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OZET
Doktora Tezi
NANOPARCACIK ETiKETLI BIlYOSENSOR GELISTIRILMESI
Haslet EKSI

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Ali Osman SOLAK

Bu calismada su ve gida orneklerinde E. coli tiirii bakterilerin sebep oldugu, insan
saghgir i¢in tehlike olusturan fekal Kkirliligin belirlenmesi amaciyla bimetalik
nanopargacik  isaretli  antikorlarin  kullanildig1  elektrokimyasal  biyosensor
gelistirilmistir. Bu amagla, oncelikle altin-giimiis (Au@Ag) ve giimiis-altin (Ag@Au)
bimetalik nanoparcaciklar sentezlenmis ve bu nano yapilarin karakterizasyonu,
spektroskopik yontemler (UV-Vis) ve mikroskobik goriintileme (TEM) teknikleriyle
gerceklestirilmistir. Sentezlenen Au@Ag ve Ag@Au bimetalik yapilara uygun antikor
baglanmis, nanopargacik isaretli bu antikorlar, polistiren kuyucuk (PS) yiizeyine ekilmis
E. coli ile temas ettirilerek antikorun bakteriye tutunmasi saglanmistir. Baglanma
gerceklestikten sonra elde edilen ylizeyler ATR-FTIR, XPS ve SERS yontemleri ile
karakterize edilmistir. Polistiren kuyucuklarin icerisideki asit ¢ozeltisinde Au veya Ag
nanometallerinin yiikseltgenerek ¢ozeltiye ge¢mesi saglanmistir. Elektrokimyasal
deneylerde karbon kalem elektrot calisma elektrodu olarak kullanilmis ve bu ylizeye,
cozeltideki altin ve glimiis iyonlar1 elektrokimyasal olarak biriktirilmistir. Bu islemin
ardindan Au ve Ag iyonlarinin anodik siyirma voltametresi ile ylikseltgenme akimi
tespit edilmistir. Altimin siyrilma akimi ile bakterinin konsantrasyonu arasindaki
iliskiden yararlanilarak ger¢ek numuneler igerisindeki E. coli miktar1 belirlenmistir.

Temmuz 2011, 136 sayfa

Anahtar Kelimeler: Cekirdek-kabuk bimetalik nanopargacik, avidin-biyotin etkilesimi,
E. coli, yiizey karakterizasyonu, elektrokimyasal immiinosensor, kare dalga siyirma
voltametrisi



ABSTRACT
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DEVELOPING NANOPARTICLE-TAGGED BIOSENSORS
Haslet EKSI

Ankara University
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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** 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** 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.

July 2011, 136 pages

Key Words: Core-shell bimetallic nanoparticle, avidin-biotin interaction, E. coli,
surface characterization, electrochemical immunosensor, square wave stripping
voltammetry
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1. GIRIS

Son yillarda nano boyutta madde sentezlenmesi, karakterizasyonu ve uygulamalari
bir¢cok arastirmacinin dikkatini ¢eken ve yogun bir sekilde arastirilan konular arasinda
yer almistir. Nanoparcaciklar, genellikle 100 nm’den kiigiik boyutlardaki pargaciklar
olarak tanimlanir. Nanoparcaciklar, kiiciik boyutlarda ve genis yiizey alanlarina sahip
olmalarindan dolay1 mikro- ve makro materyallerden bir¢ok bakimdan farkli 6zellikler
gosterirler. Bu Ozellikleri nedeniyle spektroskopik, optik, elektronik ve kimyasal

uygulama alanlarinda biiyiik 6nem tasirlar (Thomas 2008).

Son zamanlarda, ¢ekirdek/kabuk (core-shell) nanoparcaciklar yaygin uygulama alani
bulmustur. Cekirdek/kabuk nanopargaciklar, ¢ekirdek materyalin bir baska materyalle
kaplanmasiyla olusan nano yapilardir. Cekirdek/kabuk nanoparcaciklarin boyutu 20 nm
- 200 nm arasinda degisebilmektedir. Nanoparcaciklarin boyutu goéz oniine alinarak,
parcaciklarin kiimelenmesini engellemek amaciyla kabuk kismi ortamda kararl
kalmasini1 saglayacak bir madde ile de kaplanabilmektedir. Cekirdek/kabuk yapilar
nanoparcaciklarin termal ve kimyasal kararliligini arttirir, ¢ozlinilirliigiinii gelistirir ve bu
pargaciklarin baska molekiillerle birlesmesini kolaylastirir. Kabuk ayni zamanda
cekirdek materyalin ylikseltgenmesini de onler. Cekirdek/kabuk yapilar inorganik ve

organik olmak tizere iki grupta siniflandirilabilir.

Inorganik ¢ekirdek/kabuk nanoyapilarda hem ¢ekirdek hem de kabuk, inorganik
maddelerden (yar1 iletken, metal veya metal oksitleri) olusur. Sentezlerde en ¢ok
kullanilan nanopargaciklar metaller, yar1 iletkenler ya da lantanitlerdir. Organik
cekirdek/kabuk nanoyapilar ise ¢ekirdek organik-kabuk inorganik; ¢ekirdek inorganik-
kabuk organik ya da polimerik ¢ekirdek-kabuk yapilar olabilir. Uygulamalarda biyo-
uyumlu oldugu igin inorganik ¢ekirdek-kabuk yapilar daha ¢ok tercih edilmektedir
(Manocha 2006, Mihai 2007).

Yukarida da belirtildigi gibi ¢ekirdek/kabuk nanopargaciklar ¢esitli endiistri dallarinda

genis uygulama alanlar1 bulmaktadir. Ozellikle metal ¢ekirdek/kabuk nanopargaciklar



kimyasal, elektronik, biyomedikal, insaat ve makine endiistrilerinde kullanilmaktadir.
Nanopargaciklar, ¢evre Ozelliklerindeki ¢ok kiiciik degismelere karsi yiiksek ve hizli
duyarhiga sahip olduklarindan dolay1 katalizér, modifiye edici, termal ve mekanik
Ozellikleri artirict sensor materyaller olarak da kullanilirlar. Bu 6zellikleri nedeniyle
biyomedikal endiistrisinde  biiylik 6neme  sahip olduklart  bilinmektedir.
Nanoparcaciklar, biyomedikal endiistrinin c¢esitli dallarinda biyo goriintiileme, ilag
korunmasi, biyo isaretleyici ve organ naklinde de uygulama alani bulmaktadir (Wang
2003).

Biyosensorler, hizli cevap yetenekleri ve kullanim kolayliklar1 sebebiyle klinik
cihazlarda, eczacilikta ve gida endiistrisinde son yillarda 6nemli bir arastirma alani
haline gelmistir. Biyosensor yapiminda kullanilan enzimlerin kararli§i ¢ok énemli bir
parametredir. Enzimatik aktiviteyi ve kararlilig1 gelistirmek i¢in gesitli immobilizasyon
teknikleri kullanilmaktadir. Nanoyapili malzemeler, biiyiik yiizey/hacim orani, yiiksek
yiizey reaksiyon ve katalitik aktivite ve giiclii adsorpsiyon yetenegi gibi 6zellikleri
sebebiyle o6zellikle biyosensér yapiminda tercih edilirler. Nanomalzemeler yiiksek
yiizey alanina sahip olmalarindan dolay1 enzimlerin immobilizasyonunda daha iyi bir
matriks gorevi goriirler. Enzim molekiillerinin birden fazla kistmdan nanomalzemeye
baglanmasi proteinin ayrilmasini zorlastirarak, nanomalzeme ylizeyinde bagli olan
enzimin kararliligini arttirmaktadir. Enzim bagli nanopargacik ¢ozeltide bulunan serbest
enzim gibi davranir ve enzim-substrat etkilesimini arttirarak serbest enzimin

agregasyonunu engeller.

Etkileyici optik ve elektronik 6zelliklere sahip olan altin nanopargaciklar, enzimler igin
uygun  ortam  saglamalarindan  dolayr  biyouyumlu  malzemeler olarak
tanimlanmaktadirlar. Altin nanopargaciklar ayn1 zamanda elektron transferi i¢in enzimin
aktif merkezi ile elektrot yiizeyi arasindaki elektron transfer hizini arttiran bir mediator
olarak ta kullanilmaktadir (Pandey 2007).

Koliform grup bakteriler, Enterobacteriaceae familyas: icinde yer alan, fakiiltatif

anaerob, gram negatif, spor olusturmayan, 35°C’de 48 saat i¢inde laktozdan gaz ve asit



olusturan, ¢ubuk seklindeki bakterilerdir. Bu grupta yer alan ve gida mikrobiyolojisi
acisindan Onemli olan mikroorganizmalar, Citrobacter freundii, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae ‘dir.
Koliform grup mikroorganizmalara pek c¢ok gida hammaddesinde rastlanmaktadir.
Bunlarin basinda taze sebzeler, taze yumurta, ¢ig siit, kanatll etleri ve koliform

bakimindan sayica zengin sulardan alinan kabuklu ve diger su tirlinleri gelmektedir.

Gidalarda koliform mikroorganizmalarin bulunmasi, ko&tii sanitasyon kosullarinin,
yetersiz veya yanlis pastdrizasyon uygulamalarinin, pisirme ve pastdrizasyon sonrasi
tekrar bulasma oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Koliform grubu
mikroorganizmalarin hepsi diski kokenli degildir. Bu grupta bulunan bakterilerden
normal florasi, insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin alt sindirim sistemleri olanlar "fekal
koliform" olarak tanimlanmakta ve bunlar fekal kontaminasyonun bir gostergesi olarak
kabul edilmektedirler. Koliform grup i¢inde fekal koliform olarak tanimlanan
bakterilerin biiyiik ¢ogunlugunun E. coli oldugu bilinmektedir. Grubun diger tyeleri
toprak ve bitki kokenli olabilmektedirler. Herhangi bir 6rnekte E. coli’ye ve/veya fekal
koliform bakterilere rastlanmasi o ornege dogrudan ya da dolayli olarak diski
bulastiginin ve yine bagirsak kokenli Salmonella ve Shigella gibi primer patojenlerin de
olabileceginin bir gostergesidir. Bu nedenle hicbir gida maddesinde, igme ve kullanma
sularinda, denizlerde ve gollerde E. coli ve fekal koliform bulunmasina izin
verilmezken, bazi gidalarda belirli sayida koliform bakteri bulunmasina izin
verilebilmektedir. E. coli fekal kontaminasyonun bir gostergesi olmasi yaninda genetik
yapist en iyi bilinen canli olma 6zelligine de sahiptir. Suslarinin bir¢ogu zararsiz olan
bu bakterinin bazi patojenik tipleri, insan ve hayvanlarda sonucu 6liime kadar giden
ishallere, yara enfeksiyonlarina, menenjit, septisemi, artheriosklerosis, hemolitik iremik
sendrom, ¢esitli immiinolojik hastaliklar vb. gibi hastaliklara sebep olabilmektedir
(Cakir 2000).

Bu arastirmada insanlarin tiiketimine sunulan maddelerde E. coli bakterisinin
elektrokimyasal biyosensorler kullanilarak belirlenmesi  hedeflenmektedir. Son
zamanlarda elektrokimyasal biyosensdrler i¢in nanomateryaller biyomolekiil etiketleyici

olarak kullanilmaktadir. Nanoparcaciklar enzim etiketleyicilere gére daha kararli ve



yilksek hassasliga sahiptirler. Bu acidan nanoparcaciklardan yararlanilarak

biyosensorlerin olusturulmasinin literatiire 6nemli katkilar saglayacag: diistiniilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Elektrokimya

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesi sonucu meydana gelen fiziksel

ve kimyasal degisiklikleri inceleyen bilim dalidir.

2.1.1 Elektriksel ¢ift tabaka

Elektriksel ¢ift tabaka her malzemenin arayiiziinde var olan yiiklii par¢aciklar ve/veya
yonlenmis dipoller dizinidir. Elektrokimyada bdyle bir tabaka elektrot {izerindeki yiikiin
fazlasini dengelemek igin ¢ozelti i¢erisinde olusan iyonik bolgeleri gostermektedir (qe).
Arayiizlin notral olmast (Qetqs =0) i¢in pozitif yiklii elektrot negatif yiiklii tabakay1
cekmektedir. Kars1 tabaka elektrodunkinden zit yiiklii iyondan olusmaktadir. Sekil
2.1°de elektriksel cift tabakanin kompleks yapis1 goriilmektedir.

M IHP OHP
o™ 0 & .
Lo Difiiz tabaka

. Solvatize katyon

Metal -

" Adsorbe iyon

O- Cozicu

M on o molekiili

Sekil 2.1 Elektriksel ¢ift tabakanin sematik olarak gosterilmesi

I¢c tabaka (elektroda yakin olan kisim), i¢ Helmholtz diizlemi (IHP) olarak adlandirilir.

Coziicli molekiillerini ve adsorplanan iyonlarini igerir. Bu tabakada elektrot yiizeyinden



uzaklastik¢a ortaya c¢ikan potansiyel uzaklik ile dogru orantili olarak azalir. Bir sonraki
tabaka dis Helmholtz diizlemi (OHP) olarak adlandirilir ve yiizeye en yakin durumdaki
solvatize iyonlarin merkezinden gecen sanal diizlemi gosterir. Solvatize iyonlar spesifik
olmayan bir sekilde adsorplanmiglardir ve uzun mesafeli Coulomb kuvvetleriyle ylizeye
cekilirler. Helmholtz tabakalarinin her ikisi de yogun tabakayi temsil ederler. Bu
tabakada elektrot yiizeyinden uzaklastik¢a potansiyel, uzaklik ile dogru orantili olarak

azalir.

Dis tabaka, difiiz tabaka olarak adlandirilir ve sagilan iyonlardan olusan, OHP’den bulk
cozeltiye dogru genisleyen iic boyutlu bir bolgedir. Bu tabakada elektrot ylizeyinden

uzaklastikga ortaya ¢ikan gerilim {istel olarak azalir.

Elektrot ylizeyindeki ve ylizeye bitisik c¢ozeltideki bu yiik toplulugu “’elektriksel cift
tabaka’’ olarak adlandirilir (Bard ve Faulkner 2001). Sekil 2.2’de elektrot yiizeyinden
uzaklastik¢a potansiyel degisimi verilmistir (Wang 2000).

Helmholtz Difiiz
tabakasi tabaka
|
|
I Dis
I Helmholtz
| diizlemi
1
|
|
|
-
|
|
|
|
|
I
- . —>

Sekil 2.2 Elektriksel ¢ift tabaka boyunca potansiyelin degisim grafigi



2.1.2 Elektrokimyasal hiicrede kiitle aktarim yollari

Elektrokimyasal hiicrede maddenin bir yerden baska bir yere hareketine kiitle aktarimi
denir. Hiicrede elektrot yiizeyine kiitle aktarimi ti¢ yolla gergeklesir. Bu kiitle aktarim
yollari, elektriksel go¢ (migrasyon), difiizyon ve karistirma (konveksiyon) olarak
adlandirilir. Uygulanan analizin tiiriine de bagli olarak bu olaylardan biri ya da birkaci
kiitle aktarimina katki saglar. Sekil 2.3’de belirtilen kiitle aktarim yollarinin sematik

gosterimi verilmistir.

Elektriksel Goé¢ (Elektriksel Migrasyon): Elektriksel alanin etkisi altindaki yiiklii
pargaciklarin hareketidir. Pozitif yiiklii iyonlarin negatif yiikli elektroda ya da negatif
yuklii iyonlarin pozitif yiikli elektroda hareketi ile saglanir. Hemen tiim
elektrokimyasal analiz yontemlerinde elektriksel goc etkisi istenmez, bunu engellemek
icin genelde elektrolit ¢ozeltisine bu gogii kendi iizerine alacak KCI, HNOs3 gibi derisimi
0.1-1 M arasinda degisen elektrolitler katilir.

Karistirma (Konveksiyon): Sicaklik/yogunluk farkina ya da ¢ozeltinin karistirilmasi,
elektrodun dondiiriilmesi, titrestirilmesi ile olusan mekanik bir harekete dayanan bir
kiitle aktarim yoludur. Genellikle akan bir sivi yogunluk farkindan dolay1 dogal bir

konveksiyon meydana getirirken, karistirma ise dis bir etki ile konveksiyon olusturur.

Difiizyon: Elektrotta tiiketilen elektroaktif maddenin araylizeyde azalan derisimini
artirmak tlizere ¢o6zeltiden madde aktarimi diflizyon admi alir. Difiizyonla kiitle
aktariminin hizi, arayiizeyle cozeltinin i¢ kesimleri arasindaki derisim farkina ve
elektroaktif madde ile ¢oziicliniin tirlerine baghdir. Diflizyon, kiitle aktarim
caligmalarinda iizerinde en ¢ok ¢alisilandir. Elektrokimyasal sistemler genelde bir ya da
iki kiitle aktarim tiirlerinin yok sayilacagi sekilde tasarlanir (Wang 2000, Bard ve
Faulkner 2001).



~] Migrasyon @ o -@

N1—®
y o @_&) -®
)
r- @ @.
Konveksiyon . o .

::&@: .

Sekil 2.3 Elektrokimyasal hiicrede meydana gelen kiitle aktarim yollari

2.1.3 Potansiyel-konsantrasyon iliskisi ve Faradaik islemler

Kontrollii potansiyelin uygulandigi elektrokimyasal deneylerde amag,  analitin
derisimiyle orantili olan akim yanitin1 elde etmektir. Elektrot-elektrolit ara yilizeyinde
meydana gelen redoks tepkimesi sirasinda akim, elektronlarin dogrudan aktarimi

yoluyla iletilir.

Cozelti ve elektrot arasindaki ylizeyden akimin iletimi sirasinda, elektrotlardan birinde
yiikseltgenme reaksiyonlart olurken digerinde indirgenme reaksiyonu meydana gelir. Bu

reaksiyonlarda;

O+ne<—=R

O ve R, sirasiyla, redoks ciftinin yiikseltgenmis ve indirgenmis seklini gostermektedir.
Termodinamik kurallarla kontrol edilen sistemlerde, elektrot potansiyeli (E),
elektroaktif tiirinlin elektrot yiizeyindeki derisiminin (Co ve Cr), Nernst Denklemine

gore saptanmasinda kullanilabilir.



2.3RT) C,
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Bu denklemde E°, redoks tepkimesi icin standart potansiyeli; R, gaz sabitini (8.314 J K™
mol™), T, sicaklik (°K), n, elektrot tepkimesinde aktarilan elektron sayisini ve F,

Faraday sabitini (96.487 coulomb mol ™) gostermektedir.

Elektrot ¢ozelti ara yilizeyinden akim iki tip islemle iletilir. Birincisinde, elektrotlardan
birinde yiikseltgenme reaksiyonu olurken digerinde indirgenme reaksiyonu olur, bu
sirada elektronlarin dogrudan aktarimi ile akim iletilir. Bu tip islemlere, bir elektrottaki
kimyasal reaksiyon miktarmin gecen akimla orantili oldugunu ifade eden Faraday
yasalarina uygun olmasi nedeniyle Faradaik islemler adi verilir, bu sekilde olusan
akimlara Faradaik akimlar denir. Kisacasi; bir elektrokimyasal hiicrede
elektrot/cozelti ara ylizeyi boyunca bir yiikseltgenme/indirgenme islemiyle tasinan
akimdir. Reaksiyondan (analiz edilecek maddeden) kaynaklanan akimdir (Skoog vd.
1998).

