerek 35
o
C‘de 3 saat ön zenginleĢtirmeye 

bırakılır. Bu aĢamada Coliform Medium (CM) besiyeri kullanılmaktadır. Ön 

zenginleĢtirme aĢamasından sonra 1.5 mL örnek alınarak aletin inkübasyon 

kuyucuklarına yerleĢtirilip yine aynı derecede inkübasyona bırakılır. Kuyucuk içindeki 

test karıĢımı renginin menekĢeden sarıya dönmesi koliform grup pozitif reaksiyon 

olarak değerlendirilmektedir. Analiz cihazı bilgisayar donanımlı olduğu için sonuçlar 

direkt bilgisayara kaydedilebilmekte veya yazdırılabilmektedir. 

 

2.8 Kaynak Araştırması 

 

Dequaire ve arkadaĢları (Dequaire vd. 2000) altın nanoparçacıkları etiket olarak 

kullanarak elektrokimyasal immünoessey çalıĢması gerçekleĢtirmiĢlerdir. Altın 

nanoparçacıkları asidik çözeltide yükseltgeyerek çözdükten sonra anodik sıyırma 

voltametrisi kullanarak altın miktarını tayin etmiĢlerdir. Tek kullanımlık karbon esaslı 

SPE‘larla 35 L‘lik çözeltide ölçümleri gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bu yöntemi 

immünoglobülin G (IgG)‘yi model olarak kullanarak heterojen yarıĢmasız 

immünoessey çalıĢması için kullanmıĢlar ve 3x10
-12

 M‘dan daha düĢük IgG 

konsantrayonlarını tayin edebilmiĢlerdir. Yöntemin bu kadar yüksek performans 

göstermesini, Au
3+

‘nın ASV ile SPE elektrotlarda çalıĢılmasına ve immunokompleks ile 

bağlanan altın nanoparçacığın her birinden yüksek miktarda altın iyonun ortaya 
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çıkmasına bağlamıĢlardır. ġekil 2.25‘da Dequaire ve arkadaĢlarının kullanmıĢ oldukları 

elektrot sistemi gösterilmektedir. 

 

 
 

ġekil 2.25 Dequaire ve arkadaĢlarının elektrokimyasal ölçümlerini gerçekleĢtirdiği 

elektrot düzeneğinin Ģematik gösterimi 

 

Cai ve arkadaĢları (Cai vd. 2002) elektrokimyasal olarak DNA hibritleĢmesini 

belirlemek için bir çalıĢma yapmıĢlardır. ÇalıĢmada gümüĢ nanoparçacıkları 

oligonükleotit etiketi olarak kullanmıĢlardır. Hedef DNA molekülleri ile gümüĢ 

nanoparçacık etiketli DNA probunu hibritleĢtirmiĢler ve daha sonra hibritteki gümüĢ 

nanoparçacıkları asidik çözeltide gümüĢ iyonlarına yükseltgemiĢlerdir. Çözeltiye geçen 

Ag
+
 iyonlarını karbon fiber elektrotlar kullanarak anodik sıyırma voltametrisi ile tayin 

etmiĢlerdir. Hedef oligonükleotitin yüzeye kaplanma miktarını, gümüĢün çözünme 

süresini ve elektrokimyasal sıyırma deneyleri sırasındaki çeĢitli deneysel parametreleri 

belirleyerek optimize etmiĢlerdir. Mikroelektrotta gerçekleĢtirilen sıyırma analizinin çok 

hassas olması ve her bir DNA hibridinden çok sayıda gümüĢ (I) iyonunun ortaya 

çıkması, 0.5 pmol/L kadar düĢük tayin sınırına ulaĢılmasını sağladığını belirtmiĢlerdir. 

ġekil 2.26‘da Cai ve arkadaĢlarının izlemiĢ oldukları yöntemin Ģematik gösterimi 

verilmiĢtir. 
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ġekil 2.26 GümüĢ nanoparçacık etiketin kullanıldığı DNA hibritleĢmesinin 

elektrokimyasal sıyırma voltametrisi ile tayininin Ģematik gösterimi (Cai 

vd., 2002) 

 

Wang ve arkadaĢları (Wang vd. 2003) gümüĢ nanoparçacık üzerine immobilize ettikleri 

DNA‘yı, kendiliğinden düzenlenme tekniği ile altın nanoparçacık ile modifiye ettikleri 

yüzeyde elektrokimyasal olarak tayin etmeyi baĢarmıĢlardır. Altın elektrodu sisteamin 

ile kendiliğinden düzenlenme tekniği ile modifiye eden grup, daha sonra bu elektrodu 

altın nanoparçacık içeren çözelti ile muamele etmiĢlerdir. Hedef DNA‘nın modifiye 

elektroda immobilizasyonunu gerçekleĢtirdikten sonra hibritleĢme iĢlemi için gümüĢ 

nonoparçacık ile etiketledikleri DNA probunu içeren çözeltiye daldırmıĢlardır. Altın 

elektrodun modifikasyon aĢamalarını test etmek için elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi tekniği kullanmıĢlardır. HibritleĢmenin sona ermesinin ardından elektrot 

yüzeyi asidik çözeltiye alınarak hibritteki gümüĢ nanoparçacıkların çözülmesini 

sağlamıĢlardır. Anodik sıyırma voltametrisi tekniğini kullanarak karbon fiber 

mikroelektrotlarda elektrokimyasal deneyleri gerçekleĢtirmiĢlerdir. Elde ettikleri 

sonuçlardan 10-800 pmol/L aralığındaki ssDNA tayin edebileceklerini ve alt tayin 

sınırlarının hedef oligonükleotitler için 5 pmol/L olduğunu belirtmiĢlerdir. ġekil 2.27‘de 
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Wang ve arkadaĢları tarafından sentezlenen altın nanoparçacıkların TEM ve UV-Vis 

görüntüleri verilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 2.27 Wang ve arkadaĢlarının sentezledikleri altın nanoparçacıkların: a. UV-Vis 

spektrumu, b. TEM görüntüsü 

 

Elekrokimyasal sıyırma tekniğinin kullanıldığı bir baĢka çalıĢma altın kaplı demir 

içeren nanoparçacıklarla yapılmıĢtır (Wang vd. 2003). Wang ve arkadaĢları yaptıkları 

çalıĢmada sentezledikleri demir-altın çekirdek-kabuk nanoparçacıklara DNA probunu 

bağlamıĢlardır. ġekil 2.18‘de Ģematik olarak gösterildiği gibi, streptavidin kaplı 

polistiren kürelere biyotin iĢaretli hedef DNA molekülünü bağlamıĢlardır. Çekirdek-

kabuk Fe-Au nanoparçacık ile etiketledikleri DNA probu ile hazırladıkları hedef 

molekül kaplı polistiren küreleri karıĢtırdıktan sonra hibritleĢmenin gerçekleĢtirilmesini 

sağlamıĢlardır. Asit çözeltisine aldıkları demirin pH değerini ayarladıktan sonra ligand 

varlığında katodik sıyırma voltametrisi ile tayin etmiĢlerdir. Demir pikinin, hedef DNA 

konsantrasyonu ile doğrusal olarak arttığını ve kalibrasyon grafiğinin hassasiyetinin 

1.07 nA l/g olduğun göstermiĢlerdir.  
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ġekil 2.28 Wang ve arkadaĢları tarafından hazırlanan altın kaplı demir nanoparçacık 

etiketli DNA tayin protokolünün Ģematik gösterimi  
A. Streptavidin kaplı polistiren küreler, B. Biyotin iĢaretli hedef DNA‘nın tutturulması, C. Demir-altın 

etiketli prob DNA ile hibritleĢme, D. Sıyırma volametrisi için demir-altın parçacığın asitte çözülmesi, E. 

HibritleĢmeden sonra polistiren kürelerin optik mikroskop görüntüsü 

 

Altın nanoparçacıkların etiket olarak kullanıldığı bir baĢka çalıĢma Chen ve arkadaĢları 

tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir (Chen vd. 2007). Sandviç immünoessey prosedürünün 

uygulandığı çalıĢmada insan-IgG (antijen) molekülü tayin edilmiĢtir. Ġlk aĢamada 

kolloidal altın nanoparçacıkları sentezledikten sonra bunları anti-human IgG antikoru ile 

bağlamıĢlardır. Ġkinci aĢamada ise karbon pasta elektrodu elektrokimyasal olarak 

öniĢleme tabi tuttuktan sonra adsorpsiyon ile anti-human IgG antikorunu yüzeye 

bağlamıĢlardır. Antikor ile modifiye edilen karbon pasta elektrodu üzerine çeĢitli 

konsantrasyonlarda insan-IgG bırakıp bir süre bekletmiĢlerdir. Daha sonra modifiye 

elektrodun üzerine antikor ile modifiye edilen altın nanoparçacıkları göndermiĢler, 

oluĢan immunosensöre 150s 1.30 V potansiyel uygulamıĢlardır. 1.30-0 V arasında bir 

potansiyel taraması yaparak altın nanoparçacıkların AuCl4
-
 iyonlarının karbon pasta 

elektroda adsorbe olmasını sağlamıĢlardır. Son olarak da oluĢan AuCl4
-
 iyonlarını 

elektrokimyasal olarak indirgemiĢlerdir. ġekil 2.29‘da gösterilen voltamogramda 

gözlenen indirgeme piki ile antijen konsantrasyonu arasında doğrusal bir iliĢki 

gözlemiĢler ve alt tayin sınırını 4.0 ng/ml belirlemiĢlerdir. 
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ġekil 2.29 Chen ve arkadaĢlarının elde ettiği: a. Ġnsan IgG için voltamogram,                 

b. indirgenme pik akımına karĢı insan-IgG deriĢiminin kalibrasyon grafiği 

 

Cai ve arkadaĢları (Cai vd. 2002) gümüĢ ile güçlendirilen altın nanoparçacık etiketlerini 

kullanarak DNA hibritleĢmesini elektrokimyasal olarak tayin etmiĢlerdir. Bu çalıĢmada 

camsı karbon elektrot üzerine hedef oligonükleotit elektrostatik adsorpsiyon ile 

tutturulmuĢtur. Daha sonra elektroda tutturulan hedef DNA, altın nanoparçacık ile 

etiketlenen DNA prob ile etkileĢtirerek hibritleĢtirilmiĢtir. Altın nanoparçacık üzerine 

gümüĢün biriktirilmesinin ardından hedef ile prob molekülü arasındaki bağlanma 

diferansiyel puls voltametrisi ile takip edilmiĢtir. Sinyal Ģiddetinde gözlenen farktan 

mükemmel Ģekilde eĢleĢen iki DNA zinciri ile bir baz çifti yanlıĢ olan mükemmele 

yakın eĢleĢme ayırt edilmiĢtir. 

 

Nakamura ve arkadaĢları (Nakamura vd. 1991) pirolitik grafit ve gözenekli nitroselüloz 

filtreden oluĢan bir elektrot sistemi kullanarak idrarda E. coli tayinini 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. DönüĢümlü voltamogramda gözlenen pik akımı idrardaki E. 

coli‘nin baĢlangıç hücre konsantrasyonu artıĢı ile artmıĢtır. Bu sistem ile idrar 

içerisindeki 5x10
2
-5x10

5
 hücre/ml tayin edilmiĢtir. Ayrıca çeĢitli antibiyotiklere karĢı 

bakterinin duyarlılığı pik akımlarından belirlenmiĢtir. 

 

Yang ve arkadaĢları (Yang vd. 2009) platin nanoparçacık kaplı altın nanogözenekli film 

(PGNF) sentezlendikten sonra bu malzeme ile modifiye edilen elektrodu E. coli 

bakterisinin hızlı ve baĢarılı bir Ģekilde tayinini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Sentezlenen 
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filmin geniĢ yüzey alanı ve yüksek düzenliliği SEM ve EDS görüntüleriyle 

kanıtlanmıĢtır. Daha sonra PGNF modifiye elektrodun, elektrokimyasal davranıĢları 

dönüĢümlü voltametri ve amperometrik i-t grafikleriyle incelenmiĢtir. PGNF modifiye 

elektrot, E. coli‘ye karĢı mükemmel bir elektrokatalitik aktivite göstermiĢtir. Akım 

duyarlılığı, 2x10
1
 ile 1x10

6
 kob/ml arasında iyi bir lineerlik göstermiĢ ve LOD değerinin 

10 kob/ml olduğu belirtilmiĢtir. Yüksek hassasiyete, geniĢ doğrusal aralığa ve iyi bir 

tekrarlanabilirliğe sahip olması PGNF‘yi taĢınabilir amperometrik E. coli sensörü olarak 

ümit verici bir adaydır.  

 

GümüĢ nanoparçacıkların etiket olarak kullanıldığı bir baĢka çalıĢma Karadeniz ve 

arkadaĢları tarafından yapılmıĢtır (Karadeniz vd. 2007). Kalem grafit elektrodun 

kullanıldığı çalıĢmada yeni bir DNA sensörü geliĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmada hem etiket 

olarak kullandıkları gümüĢün yükseltgenme sinyallerinden hem de elektroaktif DNA 

bazı guaninden yararlanılmıĢtır. Sentezlenen nanoparçacıkların karakterizasyonu TEM 

ve SEM analizleriyle, elektrokimyasal davranıĢları dönüĢümlü voltametri ve 

diferansiyel puls voltametrisi ile yapılmıĢtır. Kalem grafit elektrodun nükleik asit ile 

yapılan yüzey modifikasyonu amino uçlu DNA oligonükleotidin gümüĢ 

nanoparçacıkların yüzeyine pasif adsorpsiyonu ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Elektrokimyasal 

DNA sensörün analitik performansını belirlemek, daha yüksek hassasiyette ve 

seçicilikte gümüĢ ve guanin sinyali elde edebilmek için DNA konsantrasyonu, 

nanoparçacık konsantrasyonu ve değiĢik tampon çözeltilerin etkisi gibi optimum 

analitik Ģartları belirlemiĢler. 

 

Aladağ ve arkadaĢları (Aladağ vd. 2010) tarafından kalem grafit elektrot ile 

gerçekleĢtirilen çalıĢmada bakır iyonlarının varlığında aminopurinlerin tayini 

yapılmıĢtır. adenin, 2-aminopurin, 2,6-diaminopurin ve bunların bakır ile yaptığı 

komplekslerinin elektrokimyasal oksidasyonları doğrusal taramalı voltametri ve 

eliminasyon doğrusal taramalı voltametri ile incelenmiĢtir. Cu(I)-aminokompleksinin 

yükseltgenme iĢlemi, Cu(I) in Cu(II)‘ye yükseltgenmesine karĢılık gelmekte, 0.4 ile 0.5 

V potansiyel aralığında meydana gelmektedir. Daha pozitif potansiyellerde 

aminopurinler purin halkasının yükseltgenmesinden kaynaklanan voltametrik pikler 

bulundururlar. 
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ġekil 2.30 Adenin, 2-aminopurin ve 2,6 diaminopurinin 20L‘lık Cu(II) ile dönüĢümlü 

voltamogramları (Aladağ vd. 2010) 

 

Kara ve arkadaĢları, enzim etiketli DNA kullanarak kalem grafit elektrotla 

elektrokimyasal tayin yapmıĢlardır (Kara vd. 2005). ġekil 2.31‘de gösterildiği gibi prob 

DNA, 5 grubundan kalem grafit elektroda EDC ve NHS kullanılarak kovalent olarak 

bağlanmıĢtır. Prob molekülü ile modifiye edilen kalem grafit elektrot, biyotinlenmiĢ 

tamamlayıcı nükleotit ile hibritleĢtirilmiĢtir. Alkalin fosfataz etiketli extravidin, avidin-

biyotin etkileĢmesi ile biyotinlenmiĢ hibride bağlanmıĢtır. - Naftil fosfat (-NAP) 

eklenerek, alkalin fosfataz ile -NAP arasında reaksiyonun gerçekleĢmesi sağlanmıĢtır. 