2.1.4 Elektrokimyasal deneylerde kullamlan sistem ve elektrotlar

Uclii eletrot sistemler elektrokimyasal deneylerde siklikla kullanilirlar. Bir iiglii elektrot
sistemi elektrolit icerisine daldirilmis ¢alisma, karsit ve referans adi verilen {i¢

elektrottan olusur. Sekilde ti¢lii elektrot sisteminin sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 2.4 Uclii elektrot sisteminin sematik gosterimi

Calhisma elektrodu: Yik aktarnminin gerceklestigi, yiizeyinde elektroaktif tiiriin
yikseltgendigi veya indirgendigi elektrottur. Cok ¢esitli tiirde c¢alisma elektrodu
bulunmaktadir. En sik kullanilan elektrotlar civa, metal (platin veya altin gibi) ve
karbon elektrotlardir. Kullanilan ¢alisma elektrotlarinin yiizey alanlari, polarizasyonu
arttirmak igin kiiciik tutulmaktadir. Ideal bir ¢alisma elektrodu genis bir potansiyel
araligina ve diisiik dirence sahip olmali, kolay temizlenebilmeli ve sinyal/giiriiltii orani
yiiksek olmalidir. Calisilan elektrodun potansiyel araliginin belirlenmesi ¢ok énemlidir.
Elektrotlarin potansiyel aralifi, elektrodun malzemesine ve c¢alisilan elektrolitin
bilesimine baglidir. Pozitif potansiyel sinirlar1 genellikle molekiiler oksijen verecek
sekilde, suyun yiikseltgenmesi sonunda olusan biiyiik akimlarca belirlenir. Negatif

potansiyel sinirlari yine suyun indirgenmesi sonunda olusan hidrojenden kaynaklanir.

Karbon temelli kat1 elektrotlar; genis bir potansiyel penceresinde ¢alismaya olanak
saglamasi, yiizey kimyasinin zengin olmasi, inert olmalari, diisiik artik akim vermeleri,
yiiksek duyarliligi ve ucuzlugu nedeniyle elektrokimyasal analizlerde sik kullanilan
elektrotlardir.  Elektron aktarim hizlari metal elektrottakinden daha yavas
gerceklesmektedir. (Wang 2000). En sik kullanilan karbon elektrotlar; camsi karbon,
karbon pasta, karbon fiberler ve kalem grafittir.
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Calismamizda oldukga kolay hazirlanmasi, tek kullanimlik ve ucuz olmasi nedeniyle
kalem grafit elektrot ¢alisma elektrodu olarak kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda bu
elektrotlarla alinan sonuglarin daha tekrarlanabilir oldugu ve daha diisiik tayin

smirlarina ulasilabildigi gozlenmistir.

Daha once de belirtildigi sekilde karbon elektrotlarda oldugu gibi tim kati elektrotlarla
calisilirken en bilinen sorun; analiz sirasinda bazi bilesiklerin yiikseltgenme {iriinlerinin
elektrot {izerinde ince bir film olarak birikmesi sonucu analitik yanitin biiyiikliigliniin
azalmasi, elektrot temizleme islemleri uygulansa bile tekrarlanabilirlik kayiplarinin
olusmasidir. Bu nedenle elektrot temizligi, elektrokimyasal tekniklerin analizlerde genis
capta kullanilmasini kisitlayict en Onemli sorundur. 1990°l1 yillarin sonundan
baslayarak el-yapimi kalem grafit (kalem ucu) elektrotlar (PGE) camsi karbon ve
karbon pasta elektrotlara tek kullanimlik o6zelliklerinin yan1 sira c¢ok diisiik
maliyetlerinden dolay1 alternatif olmuslardir (Bond vd 1997, Wang vd. 2000, Wang ve
Kawde 2001). Elektrot olarak farkli sertlik ve ¢apta her yerde bulunabilen ticari
mekanik Kkursun kalem uglarindan yararlanilir. Kalem uglari, dogal grafitin kil ve
balmumu karigimi igerisine dispersiyonu (dagilmasi) ve ardindan 1s1l islem uygulanmasi
ile tretilir. Kil yerine selilloz gibi organik temelli materyal kullanilip oksijensiz
atmosferde yakildigi zaman seliilloz karbon sekline doniisiir. Olusan yap1 son derece
elastiktir. PG elektrotlar, ne karbon pasta ve pirolitik karbon kadar kirilgan, ne de camsi
karbon kadar serttir. Tek kullanimlik olmalari nedeniyle elektrot temizleme islemlerine
gerek yoktur; dolayisiyla yeni bir elektrot yiizeyi yaratmak ¢ok daha basit ve hizli olup
tekrarlanabilirlik ytiksektir.

Literatiir taramasinda kalem elektrotlarin pek c¢ok uygulamasi goriilmektedir.
Demetriades ve arkadaslar1 bir ¢caligmalarinda kalem elektrot kullanarak Cd(II), Pb(II)
ve Zn(II) gibi eser elementleri ayn1 anda tayin etmeyi basarmislardir (Demetriades vd.
2004). Wang ve arkadaslar1 kalem elektrotlar ile niikleik asitlerin tayinini
gerceklestirmislerdir (Wang vd. 2000, Wang vd. 2001). Hepatit B (Erdem vd. 2005) ve
hepatit C viriisiine ait DNA dizinleri yine kalem elektrot kullanilarak basarili bir sekilde
tayin edilmistir. Bunun diginda polisiklik aromatik hidrokarbonlarin analizinde (Yardim

vd. 2010, Keskin vd. 2010), kafein analizinde (Ly vd. 2004) ve Cu(Il) varliginda
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aminopurinlerin analizinde (Aladag vd. 2010) ¢alisma elektrodu olarak kalem elektrot
kullanilmistir. Ayrica gesitli ilag analizlerinin (Masawat vd. 2002, Gao vd. 2005) ve
insana ait interlokin-2 geninin (Hejazi vd. 2007) tayini kalem elektrotun kullanildigi

calismalara 6rnek verilebilir.

Kalem ucunun sertlik ve siyahlig1 ticari olarak grafit ve kil oranlarinin ve sicakliginin
degistirilmesi ile modifiye edilmektedir. Daha fazla grafit igermesi durumunda daha
yumusak ve daha kalin uglar elde edilir. Kursun kalemin sertligi 19 farkli derece olarak
9H (en sert)’den 8B (en yumusak)’ye kadar degisir. Bu elektrot kullanilarak
gerceklestirilen analizlerde dogru kalem sertliginin se¢imi de 6nemlidir (Tavares ve
Barbeira 2008).

Referans elektrot: Calisilan ¢ozeltinin bilesiminden bagimsiz olan, hiicre potansiyeli
sabit olan bir yar1 hiicredir ve anot olarak ele alinir. Elektrik direnci ¢ok biiyiik oldugu
icin hemen hemen hi¢ akim ge¢mez. En sik kullanilan referans elektrotlar Ag/AgCI
veya doymus kalomel elektrottur. Ideal bir referans elektrot, kolay hazirlanabilmeli,
potansiyelin sicaklikla degisim katsayisi1 kiigiik olmali, belli bir akim araliginda tersinir
davranmali, yani iginden kiigiik akimlar gegtiginde bile gerilimi sabit kalmalidir.
Polarize edilemeyen bir elektrot olmali, potansiyeli zamanla degismemeli, dogru ve
tekrarlanabilen bir potansiyel degeri hizli bir sekilde okumalidir (Bard ve Faulkner
2001, Skoog vd. 1998).

Calismamizda Ag/AgCl referans elektrodu kullanildigi i¢in asagida bu referans

elektrotla ilgili bilgi verilmistir.

Giimiis—giimiis Kkloriir referans elektrot

Glimiis—glimiis kloriir referans elektrotlar1 oldukc¢a yaygin kullanim alanina sahip olan
elektrotlardir. Doygun kalomel elektrottan tstiinliigii giimiis—giimiis kloriir elektrodun

doygun kalomel elektroda gore daha yiiksek sicakliklarda kullanilabilmesidir. Ayni
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zamanda giimiis iyonlar1 civa (I) iyonlarina gére daha az sayida analitle reaksiyona

girerler.

Bir giimiis—gtimiis kloriir referans elektrot giimiis bir telin, elektrolitik yoldan AgCl ile
kaplanarak CI iyonu igeren bir ¢ozeltiye daldirilmasiyla elde edilir. Olusan tepkime su
sekildedir;

AgCl+e > Ag+CI

Doygun KCI c¢ozeltisi kullanildig1 zaman 25 °C’ de standart hidrojen elektrota gore
potansiyeli +0,222 V’ dur.

Karsit elektrot: Calisma elektroduyla bir ¢ift olusturarak onu elektronlarla besler,
ortamda olusabilecek istenmeyen akimlarin ilizerinden gegmesine izin verir. Sinyal
kaynagindan ¢ikan elektrigin ¢ozeltiden gecerek g¢alisma elektroduna aktarilmasini
saglar. Karsit elektrotta genellikle bir platin tel veya bir civa havuzudur. Calismamizda
platin tel karsit elektrot olarak kullanilmisgtir.

2.2 Elektroanalitik Teknikler

Elektroanalitik teknikler, akim, potansiyel veya yiik gibi elektriksel miktarlarin
6l¢iilmesine dayanan ve bunlarin kimyasal parametrelerle iliskisini gosteren, elektrik ile
kimyanin birlesmesiyle olusan yontemlerdir. Elektriksel 6lgiimlerin analitik amaclarda
kullanimlari, cevresel goriintiileme, endiistriyel kalite kontrol ve biyomedikal analizleri
iceren uygulamalarda genis yer almaktadir. 1980’ler ve 1990’lardaki geligmeler,
ozellikle ultramikroelektrotlarin gelisimi, molekiiler tek tabakalar ve 6zel araylizlerin
tasarlanmasi, biyolojik bilesenler ile elektrokimyasal doniistiiriiciilerin birlesmesi,
molekiiler boyutta bosluklar iceren reseptorlerin ve iyonoforlarin sentezlenmesi,
molekiiler cihazlarin mikro boyutta iiretimi, elektroanaliz yontemlerin popularitesinde

onemli bir artiga yol acarak yeni alanlara yayilmasini saglamistir.
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Elektroanalitik yontemlerini avantajlarini siralayacak olursak,

e Tekrarlanabilirlikleri yiiksek hizli tekniklerdir

e Kullanilan cihazlar diger yontemlerde kullanilanlara gore daha ucuzdur.

e Cok disiik tayin sinirlarina inilebilmektedir.

e Elde edilen sonuglar ¢ogu zaman bir element ya da molekiil i¢in spesifiktir.
e (Cok az numune ile ¢aligilabilmektedir.

e Cok gesitli elektrotlar kullanilabilmektedir.

e Dogrusallik aralig1 genistir.

Elektroanalitik teknikleri, potansiyometrik ve potansiyostatik olmak iizere iki temel
kisma ayirabiliriz. Her iki tlirde bir elektrokimyasal hiicre olusturmak i¢in en az iki
elektrot ve elektrolit ¢ozeltiye gerek duyulmaktadir. Elektrot ylizeyi, iyonik iletken ile
elektronik iletken arasinda baglantiy1r saglamaktadir. Bu iki elektrottan biri hedef analite
yanit verir ve bu elektrot indikator (veya ¢alisma) elektrodu olarak adlandirilir. Diger
elektrot referans elektrot olarak adlandirilir ve ¢ozelti 6zelliklerinden bagimsiz sabit bir

potansiyele sahiptir.

Potansiyometri, ornek bilesimi hakkinda bilgi veren akimin sifir oldugu statik bir
tekniktir. Ornek bilesimi, membran boyunca potansiyel dlgiimiiyle elde edilir. Farkl
tirde membran malzemeleri, farkli iyon tanima islemlerine sahip olmak yiiksek

seciciligi saglamak i¢in gelistirilmistir.

Kontrollii potansiyel (potansiyostatik) tekniklerinde elektrot-¢ozelti ara yiizeyindeki yiik
transfer islemleri calisilmaktadir. Bu teknikler akimin sifir olmadigi dinamik hallere
dayanmaktadir. Burada elektrot potansiyeli elektron transfer reaksiyonu olusturmak icin
kullanilir ve meydana gelen akim 06lgiiliir. Potansiyel burada “elektron basinc1” olarak
gorev yapan kontrol edilebilir bir parametredir. buradaki rolii, optik 6l¢iimlerdeki dalga
boyu ile benzerdir. Bu basing kimyasal tiirlerin elektron kazanmasina veya

kaybetmesine  (indirgenme veya ylikseltgenmesine) neden olur. Bundan dolay1
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meydana gelen akim elektrot-¢ozelti araylizeyinde dolasan elektronlarin hizlarina
yansir. Potansiyostatik teknikler, elektroaktif olan herhangi bir kimyasal tiirii 6lgebilir.
Verilen bilesikteki fonksiyonel grubun reaktiflik bilgisi o bilesigin elektroaktifligini
tahmin etmek i¢in kullanilabilir. Elektroaktif olmayan bilesikler dogrudan olmayan

veya tlirevlendirme yontemleri ile baglanarak da tayin edilebilirler.

Kontrollii potansiyel tekniklerin avantajlari, yiiksek hassasiyet, elektroaktif tiirlere karsi
secicilik, genis bir dogrusal aralik, tasmabilir ve diisiik maliyetli techizat, degisik
ortamlarda kullanilabilecek bir¢ok elektrot segenegi bulundurmasidir (Wang 2000).

2.2.1 Elektronalitik tekniklerin siniflandirilmasi

Elektroanalitik tekniklerin temeli ¢dozelti-elektrot sistemine bir elektriksel etki
uygulandiginda sistemde meydana gelen degisimin Olc¢lilmesi prensibine dayanir.
Hemen hemen biitiin elektrokimyasal teknikte potansiyel, akim ve zaman parametreleri
bunmaktadir. Bu parametreler tekniklerin adlandirilmasinda kullanilmaktadir. Ornegin,
voltametri tekniginde potansiyel-akim parametrelerinden yararlanildigi teknigin adindan
acikca goriilmektedir. Elektroanalitik tekniklere bircok smiflandirma literatiirde

mevcuttur. Bunlardan en yaygin olani sekil 2.5°de gosterilmistir.
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Elektroanalitik Teknikler

Statik Teknikler (1=0) Dinamik Teknikler (1=0)
Potansiyometri

Ivon Secici Elektrotlar

Potansivomeirik Titrasvonlar

Potansivel Kontrollii Akim Kontrollii Yilk Kontrollii
Telmkler Tekmkler Tekmkler
Kronopotansiyometr

Rulometrik Titrasyonlar

Kronoamperometri Potansiyel Vaoltametri
Kronokulometn Kontrollii

Kulometri
Hidrodinanmik Voltametn Puls Veltamernis: Sabit Elektrot Voltametrisi
a) Cozeltinin Kanstrildi Dogrusal Taramali Vale. (LSV)
Voltametr Déniisiimlia Volt. (CV)
b) Dénen Disk Elektrot
Voltametrisi

Sekil 2.5 Elektroanalitik tekniklerin siniflandirilmasi

Burada calismada yer alan doniisiimlii voltametri, kronoamperometri ve siyirma

voltametrisi hakkinda genis bilgi verilecektir.

2.2.1.1 Doniisiimlii voltametri

Dontigiimlii voltametri elektrokimyasal reaksiyonlarda kalitatif bilgi elde etmek i¢in stk
kullanilan bir tekniktir. Dontisiimlii voltametrinin kuvvetli bir teknik olmasinin sebebi,
redoks siirecinin termodinamigi, heterojen elektron transferinin kinetigi ve birlesik
kimyasal reaksiyonlar veya adsorpsiyon hakkinda hizli bir sekilde Onemli bilgi
verebilmesidir. Doniisiimlii voltametri, bir elektrokimyasal calismada ilk uygulanan
tekniktir. Bu teknik oOzellikle, elektroaktif tiirlerin redoks potansiyellerinin hizli bir
sekilde yerlerinin saptanmasini ve redoks isleminde ortamin etkisinin uygunlugunun
belirlenmesini saglarlar. Doniisiimli voltametri teknigi, belli bir tarama hizinda ¢alisma

elektroduna, hem ileri hem de geri yonde bir potansiyelin uygulanmasi sirasinda akimin
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izlenmesi prensibine dayanir. Dontigiimlii voltametri deneyinde uygulanan potansiyelin

zamanla degisimi sekil 2.6’da goriildiigi gibidir.

~ 1.Dongii =4

T Er

o

w

=

S

o Geri

A E tarama

Zaman

Sekil 2.6 Doniistimlii voltametride uygulanan potansiyelin zamanla degisimi

Doniistimlii voltametri iiggen dalga potansiyel formunu kullanarak sabit calisma elektrot
potansiyeli dogrusal tarama olusur. Istenilen bilgilere dayanilarak, tek ya da coklu
dongiiler kullanilabilir. Potansiyel basamagi sirasinda potansiyostat uygulanan
potansiyel sonucunda olusan akimi Olger. Potansiyele karsi ¢izilen akima ait grafik
donilistimlii voltamogram olarak adlandirilir. Doniisiimlii voltamogram c¢ok sayida

fiziksel ve kimyasal parametrenin zamana bagli karmasik bir fonksiyonudur.
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Sekil 2.7 Tersinir O + ne" «» R redoks reaksiyonu ig¢in tipik bir donlisimli
voltamogram

Sekilde tersinir redoks ¢iftinin tek bir potansiyel dongii sirasinda beklenilen davranisi
goriilmektedir. Baslangigta sadece O’nun yiikseltgenmis hali bulunmaktadir. Bdoylece
ilk yarim dongli icin indirgemenin meydana gelmedigi bir potansiyel degerinden
baslayan negatif yonde bir potansiyel sec¢ilmektedir. Uygulanan potansiyel redoks
isleminde karakteristik bir E° degerine ulastiginda, pik olusuncaya kadar katodik akim
artmaya baslar. Indirgemenin meydana geldigi potansiyel bdlgenin gezilmesinden
sonra, potansiyel taramanin yonii ters ¢evrilir. Ters tarama sirasinda R molekiilleri (ileri
yondeki yarim dongiide olusan ve yiizeye yakin yerde biriken) yeniden O molekiillerine

yiikseltgenir ve anodik akim olusur (Wang 2000).
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Sekil 2.8 Redoks ¢iftinin doniisiimlii voltametri deneyi esnasinda farkli zamanlardaki

indirgenen ve ylikseltgenen tiirlerinin konsantrasyon dagilim1
a.baslangic potansiyeli, b. ve d. ileri ve geri tarama sirasinda redoks ciftinin formal potansiyeli, c. sifir
reaktant yiizey konsantrasyonuna ulasilmasi

Déniistimlii voltamogramdaki karakteristik pikler elektrot yiizeyine yakin difiizyon
tabakasinin olusumundan kaynaklanir. Bu durum potansiyel tarama sirasinda
konsantrasyon-uzaklik profilinin dikkatli bir sekilde incelenmesi ile daha iyi
anlasilabilir. Ornegin sekil 2-3 reaktant ve iiriin icin farkli zamanlardaki 4 farkli
konsantrasyon gradientini gdstermektedir. Burada (a) baslangi¢ potansiyel degeri (b) ve
(d) redoks ¢iftinin formal potansiyeli (sirastyla ileri ve ters yondeki taramalar sirasinda)
ve (c¢) reaktantin ylizey konsantrasyonunun sifira ulasildigi degerdir. Ylizey
konsantrasyonundaki siirekli degisimi diflizyon tabakasinin kalinliginin genislemesi ile
ilgilidir. Ortaya ¢ikan akim pikleri konsantrasyon gradientinin zamanla siirekli
degisimini yansitmaktadir. Bundan dolayi, pik akimindaki artig diflizyon kontroliiniin
saglanmasina karsilik gelmektedir, akimdaki diisme (pikin ilerisindeki) t*2

bagimliligin1 ortaya koymaktadir. Yukaridaki nedenlerden dolayi, ters yondeki akimda

ileri yondeki ile benzer sekildedir (Wang 2000).
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Tersinir sistemlerde ileri taramada indirgenme olmussa, ters taramada yiikseltgenme
meydana gelir. Tersinir bir reaksiyon i¢in konsantrasyon - pik akimi iligkisi Randles

Sevcik esitligi ile gosterilir (25 °C’de).
i, = 2,686x10°n3/2AC° D/ y1/2

Burada, n transfer edilen elektron sayisini, A elektrot yiizey alanim (cm?), C
konsantrasyonu (mol/cm®) , D difiizyon katsayisim (cm?/s) ve v tarama hizimni (V/s)
gostermektedir. Bu esitlige gore pik akimi, konsantrasyon ile dogru orantili olup, tarama
hizinin karekdkii ile artmaktadir. Geri yondeki pik akiminin ileri yondeki pik akimina
orani tersinir bir redoks ¢ifti i¢in birdir. Bu pik orani redoks siireci ile birlikte yiiriiyen
kimyasal reaksiyonlar1 fazlasiyla etkilemektedir. Akim pikleri genellikle baseline

akimina ekstrapole edilmesiyle dl¢iiliir.

Potansiyel ekseni {izerinde piklerin pozisyonu, redoks isleminin formal potansiyeli ile

ilgilidir. Tersinir ¢iftin formal potansiyeli, Epa Ve Epc arasinda ortalanmaktadir.

ro_ Eva + Epe
2

Pik potansiyelleri arasindaki ayrilma (tersinir bir ¢ift icin) asagidaki esitlik ile verilir:

Pik ayrimi esitligi, transfer edilen elektron sayisinin belirlenmesi i¢in kullanilir ve
Nernst davranisi icin bir Olciit olarak kullanilir. Genellikle hizli bir elektron islemi AE,
yaklagik olarak 59 mV gostermektedir. Katodik ve anodik pik potansiyellerinin her
ikiside tarama hizindan bagimsizdir. Yar1 pik potansiyelini (Ep») polarografik yar1 pik

potansiyeli (Ej2) ile iliskilendirmek miimkiindiir (Wang 2000).
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Doniistimlii voltametri verileri ile bir reaksiyonun tersinirlik testi yapilabilir. Eger ip-v
grafigi dogrusal ise ve orijinden gegerse sistem tersinirdir. Buna ilaveten bir sistemin
tersinir olmasi i¢in diger baz1 6zelliklerin de bulunmasi gerekir. Bu ozelliklerin test

edildigi kriterler ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Tersinir O+ ne <> R reaksiyonun taninma kriterleri

1. E§

c—Ep=59/n mVveya E, —E ,=57/n mV’tur.

2. Ep tarama hizi ile degismez.

3. i} /iy =1 dir ve bu oran tarama hizi ile degismez.

1/2

4. i /v, tarama hizi ile degismez.

5. Ep‘den daha negatif (veya daha pozitif) potansiyellerde akim, ‘[-1/2 ile

orantilidir.

6. Dalga sekli tarama hizi ile degismez.

Bir sistemin tersinir olmasi i¢in yukaridaki kriterlerin hepsinin gegerli olmasi gereklidir.
Bir veya bir kac1 gegerli degilse sistem tersinir degildir. 1, ve Ep’in v ile iliskisi yeteri
kadar genis bir tarama hiz1 araliginda test edilmelidir. Yukaridaki kriterlerden biri veya
birkag1 gecerli degilse elektrot reaksiyonu ya tersinmez ya da elektron aktarim

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

Tersinir sistemlerde her potansiyelde elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan
biiyliktir ve bu nedenle Nernst esitligi elektrot yilizeyinde gegerlidir. Tersinmez
sistemlerde ise elektron aktarim hizi yeteri kadar biiyiikk olmadigindan elektrot
yiizeyinde Nernst esitligi gegerli degildir. Bu durumda CV voltamograminin sekli,
tersinir durumdan farklidir. Tersinmez durumlarda potansiyel tarama hizi ¢ok diisiik ise,

elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan daha yiiksektir ve sistem tersinir gibi
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gozlenebilir. Tarama hiz1 arttikga kiitle aktarim hizi elektron aktarim hizi ile ayni
seviyeye gelir. Bu durum tarama hiz1 arttikga anodik ve katodik pik potansiyellerinin

birbirinden uzaklasmasi ile kendini belli eder.

2.2.1.2 Kronoamperometri

Kronoamperometride Oncelikle c¢alisma elektroduna herhangi bir indirgenmenin
olmadig1 E; potansiyeli uygulanir. Sonra uygulanan potansiyel aniden E;, potansiyeline
degistirilir. E, potansiyeli secilirken indirgenme difiizyon kontrollii olmalidir. E; ve E;
potansiyeli segilirken 6nce maddenin DC polarogrami veya CV’si alinir. Baslangig
potansiyeli (E;) olarak akimin heniiz gozlenmedigi artik akim bdlgesindeki potansiyel
secilir. Normal polarogramin plato bdlgesinde veya CV’nin pik potansiyelinin biraz
daha ilerisindeki bir potansiyel E; potansiyeli olarak segilir. Potansiyel E, degerinde bir

siire sabit tutulur.

E S
A
E,
Zaman
C '7- S—
2/
] artan B
A siire
8
A Uzakhk (x)
'kat!
| C
——J = -
0 Zaman

Sekil 2.9 Kronoamperometrik ¢alismalarda: a. Potansiyel-zaman dalga bigimi,
b. Konsantrasyon profilinin zamanla degisimi, c. Akim-zaman degisimi
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Kronoamperometri g¢aligma elektrodunun potansiyelinde faradaik bir reaksiyonun
meydana gelmedigi bir potansiyelden, elektroaktif tiirlin yilizey konsantrasyonunun sifir
oldugu potansiyele arttirilmasi s6z konusudur. Bu yontemde sabit bir konumda ¢alisma
elektrodu ve karistirilmayan bir ¢ozelti kullanilmaktadir. Bu sartlar altindaki kiitle
transferi sadece difiizyon ile olur, akim-zaman egrisi yiizeyin etrafinda konsantrasyon
gradientindeki degisimi yansitmaktadir. Bu durum reaktantin tiikkenmesiyle ile birlikte
difiizyon tabakasinda kademeli bir genislemeye yol agmaktadir ve béylece zamana bagl
olarak konsantrasyon profilinin egiminde azalma olmaktadir. Bu ylizden diizlemsel bir

elektrotta akim zamanla azalir ve bu durum Cottrell esitligi ile verilir:

nFACD/?
. _ _ —-1/2
z[t]_—nmtm =kt~ Y/

it genellikle “Cottrell davranis1” olarak adlandirilir. Bu tiir bir davranista meydana
gelen sapma, dogal konveksiyon etkisinin bir sonucu olarak uzun siirelerde veya yiiksek
cevre uzunluguna karsi alan oranina sahip mikroelektrot kullanilmasiyla meydana gelir.
Ikinci durumda zamandan bagimsiz akim (konsantrasyon ile orantili) biiyiik radyal
diflizyon katkisina bagli olarak t>0.1 s ic¢in elde edilir. Benzer hususlar kiiresel
elektrotlar icin de uygulanabilir. Akim cevabimi takip eden siireye bagl ve silireden
bagimsiz terimler igeren potansiyel basamagi. t’nin kiigiik degerleri ig¢in (t<50 ms)
kronoamperometrik sinyal yiiklenme akimindan meydana gelen bir giiriiltii katkisi
icermektedir. Gegici giirtiltii katkilar1 kat1 elektrotlarin kullanildig1 deneylerde siklikla

gbzlenmektedir.

Kronoamperometri elektroaktif tiirlerin ditizyon katsayilarinin bulunmasinda veya
calisma elektrotlarinin ylizey alaninin hesaplanmasinda siklikla kullanilmaktadir.
Kronoamperometrinin analitik uygulamalar1 sabit zaman araliklarinda ¢alisma
elektrodunun potansiyelini puls tekrarlayarak. Kronoamperometri elektrot proseslerinin
mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in kullanilabilmektedir. Ozellikle bu gérev igin tersinir

cift basamakli kronoamperometri deneyleri yapilmaktadir.
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Potansiyel basamagi deneyleri yiike karst zamanin bagliligimi belirlemek icin de
kullanilabilir. Bu durum potansiyel basamagindan olusan akimin integralinin
alinmasiyla elde edilir. Bu tiir bir yiik 6l¢iim prosediirii kronokulometri olarak bilinir,
Ozellikle adsorplanan reaktantlarin miktarinin 6l¢iilmesinde kullanighi bir tekniktir.
Yiikiin Y2 kars1 grafigi cizildiginde t=0’da kesisim adsorplanan tiirler ile ¢ift tabaka
yiiklemesinden kaynaklanan toplam yiike karsilik gelmektedir.

2.2.1.3 Kare dalga voltametrisi

Kare dalga voltametrisi, ilk olarak Ramaley ve Krause tarafindan bulunmus olup, teorik
ve uygulama bakimindan gelisimi 1985 yilinda Osteryoung ve arkadaslari tarafindan
gerceklestirilmistir. Kare dalga voltametrisinin sabit elektrotlarda potansiyel-zaman

dalga sekli sekil 2.10°da goriilmektedir.
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Sekil 2.10 Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu
(a)’daki uyarma sinyali (b)’deki puls taramasi ile (c)’deki kare dalga uyarma sinyalini verecek sekilde
toplamaktadir. Akim cevabi Ai, 1 potansiyelindeki akimdan 2 potansiyelindeki akim ¢ikarilarak bulunur.

AESs : adim yiiksekligi, Esw : puls genligi, t: periyot

Kare dalga voltametrisinin sekil 2.10.b’deki pulsun sekil 2.10.a’daki basamak sinyali
tizerine bindirilmesiyle elde edilen uyarma sinyali sekil 2.10.c’de gorilmektedir. Dalga

sekli, simetrik kare dalgalardan olusan merdiven goriintisiindedir.

25



Bir kare dalganin tamamlanma siiresi (her basamagin boyu) periyot adini1 alir ve 1 ile
gosterilir. Yaklasik 5 ms civarindadir. Birbirini takip eden kare dalgalar arasindaki
yiikseklik farkina adim yiiksekligi (sinyalin potansiyel basamagi) denir ve AES ile
gosterilir. Genelde AEs 10 mV’dur. Her bir dalganin alt ve iist noktalar1 arasindaki
farkin yaris1 kare dalga yiiksekligi (puls genligi) olarak bilinir ve Egy seklinde gosterilir.
Pulsun biiytikliigii 2 Esy ise genelde 50 mV’dur. Sistemin bu sartlar altinda ¢aligtirilmasi
200 Hz’lik puls frekansina karsilik gelir ve bu durumda 1 V’luk tarama 0.5 s’de yapilir.

Cogu zaman t yerine 1/t’a esit olan frekans kullanilir ve file gosterilir.

Tersinir bir indirgenme tepkimesinde bir pulsun boyutu, ileri tarama sirasinda olusan
iriiniin geri tarama sirasinda yiikseltgenmesini saglamaya yetecek kadar biiytiktiir. Kare
dalga voltametrisinde akim Ol¢limleri ileri ve geri pulslarin sonuna dogru ts kadar
zaman araliginda yapilir. {leri puls icin dlgiilen akim iy, geri puls icin dl¢iilen akim iy
olmak tizere her bir kare dalganin net akimi1 Ai = i;-iy’ye esittir ve ileri fark adimi olarak
adlandirilir. Genelde voltamogramlar: elde etmek icin bu akimlarin farki (Ai) grafige
gecirilir. Bu fark derisimle dogru orantilidir, pik potansiyeli de polarografik yari dalg
potansiyeline karsilik gelir. Olgiim son derece hizli yapildigindan birkag voltametrik

taramanin sinyal ortalamasi alinarak analizin kesinligini arttirmak miimkiindiir.
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Sekil 2.11 Kare dalga voltametrisinde tersinir bir tepkime i¢in net akim
A: ileri tarama piki, B: geri tarama piki, C: net akim piki

Kare dalga voltametrisinde deneysel parametreler belirli araliklarda segilir. Frekansin
artmasi ile buna bagli olarak periyodun azalmasi ile kare dalga pik akimi ve dolayisiyla
duyarhilig1 artar. 1000 Hz’den daha yiiksek frekansla yapilan caligmalar ¢ok biiyiik
dikkat ve hassasiyet gerektirir. 200 Hz duyarlilik ve kararlilik agisindan analitik amach
calismalar i¢in problemsiz bir frekans olarak gozlenmistir. Sonug¢ olarak frekans
genellikle 10 < f < 1000 Hz veya periyot 1 < t < 100 ms araliginda segilir. Adim
yiiksekligi ise aktarilan elektron sayisina (n) bagli olarak AEs = 10/n mV esitliginden
secilir. Kare dalga voltametrisinde tarama hizi, frekans ve periyot ile adim yiiksekligine
bagli olarak belirlenir ve etkin tarama hizi (ETH) olarak adlandirilir. ETH asagidaki

esitlikle belirlenir.

ETH =f x AEs = 1/ txAEs

AE; kadar bir potansiyel araliginda tarama yapmak i¢in sadece t (AE/AEs) kadar bir

zaman gereklidir. Uygun frekanslarin secimi ile deney siireleri cok azaltilabilir. Ornegin
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n=1 iken AEs = 10 mV ve f = 200 Hz (t=1/200) ise ETH=2 V/s’dir. 500 mV’luk (AE;)
bir potansiyel araligin1 tarayabilmek i¢in gerekli siire sadece 0.25 s’dir. Bundan dolay1

kare dalga voltametrisi hizli taramali teknik olarak tanimlanir.

2.2.1.4 Siyirma voltametrisi

Siyirma analizleri eser elementlerin tayininde kullanilan olduk¢a hassas bir
elektrokimyasal tekniktir. Son derece iyi bir duyarliligin elde edilmesi, gelismis 6lglim
yontemleri ile etkin Onderistirme basamaginin birlestirilmesinden kaynaklanmaktadir.
Oldukga 1yi sinyal/giiriiltii oranina sahip bir teknik olup, alt tayin sinirinda ¢o6zelti fazi
voltametrik tekniklerinin 2 veya 3 kat1 kadar altina inilebilmektedir. Dortten altiya kadar
metal iyonu ayni anda 10™° M konsantrasyonun altina kadar Slgiilebilmektedir. Bu
kadar diisikk alt tayin sinirlart ulasilmasi, girisimin minimum seviyede olmasina

dayanmaktadir.

Siyirma analizleri iki basamakli bir tekniktir. Birinci basamak yani biriktirme basamagi
cozelti icerisindeki metal iyonlarinin kiiglik kisimlarin elektrolitik olarak elektrot
yiizeyine biriktirilmesidir. Biriktirme basamagi adsorptif, katodik ve anodik olmak
tizere iic farkli sekilde olabilir. Ikinci basamak biriktirilen metalin ¢oziinmesinden
olusan styirma yani 6l¢lim basamagidir. Biriktirme ve 6l¢lim basamaklarina bagli olarak

farkli gesitlerde siyirma analizleri kullanilabilir.

Biriktirme basamaginda analitin bulundugu ¢6zelti belirli bir siire karigtirilir daha sonra
onderisim islemine birakilir. Calisma elektroduna uygulanan biriktirme potansiyeli,
analitin derisimine de bagli olarak belirli bir siire uygulanir ve analizlenecek tiirler
secilir. Biriktirme potansiyelinin uygulanmasi 6l¢timlerin oldukca segici olmasini saglar
(Sun vd. 2005). Biriktirme zamani, daha fazla analitin elektrot yiizeyine birikebilmesi
icin daha fazla siire uygulanarak kontrol edilmelidir. Biriktirme islemi boyunca
cozeltinin  kanstirilmast  ¢alisma  elektrodu  yiizeyin  iyonlarin  taginmasini

kolaylastirmaktadir.
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Siyirma basamaginda ise potansiyel, katodik siyirma i¢in katodik olarak, anodik siyirma
icin anodik olarak taranir. Elektrot yiizeyine biriken elektroaktif tiiriin potansiyeli
standart potansiyeline ulastiginda ¢dzelti ortamina geri doner. Indirgeme veya
yiikseltgemenin meydana geldigi bu asamada hiicreden akim geger. Deney sonucunda

elde edilen voltamogramdan analit hakkinda bilgi elde edilir.

Anodik siyyirma voltametrisi

Anodik styirma voltametrisi (ASV) styirma analizlerinin en sik kullanilan big¢imidir. Bu
teknik; calisma elektrodunun biriktirme basamaginda katot, siyirma basamaginda anot
olarak gorev yaptig1 siyirma teknigidir. ASV genellikle ¢alisma elektrodu tizerinde
indirgenebilen ve daha sonra yeniden yiikseltgenebilen metal iyonlarinin
belirlenmesinde kullanilir (Arancipia vd. 2004, Shams vd. 2004). Bu yontemde
biriktirme potansiyeli genellikle belirlenecek metal iyonunun standart indirgenme
potansiyelinden daha negatif bolgelerde segilir. ASV teknigi iki onemli basamaktan
olusur. Birinci adim, ¢alisma elektrodunun yeterli katodik potansiyelde tutuldugu ve
metal iyonlarinin (M™) calisma elektrodu ile amalgam M(Hg) olusturdugu biriktirme

basamagidir.

M™ +ne” + Hg > M (Hg)

Ikinci basamakta potansiyel, anodik olarak daha pozitif blgelere dogru taranir. Calisma
elektrodu yeterli pozitif gerilime ulastiginda analit elektrot yiizeyinden siyrilir ve
yiikseltgenmis olarak tekrar ¢ozelti ortamina doner. Bu basamak siyirma adimi olarak

adlandirtlir ve asagidaki esitlik meydana gelir.

M (Hg) > M™ + ne” + Hg
Yiikseltgenme potansiyelinde, yiikseltgenme ile olusan her bir analitik tiiriin faradaik
akimi 6l¢iiliir. Okunan deger siyirma akiminin elektrot potansiyelinin bir fonksiyonu
olarak elde edilir. Her bir analitin yiikseltgenmesine bagli olan siyirma akimi ¢ozelti

igerisindeki analitin derisimi ile orantilidir.
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Voltametrik pik, potansiyel tarama sirasinda civa elektrodunda metalin zamana bagli
konsantrasyon gradientini yansitmaktadir. Pik potansiyeli, Ornekteki metalin
tanimlanmasimi saglar. Pik akimi, biriktirme ve siyirma basamaklarindaki c¢esitli
parametrelere bagli oldugu kadar metal iyonuna ve elektrodun geometrisine de baghdir.

Ornegin, crva film elektrot i¢in pik akimi

. mPFPPVMRAIC,,
T T 97RT

Burada A ve | sirasiyla filmin alan1 ve kalinligini, v potansiyel tarama hizini

gostermektedir.

Katodik syywma voltametrisi

Katodik siyirma voltametrisi, calisma elektrodunun biriktirme basamaginda anot,
1yirma basamaginda katot olarak gorev yaptigi siyirma teknigidir. Yani benzetme
yapacak olursak ASV’nin ayna goriintiisiidiir. Burada analitin anodik olarak

biriktirilmesi ve nagatif yonde potansiyel taramasi ile siyrilmasi s6z konusudur.

biriktirme

A"+ Hg HgA + ne”

styirma

Katodik siyirma voltametrisi civa ile ¢ézlinmeyen tuzlar olusturan inorganik organik ve
inorganik bilesiklerin tayininde kullanilmaktadir. Bunlar arasinda ¢esitli tiyoller ve
penisilinler, halojeniirler, siyaniirler ve siilfiirler bulunmaktadir.

Adsorptif styirma voltametrisi

Adsorptif styirma voltametrisi eser elementlerin, yan1 sira bir¢ok organik ve inorganik
tirtin tayininde siklikla kullanilan bir siyirma teknigidir. Bu yontemde biriktirme

basamagi elektroliz olmadan adsorptif olarak gerceklesir. Elektrot yiizeyi iizerinde
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adsorplanarak biriken analit biriktirme yeterli diizeye ulastiginda istege bagli olarak

anodik veya katodik yonde potansiyel uygulanarak elektrottan siyrilir.

2.3 Yiizey Karakterizasyon Yontemleri

Yiizeylerin kullanilabilirliginin arastirilmasi agisindan yiizeylerin karakterize edilmesi
onem tasimaktadir. Cesitli teknikler kullanilarak yiizeyin modifiye edilmeden onceki
durumu ile modifikasyondan sonraki durumu incelenerek aralarindaki farklar ortaya
cikartilir. Boylece ylizeyin istenilen gibi modifiye edilip edilmedigi kanitlanmis olur.
Yiizey karakterizasyon yontemleri elektrokimyasal, spektroskopik ve mikroskobik
teknikler olarak smiflandirilabilir. Elektrokimyasal teknikler arasinda en sik
kullanilanlar,  doniisiimliic  voltametri (CV) ve elektrokimyasal impedans
spektroskopisidir  (EIS). Spektroskopik tekniklerde ise X-isinlar1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS), Yiizey giiglendirilmis Raman spektroskopi (YGRS) ve Fourier
dontigiimlii  infrared spektroskopisi (FTIR) en c¢ok tercih edilen yoOntemlerdir.
Gorlintiileme tekniklerinde ise gegirimli elektron mikroskopisi (TEM) ve taramali

elektron mikroskopisi (SEM) kullanilmaktadir.