Bu reaksiyondan -NAP‘nın indirgenme sinyali diferansiyel puls voltametrisi ile -0.1 

V‘da ortaya çıkmıĢtır. HibritleĢme süresi, prob, biyotinlenmiĢ oligonükleotit ve enzim 

konsantrasyonları gibi parametreler optimize edilmiĢtir. 
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ġekil 2.31 DNA hibritleĢmesi ve tayini için geliĢtirilen yöntemin Ģematik gösterimi 

(Kara vd. 2005) 

 

Kafeinin anodik sıyırma voltametrisi ile tayini Ly ve arkadaĢları tarafından 

gerçekleĢtirilmiĢtir (Ly vd. 2004). Bu çalıĢmada ticari bir kalem grafit elektrot 

kullanılarak çeĢitli çay örneklerinde kafein tayini gerçekleĢtirilmiĢtir. ġekil 2.32‘de 

gösterildiği gibi, kare dalga sıyırma voltametrisinin kullanıldığı teknikte, kafein 

öncelikle 0.0 V‘da biriktirilmiĢ, daha sonra 1.4 V‘da kalem grafit elektrottan 

indirgenerek sıyrılmıĢtır. Kullanılan kare dalga sıyırma voltametrisinin parametreleri 

optimize edilmiĢtir. Optimum koĢullarda 0 ile 500 mg/L konsantrasyon aralığında 

doğrusal bir grafik elde edilmiĢtir. Bu çalıĢma koĢullarında kafein için alt tayin sınırı 9.2 

mg/L bulunmuĢtur. 
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ġekil 2.32 a.0-500 mg/L arasında değiĢen konsantrasyonlarda kafeinin kare dalga 

sıyırma voltamogramı, b. Kalibrasyon grafiği (Ly vd. 2004) 

 

Tang ve arkadaĢları, E. coli bakterisinin hızlı bir Ģekilde tayin edilmesi için 

kendiliğinden düzenlenen tek tabaka yöntemine dayanan bir yöntem geliĢtirmiĢlerdir 

(Tang vd. 2006). GeliĢtirdikleri bienzim biyosensörünü lakkaz ve HRP enzimlerini (3-

aminopropil)trietoksisilan (APTES) tabakası ile modifiye ettikleri ITO elektroda 

kovalent olarak bağlamıĢlardır. Bienzim biyosensör, E. coli metabolizması sırasında 

kültür ortamı içerisine salisilik asitten (SA) mikrobiyal olarak oluĢan polifenolik 

bileĢiklerin taiyininde yüksek hassasiyet göstermiĢtir. Polifenolik bileĢiklerin miktarı E. 

coli yoğunluğuna bağlı olduğundan, E. coli çözeltisi salisilik asitli kültür ortamında 

37C‘de 2.5 saat inkübe edildikten sonra bienzim biyosensörü ile hızlı ve yüksek 

hassasiyette E. coli tayini yapılmıĢtır. Kronoamperometri tekniğinin kullanıldığı 

çalıĢmada geliĢtirilen bienzim biyosensörü ile güçlendirilmiĢ akım cevabı elde 

edilmiĢtir. Bu akım, bienzim-katalizli yükseltgenme ve elektrokimyasal indirgenme ile 

yürüyen polifenolik bileĢiklerin substrat dönüĢümünden kaynaklanmaktadır. Akım ile 

E. coli yoğunluğu arasında 1.6x10
3
 ile 1.0x10

7
 hücre/ml arasında lineerlik gözlenmiĢtir. 

GeliĢtirilen sensörün 3 saat için alt tayin sınırı 9.7x10
2
 hücre/ml olarak bulunmuĢtur. 

 

Pournaghi-Azar ve arkadaĢları, elektroaktif bir etiket kullanarak insan interlökin-2    

(IL-2) geninin belirlenmesine dayanan elektrokimyasal bir DNA biyosensörü 

geliĢtirmiĢlerdir (Pournaghi-Azar vd. 2006). ġekil 2.33‘de gösterilen kalem grafit 
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elektrodun kullanıldığı çalıĢmada metilen mavisi (MB) de elektroaktif etiket olarak 

seçmiĢler, IL-2 genine ait 20 merlik tek sarmallı oligonükleotit dizinini elektrot 

yüzeyine immobilize etmiĢlerdir. Prob ile hedefe ait tamamlayıcı dizin arasındaki 

hibritleĢme, metilen mavisi biriktirilmiĢ kalem grafit elektrotta kare dalga 

voltametrisiyle takip edilmiĢtir. Bu çalıĢmada kullanılan yöntemde hibritleĢmenin 

miktarı, probla modifiye edilen MB biriktirilmiĢ kalem elektrot ile hibiritleĢmenin 

olduğu MB biriktirilmiĢ kalem elektrot arasındaki kare dalga sinyalleri arasındaki farka 

dayanmaktadır. Biyosensörün performansını etkileyen çeĢitli parametreler çalıĢılarak 

optimum Ģartlar belirlenmiĢtir.  

 

 
 

ġekil 2.33 Pournaghi-Azar ve arkadaĢlarının kullanmıĢ oldukları: a. Kalem grafit 

elektrot, b. Elektrot yüzeyin kesit yüzeyi 

 

Guzel ve arkadaĢları (Guzel vd. 2010) sentezledikleri monometalik Au ve bimetalik 

Au@Ag çekirdek-kabuk nanoparçacıklar arasında organik molekülleri köprü olarak 

kullanmıĢlar ve bunları YGRS çalıĢmalarında kullanmıĢlardır. Kendiliğinden 

düzenlenme tekniğinin kullanıldığı çalıĢmada UV-Vis, RAIRS ve XPS teknikleri 

karakterizasyon iĢlemlerinde kullanılmıĢtır. ġekil 2.34‘de sentezlenen yapıların Camsı 

karbon üzerindeki yüzey güçlendirilmiĢ raman spektrumları görülmektedir. 
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ġekil 2.34 Guzel ve arkadaĢları tarafından camsı karbon elektrot yüzeyine biriktirilen   

a. HS(CH2)2CONHPhSH, b. AuS(CH2)2CONHPhSH,  

                   c. AuS(CH2)2CONHPhS(Au@Ag) yapılarının YGRS spektrumları 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1 Nanoparçacıkların Hazırlanması  

 

Tez önerisinde sunulduğu üzere antikorları etiketleme iĢleminde bimetalik 

nanoparçacıklar kullanılmıĢtır. Bimetalik nanoparçacıkların çıkıĢ maddeleri 

monometalik nanoparçacıklar olduğundan öncelikle monometalik nanoparçacık sentezi 

daha sonra bimetalik nanoparçacık sentezi yapılmıĢtır. Kullanılan nanoparçacıkların 

sentezleri Yang ve arkadaĢları tarafından yayınlanan makale referans alınarak aĢağıdaki 

gibi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.1.1 Altın nanoparçacıkların hazırlanması 

 

Altın nanoparçacıkları (Au-NP), sodyum sitrat ile termal indirgeme metodu kullanılarak 

sentezlenmiĢtir. Bu iĢlem için öncelikle 100 mL su kaynayıncaya kadar ısıtılmıĢtır. 

Kaynayan suya %1‘lik 1 mL HAuCl4 ilave edilmiĢtir. Çözelti sürekli olarak bir 

manyetik karıĢtırıcı üzerinde bir magnet yardımıyla karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra bu 

çözeltiye 2 mL 38.8 mM‘lık sodyum sitrat yavaĢ yavaĢ eklenmiĢtir. Kısa bir süre sonra 

çözeltinin renginin kırmızıya döndüğü görülmüĢtür. Kolloidal altın çözeltisi hızlı bir 

Ģekilde soğutularak daha sonra kullanılmak üzere buzdolabında saklanmıĢtır. 

 

3.1.2 Gümüş nanoparçacıkların hazırlanması 

 

GümüĢ nanoparçacıkları (Ag-NP), altın nanoparçacıklarla aynı yöntem kullanılarak 

sentezlenmiĢtir. 0.018 g AgNO3 tartılarak 70C‘ye kadar ısıtılmıĢ olan 100 mL suya 

eklenmiĢtir. Çözelti sürekli olarak bir manyetik karıĢtırıcı üzerinde karıĢtırılmıĢtır. Bu 

çözeltiye 2 mL 38.8 mM‘lık sodyum sitrat yavaĢ yavaĢ ilave edilmiĢtir. Çözeltinin 

renginin sarıya dönmesiyle gümüĢ nanoparçacıkların sentezlendiği anlaĢılmıĢtır. 

Kolloidal gümüĢ çözeltisi hızlı bir Ģekilde soğutularak daha sonra kullanılmak üzere 

buzdolabında saklanmıĢtır. 
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3.1.3 Au@Ag bimetalik nanoparçacıkların hazırlanması 

 

Au@Ag bimetalik nanoparçacıkların elde edilmesi için öncelikle 30 mL saf suya 5 mL 

kolloidal altın çözeltisi eklenmiĢtir. Çözelti bir magnetik karıĢtırıcı yardımıyla sürekli 

karıĢıtırılmıĢtır. Bu çözeltiye 1 mL 38.8 mM‘lık sodyum sitrat yavaĢ yavaĢ ilave 

edilmiĢtir. Çözelti iyice karıĢtırıldıktan sonra içerisine 10 mM‘lık AgNO3 çözeltisinden 

1.2 mL eklenmiĢtir. Son olarak gümüĢün kabuk olarak kaplanabilmesi için çözeltiye 0.4 

mL 100 mM‘lık askorbik asit çözeltisi ilave edilmiĢtir. Bu aĢamada pembe olan çözelti 

renginin dereceli olarak değiĢerek sarımtırak kırmızı rengi aldığı görülmüĢtür. Bu 

durum altın nanoparçacıkların Ag ile kaplandığını göstermektedir. Au@Ag bimetalik 

nanoparçacıkların sentez basamakları ġekil 3.1‘de Ģematik olarak gösterilmiĢtir. 

Au@Ag bimetalik nanoparçacık çözeltileri yapılacak analizlere kadar buzdolabında 

saklanmıĢtır.  

 

 
 

ġekil 3.1 Au@Ag bimetalik nanoparçacıkların sentez basamaklarının Ģematik gösterimi 

 

3.1.4 Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların hazırlanması 

 

Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların sentezi yukarıdaki metoda benzer Ģekilde 

yapılmıĢtır. Öncelikle 30 mL‘lik saf suya 5 mL kolloidal gümüĢ çözeltisi eklenmiĢtir. 

KarıĢan çözeltiye 1 mL 38.8 mM‘lık sodyum sitrat çözeltisinden yavaĢ yavaĢ ilave 

edilmiĢtir. Daha sonra bu çözeltiye 1.2 mL 10 mM HAuCl4 damla damla eklenmiĢtir. 
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Son olarak çözeltiye 0.4 mL 100 mM‘lık askorbik asit çözeltisi eklenerek Ag 

nanoparçacıklarının altın ile kaplanması sağlanmıĢtır. Bu durum sarı renkli kolloidal 

gümüĢ çözeltisinin renginin dereceli olarak değiĢerek pembe rengi alması ile 

gözlenmiĢtir. Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların sentez basamakları ġekil 3.2‘de 

Ģematik olarak gösterilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 3.2 Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların sentez basamaklarının Ģematik gösterimi 

 

Ag@Au bimetalik nanoparçacıklar yapılacak analizlere kadar buzdolabında 

saklanmıĢtır. ġekil 3.3‘de sentezlenen nanoparçacıkların görüntüleri verilmiĢtir.  

 

 
 

ġekil 3.3 Nanoparçacıkların görüntüleri (a) Au NP, (b) Ag NP, (c) Ag@Au NP, (d) 

Au@Ag NP 
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3.2 Mikrobiyolojik Çalışmalarda Kullanılan Çözeltilerin ve Besiyerlerinin 

Hazırlanması 

 

ÇalıĢmada kullanılan tampon çözeltiler ve bakterinin üremesi için gereken besi yerleri 

aĢağıdaki Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

 

3.2.1 Tampon çözeltilerin hazırlanması 

 

Dilüsyon hazırlama ve yıkama iĢlemlerinde üç farklı tampon çözelti kullanılmıĢtır. Bu 

çözeltilerin hazırlanması ile ilgili bilgiler aĢağıda verilmiĢtir. 

 

0.067 M Fosfat tampon çözeltisinin (PBS) hazırlanması (pH=7.4) 

 

Deneyler sırasında kullanılan 0.067 M KH2PO4 hazırlanması (A): 0.3446 g KH2PO4 

tartılarak 40 mL saf suda karıĢtırılarak çözülmüĢtür. 

0.067 M K2HPO4 hazırlanması (B): 2.7524 g K2HPO4 tartılarak 180 mL saf suda 

karıĢtırılarak çözülmüĢtür. 

 

164 mL A çözeltisi ile 37 mL B çözeltisi karıĢtırılmıĢ ve bu karıĢıma 1.6 g NaCl, 0.04 g 

KCl ve 0.4 g sodyum azid eklenmiĢtir. Ġyice karıĢtırılan çözeltinin pH‘sı 7.4 olacak 

Ģekilde ayarlanmıĢ ve bu çözelti kullanılmadan önce otoklavlanarak sterilize edilmiĢtir.  

 

Fosfat-Tween 20 (PBST) tamponunun hazırlanması 

 

% 0.5‘lik PBST çözeltisini hazırlamak için; otoklavlanan PBS tamponundan 10 mL 

steril cam kaba alınarak üzerine 50 µL Tween-20 ilave edildikten sonra iyice 

karıĢtırılarak çözülmüĢtür. 

 

 

 



 80 

MES Tamponunun hazırlanması 

 

0.05 M MES tamponu hazırlamak için; 0.2132 g N-morfolinoetan sülfonik asit (MES) 

tartılarak 20 mL saf suyla tamamlanmıĢtır. Hazırlanan bu tampon çözelti, safsızlıkları 

uzaklaĢtırmak için 0.2 mikronluk filtreden geçirilmiĢtir. 

 

3.2.2 Besiyerlerinin hazırlanması 

 

LB Agar hazırlanması 

 

LB Agar E. coli‘nin geliĢtirilmesinde kullanılmıĢtır. 14.8 g LB agar tartılmıĢ ve 

deiyonize su ile 400 mL‘ye tamamlanmıĢtır. KarıĢtırılarak homojen duruma 

getirildikten sonra otoklavda 121C‘de bir saat sterilize edilmiĢtir. Hazırlanan besiyeri 

petri kaplarına dökülerek katılaĢmaya bırakılmıĢ ve kullanılıncaya kadar buzdolabında 

muhafaza edilmiĢtir.  