2.3.1 Elektrokimyasal yontemler

Elektrokimyasal karakterizasyon yontemleri, yiizey karakterizasyonunda hizli ve kolay
uygulanabilir olmalarindan dolay1 sik kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir.
Dontistimlii voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi bu sinifta literatiirde

sik karsimiza ¢ikan yontemlerdir.

Dontistimlii voltametri teknigiyle karakterizasyonda modifiye elektrot yiizeyi ile yalin
elektrot yiizeyi arasindaki degisiklikler c¢esitli redoks problar yardimiyla
anlasilabilmektedir. En sik kullanilan redoks problar, ferrosen, ferrisiyaniir, dopamin ve
rutenyumhekzaminkloriirdiir. Polsky ve arkadaslar1 benzoik asit diazonyum tuzunu,

EDC/NHS ortaminda biyotinlenmis antikor ile amitlestirme reaksiyonu sonucu
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birlestirmislerdir (Polsky vd. 2008). Daha sonra elde ettikleri antikor-diazonyum tuzunu

indirgeyerek yiizeye baglamislardir.

COOH
EDC/NHS/Ab

karbonat
N+ tamponu, pH 11

N (1)

Sekil 2.12 Diazonyum tuzu ile modifiye edilen yilizeyin hazirlanmasi

Elde ettikleri bu yiizeylerin rutenyum hekzamin ve ferrisiyaniir redoks prob
¢ozeltilerindeki davraniglarin1 doniisimlii voltametri teknigi ile incelemislerdir (a: yalin,
b: 1, ¢ 2, d:3 dongii). Calismada, Ru kompleksi ile yapilan deneylerde yalin ile
modifiye elektrotlar arasinda bir fark goriilmedigini, fakat ferrisiyaniire karsi modifiye

elektrotlarin elektrostatik etkilere bagl bir duyarlilik gosterdigini sdylemislerdir.

15 - a
£
5.4
E
2= / ‘/'t‘ 0
g 727
< 7 / 249
4 7 /260
ey - // A g0
X / R R R
e K HC1 Derisimi / mM
15 T T T \
0 100 200 300 400 500
Potansiyel / mV

Sekil 2.13 Ferrisiyaniir ¢ozeltisinde diazonyum antikor modifiye elektrotlar
(a: yalin, b: 1, c: 2, d: 3 dongii)
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Bir diger 6nemli elektrokimyasal karakterizasyon teknigi de elektrokimyasal impedans
spektroskopisi  (EIS) teknigidir. FElektrokimyasal impedans oOl¢limleri, frekans
degisimlerine bagh olarak yapildigi i¢in elektrokimyasal impedans spektroskopisi adini
almistir. Hassas bir teknik olmasinin yani sira, modifiye yiizeydeki molekiillerin zarar
gormeden karakterize edilmesini saglar. Ciinkii uygulanan potansiyelin genligi oldukca
diistiktiir. CV tekniginde oldukca biiyiik bir potansiyel araligi kullanildig1 i¢in yiizeyin
hasar gérme riski  vardir. Korozyon c¢alismalarinda, film  yiizeylerin
karakterizasyonunda, sensorlerde ve biyolojik sistemlerin incelenmesinde siklikla
kullanilmaktadir. Bu teknigin en onemli avantaji, elektrokimyasal sistemlerin denge
halinde incelenmesidir. Voltametrik tekniklerin g¢ogunda sistemin denge durumu
bozulur. Ciinkii elektrokimyasal sistemler bir sinyal génderilir ve cevabi dlgiiliir. Ancak
EIS’de sisteme gonderilen sinyal diisiik genlikli AC potansiyelidir. Uygulanan AC
potansiyeli genellikle E;= 5 mV civarindadir. Sistemin denge durumu bozulmaz.
Uygulanan AC potansiyeli sinlis dalgasidir. Bu potansiyelde frekans degisimi ile
impedans 6l¢timii yapilir (Bard ve Faulkner 2001).

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile yiizeyde meydana gelen degisiklerin yani
sira DNA hibritlesmesi ve antijen-antikor etkilesmesi gibi biyolojik reaksiyonlar da

takip edilebilmektedir.

Ahirwal ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen ¢alismada bir araci kullanarak altin
nanopargaciklara (AuNP) kovalent olarak bir antikor (Ab;) baglamislardir (Ahirwal vd.
2010). AuNP/Ab; ile modifiye ettikleri altin elektrodu elektrokimyasal sandvig
immiinoessey i¢in kullanmiglardir. Enzim etiketli ikincil antikor (Aby) ve elektroktif
boyay1 kullanarak doniistimlii voltametri ve impedans olgiimlerini gergeklestirmis ve

yiizeydeki degisiklileri takip etmislerdir.
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Sekil 2.14 Altin nanopargacik etiketli antikorun hazirlanmasi ve altin elektrot {izerine
modifikasyonu

Elde ettikleri yiizeylerin Nyquist egrilerini incelediklerinde yalin elektrodun hemen
hemen diiz bir ¢izgi seklinde oldugunu, glutatiyon kapli AuNP’larin daha diisiik bir
resistans gosterdigini belirtmislerdir. Bu durumun altin nanopargaciklarin iyi birer
iletken malzeme olmasindan kaynaklandigini, redoks prob ile elektrot arasinda bir
elektron transferinin meydana geldigini sOylemislerdir. Diger elektrotlar
kiyasladiklarinda, elektroda AuNP-Ab;, AuNP-Abi;/Ag ve AuNP-Ab;/Ag/Ab;
baglanmasiyla yarim dairenin ¢apinda artis gozlemislerdir. Bu sonuglardan redoks prob
ile elektrot arasindaki elektron transferinin bloklandigin1 ve impedans deneyi ile elektrot

yiizeyindeki tutunmalarin basariyla sonuglandigini géstermislerdir.
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Sekil 2.15 EIS ile karakterizasyon: a. Yalin altin elektrot, b. glutatiyon kapli altin
nanopargacik, €. AUNP-Ab konjugat, d. AuNP-Ab/antijen, e. AuUNP-
Ab/antijen/antikor-HRP modifiye elektrot

2.3.2 X-1s1nlar1 fotoelektron spektroskopisi (XPS)

X-1smlar1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) diger bir adiyla kimyasal analiz igin
elektron spektroskopisi (ESCA) yiizey karakterizasyonlarinda siklikla kullanilan
tekniklerden birisidir. 1981 yilinda Kai Siegbahn’a fizik dalinda Nobel 6diilii
kazandiran teknik ile malzemelerin elementel kompozisyonu spektroskopik olarak
belirlenebilmektedir. Elementlerin yiikseltgenme basamagi hakkinda bilgiler verebilen
XPS teknigi ile aynm1 zamanda ince film kalinliklar1 bile dlgtilebilmektedir (Cumpson
2000).

XPS’in temeli, X-iginlarinin gonderilmesi ile yiizeyde bulunan atomlarin i¢
kabuklarinda bulunan elektronlarin  fotoelektrik olay sonucu uyarilmasina
dayanmaktadir. Bu teknikte 10%-10° torr vakum ortaminda, atomlar X-igmlari ile
bombardiman edildikten sonra sagilan elektronlarin kinetik enerjileri Olgiiliir.
Gonderilen X-1s1nlarinin enerjisinin bir kismi elektronlarin baglanma enerjisini yenmek
icin kullanilirken, geri kalam1 sacgilan elektronun kinetik enerjisi olarak ortaya
cikmaktadir. Sacilan elektronlarin  kinetik enerjileri spektrometre yardimi ile

ol¢iildiikten sonra baglanma enerjileri asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanir.
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Bu esitlikte Ey, sagilan elektronlarin kinetik enerjilerini, hv gonderilen X-iginlarinin
enerjisini, Ep baglanma enerjisini ve W spektrometrenin is fonksiyonudur. Hesaplanan
baglanma enerjileri elektronun yayinlandigi atoma 6zgii oldugundan elementlerin nitel
analizleri rahatlikla yapilabilmektedir. XPS tekniginde baglanma enerjisine karsi
yogunluk degerleri grafige gecirilerek spektrumlar elde edilmektedir. Yiizeydeki
atomlarin dagilimina bagl olarak sagilan fotoelektronlar yogunluk ile dogrudan iligkili
oldugundan yiizeyin bagil atomik bilesiminin dagilimi ve stokiyometrik oranlari

hakkinda bilgi vermektedir.

2.3.3 Yiizey giiclendirilmis raman spektroskopisi (YGRS)

Raman spektroskopisi, molekiil yapilari, yiizey 6zellikleri ve ara ylizey reaksiyonlar ile
ilgili zengin bilgi verebilmesi sebebiyle kimyasal ve biyolojik analizlerde kullanilan

oOnemli bir analitik tekniktir.

Raman spektroskopisi yiizey karakterizasyonlarinda kullanilan bir diger 6nemli
tekniktir. Teknigin prensibine kisaca goz atacak olursak, bir malzeme {izerine
monokromatik bir 151n demeti gonderildiginde, 151n demeti madde tarafindan
sogurulabilir, gecirilebilir veya sacilmaya ugrayabilir. 1928’de Hintli fizikgi
C.V.Raman 1928’de sagilan 1s1min ufak bir kesrinin goriiniir alandaki dalga boyunun
gonderilen 15181n dalga boyundan farkli oldugunu ve sagilmaya sebep olan molekiillerin
kimyasal yapisinin dalga boyunda kaymalara sebep oldugunu bulmustur. Bu
bulusundan 6tiirii 1931 yilinda Nobel Fizik 6diiliinii almistir. Isik sagilmasi sirasinda
15181n biiyiik bir kisminin enerjisi madde ile etkilesen 15181 enerjisine esit olur ve bu
elastik sagilma olayina Rayleigh sagiimasi denir. Rayleigh sagiliminda enerji kaybi
olmadigi i¢in foton ve molekiil arasindaki ¢arpismalarin esnek oldugu sdylenir. Elastik
sacilma olaymin yani sira sacilan 15181in ¢ok az bir kismi ise molekiil ile etkilesmeye
giren 15181n enerjisinden daha farkli enerjilerle sacilir. Bu tiir elastik olmayan sac¢ilma

olay1 ise, Raman Sagilmas: adin1 alir. Rayleigh sagilmasi olayinda, Raman sagilmasina
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gore 10*-10° kez daha siddetli bir sagilmis 151k olusur. Raman sacilmasi sirasinda
sacilan 15181n enerjisinde, molekiil ile etkilesen 1s1ginkine gore olusan fazlalik veya
azlik, 1sikla etkilesen molekiiliin titresim enerji diizeyleri arasindaki enerji farklari
kadardir. Bu nedenle Raman sagilmasinin spektroskopik incelenmesi ile molekiillerin
titresim enerji diizeyleri hakkinda bilgi edinilebilir. Bu tiir bir spektroskopik yontem,

Raman spektroskopisi adin alir.

Raman sagilmasinin siddetinin zayif olmast ve floresans olusumu Raman
spektroskopisinin kullanimini siirli hale getirmistir. Bu dezavantajlarin iizerinden
gelmek icin Yiizey Giglendirilmis Raman Spektroskopisi (YGRS) kullaniimaya
baslanmigtir. Aslinda YGRS’nin ortaya ¢ikmasit 1974 yilinda Fleischmann ve
arkadaslar1 tarafindan elektrokimyasal olarak piiriizlii duruma getirilen giimiis elektrot
yiizeyine piridin molekiillerinin adsorbe edilmesiyle kesfedilmistir. Adsorplanan
molekiillerin raman sagilma sinyalleri i¢in giiclendirme faktorleri normal raman
sinyalleri ile kiyaslandiginda milyon kat daha fazla oldugu bulunmustur (Albrecht ve
Creighton 1977). YGRS ile hassasiyet artmis olup, daha diisiik konsantrasyonlarda
calisilmaya olanak saglanmistir. Alt tayin sinirlar1 rezonans raman sagiliminda elde

edilen degerlerden oldukea diisiik seviyelerdedir.

YGRS’ nin calisma prensibini anlamak i¢in klasik 1s1k sagilimi teorisini incelemek
gerekir. Pargacikta dipol moment olusturan veya varolan bir dipol momenti degistiren
bir 151n demeti goz Oniine alalim. Uygulanan elektrik alanimin biiytlikliigli cok biiyiik

olmadiginda indiiklenen elektriksel dipol moment asagidaki gibi hesaplanir.

u=oE (a, molekiiler polarlanabilirlik)

Indiiklenmis dipol momentin karesi raman siddeti ile orantili oldugunu diisiiniirsek, iki
giiclendirme mekanizmasini tahmin edebiliriz. Boylece, giiclendirme etkisi ya
molekiiler polarlanabilirlik ya da molekiiliin bulundugu elektrik alandan etkilenebilir.
Yiizey se¢im kurallart da miimkiindiir. Bunlara bagli olarak, en gii¢lii bandlar

adsorblanan malzemenin elektron bulutunun metal yiizeyine dik bir kutuplagmanin
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neden oldugu titresimlerle elde edilir. Yiizey secicilik kurallarini kullanarak adsorplanan

molekiiliin metal ylizeyine gore yonlenmesi tahmin edilebilir.

Yiizey gilclendirme etkisini olusturan mekanizmanin dogasi heniiz tamamen
aydinlatilamamis olup tartismalarin odak noktasi olmaya devam etmektedir.
Adsorplanan molekiilin Raman sinyaline iki temel kuvvetlendirme etkisi vardir.
Bunlardan birincisi, molekiilin metal yakininda meydana gelen elektromanyetik
rezonanstan kaynaklanan bliylik bolgesel alana maruz kaldigi elektrik etkisi olarak
nitelendirilen elektromanyetik mekanizma, ikincisi ise molekiil ile metal yiizeyi
arasindaki molekiiler polarlanabilirliginin s6z konusu oldugu molekiiler etki olarak
nitelendirilen kimyasal ya da yiik transfer mekanizmasidir. Cogu arastirmaci
giiclendirmenin sadece elektromanyetik mekanizmadan kaynaklandigini
diisiinmektedirler. Ancak ylik transfer mekanizmasinin giiclendirmeye katkis1 goz ardi

edilememelidir.

Elektromanyetik giiclendirme, metal yiizeyindeki iletkenlik elektronlarinin (yiizey
plasmonlar1) uyarilmasiyla olusur. Olusan ylizey plasmonlarinin uyarilmasi ylizey
izerine adsorplanan molekiil {izerinde ikinci bir alan etkisi gosterir. Bu durum metal

yiizeyinde bulunan molekiiliin Raman sagilmasinda giliglenmeye neden olmaktadir.

Yiizeyin plriizliiliigii YGRS icin temel gereksinimdir. Diiz bir metal yiizeyinde, yiizey
plasmonlar1 metal yiizeye bagl elektron dalgalar1 olarak bulunurlar ve sadece ylizeye
paralel bir dogrultuda hareket etme yetenegine sahiptirler. Piiriizlii bir metal yiizeyde ise
plasmonlar sinirlandirilmis olmayip ortaya ¢ikan elektrik alanda yiizeye hem dik hem de
paralel olarak yayilabilmektedirler. Gelen foton piiriizlii bir ylizeye diistiiglinde metalin
plasmon rezonansi uyarilmasi olusur ve sagilma saglanir. Buna ek olarak piiriizlii yilizey
ve onu ¢evreleyen ortam arasindaki dielektrik sabitlerindeki farktan dolay: ylizeyin sivri
noktalarinda elektrik alan yogunlugunu olusur. Metal kolloidler ve kolloidal agregatlar

bu tiir bir bolgesel elektromanyetik giiclendirmeye zengin bir 6rnektir.
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Yiik transfer mekanizmasinin varligini aydinlatabilmek i¢in bir¢ok calisma yapilmistir.
Bazi arastirmacilar ilk adsorbat tabakasinin giiclendirme faktoriiniin - sonraki
tabakalardan daha biiylik oldugunun nedenini arastirmaktadirlar. Temel olarak, yik
transferinden meydana gelen giiclendirme piiriizlii ylizey iizerine molekiillerin fiziksel
adsorpsiyonu veya kemisorbsiyonu ile yani adsorbat-metal kompleksi olusumuyla
meydana gelmektedir. Eger kemisorpsiyon s6z konusu ise adsorbatin molekiil orbitalleri
metal ylizeyinin iletkenlik bandi ile etkileserek genislemektedir. Bu durum elektronlarin
hizli bir sekilde transferi ve metalden adsorbata ya da tam tersi bir uyarma ile
sonuclanir. Sonug olarak kemisorplanmis olan molekiillerin YGRS spektrumlari serbest
halinin raman spektrumundan 6nemli derecede farklidir. Yiik transfer mekanizmasi,
yiizeyin Otesinde belirli mesafede genisleyen elektromanyetik etkinin aksine metal
tizerinde dogrudan adsorplanan molekiillere dogasi geregi sinirlandirilmistir. Bu

nedenle adsorbatin sadece ilk tabakasi etkin olarak calisir.

Ji ve arkadaslar1 (Ji vd. 2005) bir ¢aligmalarinda monoklonal antikor ile etiketli Au/Ag
¢ekirdek-kabuk nanopargaciklar sentezleyip, bunlari hepatit B yiizey antijenin tayin
edildigi immunoanaliz c¢aligmalarinda kullanmiglardir. Au/Ag ¢ekirdek kabuk
nanoparcaciklart YGRS kuvvetlendirici substratlar olarak kullanmiglardir. Cekirdek-
kabuk nanoparcaciklar1 sentezledikten sonra 4-merkaptobenzoik asit (MBA) ile
etiketlemislerdir. MBA molekiiliinii Raman isaretleyicisi olarak kullanmiglardir. Bu
asamadan sonra nanoparcaciklar1 hepatit B ylizey antijenine karsilik gelen monoklonal
antikor (anti-HBsAg MAD) ile muamele etmislerdir. Analizin yapilacag silikon ¢ipleri
kendiliginden diizenlenme teknigini kullanarak aktiflestirdikten sonra hepatit B yiizey
antijenine karsilik gelen poliklonal antikor (anti-HBsAg PADb) yiizeye baglamislardir.
Hepatit B yiizey antijeni hazirlanan silikon ¢iplere damlatildiktan sonra iizerine MBA
ile etiketli anti-HBsAg MAD nanopargaciklart birakmiglardir. Antijen-antikor arasinda
meydana gelen immunoreaksiyondan yararlanmiglar, baglanma 6zelligini YGRS ile

MBA molekiiliine ait karakteristik pikleri takip ederek belirlemislerdir.

YGRS teknigi ile E. coli tayini, antikor kapli manyetik nanopargaciklar kullanilarak
Giiven ve arkadaslar1 (Giiven vd. 2011) tarafindan basarili bir sekilde yapilmistir. Bu
calismada immiinomanyetik seperasyon ile YGRS teknigini birlikte kullanilmistir.
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Bakteri konsantrasyonu ile YGRS sinyali arasinda iliski kurulmustur. Bu yontem igin
bulunan LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 8 ve 24 cFu/mL’dir. Gelistirilen
immiinoesseyin segiciligi, Enterobacter aerogenes, Enterobacter dissolvens ve
Salmonella enteriditis gibi bakterilerin bulundugu ortamda incelenmis ve E. coli’ye
karst  seciciligi  kanitlanmistir.  Immiinoesseyin  gercek su  numunelerinde
uygulanabilirligi incelenmis ve elde edilen deneysel sonuglar diger geleneksel

yontemlerle kiyaslanmustir.

2.3.4 Infrared spektroskopisi (IR)

infrared spektroskopisi (IR), énemli yiizey karakterizasyon tekniklerinden bir digeridir.
Bu teknik, molekiillerdeki fonksiyonel gruplarin, infrared isinlarint (0,78 — 1000 pum
dalga boylu veya 12800 — 10 cm™ dalga sayili) absorpsiyonuyla titresim ve dénme
enerji seviyelerine uyarilmalarinin 6lgiimiine dayanmaktadir. Titresim ve donme
hareketleri sonucunda dipol momentinde net bir degisme meydana gelen gruplarin

infrared spektrumlari alinabilmektedir.

Yiizey karakterizasyonu yaparken arastirmacilarin en biiyiik sorunu, ylizeyde elde ettigi
ince filmin infrared spektrumlarinin alinamamasidir. Bunun sebebi, yiizeye gonderilen
IR 1sinlarinin, ince filmin fonksiyonel gruplari ile etkilestigi halde, bu titresim
enerjilerinin tespit edilmesinin zor olmasidir. Bu sebeple ¢ok ince film ile kaplanan
yiizeylerin IR’sini alabilmek i¢in yeni sistemler gelistirilmistir. Son yillarda ince
fimlerin karakterizasyonunda azaltilmis toplam yansitma (Attenuated Total Reflection)
(ATR-FTIR) sistemi oldukg¢a dikkat ¢ekmektedir.

ATR-FTIR yonteminde ylizeye gonderilen IR 1sinlar1 yiizey ile bircok defa temas
ettirilerek, daha siddetli spektrumlarin alinmasimni saglanmaktadir. Burada kullanilan
sistemde IR 111 kirtllma indisi oldukga yiiksek kristalin igine yonlendirilir. Ince filmi
iceren Ornek kristal yiizeyi ile temas ettirilir. IR 1511 drnek-kristal arayilizeyinde bir¢ok

defa i¢ yansimaya ugrar. Bu yansimalar sirasinda olusan sontiimli dalganin enerjisinin
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bir kismi1 6rnek tarafindan absorplanir ve yansiyan 1gtma dedektore geri doner. Sekil

2.16°da ATR kristaline gelen 1sinin davranist sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.16 ATR kristaline gelen 1s1nin davranisi

Bakteri kontaminasyonu gida giivenligi acisindan ciddi 6nem tasiyan bir konudur.
Wang ve arkadaslar1 1spanak igerisine islemis olan E. coli K-12’nin varligim1 ATR-FTIR
spektroskopisini  kullanarak belirlemislerdir (Wang vd. 2010). Bakteri ispanak
yapraklarinin damar ve hiicre i¢i dokularina inokiile etmigler ve E. coli K-12
hiicrelerinin dagilimmni SEM ile dogrulamislardir. FTIR Slgiimleri sonucunda 1590 cm™
ve 1490 cm™ arasindaki amid II bdlgesindeki bandlar E. coli’nin varligini kanitlamistir.
Elde edilen sonuglardan FTIR’n E. coli K-12’nin 1spanak ekstraktlarinda
belirlenmesinde ve tayininde kullanilabilecegini ve 5 dakika i¢in LOD degeri 100
kob/mL bulunmustur. Gelistirilen yontemin taze sebzelerdeki patojenik E. coli zincirleri

ve diger bakterilerin analizinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

2.4 Nanoparcaciklar

Nanoparcacitk  terimi, Yunanca ‘“nannos=ciice” kelimesinden  gelmektedir.
Nanoteknoloji kavrami ilk defa Amerikali fizik¢i Richard Feynman tarafindan “There's
Plenty of Room at the Bottom" (Asagida Daha Cok Yer Var) soziiyle ortaya ¢ikmustir.
Bu terimin etimoloji ve metrik Olciilerdeki yeri, gozlem smirlarimizin Stesinde ¢iplak

gozle goriilebilir boyutta olamayacak kadar kii¢iik oldugunu agikca ifade etmektedir. Bu
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duruma tanidik bir yaklagimla bakmak “nanodiinya”ya kolay erismemizi saglamaktadir.
Sag tellerinin, hiicrelerin (kirmizi kan hiicreleri gibi), bakterilerin (Escherichia coli
gibi), viriislerin (HI viriisii gibi) veya molekiillerin (hemoglobin gibi) boyutlar1 bizlere
birer isaret¢i olarak yol gostermektedir (Sekil 2.17). Bu uzunluk 6l¢eginde 100 nm’den
daha kiiciik boyutlara sahip olan birimler nanopargacik olarak adlandirilirlar. Bu
siiflandirma biraz keyfi olsa da bilimsel literatiire biiyiik dl¢iide yerlesmis olup, ayni
zamanda ti¢ boyutlu katilardan farkli ve boyuta bagli duruma gelen malzemelerin belirli

Ozelliklerini de kapsamaktadir (Feldmann ve Goesmann 2010).
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Sekil 2.17 Nanopargacik siniflandirilmast i¢in uzunluk skalast (Feldmann and
Goesmann, 2010)

Nanoparcaciklarin karakteristik 6zellikleri, kiiciik boyutlarinin yani sira genis ylizey
alanlarina sahip olmalaridir. Ayrica bulk malzemelerden daha iyi 1s1 transferi ve kiitle

transferi yapmaktadirlar.

Metalik nanoparcaciklar, sahip olduklari ilgi ¢ekici elektronik, manyetik, optik, termal
ve katalitik ozellikleri sebebiyle fizik, kimya, biyoloji, eczacilik ve malzeme bilimi
alaninda 6nemli uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. Nanoelektrokimya,
elektrokimyanin 6zellikleri (kolaylik, hiz, yliksek secicilik ve yiiksek hassasiyet gibi) ile
nanopargaciklarin 6zelliklerinin birlesmesiyle elde edilen disiplinleraras1 bir alandir.
Metalik nanoparcaciklarin  nanoelektrokimyanin  gelismesinde  6nemli  rolleri

bulunmaktadir (Guo ve Dong 2009). Bunun sebepleri:
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1) Metalik nanopargaciklar bulk durumlarina gore fazla yilizey alanina sahiptirler.
Bu nanoparcaciklar ile modifiye olan elektrokimyasal araylizeyler daha fazla
aktif ylizey alanina sahip olurlar ve bu sebeple de hedef molekiillerin tayininde
daha yiiksek hassasiyet gosterirler.

2) Metalik nanopargaciklar, elektrot yiizeyi ile hedef molekiil arasinda elektron
transferinin hizlandirmak tizere giiclendirici ajanlar olarak da rol alabilirler. Bu
durum hedef molekiiller i¢cin daha hizli akim duyarliligi gostermelerine sebep
olmaktadir.

3) Metalik nanopargaciklar bazi 6nemli biyomolekiillerle birlestirilebilirler ve
nano-baglayicilar olarak davranabilirler.

4) Metalik nanopargaciklar ile modifiye edilen elektrokimyasal arayiizler,
nanoelektrot gibi davranirlar. Prensipte bu nanoelektrotlardaki gozlenebilme
siir1 (LOD) degeri benzer bir makro boyuttaki elektrotlardakinden daha diisiik
degerde olabilir ¢iinkli Faradaik ve kapasitif akimlar arasinda daha biiyiik bir

oran vardir.

Sekil 2.18’de gosterildigi gibi metal nanoparcaciklar iki ayr1 yontemle hazirlanabilirler.
Bunlardan birincisi, fiziksel yontem olarak adlandirilan bulk metallerin parcalarina
boliinmesiyle, ikincisi de kimyasal yontem olarak adlandirilan molekiiler veya iyonik
aracilardan elde edilen metal atomlarindan biiyiiyerek parcaciklarin elde edilmesiyle
meydana gelmektedir. Ikinci yontem daha kiigiik ve diizgiin nanopargaciklarmn elde
edilmesi i¢in uygundur. Yalmiz bu yontemde nanoparcaciklarin boyutunu ve
diizenliligini saglamak i¢in topaklasmayr engellemek en Onemli basamag:

olusturmaktadir.
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Sekil 2.18 Metal nanoparcaciklarin hazirlanma yontemleri

Bimetalik nanoparcaciklar, bir pargacik icerisinde iki tiir metal iceren nanoparcaciklar
olarak tanimlanirlar. Her gegen giin bilimsel c¢evreler tarafindan monometalik
nanoparcaciklardan daha fazla ilgi gormektedir. Ikinci bir metalik bilesenin
eklenmesinin saf monometale gore aktiviteyi, seciciligi ve kararliligr arttirdig
bilinmektedir. Bimetalik nanopargaciklarin 6zellikleri sadece biiyiikliikleri ile degil ayn1
zamanda kimyasal bilesimi ile degisebilemektedir. Bimetalik sistemler, ikinci metalin
birinci metali sarmasindan dolay1 ¢ogu zaman ¢ekirdek-kabuk yapisinda olusmaktadir.
Ikinci metal tabaka genellikle gergindir ve bu yiizden 6nemli katalitik 6zellikler ortaya

koymaktadir (Manivannan ve Ramaraj 2009)

Metal tuzlarindan bimetalik nanopargaciklar hazirlanmasi 2 gruba ayrilabilir. Bu
yontemler, iki metal iyonunun birlikte indirgenmesi ve iki metal iyonunun basamakli

indirgenmesidir. iki metal iyonunun birlikte indirgenmesi, bimetalik nanoparcaciklarin
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hazirlanmasinda en kolay yontem olup monometalik nanopargaciklarin hazirlanmasi ile
benzer sekilde yiiriitiiliir. Miner ve arkadaslari, sitrat ile indirgeme yontemini kullanarak
Au-Pt bimetalik nanopargaciklari sentezlemislerdir (Miner vd. 1981). Calismalarinda
tetrakloroaurik asit ve platinik asit tuzlarimi kullanmiglardir. Metal iyonlarinin
indirgenmesi sitrat ilavesinden 4 saat sonra tamamlandigi belirtmislerdir. Sekil 2.19°da
Miner ve arkadaslarinin elde ettikleri Au-Pt bimetalik nanopargaciklarin UV-Vis
spektrumlar1 goriilmektedir. Bimetalik nanopargaciklarin spektrumu yalnizca iki
monometalik nanopargacigin basit bir toplami olmayip, bimetalik nanoparcaciklarin
alasim yapisinda oldugunu gostermektedir. Bimetalik nanoparcaciklarin ortalama cap1
metal bilesimine dayanmaktadir. Benzer metodla sitrat indirgemesiyle Pd-Pt bimetalik

nanopargaciklar da sentezlenmistir (Miner vd. 1981).
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Sekil 2.19 Sitrat indirgemesi ile hazirlanan Au-Pt bimetalik nanopargaciklarin UV-Vis
spektrumu (Miner vd. 1981)

Iki metalin basamakli indirgenmesi ile genellikle ¢ekirdek-kabuk yapilar meydana
gelmektedir. 1970°de Turkevich ve Kim, altin kapli Pd nanopargaciklar elde etmek igin
Pd nanopargaciklarin {izerinde altimi biriktirmeye calismislardir (Turkevich ve Kim
1970). Bir metalin daha 6nceden olusturulan monometalik bir nanopargacik {izerine
biriktirilmesi ¢ok etkili goriinmektedir. Bu amagla ikinci element 6nceden olusmus
parcaciklarin  yiizeyinde  biriktirilmeli ve Onceden olusan  monometalik

nanoparcaciklarda kimyasal olarak biriktirilen elementle sarilmalidir.
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Bu yontemle PVP ile stabilize edilmis Au-Pd bimetalik nanopargaciklar sentezlenmistir
Harada vd. 1993). Schmid ve arkadaslar1 bu yontemle ligand ile stabilize edilmis Au-Pd
ve Au-Pt bimetalik nanopargaciklari sentezlemislerdir (Schmid vd. 1991).

Altin ve giimiis nanoparcaciklar literatiire bakildiginda en sik kullanilan
nanopargaciklardir. Giimiis nanoparcaciklar ile kiyaslandiginda altin nanoparcaciklarin
bircok avantaji s6z konusudur. Kolay hazirlanabilmesi ve yiiksek homojenliginin yani
sira altin nanopargaciklar biyolojik molekiillere karsi (antijen, antikor veya DNA, RNA
gibi) cok iyi bir biyouyumluluk gostermektedir. Bu sebepten 6tiirii altin nanopargaciklar
gen analizlerinde ve antijen-antikor tayininde genis bir sekilde yer almaktadir. Ancak
Au ylizeyler goriiniir bolgede Ag’den daha diisiik bir gliglendirme etkisi gostermektedir.
Yapilan c¢alismalarda altin nanoparcacik iizerine biriktirilen glimiisiin monometalik
alindan daha yiiksek sinyal verdigi gosterilmistir. Au-Ag ¢ekirdek-kabuk
nanopargcaciklar da gen analizlerinde ve antikor-antijen tayininda kullanilmigtir. Ancak
Ag biyouyumlu bir malzeme degildir. Bunun tam tersi olan Ag-Au ise immiinoessey
caligmalarinda rahatlikla kullanilabilirler. Ag ¢ekirdek altin yiizeye ekstra bir

giiclendirme kazandiracaktir.

2.5 Biyosensorler

Biyosensorler, bioloji, fizik, kimya ve miihendislik gibi bilim dallarindaki bilgilerin
birlesimiyle gelistirilen cihazlardir. 1lk biyosensér kandaki oksijen miktarin1 6lgmek
icin 1950 yil1 baslarinda L.L.Clark tarafindan yapilmistir. Bu yillardan gilinlimiize kadar

biyosensor teknolojisi hizla artan bir sekilde ilerlemistir.

Biyosensorler genel olarak biyolojik tanimlama elemani igeren sensorler olarak
tamimlanirlar. Bagka bir deyisle biyosensorler, biyolojik molekiillerin varhigmi veya
derisimini 6l¢ebilen biyomolekiiler problar olarak da adlandirilabilirler. Biyosensorleri

diger geleneksel kimyasal sensorlerden ayirt eden iki temel prensip vardir. Bunlar;
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1) Algilama elemani (biyoreseptdr) olarak hiicre, antikor, enzim veya niikleik asit
gibi biyolojik yapilar1 bulundurmasi
2) Tasarlanan sensoriin gergeklesen biyolojik olaym siirecini veya fiziksel

degisimini 6lgmesi

Biyosensorler, Sekil 2.20’de sematik olarak gosterildigi gibi, meydana gelen fiziksel
veya biyolojik olay 6l¢iilebilir sinyale doniistlirebilen cihazlardir. Baslica iki kisimdan
olusurlar. Ilk kisim spesifik bir biyolojik olaym meydana geldigi boliimdiir. Ikinci kisim
ise bir doniistiiriicii sistem ile olusan biyolojik reaksiyonu 6lg¢iilebilir sinyale doniistiiren

kisimdir.

SRR

§
- c Enzim reaksiyonu
ll

D

S5DNA_ . DNA hibrit
[ S S |

Sekil 2.20 Bir biyosensoriin sematik gosterimi

Biyosensorlerin hassasiyetlerinin yiiksek olmasi, daha fazla analiti ayirt edebilmeleri ve
diisiik maliyetlere sahip olmalar1 sebebiyle algilama ve doniistiirme performanslarin

artirmak i¢in her gecen giin bu konuda yogun arastirmalar yapilmaktadir.
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2.5.1 Biosensorlerin siiflandirilmasi

Biyosensorler meydana gelen fiziksel veya biyolojik olayr Olgiilebilir sinyale
doniistiirebilen cihazlardir. Baslica iki kistmdan olusurlar. Ilk kisim spesifik bir
biyolojik olayin meydana geldigi boliimdiir. ikinci kisim ise bir doniistiiriicii sistem ile

olusan biyolojik reaksiyonu 0l¢iilebilir sinyale dontistiiren kisimdir.

Biyosensorler sahip olduklar1 biyoreseptorlere gore ve doniistiirme teknigine gore

smiflandirilirlar. Sekil 2.21°de siniflandirmanin sematik olarak gosterimi verilmistir.

_[ Biyosensorler ]_
_| Biyoreseptérler '_ [ Déniistiriiciiler ‘_

Antikor Euzlm DNA Hllcte Blomuuenk Optlk Elektloklm mmeye l Diger
\

, ‘ A (layah

Huclesel sistemler Enzimatik olmayan proteinler

Sekil 2.21 Biyosensorlerin siniflandirilmasi

2.5.1.1 Doniistiirme teknigine gore biyosensorlerin siniflandirilmasi

Optik doniistiiriiciilerin kullanildigi biyosensorler

Optik dontstiriiciilerin  kullanildigi  biyosensorlerde farkli spektroskopi teknikleri

kullanilabilir. Bu teknikler infrared, raman, liiminesans (floresans, kemiliiminesans) ve
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yiizey plasmon rezonans olabilir. Bu tekniklerde kullanilan 6zellikler dalga genligi,
enerji ve polarizasyondur. En sik kullanilan parametre dalga genligidir. Ciinkii dalga
genligi analitin konsantrasyonu ile orantilidir. Elektromanyetik 1s1manin enerjisi analiti
saran ortamdaki degisiklikler, molekiil i¢i atomlarin titresim hareketleri veya yeni enerji
seviyelerinin olusumu hakkinda bilgi verir. Sabit bir yiizeye serbest bir molekiiliin
etkilesimi polarizasyon Ol¢timleri ile bulunabilir. Yayilan 1sinin polarizasyonu, molekiil
cOzeltide serbest durumda bulundugunda rastgeledir fakat bir yiizeye baglandiginda

polarizasyona ugrar.

Kiitleye duyarll doniistiiriiciilerin kullanildigi biyosensorler

Kiitleye duyarli doniistiiriictilerin kullanildig: teknigin temeli piezoelektrik kristallerinin
kullanimina dayanir. Bu kristallere belirli frekansta bir elektrik sinyali uygulaninca
kristaller spesifik bir frekansta titresirler. Ossilasyonun frekansi kristalin kiitlesine ve
kristale uygulanan elektrigin frekansina da baglidir. Molekiiller baglandik¢a kiitle
artacagindan kristalin ossilasyon frekansinda bir degisiklik olur ve bu degisim
elektriksel olarak Olgiiliir. Boylece kristalin kiitlesinde meydana gelen degisiklik

belirlenmis olur.

Elektrokimyasal doniistiiriiciilerin kullanildigi biyosensorler

Biyokimyasal islem sirasinda elektron gibi elektroaktif tiirlerin {retilmesi veya
tiikketilmesi sonucunda olusan elektrokimyasal sinyalin Sl¢iilmesine dayanir. Olgiilen
elektrokimyasal Ozellige gore amperometrik, potansiyometrik, konduktometrik ve
impidimetrik teknik olarak adlandirilirlar. Bunlardan en sik kullanilan donistiiriiciiler,
amperometrik ve potansiyometrik olanlaridir. Amperometrik doniistiiriiciiler yiiksek
hassasiyetleri ~ sebebiyle  biyosensorlerin  tasariminda en stk kullanilan
doniistiiriiciilerdendir. Bu  doniistiiriiciilerde  biyokimyasal reaksiyon firiinlerinin
indirgenme veya yiikseltgenmesine bagl olarak ¢alisma elektrodundaki akim degisimi
olgiliir. Olgiilen akim analit konsantrasyonuyla dogru orantili olarak degisir.

Potansiyometrik doniistiiriictilerin kullanildigi biyosensorlerde ise referans elektroda
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kars1 ¢alisma elektrodundaki potansiyelde meydana gelen degisme 6l¢iiliir. Sensor ile
ortam ara yilizeyinde bolgesel bir denge olusturur ve bu denge potansiyeli analit

konsantrasyonunun logaritmasi ile orantilidir.

2.5.1.2 Kullanilan biyoreseptor tiirlerine gore biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensor teknolojisinde antikorlar, enzimler, niikleik asitler ve mikroorganizmalar
biyoreseptor olarak siklikla kullanilirlar. Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi
dontisiime ugratarak degistirir ve bu degisim doniistiirlicii tarafindan sinyal olarak
Olciiliir. Yiiksek spesifliklerinden dolay1 enzimler en ¢ok kullanilan biyoreseptorlerdir

(Luppa 2001).