 

LB Broth hazırlanması 

 

5 g LB Broth tartılarak 200 mL deiyonize suda çözülmüĢtür. Hazırlanan çözeltiden 5‘er 

mL tüplere alınmıĢtır. Tüplerin ağzı pamukla kapatıldıktan sonra 121C‘de bir saat 

otoklavda sterilize edilmiĢtir. Besiyerini içeren tüpler buzdolabında saklanmıĢ ve 

kullanılmadan önce oda sıcaklığına getirilmiĢtir. 

 

SMAC-Agar hazırlanması 

 

SMAC-Agar mikroorganizmaların seçici katı besiyerine inokülasyonunda ve sayımında 

kullanılmıĢtır. SMAC-Agar hazır karıĢımından 25.8 g tartılarak 500 mL damıtık su 

içerisinde çözülmüĢtür. Hazırlanan besiyeri otoklavda bir saat 121C‘de sterilize 

edilmiĢtir. Sterilizasyon sonrası, besiyeri petri kaplarına dökülerek katılaĢmaya 
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bırakılmıĢtır. Besiyerleri içeren petri kapları ters olarak buzdolabında muhafaza 

edilmiĢtir. 

 

3.2.3 E. coli çözeltisinin hazırlanması 

 

Saf E. coli kültürü,  50 µL E. coli‘nin LB Broth besiyeri içerisinde çözündükten sonra 

37 ºC‘de 18 saat geliĢtirilmiĢtir. Bu çözeltiden 1 mL ependorf tüpüne alınarak 7 dakika 

boyunca 11000 devirde oda sıcaklığında santrifüjlenmiĢtir..Safsızlıklar 

uzaklaĢtırıldıktan sonra E. coli PBS tamponunda yıkanıp tekrar PBS tamponunda 

çözülmüĢtür. 

 

E. coli ardışık dilüsyonlarının hazırlanması 

 

LB Broth besiyerinde 18 saat boyunca 37C‘de inkübe edilen E. coli saf kültürünün 

dilüsyonları (10
7
-10

1
 kob/mL aralığında)  0.067 M‘lık pH=7.4 PBS tamponunda 

hazırlanmıĢtır. 

 

3.3 Au@Ag ve Ag@Au Bimetalik Nanoparçacık İşaretli Antikorların 

Hazırlanması 

 

Nanoparçacık etiketli antikorların hazırlanmasında ilk basamakta kendiliğinden 

düzenlenme tekniğinden daha sonraki basamakta avidin-biyotin etkileĢiminden 

yararlanılmıĢtır. Sentezlenen Ag@Au ve Au@Ag bimetalik nanoparçacıklar etanolde 

yıkanarak santrifüjlenmiĢ ve safsızlıkların uzaklaĢması sağlanmıĢtır. Kullanım öncesine 

kadar buzdolabında saklanmıĢtır. 

 

Bimetalik nanoparçacık (BNP) çözeltisinden (Ag@Au veya Au@Ag) 1 mL alınarak 

içerisine 150 mM‘lık merkaptoundekanoik asit (MUA) ilave edilmiĢtir (ġekil 3.4). Bu 

çözelti 18 saat boyunca çalkalanarak MUA‘nın nanoparçacıklarla tam olarak 

etkileĢmesi sağlanmıĢtır. MUA molekülleri ile etkileĢen nanoparçacıklar (MUA-BNP) 
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santrifüjlenerek çöktürüldükten sonra etanolle bir defa, 50 mM‘lık MES tamponu ile iki 

defa yıkanmıĢtır. Böylece bağlanmayan MUA molekülleri ortamdan uzaklaĢtırılmıĢtır.  
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ġekil 3.4 Merkaptoundekanoik asit ile etkileĢtirilen bimetalik nanoparçacıkların Ģematik 

gösterimi 

 

ġekil 3.5‘de Ģematik olarak gösterildiği gibi, MUA-BNP‘lara MES tamponunda 

hazırlanan 1mL‘lik 50 mM NHS – 200 mM EDC karıĢımı eklenerek yapıda bulunan 

karboksilik asit gruplarının 40 dakika boyunca aktifleĢmesi sağlanmıĢtır. Safsızlıkları 

uzaklaĢtırmak için MUA-BNP çözeltisi santrifüjlendikten sonra MES tamponu ile iki 

defa yıkanmıĢtır.  
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ġekil 3.5 MUA ile modifiye edilen bimetalik nanoparçacıkların EDC-NHS karıĢımı ile 

etkileĢtirilmesinin Ģematik olarak gösterimi 

 

Daha sonra MES tamponunda hazırlanan 0.2 mg/mL‘lik avidin çözeltisi 

nanoparçacıklara eklenerek çözelti 40 dakika inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda 

bağlanmayan avidini ortamdan uzaklaĢtırmak için çözelti santrifüjlendikten sonra fosfat 
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tamponuna alınarak iki defa yıkanmıĢtır. Avidin ile etkileĢtirilen bimetalik 

nanoparçacıklar üzerine PBS içerisinde hazırlanan 0.5 mg/mL biyotin iĢaretli antikor 

eklenerek 40 dakika inkübasyona bırakılmıĢtır (ġekil 3.6). Bu iĢlemden sonra 

bağlanmayan antikorları uzaklaĢtırmak için çözelti santrifüjlenmiĢ ve 2 defa PBS ile 

yıkanmıĢtır.  
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ġekil 3.6 Avidin ve biyotin iĢaretli antikor ile etkileĢtirilen BNP‘ların Ģematik gösterimi 

 

3.4 Au@Ag ve Ag@Au Bimetalik Nanoparçacık İşaretli Antikorların E. coli ile 

Etkileşiminin TEM ile Karakterizasyonu için Gerekli İşlemler 

 

Hazırlanan bimetalik nanoparçacık ile etiketli antikorların E. coli ile etkileĢimi TEM 

görüntüleri alınarak incelenmiĢtir. Bunun için görüntüleme iĢleminden önce belirli ön 

iĢlemler gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

3.4.1 Kullanılan tespit ve tampon çözeltilerinin hazırlanması 

 

Millonig Fosfat Tamponu 

 

A Solüsyonu: % 2.26‘lık NaH2PO4.H2O çözeltisi hazırlamak için 5.65 g madde alınarak 

distile su ile 250 mL‘ye tamamlanmıĢtır.  

B Solüsyonu: % 2.52‘lik NaOH çözeltisi hazırlamak için 1.26 g NaOH alınarak distile 

suyla 50 mL tamamlamıĢtır. 
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A çözeltisinden 207.5 mL ve B çözeltisinden 42.5 mL alınarak karıĢtırılmıĢ, karıĢımın 

pH‘sı 7.3‘e ayarlanmıĢtır.  

 

Tespit çözeltilerinin Hazırlanması 

 

%5’lik  Gluteraldehit (C5H8O2) Çözeltisinin Hazırlanması  

 

%25‘lik Gluteraldehit çözeltisinden 20 mL alınarak 80 mL Millonig fosfat çözeltisi ile 

100 mL‘ye tamamlanmıĢtır. Hazırlanan 100 mL % 5‘lik gluteraldehit çözeltisi 

buzdolabında 4 ºC‘de koyu renkli cam ĢiĢede kullanılmak üzere saklanmıĢtır.  

 

% 1’lik Osmium tetroxide Çözeltisinin Hazırlanması 

 

Temiz koyu renkli bir ĢiĢe içine 5 mL distile su, 0.27 g glikoz ve üzerine 0.5 g‘lık cam 

ampul içinde bulunan kristalize osmium tetraoksit bırakılmıĢtır. ġiĢenin ağzı sıkıca 

kapatıldıktan sonra ĢiĢe kuvvetli bir Ģekilde çalkalanarak ampülün kırılması 

sağlanmıĢtır. Daha sonra üzerine 45 mL Millonig fosfat çözeltisi eklenmiĢtir. Kristalize 

osmium tetraoksitin geç çözünmesinden dolayı hazırlanan çözelti bir gün boyunca 

bekletildikten sonra kullanılmıĢtır. Hazırlanan çözeltinin rengi açık sarıdır. ġiĢenin ağzı 

parafilm ile kapatıldıktan sonra etrafı aluminyum folyo ile iyice sarılarak buzdolabında 

4 ºC‘de muhafaza edilmiĢtir.  

 

3.4.2 Nanoparçacık etiketli E. coli görüntülenmesinden önce yapılan ön işlemler 

  

Ġmmünoessey yöntemi kullanılarak bimetalik nanoparçacıklarla etiketlenen ve yalın 

halde bulunan E. coli bakterisi görüntülenmeden önce bazı ön iĢlemlere tabi 

tutulmuĢtur. Görüntüleme iĢleminde 10
7
 koloni oluĢturan birim E. coli kullanılmıĢtır. 

 

1. Birinci tespit iĢlemi: Yalın ve bimetalik nanoparçacıklarla etiketlenen E. coli, 

gluteraldehit çözeltisine alınarak 4 ºC‘de 1 saat bekletilmiĢtir. Gluteraldehit 
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çözeltisi santrifüjlenerek uzaklaĢtırıldıktan sonra Millonig tampon çözeltisi ile 

20 dakika 4 ºC‘de yıkanmıĢtır. 

2. Ġkinci tespit iĢlemi: Yıkanan yalın E. coli ve bimetalik nanoparçacıklarla 

etiketlenen E. coli %1‘lik osmiyum tetraoksit çözeltisine alınarak 1 saat 4ºC‘de 

bekletilmiĢtir. Osmiyum tetraoksit santrifüjlenerek uzaklaĢtırıldıktan sonra 

tampon çözelti ile 20 dak. 4ºC‘de yıkanmıĢtır. 

3. Dehidrasyon iĢlemi: Dehidrasyon iĢlemi için E. coli ve bimetalik 

nanoparçacıklarla etiketlenen E.  coli sırasıyla; 

 

 % 25‘lik etanol çözeltisi ile 4 ºC‘de 1 kez 10 dakika, 

 % 50‘lik etanol çözeltisi ile 4 ºC‘de 1 kez 10 dakika, 

 % 70‘lik etanol çözeltisi ile 4 ºC‘de 1 kez 10 dakika, 

 % 85‘lik etanol çözeltisi ile 4 ºC‘de 1 kez 10 dakika, 

 % 95‘lik etanol çözeltisi ile 4 ºC‘de 1 kez 10 dakika, 

 % 100‘lük etanol çözeltisi ile 4 ºC‘de 2 kez 10 dakika 

yıkanmıĢtır. 

 

Örnekler, son olarak %100‘lük etanol çözeltisine alınarak karbon kaplı bakır gridlere 

dökülerek vakum altında kurutulmuĢtur (Peeters 1985) 

 

3.5 İmmünoessey Protokolünün Polistiren Kuyucuklarda Hazırlanması 

 

Polistirenden imal edilen ve protein bağlama kapasitesine sahip olan 96 kuyucuklu elisa 

plate yüzeylerde immünoessey protokolü oluĢturulmuĢtur. Bu kuyucuklara PBS 

çözeltisinde hazırlanan 0.2 mg/mL‘lik avidin çözeltisinden 100 µL konularak 4ºC‘de 18 

saat bekletilmiĢtir. Avidin ile etkileĢtirilen kuyucuklar öncelikle PBS, daha sonra PBST 

ve son olarak tekrar PBS ile yıkanarak polistiren yüzeye bağlanmayan avidinin 

uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. Yıkama iĢlemden sonra kuyucuklara PBS‘de hazırlanan 

0,5 mg/mL‘lik biyotin iĢaretli antikor çözeltisinden 100 µL ilave edilerek 40 dakika 

inkübe edilmiĢtir. Bu süre sonunda PBS çözeltisi ile yıkanan kuyucuklara çeĢitli 

dilüsyonlarda hazırlanan E. coli çözeltisinden 100 µL eklenerek 40 dakika inkübe 

edilmiĢtir. E. coli dilüsyonları 10
5 

kob/mL, 10
4
 kob/mL, 10

3
 kob/mL, 10

2
 kob/mL ve 10 
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kob/mL olacak Ģekilde PBS içerisinde hazırlanmıĢtır. Bu iĢlemden sonra yıkanan 

kuyucuklara Ag@Au ve Au@Ag ile etiketlenen antikor çözeltisinden 100µL konularak 

40 dakika bekletilmiĢtir. Kuyucuklar PBS çözeltisi ile 4 defa yıkanarak spesifik 

olmayan bağlanmanın önüne geçilmeye çalıĢılmıĢtır. Elektrokimyasal deneyler bu 

kuyucuklarda yapılmıĢtır. 

 

3.6 İmmünoessey Protokolünün Spektroskopik Olarak Karakterizasyonu 

 

Hazırlanan protokolün spektroskopik karakterizasyonu XPS, SERS ve ATR-FTIR 

teknikleri kullanılarak yapılmıĢtır. 

 

3.6.1 XPS deneyleri 

 

XPS analizleri, 50 W iĢletilen bir X-ray anodu olarak AlKα (1486.6 eV) monokromatör 

ile desteklenmiĢ PHI  5000 Versa Probe(Φ ULVAC-PHI, Inc., Japan/USA) model X-

ray photoelectron spectrometer (Berlin, Germany) model cihaz kullanılarak yapılmıĢtır. 

Analizör içindeki basınç 10
-7

 Pa olarak ayarlanmıĢtır. Band enerji skalası, C1s 

spektrumuna ait 285.0 eV‘daki C-H maksimum piki baz alınarak ve multipeak yazılımı 

kullanılarak yüzeylerin atomik kompozisyonu belirlenmiĢtir.  

 

XPS analizleri polistiren ile kaplanmıĢ ITO yüzeylerde alınmıĢtır. ITO (1 cm × 1 cm) 

yüzeyler aseton, etanol ve su ile temizlenerek argon gazıyla kurutulmuĢtur. ITO 

yüzeylere toluen içerisinde hazırlanan 0.025 mg/mL‘lık polistiren çözeltisinden 50 µL 

damlatılarak çözücünün buharlaĢması için bir gece bekletilmiĢtir. Polistiren 

kuyucukların hazırlanmasında kullanılan iĢlemler, polistiren kaplı ITO yüzeylere 

uygulanarak E. coli ile bimetalik nanoparçacıkların yüzeye bağlanması sağlanmıĢtır.  
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3.6.2 YGRS ölçümleri 

 

Hassas ve spesifik immünoessey sistemi, 5 megapiksel dijital kamera, 785 nm dalga 

boyunda çalıĢan lazer kaynağı ve CCD dedektör ekipmanlarıyla birlikte; Olympus 

BX51 Difraksiyon Limitli dijital görüntülemeli haritalamaya sahip yüzey 

güçlendirilmiĢ Raman spektroskopi (YGRS) cihazı ile karakterize edilmiĢtir.  

 

YGRS çalıĢmalarında aynı protokol polistiren kaplı ITO yüzeylerde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu yüzeylerde diğer analizlerden farklı olarak MUA yerine raman 

iĢaretleyicisi olarak kullanılan Ģekil 3.7‘de kimyasal yapısı verilmiĢ olan 5,5'-

ditiyobis(2-nitrobenzoik asit (DTNB) kendiliğinden düzenleme tekniği ile bağlanmıĢtır.  