Biyokatalitik esash biyosensérler

Bu tiir bir biyosensoriin temeli, biyosensoriin biyolojik ortamindaki makromolekiiller
tarafindan katalizlenen bir reaksiyona dayanir. Bdylece sensor yiizeyinde bulunan
biyokatalizdr, analit lizerinde molekiiler degisime neden olmakta ve bu doniisiim sonucu
ortamda azalan ya da artan madde miktar1 takip edilerek sonuca gidilmektedir. En

yaygin kullanilan biyokatalitik biyoreseptorler sunlardir:

e Enzimler (mono veya multi enzim) en yaygin kullanilan ve en 1yi bilinen
algilama sistemleridir.

e Hiicreler (bakteriler, fungiler, Okaryotik hiicreler veya mantarlar gibi
mikroorganizmalar) veya hiicre organelleri ya da pargaciklar1 (mitokondri, hiicre
duvarlar)

e Dokular (hayvan ve insan doku parcalart)

Clark ve Lyon’un Onciisli oldugu biyosensorler iizerine yapilan ilk c¢alismalardan bu
yana biyolojik matrikslerde en ¢ok kullanilan, tizerinde en ¢ok ¢alisilan ve en iyi bilinen

biyosensorler biyokatalitik esasli olanlaridir.
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Biyokompleks veya biyoafinite esasl biyosensorler

Bu tip biyosensorler, biyosensoriin biyolojik yapisinda bulunan makromolekiiller ile
analitin etkilesmesine dayanir. Bu etkilesmede genellikle bir dengeye ulasilir ve bdoylece
analit, immobilize edilen biyokomplekslestirici ajan tarafindan daha fazla tiiketilmez.
Bu dengenin cevabi bir dedektér yardimiyla takip edilir. Biyoafinite esash
biyosensorlerde en cok kullanilan biyoreseptorler; antikorlar/antijenler ve reseptdr
hiicrelerdir. Biyoreseptor olarak antijen/antikor c¢iftinin kullanildig1 biyosensorler

immunosensOr olarak adlandirilirlar.

Biyokomplekslestirici reseptorlerin kullanildigi biyosensorlerin en gelismis ornekleri,
spesifik bir antikora, antijenin (analit) baglanmasiyla olusan immiinokimyasal
reaksiyona dayanmaktadir. Bu reaksiyon son derece spesifik bir reaksiyondur.
Immiinosensérlerin duyarliigini arttirmak igin antikor ya da antijen enzim etiketlerle
eslestirilir. Genellikle baglanma veya afinite sabiti ¢ok biiyiiktiir ve bu sebeple bu
sistemler tersinir degildir (tek kullanimlik biyosensorler). Gerekli tampon g¢ozeltiler
kullanilarak kompleksin ¢oziinmesi yoluyla sistem yeniden kullanilabilir hale

getirilebilir.

2.6 immiinosensorler

Immiinosensorler antijen ya da antikorun spesifik bir algilayici eleman olarak
kullanildig1 bir biyosensor tipidir ve uygun antijen ile antikorun kompleks olusumu

esasina dayanir. Antikor-antijen reaksiyonu son derece segicidir (Thevenot 1999)

Bir immiinosensor elde etmek i¢in dncelikle bir antikor, iletken bir ylizeye immobilize
edilir. Daha sonra ilgili antijen, antikor ile etkilestigi zaman ara yiizeyin elektriksel
Ozellikleri degisir ve bu degisim oOlciiliir. Bu degisim, genel olarak 6l¢iim prensibine
gore smiflandirilir. Bu oOlgim elektrokimyasal (potansiyometrik, amperometrik,
kondiiktometrik), optik, piezoelektrik ve termometrik olarak  yapilabilir.

Immiinosensérlerin  ¢ogu optik ya da elektrokimyasal esashidir. Elektrokimyasal
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immiinosensorlerde belirleme, genel olarak ya elektroaktif isaretleyiciler ya da enzim
isaretleme  yoluyla yapilmaktadir. Olgiim  prensibine gére  siiflandirilan
immiinosensorler, ayrica dogrudan ve dogrudan olmayan immiinosensorler olarak da

siniflandirilmaktadir (Sekil 2.22).

Dogrudan immiinosensorlerde, arayiizeyde meydana gelen antikor-antijen kompleksinin
olusturdugu fiziksel ya da kimyasal degisimleri doniistiiriicii ile ekstra bir etiketleme
islemi  kullanilmadan dogrudan Olg¢iiliir. Dogrudan immiinosensorler, —analit
konsantrasyonunu gercek zamanli olarak dlgerler. Bu tiir immiinosensdrlerde elektrot
potansiyeli, membran potansiyeli, piezoelektrik ve optik ozelliklerdeki degisimler
Olciiliir. Dogrudan tayin ¢ogunlukla diisiik duyarlilik ve diisiik kesinlik gosterirler.

Bunun yan1 sira bu sistemler, spesifik olmayan etkilesimlerden de etkilenir.

Dogrudan olmayan immiinosensorler de ise tayin sirasinda bir ya da daha fazla isaretli
biyoajan kullanilir ve doniistiiriicii ile isaretleyiciden kaynaklanan sinyal 6lgiiliir. Bu tiir
immiinosensorlerde birden fazla yikama ve ayirma basamagi kullanilir ki bunlar
immiinoesseyler olarak adlandirilir. Dogrudan immiinoesseyler ile kiyaslandiginda,
dogrudan olmayanlarda duyarlilik daha fazladir. Ayrica spesifik olmayan

adsorpsiyondan kaynaklanan girigsimler de engellenmis durumdadir.
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Sekil 2.22 Dogrudan ve dogrudan olmayan immiinosensorlerde 6lgtim prensipleri

Immiinosensérlerin hazirlanmasinda sekil 2.23’de sematik olarak gosterilen iki metot

kullanilir:

A) Sandwich metodu :

muamele edilir. Sonra bu yiizey antikor ile bagli olan enzim ¢6zeltisine daldirilir

Ik adimda yiizeye immobilize edilen antikor analit ile

ve boylece ilk adimda immobilize antikor-analit miktar1 okunmus olur.

B) Yarigmali metod

Hedef molekiil yiizeydeki antikora baglanmak igin,

isaretlenmis haliyle yarisir durumdadir. Isaretlenmis antijenlerden elde edilen

elektrokimyasal yanit hedef antijenin derisimi ile ters orantilidir.
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Birinci antikor ile Antijen isaretlenmis
kaplanmig elektrot ikinci antikor
B [A)
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& E 2

Birinci antikorile . Antijen+
kaplanmig elektrot  Isaretlenmis antijen

Sekil 2.23 Immiinosensorlerin hazirlanma metotlar1 (Vestergaard 2007)

Antikorun yiizeyde diizenlenmesi ve tutunmasi bir immiinosensoriin yapiminda en
onemli basamaktir. Ayrica antikor immobilizasyonun kararliligi/aktivasyonu ve antijen
ile etkilesimi de immiinosensoriin analitik performansinin (segicilik, duyarlilik,

kararlilik, cevap stiresi vb.) optimizasyonunda énemli parametrelerdir.

2.6.1. Antikorlar

Viicuda giren yabanci maddelere karsi iiretilen ve protein yapisinda olan viicut
silahlarina antikor denir. Diger bir deyisle spesifik bir antijeni tanima 6zelligi kazanmis
olan immunoglobiilinlerdir ve “Ab” ile simgelenirler. Bir antijen ise immiin yanita
neden olan ve viicut tarafindan yabanci olarak taninan herhangi bir molekiiler maddedir
ve “Ag” ile simgelenir. Antikorlar, antijenle iligki kurarak antijene karsi cevaplar
olustururlar. Antikorlar viicutta B hiicreleri tarafindan iiretilir. Immiinoglobiilinler,
serum proteinlerinin y-globiilin kesiminde bulunan proteinlerdir ve toplam plazma
proteinlerinin %20’sini olustururlar. Bir immunoglobiilinin temel yapis1 Sekil 2.24’de
gosterilmistir. Bir antikor molekiilii 4 tane polipeptit zincirine sahiptir. Molekiil agirlig
50 kDa olan iki agir zincir (H) ve molekiil agirligi 25 kDa olan iki hafif zincirden (L)
olusur. Zincirler birbirlerine disiilfiir baglar ile baghdir. Zincirler sabit (C) ve degisken
(V) bolgelere sahiptirler. H zinciri, antijen i¢in baglayict bir degisken bdlgeye ve ii¢
sabit bolgeye sahiptir. Hafif zincir, antijen baglayict kismin énemli bir pargasi olan bir

degisken bolgeye ve bir sabit bdlgeye sahiptir. Immiinoglobiilinler, agir zincirlerine
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gore bes siifa ayrilirlar. Bunlar; immunoglobiilin G (IgG), immiinoglobiilin M (IgM),
immiinoglobiilin A (IgA), immiinoglobiilin D (IgD), immiinoglobiilin E (IgE) olarak
adlandirilirlar. IgG serumdaki immiinoglobiilinlerin yaklasik %80’ini olusturur ve

viriislerle savasta 6n planda rol alir (Conroy 2009)

Sekil 2.24 Tipik bir IgG molekiilii yapist (Conroy 2009)

Immiinoglobiilin molekiilii, agir ve hafif zincirlerden olusan Fab (antigen binding
fragments) parcasindan antijenle spesifik olarak birlesir. Antikorun antijen ile birlestigi
yiizey 8-12 aminoasit veya 3-6 glikoz molekiilliikk bir determinant grubunu kavrayacak

kadardir. Antikorun antijen ile bir birlestigi bu bolge “paratop” olarak adlandirilir.

Antikorlar girisim etkileri varliinda uygun bir antijenin taninmasia imkan veren,
yiiksek derecede spesifiklige sahip oldugundan, biyolojik tanima elementi olarak cok
fazla tercih edilirler. Antikorlar, diisiik molekiil agirlikli haptenlerden bakteri gibi biiyiik
hacimli maddelere kadar, genis bir alanda antijeni tanima yetenegine sahiptir.
Antijenlerin sadece epitop ya da antijenik determinant denilen spesifik bdlgeleri bu
immiin cevaba neden olur. Epitop ayrica, uygun antikor i¢in baglanma bolgesi olarak

gorev yapar (Thevenot 1999).
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2.6.2. Antikor-Antijen Baglanma Giicii

Herhangi bir biyomolekiiler reaksiyon boyunca var olan kuvvetler antikor ve antijen
arasindaki etkilesiminin kararliligimi saglarlar. Bu kuvvetler; hidrojen baglari,

elektrostatik etkilesimler, van der Walls etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimlerdir

Elektrostatik etkilesimler, polaritesi yiiksek molekiiller arasinda dipol-dipol
etkilesimleri veya yiiklii molekiiller arasinda ya itici ya da ¢ekici kuvvetler olabilirler.
Proteinlerde polipeptit omurgasinin karbonil gruplar1 ve polar aminler kalic1 dipollere
yol agar. Ayrica polar ve yiikli zincir bolgeleri dipollere katkida bulunur. Hidrojen
baglar1 elektrostatik etkilesimlerin bir alt grubu olarak diistiniiliir. Hidrojen baglar
elektronegatifligi yiiksek bir proton alict iizerindeki baglanmamis bir ¢ift elektron ile
elektronegatifligi yiliksek bir proton verici arasinda meydana gelir. Amin gruplar1 proton
verici ve karbonil gruplar1 proton alict olarak goérev yapar. Hidrojen baglari ve
elektrostatik etkilesimler baglanmanin giiciine katkida bulunurlar ve sulu ¢ozeltide bu

etkilesimler, molekiiller aras1 kararlilik i¢in oldukca fazla katkiya sahiptirler.

Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik etkilesimlerden daha zayif dipoller arasinda
meydana gelir. Yakin molekiillerin elektrik alanlart bu kuvvetlerden sorumlu gegici
dipollerin olusumuna sebep olur. Bu etkilesimler kismen zayif olmasina ragmen, birgok

etkilesimden meydana geldigi i¢in toplam baglanma siddetinin %50’sini olusturabilir.

Hidrofobik etkilesimler, polar olmayan molekiiller ve su arasinda meydana gelen itici
giiclerdir. Termodinamik kararliligin saglanmasinda polar olmayan bdlgeler entropinin
etkisiyle bir reaksiyon bolgesinde bulunuyorsa, molekiiller arasi kararliligin ve

baglanma siddetinin artmasina yol agarlar.

Antikorda var olan dipoller antijenin dipolleriyle etkilesir ve baglanma igin uygun bir
yonelmeyi saglamak i¢in ortak hareket ederler. Bu elektrostatik etkilesimler ve hidrojen
baglar1 molekiiller aras1 kararlilik i¢in birincil katki saglarken diger giicler tamamlayici

olarak gorev yapar (Martin 2001).
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2.6.3 Antijen-antikor baglanma Kinetigi

Cozeltide antikor antijen arasinda gelisen etkilesimlerin temel termodinamik prensibi:
ka
Ab+ Ag < AbAg
Ko

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

gosterir ve K, Ve Kq sirasiyla birlesme ve ayrisma sabitidir (Thevenot 1999).
2.6.4 immiinosensorlerin siniflandirilmasi

Elektrokimyasal  (potansiyometrik, = amperometrik,  kondiiktometrik),  optik,
mikrogravimetrik (piezoelektrik) ve termal immiinosensorler olmak {izere dort tip
immiinosensor sistemi vardir. Bu immiinosensor sistemlerinde dogrudan (isaretleme
kullanilmadan) ya da dogrudan olmayan (isaretleme kullanilarak) yontemlerle

calisilabilmektedir (Thevenot 1999).

Optik immiinosensorler biyoanalizler i¢in en ¢ok tercih edilen yontemlerdendir. Diger
dontistiiriicii yontemleriyle kiyaslandiginda, uygulanan goriinilir 1sininin avantajlarinin
kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Bunun yani sira yiizeyi asindirmayan ve sinyal
olusumu ile okumanin hizli oldugu bir tekniktir. Bu teknikte 151k, algilayici yiizeyden
yansidigt zaman adsorpsiyon, liiminesans, sacilma veya kirilma indisi gibi
ozelliklerinde degisiklikler meydana gelir. Bu durum optik biyosensorler i¢in temel
prensiplerdir. Immiinosensér teknolojisinde kullanilan en yaygm optik sistem SPR

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

Piezoelektrik immiinosensdrler, antijen-antikor kompleks olusumuna bagl kiitle
degisiminin dogrudan Ol¢iilmesine dayanir. Bu sistemin temel prensibi, sensoriin
substratinda meydana gelen akustik dalgalarin yayilimima dayanmaktadir. Akustik
dalganin faz1 ve hizi, antijen kapli sensor yiizeyine antikor molekiillerinin spesifik

adsorpsiyonundan etkilenmektedir. Kuartz ve ¢inkooksit en yaygin kullanilan
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piezoelektrik malzemelerdir. QCM (Quartz crystal microbalance) ve SAW (Surface

acustic wave) olmak iizere baslica iki tiir kiitle sensorii bu tiir immiinosensorlerde

kullanilirlar (Jianrong 2004)

Cogu kimyasal ve biyokimyasal reaksiyon 1sinin absorpsiyonunu ve iiretilmesini igerir.
Kalorimetrik immiinosensorlerde 1s1 degisimi ya bir termistorle ya da bir termofille
Olgiilebilir. Bir termistdr metal oksit ve bir termofil bir silikon-altin materyal igerir.
Cihaz biyoreseptor ile kaplanir ve analit ile etkilesime girdiginde bir sicaklik degisimi
olarak kaydedilen bir ekzotermik reaksiyon meydana gelir. Kalorimetrik esasli bir
biyosensor kullanilarak farkli molekiillerin enzimatik reaksiyonlarint incelemek
miimkiindiir. Bu teknolojinin en belirgin avantajlari, bulanik 6rneklerde
kullanilabilirligi ve isaretlemenin kullanilmadig: sistemlerde kullanilabilir olmasidir. Bu
avantajlarina ragmen literatiirde immiinosensorler iizerine en az calisma kalorimetrik
immiinosensorlere aittir. Son zamanlarda antikor-antijen kompleks olusumu ve DNA
hibridizasyonun belirlenmesi igin kalorimetrik sistemlerinin kullanildig1 birkag ¢aligma

literatiire girmistir (Thevenot 1999).

Elektrokimyasal immunosensorler, potansiyometrik, kondiiktometrik ve amperometrik

olarak simiflandirilirlar.

Potansiyometrik immiinosensorler ile antijen-antikor etkilesiminden dolay1 olusan
potansiyel farki 6lgiiliir. Olgiilen potansiyel farki Nernst esitligi ile ifade edilir ve
potansiyeldeki degisim spesifik iyon aktivitesine baglidir. Immobilize edilen antikor ile
serbest halde bulunan antijen arasindaki baglanma olay1 referans elektroda kars1 6l¢tiliir.
Iyon secici elektrotlarda, drnek ile sensdr yiizeyi arasindaki yiik ayrimimi saglamak igin
iyon secici membranlar kullanilir. Sensor ise segici gegirgen bir dis tabaka ve biyoaktif
malzemeden (0rnegin enzim gibi) meydana gelir. Bu dis tabaka, ¢ozeltide bulunan
herhangi bir elektroaktif tlirden olugan girisimi azaltarak sensoriin duyarliligini arttirir.
Enzim katalizli meydana gelen bir reaksiyon sonucunda olusan veya harcanan tiirler
iyon secici elektrotla tayin edilir ve derisimin logaritmasma bagli sinyaller olusur

(Conroy 2009).
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Kondiiktometrik immiinosensorler, bir biyolojik tanima olay1 ile iletkenlik arasindaki
iliskiyi Olgerler. Bircok reaksiyon iyonik tiirlerin derisiminden etkilenir, bu durum
cozeltideki elektriksel iletkenligin veya akimin degisimine neden olur. Kondiiktometrik
immiinosensorlerde, antijen-antikor kompleksinin olusmasi sonucunda elektrot
yiizeyinde meydana gelen elektriksel iletkenlikteki degisim gozlenmektedir. Bu tiir bir

immiinosensoriin en biiylik dezavantaji duyarliliginin digerlerine gore diisiik olmasidir.

Amperometrik immiinosensorler, bir elektrokimyasal reaksiyon sirasinda olusan akimin
Olglilmesi temeline gore g¢alisirlar. Birgcok analit elektrokimyasal reaksiyonlarda bir
redoks ciftine sahip degildir ve bu ylizden amperometrik sensorlerin ¢ok az dogrudan
uygulamalar1 vardir. Elektroaktif tiirler iceren etiketlerin kullanildigi amperometrik
immiinosensorler akim olustururlar. Bu akim elektroaktif tiirlerin ¢alisma elektrodunda
indirgenmesi veya yiikseltgenmesi ile olusur. Burada analit spesifik olarak
baglandigindan, spesifik olmayan baglanma yoktur. Akim elektroaktif tiirlerin derisimi
ile lineer bir degisim gosterir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl, ¢alisma elektrodu
olarak antikorun immobilize edildigi metaller, karbon elektrotlar ve bunlarin modifiye

edilmis halleri kullanilir.

Amperometrik immiinosensorlerde dogrusal taramali voltametri, doniisiimli voltametri,
puls voltametrisi ve siyirma voltametrisi gibi teknikler kullanilabilir. Bu tekniklerden
styirma voltametrisi literatiirde en sik goriilen yontemlerden birisidir. Bu yontemde iki
basamak s6z konusudur. Burada oncelikle analit bir 6n deristirme islemi ile elektrot
yiizeyine biriktirilir. Biriktirme islemi adsorptif, katodik ve anodik olmak iizere ii¢
sekilde olur. Siyirma basamaginda ise elektrot yiizeyine biriktirilen analit belirli bir
potansiyelde c¢ozelti igerisinde tekrar yiikseltgenir ya da indirgenir ve bu sirada

hiicreden akim geger. Potansiyele kars1 dlciilen akim voltamogramlar ile belirlenir.
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2.7 Koliform Bakteriler ve E. coli

Koliform grup bakteriler, Enterobacteriaceae familyasi i¢inde yer alan, fakiiltatif
anaerob, gram negatif, spor olusturmayan, 35 OC' de 48 saat icinde laktozdan gaz ve asit
olusturan, ¢ubuk seklindeki bakterilerdir. Bu grupta yer alan ve gida mikrobiyolojisi
acisindan Onemli olan mikroorganizmalar; Citrobacter freundii, Enterobacter

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

Koliform grup mikroorganizmalara pek ¢ok gida hammaddesinde rastlanmaktadir.
Bunlarin basinda; taze sebzeler, taze yumurta, ¢ig siit, kanath etleri ve koliform

bakimindan sayica zengin sulardan alinan kabuklu ve diger su tiriinleri gelmektedir.

Escherichia coli ilk kez 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan ¢ocuk diskisindan
izole edilip tanimlanmistir. Bugiin iizerinde en ¢ok calisilan ve genetik yapisi en iyi

bilinen mikroorganizmadir (Adams 1999).