EĢit miktarda (1 mL) alınan Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparçacıklar, 50 mM 

5,5'-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile 18 saat inkübe edilmiĢtir. Kendiliğinden 

düzenlenen tek tabakalı yüzeyin oluĢumundan sonra DTNB‘nin yapısında bulunan 

karboksilik asit grubu, MES tamponun içerisinde hazırlanan 50 mM NHS – 200 mM 

EDC (1 mL) karıĢımı ile 40 dakika boyunca etkileĢtirilmiĢtir. Daha sonra antijen-

antikor afinitesinden yararlanılarak sırasıyla avidin ve biyotin iĢaretli antikor DTNB ile 

iĢaretlenen nanoparçacıklara bağlanmıĢtır. Polistirenle kaplı ITO yüzey, avidin ve 

biyotin iĢaretli antikor ile bağlandıktan sonra, E. coli ile 40 dakika inkübe edilmiĢtir. 

DTNB ile bağlanan antikor, E. coli bağlanmıĢ yüzey ile etkileĢtirilmiĢtir. Hazırlanan 

yüzeyler yıkanarak spesifik olmayan bağlanmadan ileri gelen safsızlıklar PBS ile 

uzaklaĢtırıldıktan sonra YGRS ölçümleri alınmıĢtır.  

 

 
 

ġekil 3.7 5,5'-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)‘ in kimyasal yapısı 
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3.6.3 ATR-FTIR analizleri 

 

ATR-FTIR analizleri Harrick marka ATR (attenuated total reflectance/azaltılmıĢ toplam 

yansıma) aksesuarı eĢliğinde Bruker-Tensor 27 marka FTIR cihazından yararlanılmıĢtır. 

Deneyler, DTGS (Deuterated triglycine sulfate /döteryumlanmıĢ triglisin sülfat) 

dedektör ve Ge (Germanyum) kristal kullanılarak oda sıcaklığında yapılmıĢtır.  

Spektrumlar, 4000-600 cm
-1

 aralığında ve 256 tarama sayısında alınmıĢtır. 

 

ATR-FTIR analizlerinde camsı karbon (GC) yüzeyler kullanılmıĢtır. Burada kullanılan 

GC elektrotlar Tokai GC-20 markadır. Elektrotlar, P-4000 zımpara kağıdı ile 

zımparalandıktan sonra sırasıyla 0.1 m ve 0.05 m tanecik boyutuna sahip alümina 

süspansiyonları (Baikowski Int. Corp.,USA) ile parlatılmıĢtır. Yüzeyler temizlenirken 

10‘ar dakikalık ara sonikasyonlar uygulanmıĢtır. Ara sonikasyonlarda saf su ve aktif 

karbonla muamele edilen asetonitril kullanılmıĢtır. 

 

ATR-FTIR analizlerinde YGRS çalıĢmalarında kullanılan yöntem uygulanmıĢtır. 

Öncelikle GC yüzeyleri polistiren ile kaplanmıĢtır. GC yüzeylerine toluende hazırlanan 

0.025 mg/mL‘lık polistiren çözeltisinden 50 µL damlatılarak bir gece boyunca 

kurutulmaya bırakılmıĢtır. Hazırlanan yüzeylerde karakterizasyonun belirleyici olması 

açısından kullanılan nanoparçacık yüzeylerinde kendiliğinden düzenlenen tabaka 

oluĢturmak için MUA yerine raman iĢaretleyicisi DTNB kullanılmıĢtır.   EĢit miktarda 

(1 mL) alınan Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparçacıklar, 50 mM DTNB ile 18 

saat inkübe edilmiĢtir. Bu aĢamadan sonra DTNB‘nin yapısında bulunan karboksilik 

asit grubu, MES tamponun içerisinde hazırlanan 50 mM NHS – 200 mM EDC (1 mL) 

karıĢımı ile 40 dakika boyunca etkileĢtirilmiĢtir. Daha sonra antijen-antikor 

afinitesinden yararlanılarak sırasıyla avidin ve biyotin iĢaretli antikor DTNB ile 

iĢaretlenen nanoparçacıklara bağlanmıĢtır. Polistirenle kaplı ITO yüzey, avidin ve 

biyotin iĢaretli antikor ile bağlandıktan sonra, E. coli ile 40 dakika inkübe edilmiĢtir. 

DTNB ile bağlanan antikor, E. coli bağlanmıĢ yüzey ile etkileĢtirilmiĢtir. Hazırlanan 

yüzeyler yıkanarak spesifik olmayan bağlanmadan ileri gelen safsızlıklar PBS ile 

uzaklaĢtırıldıktan sonra ATR-FTIR ölçümleri alınmıĢtır.  
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3.7 Elektrokimyasal Çalışmalar 

 

Tez önerisinde belirtilen elektrokimyasal çalıĢmalar aĢağıdaki gibi yürütülmüĢtür. Tez 

kapsamında belirtilen Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların elektrokimyasal 

davranıĢlarını kıyaslamak için öncelikle sentezlenen monometalik Au ve Ag 

nanoparçacıkların elektrokimyasal davranıĢları incelenmiĢtir. 

 

Bimetalik nanoparçacıkların çözülmesiyle her iki metalin de çözelti ortamına alınması 

amaçlandığından her iki metalin birlikte ve ayrı ayrı incelenmesinin uygun olacağı 

düĢünülmüĢtür. Elektrokimyasal çalıĢmalarda çapı 0.8 cm ve derinliği 1 cm olan 96 

kuyucuklu polistiren mikroplate kullanılmıĢtır. DönüĢümlü voltametri ve kare dalga 

sıyırma voltametri deneyleri laboratuvarımızda bulunan Gamry 300 marka (Gamry, 

USA) cihaz ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Deneylerde, çalıĢma elektrodu olarak karbon kalem 

elektrot (Tombo marka,  0.7 H), referans elektrot olarak gümüĢ tel ve karĢıt elektot 

olarak platin tel kullanılmıĢtır. 

 

3.7.1 Elektrokimyasal çalışmalarda kullanılan seyreltilmiş kral suyu çözeltisinin 

hazırlanması 

 

SeyreltilmiĢ kral suyu çözeltisi, hacimce 3:1 oranında hazırlanan HCl-HNO3 

karıĢımının saf su ile 10 kat seyreltilmesiyle elde edilmiĢtir.  

 

3.7.2 Elektrokimyasal olarak E. coli tayini 

 

Polistiren kuyucuklarda hazırlanan immünoessey protokolünün E. coli sayısına karĢı 

duyarlılığı kare dalga sıyırma voltametrisi (SWSV) kullanılarak incelenmiĢtir. Bunun 

için hazırlanan kuyucuğa ortamdaki bimetalik nanoparçacığı çözmek için uygun asit 

çözeltisi bırakılmıĢtır. Bu iĢlemden sonra asidik ortamda yükseltgenen metal öncelikle 

uygun potansiyelde belirli bir süre elektrot yüzeyine biriktirilmiĢ, daha sonra sıyrılma 

pikine bağlı olarak akım miktarı E. coli sayısına bağlı olarak grafiğe geçirilmiĢtir. 
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Elektrokimyasal immünoessey uygulamalarında Ag@Au ve Au@Ag bimetalik 

nanoparçacıklar ayrı ayrı asitlerde çözülerek uygun potansiyellerde biriktirilmiĢtir. Bu 

deneyler aĢağıdaki Ģekilde yürütülmüĢtür: 

 

Ag@Au nanoparçacıkların kullanıldığı immünoessey protokolü için: 

a) Öncelikle kullanılan kalem elektrodun çözeltiye daldırılan kısmı seyreltilmiĢ 

kral suyu içerisinde kronoamperometri yardımıyla 1.4 V‘da 360 s aktive 

edilmiĢtir. Bu iĢlemle elektrodun hem tekrarlanabilirliği hem de hassasiyeti 

arttırılmıĢtır.  

b) Ag@Au bimetalik nanoparçacıklar seyreltilmiĢ kral suyunda çözülmüĢtür. 

Metalik durumda bulunan altın, asidik ortamda iyonlaĢarak Au(III)‘e 

yükseltgenmiĢtir.  

c) Çözeltide bulunan Au(III) iyonları -0.2 V‘da kalem elektroda 600 s süreyle 

biriktirilmiĢtir. Biriktirme iĢleminden sonra elektrot çözeltiden çıkartılmıĢ ve 

içerisinde seyreltilmiĢ kral suyu içeren destek çözeltisine alınmıĢtır.  

d) Elektrot yüzeyine biriken altın, destek çözeltisi içerisinde 0 V ile 1.2 V arasında 

sıyrılmıĢtır.  

e) Sıyırma akımından yararlanılarak sıyrılan altının miktarı E. coli sayısına bağlı 

olarak grafiğe geçirilmiĢtir.  

 

Analizlerde SWSV için kullanılan değiĢkenler Ģu Ģekildedir: Frekans 15 Hz, puls 

geniĢliği 50 mV ve adım geniĢliği 2 mV‘tur. Paralel yapılan deneyler için her defasında 

yeni biriktirme çözeltisi ve yeni bir kurĢun kalem elektrot yüzeyi kullanılmıĢ ve aynı 

deney Ģartları uygulanmıĢtır. 

 

Au@Ag nanoparçacıkların kullanıldığı immünoessey protokolü için: 

a) Öncelikle kullanılan kalem elektrodun çözeltiye daldırılan kısmı seyreltilmiĢ 

kral suyu içerisinde kronoamperometri yardımıyla 1.4 V‘da 360 s aktive 

edilmiĢtir. Bu iĢlemle elektrodun hem tekrarlanabilirliği hem de hassasiyeti 

arttırılmıĢtır.  
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b) Au@Ag bimetalik nanoparçacıklar 0.1 M nitrik asit içerisinde çözülmüĢtür. 

Metalik durumda bulunan gümüĢ, asidik ortamda iyonlaĢarak Ag(I)‘e 

yükseltgenmiĢtir.  

c) Çözeltide bulunan Ag(I) iyonları -0.35 V‘da kalem elektroda 600 s süreyle 

biriktirilmiĢtir. Biriktirme iĢleminden sonra elektrot çözeltiden çıkartılmıĢ ve 

içerisinde 0.1 M nitrik asit içeren destek çözeltisine alınmıĢtır.  

d) Elektrot yüzeyine biriken gümüĢ destek çözeltisi içerisinde -0.1 V ile 0.5 V 

arasında sıyrılmıĢtır.  

e) Sıyırma akımından yararlanılarak sıyrılan gümüĢün miktarı E. coli sayısına 

bağlı olarak grafiğe geçirilmiĢtir. 

 

3.7.3 Gerçek numunede E. coli tayini 

 

ÇalıĢmanın bu bölümünde geliĢtirilen yöntemin gerçek numunede uygulanabilirliği 

incelenmiĢtir. Bunun için Ankara Üniversitesi Kimya Bölümü‘ndeki musluk suyundan 

alınan örneklerde E. coli tayini yapılmıĢ ve elde edilen sonuçlar kültürel sayım 

yönteminin sonuçlarıyla karĢılaĢtırılmıĢtır. 

 

Ankara Üniversitesi Kimya Bölümü‘ndeki musluk suyundan alınan örnek uygun pH 

değerine getirildikten sonra içerisine LB Broth besiyerinde hazırlanan E. coli saf 

kültüründen inoküle edilmiĢtir. Su örneklerinden ve PBS içerisinde hazırlanan ardıĢık 

dilüsyonlarından SMAC-Agar besiyerine yüzeye yayma yöntemi ile inokülasyon 

yapıldıktan sonra besiyerleri 45C‘de 18 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon 

sonucunda besiyerinde geliĢen koloniler sayılarak su örneklerindeki E. coli sayısı 

belirlenmiĢtir. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

Bu kısımda Bölüm 3‘de anlatıldığı Ģekilde yürütülen bimetalik nanoparçacıkların 

sentezlenmesi ve antikorlar ile bağlanması, immünoessey protokolünün oluĢturulması 

ve karakterizasyonu, elektrokimyasal biyosensörün parametreleri ve kullanılabilirliği ile 

ilgili deneysel çalıĢmalardan elde edilen veriler yorumları ile birlikte aĢağıdaki alt 

baĢlıklarda ayrıntılı olarak sunulmuĢtur.  

 

Bimetalik nanoparçacıkların sentezi ve karakterizasyonu son yıllarda ilgi çekici bir 

duruma gelmiĢtir. Bu tez çalıĢmasında Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparçacıklar 

sentezlenerek bunların immünoessey yöntemiyle E. coli analizlerinde kullanılması 

hedeflenmiĢtir. Bu analizin elektrokimyasal olarak kalem elektrotta gerçekleĢtirilmesi 

literatüre yenilik getirmesi açısından faydalı olmuĢtur. Elde edilen sonuçlardan 

tasarlanan biyosensör uygulamasının kolay hazırlanma ve hızlı sonuç verme özellikleri 

nedeniyle diğer analiz yöntemlerinden daha avantajlı olduğu görülmüĢtür.  

 

4.1 Nanoparçacıkların Karakterizasyonu 

  

Tez çalıĢmasında sentezlenen sitrat ile termal indirgeme yöntemi ile sentezlenen 

nanoparçacıkların karakterizasyonları UV-Vis spektroskopisi (UV-Vis) ve geçirimli 

elektron mikroskobu (TEM) kullanılarak yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar aĢağıda 

ayrıntılı bir Ģekilde açıklanmıĢtır.  

 

4.1.1 UV-Vis ile karakterizasyon 

 

Bu çalıĢmada monometalik altın (Au), monometalik gümüĢ (Ag), altın çekirdek-gümüĢ 

kabuk (Ag@Au) ve gümüĢ çekirdek-altın kabuk (Ag@Au) olmak üzere dört farklı 

nanoparçacık sentezlenmiĢtir. Monometalik altın ve monometalik gümüĢ 

nanoparçacıklar, bimetalik nanoparçacıkların eldesinde çıkıĢ maddeleri olarak 

kullanılmıĢtır. Sentezlenen monometalik ve bimetalik nanoparçacıkların spektroskopik 
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karakterizasyonu UV-Vis spektroskopisi kullanılarak yapılmıĢtır. Sentezlenen 

nanoparçacıkların her birinin absorpsiyon ölçümleri 300-700 nm dalga boyu arasında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu teknik ile sentezlenen bimetalik nanoparçacıkların yapısında 

bulunan metallere göre yüzey plasmon bandlarındaki kaymalar incelenmiĢtir.  

 

 
 

ġekil 4.1 Sentezlenen monometalik altın nanoparçacıkların UV-Vis spektrumu 

 

Bimetalik nanoparçacıkların sentezlenmesinde çıkıĢ maddesi olarak kullanılan altın 

nanoparçacıkların UV-Vis absorpsiyon spektrumu Ģekil 4.1‘de verilmiĢtir. Spektrumdan 

görüldüğü üzere Ģarap kırmızısı renginde olan altın kolloidlerinin absorpsiyon bandı 

520 nm‘de gözlenmektedir. Ġlk aĢamada UV-Vis spektroskopi tekniğinin kullanıldığı 

karakterizasyon çalıĢmalarında elde edilen sonuçların literatürdeki çeĢitli çalıĢmalarla 

uyumlu olduğu görülmüĢtür. Benzer Ģekilde Li ve arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢmada 

sitrat indirgenmesi ile elde edilen altın nanoparçacıkların absorpsiyon bandı 520 nm‘de 

bulmuĢlardır (Li vd. 2007).  Manivannan ve Ramaraj‘ın biyosensör uygulamalarında 

kullandıkları monometalik altın nanoparçacıklarının da bulunan sonuçla uygun olduğu 

gözlenmiĢtir (Manivannan ve Ramaraj 2009).  

 

ÇalıĢmada sentezlenen monometalik gümüĢ nanoparçacıkların UV-Vis spektrumu Ģekil 

4.2‘de gösterilmiĢtir. Spektrumda 410 nm‘de görülen absorbans bandı gümüĢ 
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nanoparçacıkların sitrat indirgemesi yöntemiyle doğru bir Ģekilde sentezlendiğini 

göstermektedir. UV-Vis spektroskopisi ile elde edilen bu sonuçlar literatür ile 

uyumluluk göstermektedir (Yang vd. 2008). 

 

 
 

ġekil 4.2 Sentezlenen monometalik gümüĢ nanoparçacıkların UV-Vis spektrumu 

 

Altın nanoparçacıkların gümüĢle kaplanması ile elde edilen Au@Ag bimetalik 

nanoparçacıkların UV-Vis spektrumu Ģekil 4.3‘de verilmiĢtir. Monometalik altının 

gümüĢle kaplanması ile pembe olan çözelti renginin dereceli olarak değiĢerek sarımtrak 

kırmızı rengi aldığı ilk aĢamadaki görülen değiĢim olmuĢtur. Gözle görülen bu 

değiĢiklik, UV-Vis spektroskopisinde de gözlenmiĢtir. Kolloidal altın çözeltisine Ag(I) 

iyonlarının eklenmesiyle 520 nm‘de gözlenen absorbans bandının 416 nm‘ye kaydığı 

görülmüĢtür. Bu bandın mavi bölgeye kayması, Au nanoparçacıkların Ag ile 

kaplandığını iĢaret etmektedir. Ayrıca bu bölgede tek bir plasmon bandının gözlenmesi 

ortamdaki gümüĢle kaplanmayan metalik halde altın nanoparçacığın kalmadığını 

göstermektedir (Pande vd. 2007, Yang vd. 2008). 

 

Aynı yöntem kullanılarak gümüĢ nanoparçacıklar altın ile kaplanarak Ag@Au bimetalik 

nanoparçacıklar elde edilmiĢ ve bu çözeltiye ait UV-Vis spektrumu Ģekil 4.4‘de 

gösterilmiĢtir. Sarı renkli olan gümüĢ nanoparçacıklara ait absorbans bandı (ġekil 4.2) 
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410 nm‘de gözlenirken, Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların absorbansı 508 nm‘de 

gözlenmiĢtir. 410 nm‘de bulunan bu bandın kırmızıya kayması gümüĢ 

nanoparçacıkların altın ile kaplandığını göstermektedir. Ayrıca bu bölgede tek bir 

bandın gözlenmesi ortamdaki metalik halde gümüĢ nanoparçacık kalmadığını 

göstermektedir (Pande vd. 2007, Yang vd. 2008).  

 

 
 

ġekil 4.3 Sentezlenen Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların UV-Vis spektrumu 

 
 

ġekil 4.4 Sentezlenen Au@Ag bimetalik nanoparçacıkların UV-Vis spektrumu 
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UV-Vis deneyleri sonucunda elde edilen spektrumlardan monometalik ve bimetalik 

nanoparçacıkların doğru bir Ģekilde sentezlendiği ve bu sonuçların literatür tarafından 

desteklendiği görülmüĢtür. Ayrıca Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların 

UV-Vis spektrumlarından alınan sonuçlarla nanoparçacıkların kabuğun özelliğini 

yansıttığı anlaĢılmıĢtır. 

 

4.1.2 TEM ile karakterizasyon 

 

ÇalıĢmada kullanılan Ag@Au ve Au@Ag etiketli bimetalik nanoparçacıkların UV-Vis 

spektroskopisi ile karakterizasyonunun ardından mikroskobik karakterizasyonu 

geçirimli elektron mikroskobu (TEM) yöntemi ile yapılmıĢtır. TEM nano boyutlarda 

görüntü alınmasını sağlayan bir cihazdır. Sentezlenen nanoparçacıkların boyutları ve 

Ģekilleri TEM görüntüleri aracılığıyla belirlenmiĢtir.  

 

TEM ölçümleri Jem Jeol 2100F marka cihaz ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Bimetalik 

nanoparçacıkların TEM görüntüleri 200 kV hızlandırma gerilimi altında alınmıĢtır. 

Örnekler, karbon film ile kaplanmıĢ bakır grid üzerine damlatıldıktan sonra argon 

gazıyla oda sıcaklığında kurutulmuĢ ve daha sonra görüntüleme iĢlemi yapılmıĢtır. 

 

 
 

ġekil 4.5.a.b  Sentezlenen Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların farklı bölgelerden 

alınan TEM görüntüleri  
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ġekil 4.5.a.b‘de, sentezlenen Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların TEM görüntüleri 

verilmiĢtir. Elde edilen görüntülerden, nanoparçacıkların boyutlarının ve Ģekillerinin 

homojen dağıldıkları görülmektedir. Ayrıca sentezlenen Ag@Au bimetalik 

nanoparçacıkların çekirdek kısımlarının koyu, kabuk kısımlarının açık renkte olduğu 

gözlemlenmiĢtir. Elde edilen bimetalik nanoparçacıkların boyutları yaklaĢık olarak 12 

nm‘dir. 

 

ġekil 4.6.a.b'de sentezlenen Au@Ag bimetalik nanoparçacıkların TEM görüntüleri 

verilmiĢtir. Au@Ag bimetalik nanoparçacıkların TEM görüntüleri incelendiğinde 

değiĢik dağılımlarda küresel ve pramidal yapılar gözlenmiĢtir (Rodriguez-Gonzalez vd. 

2005). Benzer Ģekilde elde edilen nanoparçacıkların çekirdek kısımlarının koyu renkli, 

kabuk kısımlarının ise açık renkli olduğu görülmektedir. Elde edilen Au@Ag bimetalik 

nanoparçacıkların boyutları 60-70 nm arasında değiĢmektedir. 

 

 
 

ġekil 4.6.a.b Sentezlenen Au@Ag bimetalik nanoparçacıkların TEM görüntüleri  

 

4.2 Au@Ag ve Ag@Au Bimetalik Nanoparçacık İşaretli Antikorların E. coli ile 

Etkileşiminin TEM ile Karakterizasyonu 

 

Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların sentezlenmelerinin ardından 

yüzeylerine sırasıyla kendiliğinden düzenlenme ve avidin-biyotin etkileĢimi ile 
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antikorlar bağlanmıĢtır. Elde edilen Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparçacık iĢaretli 

antikorların E. coli ile etkileĢimleri TEM görüntüleri alınarak incelenmiĢtir. 

 

TEM ölçümleri FEI marka cihaz ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Bimetalik nanoparçacık iĢaretli 

antikorlarla etkileĢtirilen E. coli bakterisinin TEM görüntüleri 120 kV hızlandırma 

gerilimi altında alınmıĢtır. Örnekler, karbon film ile kaplanmıĢ bakır grid üzerine 

damlatıldıktan sonra argon gazıyla oda sıcaklığında kurutulmuĢ ve daha sonra 

görüntüleme iĢlemi yapılmıĢtır.  

 

Öncelikle Ģekil 4.7.a.b‘de yalın E. coli bakterisinin TEM görüntüsü verilmiĢtir. ġekil 4.7 

incelendiğinde E. coli’nin çubuk yapıda ve boyutunun yaklaĢık 2 µm olduğu 

görülmektedir. E. coli‘nin TEM analizlerinde gözlenen yapısı literatürdeki çeĢitli 

çalıĢmalarla da desteklenmektedir (Poortinga vd. 2002, Hamal vd. 2010, Kundu ve 

Liang 2011). 

 
 

ġekil 4.7.a.b E. coli’nin TEM görüntüleri 

 

ġekil 4.8‘de ise bimetalik nanoparçacıklarla iĢaretlenen antikorla bağlı E. coli’nin TEM 

görüntüsü verilmiĢtir. TEM görüntüsü incelendiğinde, E. coli’nin belirli kısımlarından 

nanoparçacıklarla etiketlenen antikora bağlandığı görülmektedir. Antijenin özgüllüğünü 

belirleyen ve antijenin kendi özgül antikorları ile birleĢmesini sağlayan bu kısımlara 

epitop adı verilmektedir. E. coli iki epitopundan antikora bağlanmıĢtır. Görüntü 

incelendiğinde ikinci bağlandığı noktada görüntüleme öncesi yapılan iĢlemler nedeniyle 
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antikorun epitoptan ayrıldığı görülmüĢtür. TEM sonuçları, E. coli’nin nanoparçacıklarla 

etiketlenen antikorlara epitoplarından bağlandığını doğrulamaktadır. 

 

 
 

ġekil 4.8 Ġmmünoessey yoluyla bimetalik nanoparçacıklarla bağlanan E. coli’nin TEM 

görüntüsü (a,b,c ve d) 
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4.3 Spektroskopik Karakterizasyon 

 

Tez çalıĢmasında hazırlanan immünoessey yüzeylerinin karakterizasyonu için XPS, 

SERS ve ATR-FTIR teknikleri kullanılmıĢtır. Bu teknikler ile elde edilen sonuçlar alt 

bölümlerde detaylı bir Ģekilde anlatılmıĢtır. 

 

4.3.1 XPS ile karakterizasyon 

 

X-ıĢınları fotoelektron spektroskopisi (XPS) yüzey karakterizasyonlarında sıklıkla 

kullanılan ve malzemelerin elementel kompozisyonunu spektroskopik olarak belirleyen 

tekniklerden birisidir. Bu tez çalıĢmasında oluĢturulan immünoessey protokolünün 

elementel karakterizasyonu XPS kullanılarak takip edilmiĢtir.  

 

XPS analizleri polistiren ile kaplanmıĢ ITO yüzeylerde alınmıĢtır. Ġmmünoessey 

protokolünü doğru bir Ģekilde karakterize edebilmek için bu yüzeylere kuyulara yapılan 

iĢlemlerin aynısı uygulanmıĢtır. Bunun için ITO yüzeyler önce polistiren ile kaplanmıĢ 

ve kuyuda hazırlanan protokolün zeminin oluĢması sağlanmıĢtır. Daha sonra elde edilen 

polistiren kaplı ITO elektrot (PS-ITO) yüzeyine basamak basamak immünoessey 

protokolü inĢa edilmiĢtir.  

 

XPS çalıĢmalarında kullanılan bimetalik nanoparçacık etiketli antikorların hazırlanması 

Bölüm 3.3‘de ayrıntılı bir Ģekilde verilmiĢtir. Polistirenle kaplı ITO yüzey sırasıyla 

avidin ve biyotin iĢaretli antikor (birincil antikor) ile bağlandıktan sonra, E. coli ile 

etkileĢtirilmiĢtir. Bu basamağın sonunda elde edilen yüzey E. coli-PS/ITO olarak 

adlandırılmıĢtır. Daha önce hazırlanmıĢ olan bimetalik nanoparçacık iĢaretli ikincil 

antikor, E. coli bağlanmıĢ yüzeye (E. coli-PS/ITO) bırakılarak bir süre etkileĢtirilmiĢtir. 

Hazırlanan yüzeyler yıkanarak spesifik olmayan bağlanmadan ileri gelen safsızlıklar 

PBS ile uzaklaĢtırıldıktan sonra XPS ölçümleri alınmıĢtır. Aynı iĢlemler hem Au@Ag 

hem de Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların kullanıldığı protokoller için 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu basamak sonunda elde edilen yüzeyler Au@Ag-E. coli-PS/ITO 

ve Ag@Au-E. coli-PS/ITO olarak adlandırılmıĢtır.  
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Hazırlanan Au@Ag-E. coli-PS/ITO ve Ag@Au-E. coli-PS/ITO yüzeylerinin XPS 

spektrumunda immünoessey yapısından ileri gelen karbon, oksijen, azot ve bimetalik 

nanoparçacıklardan ileri gelen Au ve Ag pikleri taranmıĢtır. Bu spektrumlar OriginPro 

8.1 programı kullanılarak 30:70 oranında Gaussian-Lorentzian fonksiyonu ile simüle 

edilmiĢtir.  

 

ġekil 4.9-4.12‘de hazırlanan Au@Ag-E. coli-PS/ITO ve Ag@Au-E. coli-PS/ITO 

yüzeylerinin sırasıyla O1s, C1s, N1s ve Ag3d bölgesine ait kısmi tarama spektrumları 

verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.9.a.b‘de hazırlanan Ag@Au-E. coli-PS/ITO ve Au@Ag-E. coli-PS/ITO 

yüzeylerinin O1s bölgesi incelendiğinde üç farklı O1s piki görülmüĢtür. Bu pikler her iki 

spektrumda sırasıyla 530.6 eV, 531.15 eV ve 535.5 eV‘da gözlenmiĢtir. 530.6 eV‘da 

görülen pikin kullanılan ITO yüzeyin yapısında bulunan SnO2 ve InO3 metal 

oksitlerinden kaynaklanan oksijenden ileri geldiği düĢünülmektir (Wang 2009). 

Spektrumda 531.15 eV‘da görülen pik, immünoessey protokolündeki amit grubuna 

bağlı karbonil oksijeninden (HN-C=O) kaynaklanmaktadır (Ruiz-Taylor 2001). 535.5 

eV‘daki pik, hidroksit (C-OH) ve asetal (C-O-C) yapısından kaynaklanan O-C grubuna 

ait olup, antijen-antikor-E. coli kompleksinden ileri geldiği düĢünülmektedir.  

 

 
 

ġekil 4.9 Oksijenin XPS Spektrumu a. Ag@Au-E. coli-PS/ITO, b. Au@Ag-E. coli-

PS/ITO 
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Ag@Au-E. coli-PS/ITO ve Au@Ag-E. coli-PS/ITO yüzeylerinin C1s bölgesine ait olan 

spektrumları ġekil 4.10‘de gösterilmiĢtir. Spektrumlar simüle edildiğinde üç farklı C1s 

piki olduğu görülmüĢtür. Karbon atomuna ait üç farklı 1s pikinin bağlanma enerjileri 

sırasıyla 283.4 eV, 285.0 eV ve 286.3 eV olarak bulunmuĢtur. Spektrumlarda 283.4 

eV‘da gözlenen pikin immünoesseyin zeminini oluĢturan polistirene ait C-(C,H) 

bağından ileri geldiği düĢünülmektedir. 285.0 eV‘da ortaya çıkan pikin ise antijen-

antikor kompleksinin polistiren yüzeye bağlanmasıyla ortaya çıkan C-(O,N) bandına ait 

olduğu düĢünülmektedir (Kim 2006). Ayrıca 286.3 eV‘da görülen C=O piki amit 

bandının varlığını desteklemektedir (Dufrene 1997). 