E. coli Enterobacteriaceae ailesinin Escherichia cinsine ait katalaz pozitif, oksidaz
negatif, fermentatif Ozellige sahip sporsuz, kisa, g¢ubuk seklinde gram-negatif
bakterilerdir. E. coli optimum 37°C civart olmak iizere 10°C-50°C arast gelisebilen
tipik bir mesofil mikroorganizmadir. Gelismesi i¢in nétr ortama yakin pH’lar optimum
olsa da, optimal kosullarda pH=4,4"e kadar gelisim gostermektedir. Bakterinin gelisimi

icin minimum su aktivitesi (ay) 0.95’tir (Chapelle 2001).

Koliform grubu mikroorganizmalarin hepsi diski kokenli degildir. Bu grupta bulunan
bakterilerden normal florasi insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin alt sindirim sistemleri
olanlar "fekal koliform" olarak tanimlanmakta ve bunlar fekal kontaminasyonun bir
gostergesi olarak kabul edilmektedirler. Koliform grup iginde fekal koliform olarak
tanimlanan bakterilerin biiyiikk cogunlugunun E. coli oldugu bilinmektedir. Grubun diger
tiyeleri toprak ve bitki kokenli olabilmektedirler. Herhangi bir 6rnekte E. coli’ye
ve/veya fekal koliform bakterilere rastlanmasi oraya dogrudan ya da dolayli olarak diski

bulastiginin ve yine bagirsak kokenli Salmonella ve Shigella gibi primer patojenlerin de
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olabileceginin bir gostergesidir. Bu nedenle hi¢bir gida maddesinde, icme ve kullanma
sularinda, denizlerde ve gollerde E. coli ve fekal koliform bulunmasma izin
verilmezken, bazi gidalarda belirli sayida koliform bakteri bulunmasina izin

verilebilmektedir (Cakir 2000).

E. coli, fekal kontaminasyonun bir gdstergesi olmasi yaninda genetik yapist en iyi
bilinen canli olma 6zelligine de sahiptir. Suslarinin birgogu zararsiz olan bu bakterinin
baz1 patojenik tipleri, insan ve hayvanlarda sonucu 6liime kadar giden ishallere, yara
enfeksiyonlarina, menenjit, septisemi, artheriosklerosis, hemolitik iiremik sendrom,

¢esitli immiinolojik hastaliklar vb. gibi hastaliklara sebep olabilmektedir.

2.7.1 E. coli belirleme yontemleri

2.7.1.1 En muhtemel say1 yontemi

Genel olarak koliform grup/fekal koliform grup bakteriler/E. coli sayllmasinda EMS
yontemi kullanilmakta ve yontem ili¢ asamada uygulanmaktadir. Bu agamalar sirasiyla,
koliform grup bakterilerin muhtemel sayisin1 belirlemek, koliformlarin kesin sayisini
onaylamak ve ayni anda farkli bir besiyerinde fekal koliformlarin sayisini belirlemek ve

E. coli sayisini belirlemektir.

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) ve Uluslararas1 Standartlar Orgiitii (ISO)' niin
koliform grup mikroorganizma aramak i¢in kullanilan standart analiz yontemlerine gore
ornek hazirlanip diliisyonlar1 yapildiktan sonra ardisik 5 dilisyondan 3’er adet Lauril
Siilfat Triptoz Broth (LST) besiyerine 1’er mL ekim yapilmakta ve 37°C’de 24
(gerekirse 48) saat inkiibasyondan sonra pozitif sonu¢ veren tiipler muhtemel koliform
olarak degerlendirilmektedir. Bu yonteme gore, muhtemel koliformlarin sayisim
dogrulamak icin de Brilliant Green Bile Broth (BGBB) besiyerine ekim yapilmakta ve
37 °C’de 24 saat (gerekirse 48) inkiibasyondan sonra pozitif sonug veren tiipler koliform

grup olarak dogrulanmaktadir.
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TS 6063/ISO 7251’e gore E. coli aranmasinda analize koliform grupta oldugu gibi
ornegin hazirlanip diliisyonlarinin yapilmasindan sonra, ardisik 5 diliisyondan 3’er adet
LST besiyerine 1’er ml ekim yapilmakta ve tiipler 37 °C’de 24 (gerekirse 48) saat
inkiibasyona birakilmaktadir. Burada pozitif sonu¢ veren tiiplerden, su banyosunda
44.5°C’de tutulan E. coli Broth besiyerlerine ekim yapilmakta ve gaz olusumu igin yine
44.5°C’de 24 (gerekirse 48) saat inkiibe edilmektedir. Bu siirenin sonunda gaz olusumu
goriilen tlipler fekal koliform olarak degerlendirilmektedir. Testin devaminda E. coli
Broth besiyerinde pozitif sonu¢ veren tiiplerden 44.5°C’deki Tripton Water (TW)
besiyerine ekim yapilmakta ve ayni derecede 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra
indol testi yapilmaktadir. Bu testin sonunda indol pozitif reaksiyon veren tiipler E. coli,
negatif reaksiyon verenler ise E. coli disindaki diger fekal koliformlar olarak
degerlendirilmektedir (Cakir 2000).

2.7.1.2 Kat1 besiyeri yontemi

Pek ¢ok kurulus tarafindan koliform grup ve E. coli aranmasinda standart yontem olarak
EMS yontemi gosterilirken, ozellikle izolasyon amagli sayim c¢aligmalarinda kati
besiyeri kullanilmaktadir. Bu amagla yaygin olarak kullanilan besiyeri Violet Bile Red
(VRB) Agardir. Bu besiyerinde sayim yapilirken yayma, dokme ve ¢ift tabaka dokme
plak yontemleri uygulanmaktadir (Cakir 2000).

2.7.1.3 Membran filtrasyon yontemi

Hidrofobik Grid Membran Filtre (HGMF) teknigi, 6zellikle su ve diger sivi gidalarin
analizinde kullanilmaktadir. Bu teknikte 6rnek 6nce bir membran filtreden gegirilerek
mikroorganizmalar filtre ilizerinde tutulmaktadir. Daha sonra bu filtreler uygun bir
besiyeri lizerine, arada hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirilmekte ve olusan
koloni sayisindan materyaldeki mikroorganizma sayist hesaplanmaktadir. Filtreler
tizerinde bulunan birbirini dik kesen hidrofobik hatlar, olusan kolonilerin dagilmasini
onlemekte ve boylece sayim yapilmasini kolaylastirmaktadir. HGMF teknigi ile E. coli

sayim1 AOAC tarafindan standart analiz yontemi olarak kabul edilmistir.
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Membran filtrasyon tekniginin bazi istiinliikleri bulunmaktadir. Bunlardan en
onemlileri; drnekte az sayida mikroorganizmanin bulunmasi durumunda bile belirleme

imkan1 vermesi ve inkiibasyondan sonra filtrelerin kurutularak saklanabilmesidir (Cakir

2000).

2.7.1.4 MUG Y ontemi

Ik kez 1982 yilinda ortaya konulan MUG teknigi, son yillarda E. coli sayimina yeni bir
yaklagim getirmistir. Bu teknigin prensibi; dogrudan besiyerinin ilave edilen ya da
selektif katki olarak ilave edilen 4-methyleumbelliferyl-p-D-glucuronide (MUG) adli
bilesigin E. coli’de yapisal bir enzim olarak olarak bulunan [-D-glucuronidase
(MUGease, B-GUR) enzimi tarafindan 4-methyleumbelliferone adli florojenik bir iiriine
dontismesi ve bu {irliniin de 366 nm uzun dalga boylu ultraviyole 151k altinda floresan
1s1ma vermesi esasina dayanmaktadir. MUG, kat1 ve sivi besiyerlerinin bilesimine
kolaylikla ilave edilebildigi i¢in, EMS yontemi, kat1 besiyerleri ve membran filtrasyon

yontemi ile yapilan koliform grup/E. coli analizlerinde kullanilmaktadir.

B-D-glucuronidase pozitif olan bakteriler i¢inde indol pozitif olan tek bakteri E. coli’dir.
Bu nedenle E. coli disinda bazi B-D-glucuronidase pozitif Citrobacter, Enterobacter,
Salmonella, Shigella suslarinin neden oldugu sahte pozitif reaksiyonlar indol testi ile
belirlenebilmektedir. Ayrica bazi E. coli suslart yogun iiremeye bagl olarak asiri
miktarda asit olusturmakta ve bu da floresan 1s1mayr maskelemektedir. Bu gibi
durumlarda besiyerine 1 ml, 1 N NaOH ilavesi ile floresan reaksiyon

kesinlestirilebilmektedir.

MUG sistemi kullanildiginda dikkat edilmesi gereken en onemli nokta kendiliginden
floresan veren cam tiiplerdir. Analiz sonucu negatif olsa dahi bu tiir tiiplerde pozitifmis
gibi goriinmekte ve bu da sahte pozitif sonuglarin alinmasina neden olmaktadir. Bunu
onlemek i¢in besiyeri tliplere dagitilmadan dnce tiipler UV lamba ile kontrol edilmeli ve

boyle tiipler kullanilmamalidir (Cakir 2000).
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2.7.1.5 Elektrokimyasal yontemler

Koliform grup/E. coli aranmasinda elektrokimyasal yontemler de kullanilmaktadir. Bu
yontemlerin esas1 gelismekte olan bakteri kiiltiiriinde olusan molekiiler hidrojenin
Olclilmesi, bakteri kiiltiirlinlin ortama uyum saglarken olusan direncin Slgiilmesi ve
elektrot yiizeyi ile iliski kuruldugunda bakteri yiizeyleri ile arada olusan elektron
transferinin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Cig siit, yogurt, dondurma ve pastorize
krema gibi siit triinlerinde koliform grup mikroorganizma aranmasinda kullanilmak

M mikrobiyel analiz cihazi impedans-kondiiktans

lizere gelistirilmis Bactometer'
prensibine gore c¢aligmaktadir. Bu yonteme goére once standart miktarda test Grnegi
almarak aletin inkiibator kismina yerlestirilerek 35°C’de 3 saat 6n zenginlestirmeye
birakilir. Bu asamada Coliform Medium (CM) besiyeri kullanilmaktadir. On
zenginlestirme asamasindan sonra 1.5 mL Ornek alinarak aletin inkiibasyon
kuyucuklarma yerlestirilip yine ayn1 derecede inkiibasyona birakilir. Kuyucuk igindeki
test karisimi renginin menekseden sariya donmesi koliform grup pozitif reaksiyon

olarak degerlendirilmektedir. Analiz cihaz1 bilgisayar donanimli oldugu icin sonuclar

direkt bilgisayara kaydedilebilmekte veya yazdirilabilmektedir.

2.8 Kaynak Arastirmasi

Dequaire ve arkadaslart (Dequaire vd. 2000) altin nanopargaciklari etiket olarak
kullanarak elektrokimyasal immiinoessey calismasi gerceklestirmislerdir. Altin
nanopargaciklar1 asidik ¢ozeltide yiikseltgeyerek ¢ozdiikten sonra anodik siyirma
voltametrisi kullanarak altin miktarini tayin etmislerdir. Tek kullanimlik karbon esasl
SPE’larla 35 pL’lik c¢ozeltide Olglimleri gergeklestirmislerdir. Bu  yontemi
immiinoglobiilin G (IgG)’yi model olarak kullanarak heterojen yarismasiz
immiinoessey ¢alismasi i¢in kullanmiglar ve 3x10™ M’dan daha diisiik IgG
konsantrayonlarin1 tayin edebilmislerdir. Yontemin bu kadar yiiksek performans
gbstermesini, Au**’nin ASV ile SPE elektrotlarda calisilmasina ve immunokompleks ile

baglanan altin nanopargacigin her birinden yiiksek miktarda altin iyonun ortaya

64



cikmasina baglamiglardir. Sekil 2.25°da Dequaire ve arkadaslarinin kullanmis olduklari

elektrot sistemi gosterilmektedir.

Ag/AgBr
referans elektrodu
Pt

35 plL'lik damla
SPE %

Algilama yuzeyi
($=3.5 mm)

Sekil 2.25 Dequaire ve arkadaslarmin elektrokimyasal ol¢timlerini gergeklestirdigi
elektrot diizeneginin sematik gdosterimi

Cai ve arkadaglar1 (Cai vd. 2002) elektrokimyasal olarak DNA hibritlesmesini
belirlemek i¢in bir ¢alisma yapmislardir. Calismada giimlis nanopargaciklari
oligoniikleotit etiketi olarak kullanmiglardir. Hedef DNA molekiilleri ile giimiis
nanoparcacik etiketli DNA probunu hibritlestirmisler ve daha sonra hibritteki glimiis
nanoparcaciklari asidik ¢ozeltide glimiis iyonlarina yiikseltgemislerdir. Cozeltiye gegen
Ag" iyonlarmi karbon fiber elektrotlar kullanarak anodik sryirma voltametrisi ile tayin
etmislerdir. Hedef oligoniikleotitin yilizeye kaplanma miktarini, glimiisiin ¢oziinme
stiresini ve elektrokimyasal styirma deneyleri sirasindaki gesitli deneysel parametreleri
belirleyerek optimize etmislerdir. Mikroelektrotta gergeklestirilen siyirma analizinin ¢ok
hassas olmas1 ve her bir DNA hibridinden ¢ok sayida giimiis (I) iyonunun ortaya
¢ikmasi, 0.5 pmol/L kadar diigiik tayin sinirma ulagilmasini sagladigini belirtmislerdir.
Sekil 2.26’da Cai ve arkadaslarinin izlemis olduklari yontemin sematik gosterimi

verilmistir.
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Sekil 2.26 Gilimiis nanoparcacik etiketin kullanildigt DNA  hibritlesmesinin
elektrokimyasal siyirma voltametrisi ile tayininin sematik gosterimi (Cali
vd., 2002)

Wang ve arkadaslari (Wang vd. 2003) glimiis nanoparcacik tizerine immobilize ettikleri
DNA’y1, kendiliginden diizenlenme teknigi ile altin nanoparcacik ile modifiye ettikleri
yiizeyde elektrokimyasal olarak tayin etmeyi basarmislardir. Altin elektrodu sisteamin
ile kendiliginden diizenlenme teknigi ile modifiye eden grup, daha sonra bu elektrodu
altin nanoparcacik iceren ¢ozelti ile muamele etmislerdir. Hedef DNA’nin modifiye
elektroda immobilizasyonunu gercgeklestirdikten sonra hibritlesme islemi i¢in giimiis
nonoparcacik ile etiketledikleri DNA probunu iceren ¢ozeltiye daldirmislardir. Altin
elektrodun modifikasyon asamalarini test etmek i¢in elektrokimyasal impedans
spektroskopisi teknigi kullanmislardir. Hibritlesmenin sona ermesinin ardindan elektrot
yiizeyi asidik ¢oOzeltiye aliarak hibritteki glimiis nanoparcaciklarin ¢oziilmesini
saglamiglardir. Anodik siyirma voltametrisi teknigini kullanarak karbon fiber
mikroelektrotlarda elektrokimyasal deneyleri gergeklestirmislerdir. Elde ettikleri
sonuclardan 10-800 pmol/L araligindaki ssDNA tayin edebileceklerini ve alt tayin
sinirlarinin hedef oligoniikleotitler i¢in 5 pmol/L oldugunu belirtmislerdir. Sekil 2.27°de
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Wang ve arkadaslari tarafindan sentezlenen altin nanopargaciklarin TEM ve UV-Vis

goriintiileri verilmistir.
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Sekil 2.27 Wang ve arkadaglarinin sentezledikleri altin nanoparcaciklarin: a. UV-Vis
spektrumu, b. TEM goriintiisii

Elekrokimyasal siyirma tekniginin kullanildigi bir baska ¢alisma altin kapli demir
iceren nanoparcaciklarla yapilmistir (Wang vd. 2003). Wang ve arkadaglar1 yaptiklar
calismada sentezledikleri demir-altin ¢ekirdek-kabuk nanoparcaciklara DNA probunu
baglamiglardir. Sekil 2.18’de sematik olarak gosterildigi gibi, streptavidin kaph
polistiren kiirelere biyotin isaretli hedef DNA molekiiliinii baglamiglardir. Cekirdek-
kabuk Fe-Au nanoparcacik ile etiketledikleri DNA probu ile hazirladiklar1 hedef
molekiil kapl1 polistiren kiireleri karistirdiktan sonra hibritlesmenin gergeklestirilmesini
saglamiglardir. Asit ¢ozeltisine aldiklar1 demirin pH degerini ayarladiktan sonra ligand
varliginda katodik siyirma voltametrisi ile tayin etmislerdir. Demir pikinin, hedef DNA
konsantrasyonu ile dogrusal olarak arttifini1 ve kalibrasyon grafiginin hassasiyetinin

1.07 nA I/ug oldugun gostermislerdir.
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Sekil 2.28 Wang ve arkadaglar1 tarafindan hazirlanan altin kapli demir nanopargacik

etiketli DNA tayin protokoliiniin sematik gdsterimi
A. Streptavidin kapl polistiren kiireler, B. Biyotin isaretli hedef DNA’nin tutturulmasi, C. Demir-altin
etiketli prob DNA ile hibritlesme, D. Styirma volametrisi i¢in demir-altin par¢acigin asitte ¢oziillmesi, E.
Hibritlesmeden sonra polistiren kiirelerin optik mikroskop goriintiisii

Altin nanoparcaciklarin etiket olarak kullanildig: bir baska ¢aligma Chen ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilmistir (Chen vd. 2007). Sandvi¢ immiinoessey prosediiriiniin
uygulandigi ¢alismada insan-IgG (antijen) molekiilii tayin edilmistir. ilk asamada
kolloidal altin nanopargaciklari sentezledikten sonra bunlari anti-human IgG antikoru ile
baglamislardir. Ikinci asamada ise karbon pasta elektrodu elektrokimyasal olarak
Onigleme tabi tuttuktan sonra adsorpsiyon ile anti-human IgG antikorunu yiizeye
baglamiglardir. Antikor ile modifiye edilen karbon pasta elektrodu iizerine c¢esitli
konsantrasyonlarda insan-IgG birakip bir siire bekletmislerdir. Daha sonra modifiye
elektrodun iizerine antikor ile modifiye edilen altin nanoparcaciklart gondermisler,
olusan immunosensore 150s 1.30 V potansiyel uygulamiglardir. 1.30-0 V arasinda bir
potansiyel taramasi yaparak altin nanoparcaciklarin AuCly iyonlarimin karbon pasta
elektroda adsorbe olmasini saglamiglardir. Son olarak da olusan AuCls iyonlarim
elektrokimyasal olarak indirgemislerdir. Sekil 2.29’da gosterilen voltamogramda
gozlenen indirgeme piki ile antijen konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iliski

gozlemisler ve alt tayin sinirini 4.0 ng/ml belirlemislerdir.
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Sekil 2.29 Chen ve arkadaglarinin elde ettigi: a. Insan IgG igin voltamogram,
b. indirgenme pik akimina kars1 insan-IgG derisiminin kalibrasyon grafigi

Cai ve arkadaslari (Cai vd. 2002) giimiis ile giiclendirilen altin nanopargacik etiketlerini
kullanarak DNA hibritlesmesini elektrokimyasal olarak tayin etmislerdir. Bu ¢alismada
cams1 karbon elektrot iizerine hedef oligoniikleotit elektrostatik adsorpsiyon ile
tutturulmustur. Daha sonra elektroda tutturulan hedef DNA, altin nanoparcacik ile
etiketlenen DNA prob ile etkilestirerek hibritlestirilmistir. Altin nanoparcacik iizerine
giimiislin biriktirilmesinin ardindan hedef ile prob molekiilii arasindaki baglanma
diferansiyel puls voltametrisi ile takip edilmistir. Sinyal siddetinde gozlenen farktan
miikemmel sekilde eslesen iki DNA zinciri ile bir baz ¢ifti yanlis olan miikemmele

yakin eslesme ayirt edilmistir.