 

 

 
 

ġekil 4.10 Karbonun XPS Spektrumu a. Ag@Au-E. coli-PS/ITO b. Au@Ag-E. coli-  

PS/ITO 

 

Ag@Au-E. coli-PS/ITO ve Au@Ag-E. coli-PS/ITO yüzeylerinin simüle edilmiĢ N1s 

bölgesine ait spektrumları ġekil 4.11‘de gösterilmiĢtir. N1s pikinin immünoessey 

protokolündeki avidin ve biyotinin yapısında bulunan nitrojen içerikli fonksiyonel 

gruplardan (amidler ya da aminler) kaynaklandığı düĢünülmektedir. Bu spektrumlarda 

her iki yüzeyde de 399.1 eV ve 403.7 eV‘da olmak üzere iki tane N1s pik gözlenmiĢtir. 

Spektrumda 399.1 eV band enerjisinde görülen azot pikinin, amin (-NH2) ya da amid   

(-NH-C=O) fonksiyonel grubuna ait olduğu düĢünülmektedir (Lo 1999).  403.7 eV‘da 

gözlenen pikin ise hidrojen protonlanmıĢ amin, serbest amin ve bazı yükseltgenmiĢ 

türlere ait olabileceği düĢünülmüĢtür (Graf 2009). 
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ġekil 4.11 Azotun XPS Spektrumu a. Ag@Au-E. coli-PS/ITO b.Au@Ag-E. coli-

PS/ITO 

 

 

 
 

ġekil 4.12 GümüĢün XPS Spektrumu a. Ag@Au-E. coli-PS/ITO b. Au@Ag-E. coli-

PS/ITO 

 

Ag@Au-E. coli-PS/ITO ve Au@Ag-E. coli-PS/ITO yüzeylerinin simüle edilmiĢ Ag3d 

bölgesine ait spektrumları ġekil 4.12‘de gösterilmiĢtir. Bu spektrumlarda Ag3d pikinin 

varlığı immunoessey protokolündeki E. coli bakterisi ile etkileĢip bağlanan bimetalik 

nanoparçacık iĢaretli antikorlardan kaynaklanmaktadır. GümüĢe ait Ag 3d5/2 ve Ag 3d3/2 

pikleri sırasıyla 368.5 eV ve 374.6 eV‘ da görülmektedir. ġekil 4.12.a‘da Ag@Au 

bimetalik yapıda çekirdek gümüĢ olduğundan, Ag/Au molar dağılım oranı daha azdır. 

Bu nedenle çekirdek gümüĢ olduğunda gümüĢe ait Ag 3d5/2 pik alanında azalma 
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sözkonusu olmuĢtur. Görülen pikler bimetalik nanoparçacıkla iĢaretli antikorların E. 

coli ile baĢarılı bir Ģekilde bağlandığını ispatlanmaktadır. 

 

4.3.2  YGRS ile karakterizasyon 

 

YGRS tekniği özellikle nanoparçacıkların kullanıldığı yüzeylerin 

karakterizasyonlarında kullanılan ana tekniklerden biridir. Bu çalıĢmada güçlü Raman 

sinyali veren Raman iĢaretleyicisi DTNB ile hazırlanan bimetalik nanoparçacıkların 

kullanıldığı immünoessey yüzeylerin karakterizasyonu YGRS kullanılarak yapılmıĢtır. 

YGRS çalıĢmalarında ITO yüzeyler kullanılmıĢtır. Ġmmünoessey protokolünü doğru bir 

Ģekilde karakterize edebilmek için bu yüzeylere kuyulara yapılan iĢlemlerin aynısı 

uygulanmıĢtır. Bunun için ITO yüzeyler önce polistiren ile kaplanmıĢ ve kuyuda 

hazırlanan protokolün zeminin oluĢması sağlanmıĢtır. Daha sonra elde edilen polistiren 

kaplı ITO elektrot (PS-ITO) yüzeyine basamak basamak immünoessey protokolü inĢa 

edilmiĢtir.  

 

YGRS çalıĢmalarında, immünoessey protokolünün karakterizasyonunun belirleyici 

olması açısından, bimetalik nanoparçacık etiketli antikorların hazırlanmasında 

kendiliğinden düzenlenen tabaka oluĢturulmak için MUA yerine raman iĢaretleyicisi 

DTNB kullanılmıĢtır. Bölüm 3.3‘de bimetalik nanoparçacık iĢaretli antikorların 

hazırlanması ayrıntılı bir Ģekilde verilmiĢtir. Polistirenle kaplı ITO yüzey sırasıyla 

avidin ve biyotin iĢaretli antikor (birincil antikor) ile bağlandıktan sonra, E. coli ile 

etkileĢtirilmiĢtir. Bu basamağın sonunda elde edilen yüzey E. coli-PS/ITO olarak 

adlandırılmıĢtır. Raman iĢaretleyici molekül olan DTNB ile hazırlanan bimetalik 

nanoparçacık iĢaretli ikincil antikor, E. coli bağlanmıĢ yüzeye (E. coli-PS/ITO) 

bırakılarak bir süre etkileĢtirilmiĢtir. Hazırlanan yüzeyler yıkanarak spesifik olmayan 

bağlanmadan ileri gelen safsızlıklar PBS ile uzaklaĢtırıldıktan sonra YGRS ölçümleri 

alınmıĢtır. Benzer iĢlemler hem Au@Ag hem de Ag@Au bimetalik nanoparçacık için 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu basamak sonunda elde edilen yüzeyler Au@Ag-E. coli-PS/ITO 

ve Ag@Au-E. coli-PS/ITO olarak adlandırılmıĢtır.  
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ġekil 4.13‘da E.coli-PS/ITO, Au@Ag-E.coli-PS/ITO ve Ag@Au-E.coli-PS/ITO 

yüzeylerinin hazırlanıĢı Ģematik olarak gösterilmiĢtir. DTNB ile kendiliğinden 

düzenlenen tabaka oluĢturan bimetalik nanoparçacıkların E. coli ile bağlanıp 

bağlanmadığı YGRS analizleriyle incelenmiĢtir. Yapılan deneylerde DTNB‘nin 

yapısında bulunan nitro grubuna ait bandlardan yararlanılmıĢtır.  

 

 
 

ġekil 4.13 DTNB‘nin kullanıldığı nanoparçacıklarla etiketlenen E. coli ile 

nanoparçacıklarla etiketlenmeden alınan E .coli yüzeylerinin YGRS 

deneyleri için Ģematik gösterimi 

 

PS/ITO (a), E.coli-PS/ITO (b), Ag@Au-E.coli-PS/ITO (c) ve Au@Ag-E.coli-PS/ITO 

(d) yüzeylerinin yüzey güçlendirilmiĢ raman spektrumları Ģekil 4.14‘de verilmiĢtir. 

ġekil 4.14 incelendiğinde polistiren kaplı ITO yüzey (a) ve E. coli bağlanmıĢ yüzeyde 

(b, inset olarak verilen spektrum) 1410 cm
-1

 de bir pik görülmektedir. Bu pikin 

polistirenin yapısında bulunan CH2 titreĢimine ait olduğu düĢünülmektedir. Ag@Au ve 

Au@Ag bimetalik nanoparçacıklar üzerinde oluĢturulan DTNB tabakasına ait bandlar 

ile immünoessey oluĢumu Ģekil 4.14c.d‘de gösterilen spektrumlardan takip edilmiĢtir. 

DTNB‘nin yapısında bulunan nitro grubuna ait band, E. coli’ye bağlanan Ag@Au ve 

Au@Ag varlığını göstermektedir. Ġmmünoessey protokolünün hazırlandığı yüzeylerde 

1368 cm
-1

‘de gözlenen Ģiddetli band nitro (NO2) grubunun simetrik gerilme titreĢimine 

aittir (ġekil 4.14.c.d). DTNB‘nin Raman spektrumunda nitro gerilimleri 1342 cm
-1

‘de 

gözlenmektedir. Hazırlanan protokolde ise bu band 1368 cm
-1

‘de ortaya çıkmıĢtır. 1368 

cm
-1

‘de gözlenen bu bandın DTNB‘nin bimetalik nanoparçacıklar ile 

etiketlenmesinden ve immünoessey etkileĢimi sonucu kaydığı düĢünülmektedir.  
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Elde edilen sonuçlar Yazgan ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmayla da 

desteklenmektedir. (Yazgan 2010). 

 

 
 

ġekil 4.14 Yüzeylerin SERS Spektrumu 
a. PS/ITO, b. E.coli-PS/ITO (aynı zamanda inset olarak verilen spektrum), c. Ag@Au-E.coli-PS/ITO, d. 

Au@Ag-E.coli-PS/ITO. 

 

ġekil 4.14.c.d‘deki spektrumlar incelendiğinde 1076 cm
-1

‘de gözlenen bandın C-S 

grubuna ait titreĢim bandı olduğu düĢünülmektedir (Zheng 2002). 267 ve 218 cm
-1

‘de 

görülen bandlar metal-S titreĢimine aittir. GümüĢ-kükürt bandı güçlü kovalent 

karaktere sahiptir. Bu nedenle metal-molekül ara yüzeyinde yük transferi oluĢmaktadır 

(Johansson 2000). Çekirdekteki altın atomları yük transferiyle yüzeydeki gümüĢ 

atomlarının etkisini güçlendirir, bimetalik nanoparçacıklar arasındaki bu yük transferi 

bileĢenlerin elektronegativitesi ile ilgilidir. Altın gümüĢten daha elektronegatiftir, bu 

nedenle Au@Ag nanoparçacıkların hem iç hem de dıĢ kısmında güçlü plazmonlar 

oluĢur. Bu da kabuğun gümüĢ olması durumunda (ġekil 4.14.d) daha güçlü bir yüzey 

güçlendirilmiĢ raman etkisinin görülmesine neden olmaktadır (Yang 2008). GeliĢtirilen 

bu elektrokimyasal biyosensör YGRS esaslı bir teknik geliĢtirilmesinin de mümkün 

olabileceği iĢaret etmektedir. 
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4.3.3 ATR-FTIR ile karakterizasyon 

 

ATR-FTIR spektroskopisi yüzey analizlerinde sık kullanılan bir tekniktir. Bu teknik ile 

yüzeye zarar vermeden hızlı bir Ģekilde analiz sonucu elde edilebilmektedir. Bu tez 

çalıĢmasında yapılan ATR-FTIR analizlerinde yüzey olarak camsı karbon (GC) 

elektrotlar kullanılmıĢtır. Hazırlanan immünoessey protokolünü doğru bir Ģekilde 

karakterize edebilmek için polistiren kuyulara yapılan iĢlemlerin aynısı GC yüzeyler 

üzerinde uygulanmıĢtır. Bu sebeple GC yüzeyler öncelikle polistiren ile kaplanmıĢ ve 

kuyuda hazırlanan protokolün zeminin oluĢması sağlanmıĢtır. Daha sonra elde edilen 

polistiren kaplı GC elektrot (PS/GC) yüzeylerin üzerine basamak basamak 

immünoessey protokolü inĢa edilmiĢtir. 

 

ATR-FTIR analizlerinde YGRS çalıĢmalarına benzer olarak hazırlanan yüzeylerde 

karakterizasyonun belirleyici olması açısından, bimetalik nanoparçacık etiketli 

antikorların hazırlanmasında kendiliğinden düzenlenen tabaka oluĢturulmak için MUA 

yerine raman iĢaretleyicisi DTNB kullanılmıĢtır. Bimetalik nanoparçacık iĢaretli 

antikorlar Bölüm 3.3‘de anlatıldığı Ģekilde basamak basamak hazırlanmıĢtır. 

Polistirenle kaplı GC yüzey sırasıyla avidin ve biyotin iĢaretli antikor (birincil antikor) 

ile bağlandıktan sonra, E. coli ile etkileĢtirilmiĢtir. Bu basamağın sonunda elde edilen 

yüzey E. coli-PS/GC olarak adlandırılmıĢtır. Raman iĢaretleyici molekül olan DTNB 

ile hazırlanan bimetalik nanoparçacık iĢaretli ikincil antikor, E. coli bağlanmıĢ yüzeye 

(E. coli-PS/GC) bırakılarak bir süre etkileĢtirilmiĢtir. Hazırlanan yüzeyler yıkanarak 

spesifik olmayan bağlanmadan ileri gelen safsızlıklar PBS ile uzaklaĢtırıldıktan sonra 

ATR-FTIR ölçümleri alınmıĢtır. Benzer iĢlemler her iki bimetalik nanoparçacık için 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu basamak sonunda elde edilen yüzeyler Au@Ag-E. coli-PS/GC 

ve Ag@Au-E. coli-PS/GC olarak adlandırılmıĢtır.  

 

E.coli-PS/GC, Au@Ag-E.coli-PS/GC ve Ag@Au-E.coli-PS/GC yüzeyleri Ģekil 4.15‘de 

Ģematik olarak gösterilmiĢtir. ATR-FTIR analizlerde DTNB ile kendiliğinden 

düzenlenen tabaka oluĢturan bimetalik nanoparçacıkların E. coli ile bağlanıp 
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bağlanmadığı takip edilmiĢtir. Yapılan deneylerde DTNB‘nin yapısında bulunan nitro 

grubuna ait titreĢim bandlarından yararlanılmıĢtır.  

 

 
 

ġekil 4.15 DTNB‘nin kullanıldığı nanoparçacıklarla etiketlenen E. coli ile 

nanoparçacıklarla etiketlenmeden alınan E. coli yüzeylerinin ATR-FTIR 

analizleri için Ģematik gösterimi 

 

ġekil 4.16-4.18‘de E.coli-PS/GC, Ag@Au-E.coli-PS/GC ve Au@Ag-E.coli-PS/GC 

yüzeylerinin ATR-FTIR spektrumları gösterilmiĢtir. Ag@Au ve Au@Ag bimetalik 

nanoparçacıklar üzerinde oluĢturulan DTNB tabakasına ait bandlar ile immünoessey 

oluĢumu spektrumlardan takip edilmiĢtir. Bu çalıĢmalarda DTNB molekülünün tercih 

edilmesinin sebebi kullanılan yüzeyin ve bakterinin yapısında olan gruplardan farklı bir 

grubun yapısında bulunmasıdır. DTNB‘nin yapısında bulunan nitro grubuna ait olan 

titreĢim bandları, bimetalik nanoparçacık ile iĢaretlenen antikorun bakteriye 

bağlandığını kanıtlanmaktadır. Bu bandlar ġekil 4.16‘de sadece birincil antikor ile 

etkileĢtirilen E. coli (E.coli-PS/GC ) yüzeyinde görülmemektedir.  
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ġekil 4.16 E.coli-PS/GC yüzeyine ait ATR-FTIR spektrumu 

 

ġekil 4.17‘de Ag@Au bimetalik nanoparçacığın kullanıldığı Ag@Au-E.coli-PS/GC 

yüzeyinin spektrumu incelendiğinde 1506 cm
-1

 ve 1363 cm
-1

‘de nitro gruplarına ait 

asimetrik ve simetrik gerilmeler gözlenmektedir. Benzer Ģekilde ġekil 4.18 

incelendiğinde Au@Ag-E.coli-PS/GC yüzeyine ait ATR-FTIR spektrumunda nitro 

grubuna ait asimetrik ve simetrik bandlar 1508 cm
-1

 ve 1367 cm
-1

‘de görülmektedir. 

Elde edilen spektrumlardan iĢaretli nanoparçacıkla etiketli ikincil antikorun E. coli 

bakterisine baĢarılı bir biçimde bağlandığı görülmektedir.  
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ġekil 4.17 Ag@Au-E.coli-PS/GC yüzeyine ait ATR-FTIR spektrumu 

 

 
 

ġekil 4.18 Au@Ag-E.coli-PS/GC yüzeyine ait ATR-FTIR spektrumu  
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4.4 Elektrokimyasal Çalışmalar 

 

Tez önerisinde belirtilen elektrokimyasal çalıĢmalar aĢağıdaki Ģekilde yürütülmüĢtür. 

Tez kapsamında belirtilen Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların 

elektrokimyasal davranıĢlarını kıyaslamak için öncelikle sentezlenen monometalik Au 

ve Ag nanoparçacıkların elektrokimyasal davranıĢları incelenmiĢtir. 

 

Bimetalik nanoparçacıkların çözülmesiyle her iki metalin de çözelti ortamına alınması 

amaçlandığından her iki metalin birlikte ve ayrı ayrı incelenmesinin uygun olacağı 

düĢünülmüĢtür. Elektrokimyasal çalıĢmalarda çapı 0.8 cm ve derinliği 1 cm olan 96 

kuyucuklu polistiren mikroplate kullanılmıĢtır. DönüĢümlü voltametri ve kare dalga 

sıyırma voltametrisi deneyleri laboratuvarımızda bulunan Gamry 300 marka cihaz ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmalarda, çalıĢma elektrodu olarak kalem elektrot (Tombo 

marka,  0.7 H), referans elektrot olarak gümüĢ tel ve karĢıt elektrot olarak platin elektrot 

kullanılmıĢtır. Her ölçümde çözeltiye giren toplam kalem ucu 9 mm‘dir. Bu uzunlukta 

bir kalem ucu 22.74 mm
2
 aktif elektrot yüzeyine karĢılık gelmektedir. Her deneyde yeni 

elektrot yüzeyi kullanılmıĢtır.  

 

4.4.1 Altın ve gümüşün dönüşümlü voltametri ile biriktirme potansiyellerinin 

belirlenmesi 

 

Altın metalinin sınırlı sayıda çözücüde çözünmesi sebebiyle öncelikle altın 

nanoparçacıkların en iyi çözündüğü ortam araĢtırılmıĢ ve metalik altının Au
3+ 

‘e en iyi 

yükseltgendiği ortamın kral suyu olduğuna karar verilmiĢtir. Bu sebeple altın 

nanoparçacıklar seyreltilmiĢ kral suyu içerisinde çözüldükten sonra elektrokimyasal 

deneyler gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Altının potansiyel aralığını ve biriktirme potansiyelini belirlemek için, önce 1 mM 

HAuCl4‘ün seyreltilmiĢ kral suyunda hazırlanan çözeltisinin kalem elektrotta 

dönüĢümlü voltamogramı alınmıĢtır. Potansiyel aralığı 1.4/-0.1 V olarak belirlenmiĢ 

olup, potansiyel hızı 200 mV/s seçilmiĢtir. Bu parametrelerle elde edilen voltamogram 
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Ģekil 4.19‘da görülmektedir. Bu voltamogramdan altın nanoparçacıkların kral suyunda 

çözüldükten sonraki biriktirme potansiyeli -0.2 V olarak belirlenmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.19 SeyreltilmiĢ kral suyunda hazırlanan HAuCl4‘ün dönüĢümlü voltamogramı. 

Tarama hızı: 200 mV/s, Ag/Ag
+
‘ya karĢı 

 

Altının potansiyel aralığı ve biriktirme potansiyeli belirlendikten sonra gümüĢ için aynı 

çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. Yapılan ön denemeler sonucunda kral suyunun gümüĢ 

nanoparçacıkları kısmen çözdüğü görülmüĢtür. Bu sebeple gümüĢün çalıĢma ortamı 

nitrik asit olarak seçilmiĢtir. GümüĢün potansiyel çalıĢma aralığı ve biriktirme 

potansiyeli, 0.1M nitrik asitte hazırlanan AgNO3‘ün dönüĢümlü voltametri deneyleri ile 

belirlenmiĢtir. ġekil 4.20‘de, -0.35 ile 0.4 V arasında 200 mV/s‘deki AgNO3‘ün 

dönüĢümlü voltamogramı görülmektedir. Bu voltamogramdan Ag(I)‘in metalik gümüĢe 

indirgendiği potansiyel diğer bir adıyla biriktirme potansiyeli -0.35 V olarak 

belirlenmiĢtir.  
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ġekil 4.20 0.1 M HNO3 içerisinde hazırlanan AgNO3‘ün dönüĢümlü voltamogramı. 

Tarama hızı: 200 mV/s, Ag/Ag
+
‘ya karĢı 

 

4.4.2 Altın ve gümüşün kare dalga sıyırma voltametrisi ile sıyırma 

potansiyellerinin belirlenmesi 

 

Altın ve gümüĢün biriktirme potansiyelleri belirlendikten sonra kare dalga sıyırma 

voltametrisi ile sıyırma potansiyelleri belirlenmiĢtir. Altının sıyırma potansiyelini 

belirlemek için, önce altın nanoparçacıklar çözünür duruma getirilmiĢ daha sonra kare 

dalga sıyırma voltametrisi ile bu potansiyel belirlenmiĢtir. ÇözünmüĢ durumdaki altın, -

0.2 V‘da kalem elektrotta 120 s biriktirilmiĢtir. Biriktirilen altın daha sonra -0.2 ile 1.4 

V aralığında pozitif yönde bir potansiyel taraması ile yüzeyden sıyrılmıĢtır. ġekil 

4.21‘de altının kalem elektrottan sıyırma voltamogramı görülmektedir. Bu 

voltamogramdan kalem elektrot yüzeyinden altının sıyırma potansiyeli 0.89 V olarak 

bulunmuĢtur.  
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ġekil 4.21 SeyreltilmiĢ kral suyunda altının sıyırma voltamogramı 

 

GümüĢün sıyırma potansiyelini belirlemek için, önce gümüĢ nanoparçacıklar çözünür 

duruma getirilmiĢ daha sonra kare dalga sıyırma voltametrisi ile bu potansiyel 

belirlenmiĢtir. GümüĢ, -0.35V‘da kalem elektrotta 120 s biriktirilmiĢtir. Biriktirilen 

gümüĢ daha sonra -0.35 ile 0.5 V aralığında pozitif yönde bir potansiyel taraması ile 

yüzeyden sıyrılmıĢtır. ġekil 4.22‘de gümüĢün kalem elektrottan sıyrılma voltamogramı 

görülmektedir. Bu voltamogramdan gümüĢün suyrılma potansiyeli 0.069 V olarak 

bulunmuĢtur. 
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ġekil 4.22 0.1 M nitrik asit çözeltisi içerisinde gümüĢün sıyrılma voltamogramı 

 

GümüĢ nanoparçacıkların seyreltilmiĢ kral suyu içerisinde kısmen çözünebileceği 

düĢünüldüğünden bu çözelti içerisinde bir ön deneme gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu nedenle 

seyreltimiĢ kral suyunda kısmen çözündüğü düĢünülen gümüĢ -0.35 V‘da kalem 

elektrotta 120 s biriktirilmiĢtir. Biriken gümüĢ -0.35 ile 0.5 V arasında kare dalga 

sıyırma voltametrisi ile belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. ġekil 4.23‘de görüldüğü üzere 

beklenilen potansiyelde herhangi bir sıyırma piki gözlenememiĢtir. Bunun sebebinin 

gümüĢün kral suyunda çözünen miktarının alt tayin sınırının altında olduğu 

düĢünülmektedir.  
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ġekil 4.23 SeyreltilmiĢ kral suyunda çözünen Ag nanoparçacıkların kare dalga sıyırma 

voltametrisi ile sıyırma voltamogramı. 

 

Elektrokimyasal deneylerde referans elektrot olarak kullanılan Ag telin çalıĢılan 

potansiyel aralığında giriĢim yapıp yapmadığını anlamak için, kalem elektroda destek 

elektrolit ortamında -0.2 V potansiyel uygulanarak biriktirme yapılmıĢtır. Daha sonra 

destek elektrolit ortamında (seyreltilmiĢ kral suyu) -0.2 V ile 1.2 V potansiyel aralığında 

kare dalga sıyırma voltametrisi uygulanmıĢtır. ġekil 4.24‘de Ag ve Au‘nın çalıĢıldığı 

bölgede herhangi bir sıyrılma pikine rastlanılmamıĢ, böylece referans olarak kullanılan 

Ag telin bir giriĢim yapmadığı anlaĢılmıĢtır. 
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ġekil 4.24 Destek çözeltisinin içerisinde sıyırma voltamogramı 

 

4.4.3 Elektrokimyasal biyosensör çalışmaları  

 

ĠĢaretlemede kullanılan bimetalik nanoparçacıkların yapısında bulunan altın ve 

gümüĢün elektrokimyasal çalıĢma parametreleri belirlendikten sonra polistiren 

kuyucuklarda hazırlanan immünoessey protokolünün uygulanabilirliği çalıĢılmıĢtır. 

Belirlenen parametrelere uygun olarak hazırlanan elektrokimyasal biyosensörün 

performansı incelenmiĢtir. Polistiren kuyucuklarda hazırlanan immünoessey 

protokolünün hazırlanması Bölüm 3.5‘de detaylı bir Ģekilde anlatılmıĢ olup, elde edilen 

yüzeyin Ģematik gösterimi Ģekil 4.25‘de Ģematik olarak gösterilmiĢtir. Elektrokimyasal 

deneylerin ilk aĢamasında immünoessey protokolünün hazırlandığı kuyucuğa 

iĢaretlemede kullanılan bimetalik nanoparçacığı çözmek için uygun asit çözeltisi 

konulmuĢtur. Bu iĢlemden sonra asidik ortamda yükseltgenen metal öncelikle uygun 

potansiyelde belirli bir süre elektrot yüzeyine biriktirilmiĢ, daha sonra sıyrılma pikine 

bağlı olarak akım miktarı E. coli sayısına bağlı olarak grafiğe geçirilmiĢtir. Ġki farklı 

(Au@Ag ve Ag@Au) bimetalik nanoparçacığın kullanıldığı çalıĢmada nanoparçacıklara 

uygulanan iĢlemlerden elde edilen sonuçlar alt baĢlıklarda ayrıntılı bir Ģekilde 

açıklanmıĢtır. 
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ġekil 4.25 Bimetalik nanoparçacık ile iĢaretlemenin kullanıldığı elektrokimyasal 

immünosensörün Ģematik gösterimi 

 

4.4.3.1 Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların kullanıldığı elektrokimyasal 

biyosensör ile E. coli tayini 

 

Elektrokimyasal olarak E.coli sayısının tayini için hazırlanan immünoessey protokolü 

polistiren kuyucuklarda hazırlanmıĢtır. Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların etiket 

olarak kullanıldığı elektrokimyasal çalıĢmalarda her deney için üç kuyu kullanılmıĢtır. 

Ġlk kuyuda kullanılan destek elektrolit çözeltisi içerisinde aktifleĢtirme iĢlemi, ikinci 

kuyuda biriktirme iĢlemi ve son kuyuda sıyırma iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Kullanılan 

kuyucukların Ģematik gösterimi Ģekil 4.26‘de verilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.26 Elektrokimyasal çalıĢmalarda kullanılan üç kuyunun Ģematik gösterimi 

 

Elektrokimyasal biyosensör çalıĢmalarında kare dalga sıyırma voltametrisi 

kullanılmıĢtır. Bu teknikte kullanılan parametreler Ģu Ģekildedir: Frekans 15 Hz, puls 
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geniĢliği 50 mV ve adım geniĢliği 2 mV‘tur. Paralel yapılan deneyler için her defasında 

yeni biriktirme çözeltisi ve yeni bir kurĢun kalem elektrot yüzeyi kullanılmıĢtır.  

 

Ġlk önce çalıĢma elektrodu olarak kullanılan kalem elektrodun çözelti içerisinde kalan 

kısmı aktifleĢtirme hücresinde bulunan seyreltilmiĢ kral suyu içerisinde 

kronoamperometri yöntemiyle 1.4 V‘da 360 s aktive edilmiĢtir. Asidik çözelti içerisinde 

gerçekleĢtirilen bu iĢlem sonucunda kullanılan elektrot yüzeyinin hem tekrarlanabilirliği 

hem de hassasiyetinin arttırılması sağlanmıĢtır.  

 

Kare dalga sıyırma voltametrisi deneyleri ön denemelerde belirlenen parametreler 

kullanılarak yapılmıĢtır. Elektrodun aktifleĢtirme iĢleminden sonra Ag@Au 

nanoparçacıklar seyreltilmiĢ kral suyu çözeltisinde kimyasal olarak çözülmüĢtür. 

Metalik durumda bulunan altın Au
3+

‘ya yükseltgenmiĢtir. Çözeltide bulunan altın 

biriktirme kuyucuğuna alınarak kalem elektrotta -0.2 V‘da 600 s biriktirilmiĢtir. 

 

Biriktirme iĢleminden sonra elektrot çözeltiden alınarak sıyırma kuyucuğuna 

konulmuĢtur. Elektrot yüzeyine biriken altın seyreltilmiĢ kral suyu içerisinde 0 ile 1.2 V 

arasında sıyrılmıĢtır. ġekil 4.27‘de çözelti içerisinde bulunan Au
3+

‘ün sıyırma 

potansiyeline karĢı sıyırma akımı görülmektedir.  Voltamogramda 10
5
 ve 10

1
 kob/mL 

dilüsyon aralığında kullanılan E. coli  sayısı ile değiĢen Au
3+

‘ün sıyırma akımındaki 

değiĢim görülmektedir. Kare dalga sıyırma voltametrisi ike kalem elektrotta biriken 

altının sıyırma potansiyeli 0.8 V olarak gözlenmiĢtir. Bu voltamogramdan immünoessey 

protokolünün hazırlanması sırasında kullanılan E. coli sayısının artmasıyla altının 

sıyırma akımında da bir artıĢ olmaktadır. 
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ġekil 4.27 10
5
 ve 10

1
 kob/ mL dilüsyon aralığında kullanılan E. coli ile değiĢen Au

3+
‘ün 

 sıyırma voltamogramı 

 

Kalibrasyon grafiğinin oluĢturulmasında E. coli’nin 10
5
 ile 10

1
 kob/mL arasındaki 

ardıĢık dilüsyonları kullanılmıĢtır. ġekil 4.28‘de çizilen kalibrasyon grafiğinde E. coli 

sayısına karĢı sıyırma akımı değerleri gösterilmiĢtir. Grafikten, E. coli sayısının 

logaritması ile sıyırma akımının arasında doğrusal bir iliĢki görülmektedir. E. coli’nin 

tayini için geliĢtirilen yöntemin kalibrasyon grafiği çizildiğinde elde edilen doğrunun 

eĢitliği aĢağıda verilmiĢtir. Bu grafik incelendiğinde doğrusal çalıĢma aralığı 10 

kob/mL-10
5
 kob/mL olarak belirlenmiĢtir. Grafiğe ait korelasyon katsayısı (R

2
) 0,9901 

bulunmuĢtur.  

 

Ip(A) = 0.6589 log E. coli (kob/mL) – 0.0303 (A) 

 

Kalibrasyon çalıĢması sonucunda elde edilen verilerden gözlenebilme sınırı (LOD) 

değeri hesaplanmıĢtır. Gözlenebilme sınırı 3 kob/mL olarak bulunmuĢtur.  

 

 

 

10
5
 

10 
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ġekil 4.28  E. coli’nin Au
3+

‘nın sıyırma akımına karĢı çizilen kalibrasyon grafiği 

 

4.4.3.2 Au@Ag bimetalik nanoparçacıkların kullanıldığı elektrokimyasal 

biyosensör ile E. coli tayini 
 

Elektrokimyasal olarak E. coli sayısının tayini için hazırlanan immünoessey protokolü 

polistiren kuyucuklarda hazırlanmıĢtır. Au@Ag bimetalik nanoparçacıkların etiket 

olarak kullanıldığı elektrokimyasal çalıĢmalarda her deney için üç kuyu kullanılmıĢtır. 

Ġlk kuyuda kullanılan destek elektrolit çözeltisi içerisinde aktifleĢtirme iĢlemi, ikinci 

kuyuda biriktirme iĢlemi ve son kuyuda sıyırma iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Kullanılan 

kuyucukların Ģematik gösterimi Ģekil 4.26‘de verilmiĢtir. 

 

Elektrokimyasal biyosensör çalıĢmalarında kare dalga sıyırma voltametrisi 

kullanılmıĢtır. Bu teknikte kullanılan parametreler Ģu Ģekildedir: Frekans 15 Hz, puls 

geniĢliği 50 mV ve adım geniĢliği 2 mV‘tur. Paralel yapılan deneyler için her defasında 

yeni biriktirme çözeltisi ve yeni bir kurĢun kalem elektrot yüzeyi kullanılmıĢtır.  

 

Öncelikle çalıĢma elektrodu olarak kullanılan kalem elektrodun çözelti içerisinde kalan 

kısmı aktifleĢtirme hücresinde bulunan seyreltilmiĢ kral suyu içerisinde 
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kronoamperometri yöntemiyle 1.4 V‘da 360 s aktive edilmiĢtir. Asidik çözelti içerisinde 

gerçekleĢtirilen bu iĢlem sonucunda kullanılan elektrot yüzeyinin hem tekrarlanabilirliği 

hem de hassasiyetinin arttırılması sağlanmıĢtır.  

 

Kare dalga sıyırma voltametrisi deneyleri ön denemelerde belirlenen parametreler 

kullanılarak yapılmıĢtır. Elektrodun aktifleĢtirme iĢleminden sonra Au@Ag 

nanoparçacıklar 0.1 M hazırlanan nitrik asit çözeltisinde kimyasal olarak çözülmüĢtür. 

Metalik durumda bulunan gümüĢ Ag
+
‘e yükseltgenmiĢtir. Çözeltide bulunan Ag

+
, 

biriktirme kuyucuğuna alınarak -0.35 V‘da 600 s biriktirilmiĢtir. 

 

Biriktirme iĢleminden sonra elektrot çözeltiden alınarak sıyırma kuyucuğuna alınmıĢtır. 

Elektrot yüzeyine biriken gümüĢ 0.1 M HNO3 içerisinde -0.1 ile 0.3 V arasında 

sıyrılmıĢtır. ġekil 4.29‘da çözelti içerisinde bulunan Ag
+
‘in sıyırma potansiyeline karĢı 

sıyırma akımı görülmektedir.  Voltamogramda 10
5
 ve 10

1
 kob/mL dilüsyon aralığında 

kullanılan E. coli ile değiĢen Ag
+
‘in sıyırma akımındaki değiĢim görülmektedir. Bu 

voltamogramdan immünoessey protokolünün hazırlanması sırasında kullanılan E. coli 

sayısının artmasıyla gümüĢün sıyırma akımında da bir artıĢ olmaktadır. 

 

 
 

ġekil 4.29 10
5
 ve 10

1
 kob/ mL dilüsyon aralığında kullanılan E. coli ile değiĢen Ag

+
‘in 

 sıyırma voltamogramı 

10
5
 

10 
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10
5
 ile 10

1
 kob/mL arasında E. coli içeren dilüsyonlar kullanılarak yapılan deneyler 

sonucunda gümüĢün sıyırma akımına karĢı E. coli sayısının logaritması grafiğe 

geçirilmiĢtir. ġekil 4.30‘de çizilen kalibrasyon grafiğinde E. coli sayısının logaritmasına 

karĢı gümüĢün sıyırma akımı değerleri gösterilmiĢtir. Bu grafik incelendiğinde, E. coli 

sayısının logaritması ile sıyırma akımının arasında iyi bir doğrusal iliĢki 

gözlenememektedir. GeliĢtirilen yöntemin kalibrasyon grafiği çizildiğinde elde edilen 

doğrunun eĢitliği aĢağıda verilmiĢtir. Grafiğe ait korelasyon katsayısı (R
2
) 0,8942 

bulunmuĢtur.  

 

Ip(A) = 3.0564 log E. coli (kob/mL) – 3.993 (A) 

 

 
 

ġekil 4.30 E. coli’nin Ag
+
‘nın sıyırma akımına karĢı çizilen kalibrasyon grafiği 
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4.4.3.3 Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparçacıklarla hazırlanan 

elektrokimyasal biyosensörlerin karşılaştırılması 

 

E. coli’nin elektrokimyasal yöntemle tayini için hazırlanan protokollerden etiket olarak 

Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların kullanıldığı protokolün, Au@Ag bimetalik 

nanoparçacıkların kullanıldığı protokolden daha uygun ve tekrarlanabilir olduğu 

gözlenmiĢtir. Bu durumun çeĢitli nedenleri olabilir. Bunlar: 

 

Kolay hazırlanabilmeleri ve yüksek homojenliğinin yanı sıra altın nanoparçacıklar 

biyolojik moleküllere karĢı (antijen, antikor veya DNA, RNA gibi) çok iyi bir 

biyouyumluluk göstermektedir. Bu sebeple kabuk kısmı altın olan Ag@Au bimetalik 

nanoparçacıklar immünoessey çalıĢmalarında rahatlıkla kullanılabilmektedirler. 

Kabuğun altın olduğu durumlarda antikorların bağlanmasının hızlı olması ve bunun 

yanı sıra hazırlanan protokolün uzun süre boyunca kalıcı olması bu tür 

nanoparçacıkların terch edilmesine neden olmaktadır. Au@Ag çekirdek-kabuk 

nanoparçacıklar da gen analizlerinde ve antikor-antijen tayininde kullanılmaktadır fakat 

gümüĢün biyouyumlu bir malzeme olmadığı bilinmektedir. Bunun yanı sıra Au@Ag 

çekirdek-kabuk bimetalik nanoparçacıkların uygulamaları henüz iyi bir biçimde 

açıklanamamıĢtır ancak genel olarak biyokonjuge gümüĢ yüzeylerin, biyokonjuge altın 

yüzeylere göre daha az kararlı oldukları literatürdede yer almaktadır. Bu sebepten ötürü 

monometalik gümüĢ veya kabuğun gümüĢ olduğu çalıĢmalarda biyolojik molekülü 

kararlı bir Ģekilde bağlayabilmek için birden fazla tiyol molekülü içeren ara bağlayıcılar 

kullanılmaktadır (Lim vd. 2008). ÇalıĢmada altının kabuk olarak kullanıldığı bimetalik 

nanoparçacıktan elde edilen sonuçların verimli olmasının altın kabuk ile etkileĢimin 

daha sağlam olmasından kaynaklanmıĢ olabileceği düĢünülmektedir.  

 

Elektrokimyasal biyosensör çalıĢmalarında Au@Ag bimetalik nanoparçacıklar istenilen 

sonucu vermemesine rağmen yüzey güçlendirilmiĢ raman spektroskopisinin kullanıldığı 

biyosensör çalıĢmasında bu nanoparçacıklar kullanılabilir. Altın yüzeyler görünür 

bölgede Ag‘den daha düĢük bir güçlendirme etkisi göstermektedir. Yapılan çalıĢmalarda 

altın nanoparçacık üzerine biriktirilen gümüĢün monometalik altından daha yüksek 

sinyal verdiği gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada da YGRS çalıĢmalarında Au@Ag bimetalik 
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nanoparçacıkların Ag@Au bimetalik nanoparçacıkların kullanıldığı protokole göre daha 

yüksek sinyal verdiği görülmüĢtür.  

 

Ayrıca gümüĢ nanoparçacıkların, diğer tuzları ile kıyaslandığında etkili ibr 

antimikrobiyal etki gösterdiği bilinmektedir. Oldukça büyük yüzey alanlarından ötürü 

mikroorganizmalar ile daha iyi temas etmektedirler. Nanoparçacıklar hücre duvarına 

tutanarak bakterinin içine girerler. Bakteri duvarı, sülfür içeren proteinleri ve DNA gibi 

fosfor içeren bileĢikleri içermektedir ve gümüĢ nanoparçacıklar hücredeki bu proteinler 

ile etkileĢirler. GümüĢ nanoparçacık bakteri hücresine girdiğinde gümüĢ iyonlarından 

DNA‘yı korumak için bakterinin merkezinde, bakterinin kümelenmesini sağlayan düĢük 

molekül ağırlıklı bir bölge oluĢturur. Nanoparçacıklar öncelikli olarak solunum 

zincirine, hücre bölünmesine atak yapar ve son olarak hücrenin ölümüne sebep olur. 

Nanoparçacıklar bakteri hücreleri içerisine gümüĢ iyonları salarak bakterisidial etkiyi 

arttırırlar (Li vd. 2009). Bu sebepten ötürü çalıĢmada kullanılan Au@Ag bimetalik 

nanoparçacıkların kullanılan biyosensörde tayin edilen E. coli miktarının ölü bakterileri 

de içerdiği düĢünülmektedir. 

 

Sentezlenen Au@Ag bimetalik nanoparçacıkların boyutlarının büyüklüğü ve Ģekli, E. 

coli ile etkileĢimini hem bağlanma derecesi hem de antibakteriyel özellik nedeniyle 

değiĢtirmiĢ olabileceği düĢünülmektedir.   

 

Elde edilen veriler ıĢığında Au@Ag NP iĢaretli immünoessey protokolünde sonuçların 

tekrarlanabilirliğinin Ag@Au NP immünoessey protokolüne göre iyi olmadığı 

söylenebilir. Bu aĢamada gelinen sonuçlar E. coli tayini için Au@Ag bimetalik 

nanoparçacıklarla oluĢturulan immünoesseyde elektrokimyasal yöntem yerine SERS 

yönteminin kullanılmasına daha elveriĢli olduğu görülmüĢtür. 

 

4.4.4 Su örneklerinde E. coli tayini 

 

GeliĢtirilen elektrokimyasal yöntemde Ag@Au ve Au@Ag olmak üzere iki farklı 

bimetalik nanoparçacık kullanılmıĢtır. Bu nanoparçacıklarla elde edilen kalibrasyon 
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grafikleri karĢılaĢtırıldığında, kalibrasyon grafiği daha iyi olan Ag@Au bimetalik 

nanoparçacıklarla hazırlanan immünoessey protokolünün gerçek numune analizlerinde 

kullanılmasına karar verilmiĢtir. 

 

GeliĢtirilen elektrokimyasal analiz yönteminin gerçek su örneklerinde 

uygulanabilirliğini tespit etmek için musluk suyundan örnekler alınmıĢtır. Alınan 

örneklerde E. coli tayini yapılmıĢ ve elde edilen sonuçlar kültürel sayım yöntemi ile 

karĢılaĢtırılarak çizelge 4.1‘de gösterilmiĢtir. 

 

Ankara Üniversitesi Kimya Bölümü‘ndeki musluk suyundan alınan örneklerde hem 

kültürel sayım sonucunda hem de geliĢtirilen elektrokimyasal analiz sonucunda E. coli 

tespit edilememiĢtir. E. coli inoküle edilen musluk suyunda ise kültürel sayım yöntemi 

ile 25 kob/mL, geliĢtirilen elektrokimyasal yöntemle ise 33 kob/mL bulunmuĢtur. Her 

iki yöntemin sonuçları karĢılaĢtırıldığında sonuçların birbirine yakın olması geliĢtirilen 

elektrokimyasal yöntemin gerçek su örneklerinde uygulanabileceğini göstermektedir.  

 

Çizelge 4.1 Su örneklerinde geliĢtirilen elektrokimyasal analiz yöntemi ve kültürel 

sayım yöntemiyle elde edilen sonuçlar 

 

 

Su örnekleri 

 

Kültürel Sayım 

yöntemi 

Geliştirilen 

elektrokimyasal analiz 

yöntemi 

Ankara Üniversitesi, Kimya 

Bölümü musluk suyu 

 

0 

 

0 

Ankara Üniversitesi, Kimya 

Bölümü musluk suyu (E. 

coli inoküle edilen) 

 

25 

 

33 
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5. SONUÇLAR 

 

Bu tez çalıĢmasında, 

 

Ag@Au ve Au@Ag bitemalik nanoparçacıklar sentezlenerek UV-Vis spektroskopisi ve 

TEM analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen sonuçlardan Ag@Au bimetalik 

nanoparçacıkların boyutu yaklaĢık olarak 12 nm, Au@Ag bitemalik nanoparçacıkların 

boyutu 60-70 nm arasında değiĢmektedir. 

 

Nanoparçacık etiketli antikorların hazırlanmasında kendiliğinden düzenlenme 

tekniğinden daha sonraki basamakta avidin-biyotin etkileĢiminden yararlanılmıĢtır. 

Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparçacık iĢaretli antikorların E. coli ile etkileĢimleri 

TEM görüntüleri ile incelenmiĢ ve bakteri-nanoparçacık etkileĢimi bu görüntülerle 

kanıtlanmıĢtır. 

 

Ġmmünoessey protokolünün spektrokopik karakterizasyonu XPS, YGRS ve ATR-FTIR 

kullanılarak yapılmıĢ, bu analizlerden elde edilen sonuçlardan protokolün doğru bir 

Ģekilde oluĢturulduğu anlaĢılmıĢtır. 

 

Hazırlanan immünoessey protokolünün elektrokimyasal biyosensörlerde kullanılması 

için kullanılan bimetalik nanoparçacıkların çözünme ortamları ve elektrokimyasal 

çalıĢma parametreleri belirlenmiĢtir. 

 

Elektrokimyasal deneylerde CV, CA ve kare dalga sıyırma voltametrisinden 

yararlanılmıĢtır. Elde edilen sonuçlardan çalıĢma elektrodu olarak kullanılan kalem 

elektrodun altın ve gümüĢün tayini için uygun elektrot olduğunu göstermiĢtir.  

 

Ġmmünoessey yapısında kullanılan bimetalik nanoparçacıklardan Ag@Au‘den elde 

edilen sonuçların daha verimli olmasından dolayı su numunelerinde E. coli için bu 

nanoparçacık kullanılmıĢtır. 
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