Nakamura ve arkadaslari (Nakamura vd. 1991) pirolitik grafit ve gbzenekli nitroseliiloz
filtreden olusan bir elektrot sistemi kullanarak idrarda E. coli tayinini
gerceklestirmislerdir. Doniisiimlii voltamogramda goézlenen pik akimi idrardaki E.
coli’nin baslangi¢ hiicre konsantrasyonu artist ile artmistir. Bu sistem ile idrar
igerisindeki 5x10%-5x10° hiicre/ml tayin edilmistir. Ayrica gesitli antibiyotiklere karsi

bakterinin duyarlilig1 pik akimlarindan belirlenmistir.

Yang ve arkadaslar (Yang vd. 2009) platin nanopargacik kapli altin nanogodzenekli film
(PGNF) sentezlendikten sonra bu malzeme ile modifiye edilen elektrodu E. coli

bakterisinin hizli ve basarili bir sekilde tayinini gerceklestirmislerdir. Sentezlenen
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filmin genis yiizey alan1 ve yiiksek diizenliligi SEM ve EDS goriintiileriyle
kanitlanmistir. Daha sonra PGNF modifiye elektrodun, elektrokimyasal davranislari
doniistimlii voltametri ve amperometrik i-t grafikleriyle incelenmistir. PGNF modifiye
elektrot, E. coli’ye karsi miikemmel bir elektrokatalitik aktivite gostermistir. Akim
duyarlihig, 2x10" ile 1x10° kob/ml arasinda iyi bir lineerlik gdstermis ve LOD degerinin
10 kob/ml oldugu belirtilmistir. Yiiksek hassasiyete, genis dogrusal araliga ve iyi bir
tekrarlanabilirlige sahip olmas1 PGNEFyi taginabilir amperometrik E. coli sensorii olarak

timit verici bir adaydir.

Gumiis nanopargaciklarin etiket olarak kullanildigi bir baska ¢alisma Karadeniz ve
arkadaglar1 tarafindan yapilmistir (Karadeniz vd. 2007). Kalem grafit elektrodun
kullanildig1 ¢alismada yeni bir DNA sensorii gelistirilmistir. Bu ¢alismada hem etiket
olarak kullandiklar1 giimiisiin yiikseltgenme sinyallerinden hem de elektroaktif DNA
baz1 guaninden yararlanilmistir. Sentezlenen nanopargaciklarin karakterizasyonu TEM
ve SEM analizleriyle, elektrokimyasal davranislari donilisimlii  voltametri ve
diferansiyel puls voltametrisi ile yapilmistir. Kalem grafit elektrodun niikleik asit ile
yapilan yilizey modifikasyonu amino uclu DNA oligoniikleotidin  gilimiis
nanopargaciklarin yiizeyine pasif adsorpsiyonu ile gergeklestirilmistir. Elektrokimyasal
DNA sensoriin analitik performansin1 belirlemek, daha yiiksek hassasiyette ve
secicilikte giimiis ve guanin sinyali elde edebilmek icin DNA konsantrasyonu,
nanopargacik konsantrasyonu ve degisik tampon ¢ozeltilerin etkisi gibi optimum

analitik sartlar1 belirlemisler.

Aladag ve arkadaglar1 (Aladag vd. 2010) tarafindan kalem grafit elektrot ile
gerceklestirilen calismada bakir iyonlarimin  varliginda aminopurinlerin tayini
yapilmistir. adenin, 2-aminopurin, 2,6-diaminopurin ve bunlarin bakir ile yaptigi
komplekslerinin elektrokimyasal oksidasyonlar1 dogrusal taramali voltametri ve
eliminasyon dogrusal taramali voltametri ile incelenmistir. Cu(I)-aminokompleksinin
yiikseltgenme islemi, Cu(I) in Cu(Il)’ye yiikseltgenmesine karsilik gelmekte, 0.4 ile 0.5
V  potansiyel araliginda meydana gelmektedir. Daha pozitif potansiyellerde
aminopurinler purin halkasinin yiikseltgenmesinden kaynaklanan voltametrik pikler

bulundururlar.
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Sekil 2.30 Adenin, 2-aminopurin ve 2,6 diaminopurinin 20uL’lik Cu(Il) ile doniisiimlii
voltamogramlari (Aladag vd. 2010)

Kara ve arkadaglari, enzim etiketli DNA kullanarak kalem grafit elektrotla
elektrokimyasal tayin yapmislardir (Kara vd. 2005). Sekil 2.31°de gosterildigi gibi prob
DNA, 5" grubundan kalem grafit elektroda EDC ve NHS kullanilarak kovalent olarak
baglanmistir. Prob molekiilii ile modifiye edilen kalem grafit elektrot, biyotinlenmis
tamamlayici niikleotit ile hibritlestirilmistir. Alkalin fosfataz etiketli extravidin, avidin-
biyotin etkilesmesi ile biyotinlenmis hibride baglanmistir. a- Naftil fosfat (o-NAP)
eklenerek, alkalin fosfataz ile a-NAP arasinda reaksiyonun gergeklesmesi saglanmistir.
Bu reaksiyondan o-NAP’nin indirgenme sinyali diferansiyel puls voltametrisi ile -0.1
V’da ortaya ¢ikmistir. Hibritlesme siiresi, prob, biyotinlenmis oligoniikleotit ve enzim

konsantrasyonlar1 gibi parametreler optimize edilmistir.
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Sekil 2.31 DNA hibritlesmesi ve tayini icin gelistirilen yontemin sematik gosterimi
(Kara vd. 2005)

Kafeinin anodik siyirma voltametrisi ile tayini Ly ve arkadaslar1 tarafindan
gerceklestirilmistir (Ly vd. 2004). Bu calismada ticari bir kalem grafit elektrot
kullanilarak cesitli ¢ay orneklerinde kafein tayini gerceklestirilmistir. Sekil 2.32°de
gosterildigi gibi, kare dalga siyirma voltametrisinin kullanildig:1 teknikte, kafein
oncelikle 0.0 V’da biriktirilmis, daha sonra 1.4 V’da kalem grafit elektrottan
indirgenerek siyrilmistir. Kullanilan kare dalga siyirma voltametrisinin parametreleri
optimize edilmistir. Optimum kosullarda 0 ile 500 mg/L konsantrasyon aralifinda
dogrusal bir grafik elde edilmistir. Bu ¢alisma kosullarinda kafein i¢in alt tayin sinir1 9.2
mg/L bulunmustur.
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Sekil 2.32 a.0-500 mg/L arasinda degisen konsantrasyonlarda kafeinin kare dalga
styirma voltamogrami, b. Kalibrasyon grafigi (Ly vd. 2004)

Tang ve arkadaslari, E. coli bakterisinin hizli bir sekilde tayin edilmesi igin
kendiliginden diizenlenen tek tabaka yontemine dayanan bir yontem gelistirmislerdir
(Tang vd. 2006). Gelistirdikleri bienzim biyosensoriinii lakkaz ve HRP enzimlerini (3-
aminopropil)trietoksisilan (APTES) tabakas1 ile modifiye ettikleri ITO elektroda
kovalent olarak baglamislardir. Bienzim biyosensor, E. coli metabolizmasi sirasinda
kiiltiir ortami igerisine salisilik asitten (SA) mikrobiyal olarak olusan polifenolik
bilesiklerin taiyininde yiiksek hassasiyet gostermistir. Polifenolik bilesiklerin miktar1 E.
coli yogunluguna bagl oldugundan, E. coli ¢ozeltisi salisilik asitli kiiltiir ortaminda
37°C’de 2.5 saat inkiibe edildikten sonra bienzim biyosensorii ile hizli ve yliksek
hassasiyette E. coli tayini yapilmigtir. Kronoamperometri tekniginin kullanildigi
caligmada gelistirilen bienzim biyosensorii ile giiclendirilmis akim cevabi elde
edilmistir. Bu akim, bienzim-katalizli yilikseltgenme ve elektrokimyasal indirgenme ile
yiiriiyen polifenolik bilesiklerin substrat doniisiimiinden kaynaklanmaktadir. Akim ile
E. coli yogunlugu arasinda 1.6x10° ile 1.0x10" hiicre/ml arasinda lineerlik gozlenmistir.

Gelistirilen sensoriin 3 saat icin alt tayin sinir1 9.7x10 hiicre/ml olarak bulunmustur.

Pournaghi-Azar ve arkadaslari, elektroaktif bir etiket kullanarak insan interlokin-2
(IL-2) geninin belirlenmesine dayanan elektrokimyasal bir DNA biyosensorii

gelistirmiglerdir (Pournaghi-Azar vd. 2006). Sekil 2.33°de gosterilen kalem grafit
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elektrodun kullanildig1r ¢alismada metilen mavisi (MB) de elektroaktif etiket olarak
secmisler, IL-2 genine ait 20 merlik tek sarmalli oligoniikleotit dizinini elektrot
ylizeyine immobilize etmislerdir. Prob ile hedefe ait tamamlayici dizin arasindaki
hibritlesme, metilen mavisi biriktirilmis kalem grafit elektrotta kare dalga
voltametrisiyle takip edilmistir. Bu calismada kullanilan yontemde hibritlesmenin
miktari, probla modifiye edilen MB biriktirilmis kalem elektrot ile hibiritlesmenin
oldugu MB biriktirilmis kalem elektrot arasindaki kare dalga sinyalleri arasindaki farka
dayanmaktadir. BiyosensOriin performansini etkileyen ¢esitli parametreler calisilarak

optimum sartlar belirlenmistir.
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Sekil 2.33 Pournaghi-Azar ve arkadaslarinin kullanmis olduklari: a. Kalem grafit
elektrot, b. Elektrot yiizeyin kesit ylizeyi

Guzel ve arkadaslar1 (Guzel vd. 2010) sentezledikleri monometalik Au ve bimetalik
Au@Ag cekirdek-kabuk nanopargaciklar arasinda organik molekiilleri koprii olarak
kullanmiglar ve bunlart YGRS c¢alismalarinda kullanmiglardir. Kendiliginden
diizenlenme tekniginin kullanildigi ¢alismada UV-Vis, RAIRS ve XPS teknikleri
karakterizasyon islemlerinde kullanilmistir. Sekil 2.34’de sentezlenen yapilarin Camsi

karbon tizerindeki yiizey gili¢lendirilmis raman spektrumlar1 goriilmektedir.
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Sekil 2.34 Guzel ve arkadaglan tarafindan camsi karbon elektrot yiizeyine biriktirilen
a. HS(CH3),CONHPhSH, b. AuS(CH,),CONHPhSH,
c. AuS(CH3),CONHPhS(Au@Ag) yapilarinin YGRS spektrumlari
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Nanoparcaciklarin Hazirlanmasi

Tez oOnerisinde sunuldugu iizere antikorlar1 etiketleme isleminde bimetalik
nanoparcaciklar  kullanilmistir.  Bimetalik nanopargaciklarin  ¢ikis  maddeleri
monometalik nanopargaciklar oldugundan oncelikle monometalik nanoparcacik sentezi
daha sonra bimetalik nanoparcacik sentezi yapilmistir. Kullanilan nanopargaciklarin
sentezleri Yang ve arkadaglar tarafindan yayinlanan makale referans alinarak asagidaki

gibi gergeklestirilmistir.

3.1.1 Altin nanoparcaciklarin hazirlanmasi

Altin nanopargaciklari (Au-NP), sodyum sitrat ile termal indirgeme metodu kullanilarak
sentezlenmistir. Bu islem icin oncelikle 100 mL su kaynayincaya kadar isitilmistir.
Kaynayan suya %1’lik 1 mL HAuCls ilave edilmistir. Cozelti stirekli olarak bir
manyetik karigtirict lizerinde bir magnet yardimiyla karigtirilmistir. Daha sonra bu
cozeltiye 2 mL 38.8 mM’lik sodyum sitrat yavas yavas eklenmistir. Kisa bir silire sonra
¢Ozeltinin renginin kirmiziya dondigi gorilmiistiir. Kolloidal altin ¢6zeltisi hizli bir

sekilde sogutularak daha sonra kullanilmak {izere buzdolabinda saklanmustir.

3.1.2 Giimiis nanoparcaciklarin hazirlanmasi

Glmiis nanopargaciklari (Ag-NP), altin nanopargaciklarla aynt yontem kullanilarak
sentezlenmistir. 0.018 g AgNOs; tartilarak 70°C’ye kadar 1sitilmis olan 100 mL suya
eklenmistir. Cozelti siirekli olarak bir manyetik karistiric1 {izerinde karistirilmistir. Bu
cozeltiye 2 mL 38.8 mM’lik sodyum sitrat yavas yavas ilave edilmistir. Cozeltinin
renginin sartya donmesiyle giimiis nanoparcaciklarin sentezlendigi anlasilmistir.
Kolloidal giimiis ¢ozeltisi hizli bir sekilde sogutularak daha sonra kullanilmak {izere

buzdolabinda saklanmistir.
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3.1.3 Au@Ag bimetalik nanoparcaciklarin hazirlanmasi

AU@A(g bimetalik nanopargaciklarin elde edilmesi i¢in 6ncelikle 30 mL saf suya 5 mL
kolloidal altin ¢ozeltisi eklenmistir. Cozelti bir magnetik karistiric1 yardimiyla siirekli
kansitirllmistir. Bu ¢ozeltiye 1 mL 38.8 mM’lik sodyum sitrat yavas yavas ilave
edilmistir. Cozelti iyice karigtirildiktan sonra igerisine 10 mM’lik AgNO3 ¢ozeltisinden
1.2 mL eklenmistir. Son olarak giimiisiin kabuk olarak kaplanabilmesi i¢in ¢ozeltiye 0.4
mL 100 mM’lik askorbik asit ¢6zeltisi ilave edilmistir. Bu asamada pembe olan ¢6zelti
renginin dereceli olarak degiserek sarimtirak kirmizi rengi aldigir goriilmiistiir. Bu
durum altin nanoparcaciklarin Ag ile kaplandigini gostermektedir. Au@Ag bimetalik
nanoparcaciklarin sentez basamaklar1 Sekil 3.1°de sematik olarak gdsterilmistir.

Au@Ag bimetalik nanoparcacik c¢ozeltileri yapilacak analizlere kadar buzdolabinda

saklanmustir.
Ag
Ag @ Ag
Kolloidal Au ¢bzeltisi 10 mM AgNO, @ ® Gy
[
L 2

&_—Cn )

Sekil 3.1 Au@Ag bimetalik nanopar¢aciklarin sentez basamaklarinin sematik gosterimi

3.1.4 Ag@Au bimetalik nanoparc¢aciklarin hazirlanmasi

Ag@Au bimetalik nanopargaciklarin sentezi yukaridaki metoda benzer sekilde
yapilmistir. Oncelikle 30 mL’lik saf suya 5 mL kolloidal giimiis ¢ozeltisi eklenmistir.
Karisan ¢ozeltiye 1 mL 38.8 mM’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinden yavas yavas ilave

edilmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiye 1.2 mL 10 mM HAuUCI, damla damla eklenmistir.
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Son olarak ¢ozeltiye 0.4 mL 100 mM’lik askorbik asit ¢ozeltisi eklenerek Ag
nanopargaciklarinin altin ile kaplanmasi saglanmistir. Bu durum sar1 renkli kolloidal
giimiis ¢oOzeltisinin renginin dereceli olarak degiserek pembe rengi almasi ile
gbzlenmistir. Ag@Au bimetalik nanopargaciklarin sentez basamaklar1 Sekil 3.2°de

sematik olarak gosterilmistir.

Kolloidal Ag cozeltisi 10 mM HAuwCl,

Sekil 3.2 Ag@Au bimetalik nanopar¢aciklarin sentez basamaklarinin sematik gosterimi

Ag@Au bimetalik nanoparcaciklar yapilacak analizlere kadar buzdolabinda

saklanmistir. Sekil 3.3’de sentezlenen nanoparcaciklarin goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.3 Nanopargaciklarin goriintiileri (a) Au NP, (b) Ag NP, (¢) Ag@Au NP, (d)
Au@Ag NP
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3.2 Mikrobiyolojik Cahsmalarda Kullanilan Cozeltilerin ve Besiyerlerinin
Hazirlanmasi

Calismada kullanilan tampon ¢6zeltiler ve bakterinin {iremesi igin gereken besi yerleri

asagidaki sekilde hazirlanmistir.

3.2.1 Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Diliisyon hazirlama ve yikama islemlerinde ii¢ farkli tampon ¢ozelti kullanilmistir. Bu

cozeltilerin hazirlanmast ile ilgili bilgiler asagida verilmistir.

0.067 M Fosfat tampon ¢ozeltisinin (PBS) hazirlanmast (pH=7.4)

Deneyler sirasinda kullanilan 0.067 M KH,PO, hazirlanmasi (A): 0.3446 g KH,PO,
tartilarak 40 mL saf suda karistirilarak ¢oziilmiistiir.
0.067 M K;HPO,4 hazirlanmast (B): 2.7524 g K;HPO, tartilarak 180 mL saf suda

karigtirilarak ¢oziillmiistiir.

164 mL A ¢ozeltisi ile 37 mL B ¢6zeltisi karistirilmis ve bu karisima 1.6 g NaCl, 0.04 g
KCI ve 0.4 g sodyum azid eklenmistir. lyice karigtirilan ¢ozeltinin pH’s1 7.4 olacak

sekilde ayarlanmis ve bu ¢ozelti kullanilmadan 6nce otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Fosfat-Tween 20 (PBST) tamponunun hazirlanmast

% 0.5’lik PBST ¢ozeltisini hazirlamak i¢in; otoklavlanan PBS tamponundan 10 mL
steril cam kaba alinarak iizerine 50 pL Tween-20 ilave edildikten sonra iyice

karistirilarak ¢oziilmiistiir.
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MES Tamponunun hazirlanmast

0.05 M MES tamponu hazirlamak igin; 0.2132 g N-morfolinoetan siilfonik asit (MES)
tartilarak 20 mL saf suyla tamamlanmistir. Hazirlanan bu tampon ¢6zelti, safsizliklar

uzaklastirmak i¢in 0.2 mikronluk filtreden ge¢irilmistir.

3.2.2 Besiyerlerinin hazirlanmasi

LB Agar hazirlanmasi

LB Agar E. coli’nin gelistirilmesinde kullanilmistir. 14.8 g LB agar tartilmis ve
deiyonize su ile 400 mL’ye tamamlanmistir. Karistirilarak homojen duruma
getirildikten sonra otoklavda 121°C’de bir saat sterilize edilmistir. Hazirlanan besiyeri
petri kaplarina dokiilerek katilasmaya birakilmis ve kullanilincaya kadar buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

LB Broth hazirlanmasi

5 g LB Broth tartilarak 200 mL deiyonize suda ¢6ziilmiistiir. Hazirlanan ¢6zeltiden 5’er
mL tliplere alinmustir. Tiiplerin agz1 pamukla kapatildiktan sonra 121°C’de bir saat
otoklavda sterilize edilmistir. Besiyerini igeren tiipler buzdolabinda saklanmis ve

kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirilmistir.

SMAC-Agar hazirlanmast

SMAC-Agar mikroorganizmalarin segici kat1 besiyerine inokiilasyonunda ve sayiminda
kullanilmistir. SMAC-Agar hazir karigimindan 25.8 g tartilarak 500 mL damitik su
icerisinde ¢Ozilmiistiir. Hazirlanan besiyeri otoklavda bir saat 121°C’de sterilize

edilmistir. Sterilizasyon sonrasi, besiyeri petri kaplarma dokilerek katilasmaya
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birakilmigtir. Besiyerleri iceren petri kaplar1 ters olarak buzdolabinda muhafaza

edilmistir.

3.2.3 E. coli ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Saf E. coli kiiltiiri, 50 puL E. coli’nin LB Broth besiyeri igerisinde ¢6ziindiikten sonra
37 °C’de 18 saat gelistirilmistir. Bu ¢ozeltiden 1 mL ependorf tiipiine alinarak 7 dakika
boyunca 11000 devirde oda  sicakliginda  santrifiijlenmistir..Safsizliklar
uzaklastirildiktan sonra E. coli PBS tamponunda yikanip tekrar PBS tamponunda

¢Ozilmiistiir.

E. coli ardisik diliisyonlarinin hazirlanmasi

LB Broth besiyerinde 18 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilen E. coli saf kiiltiiriiniin
dilisyonlar1 (107-10" kob/mL araliginda) 0.067 M’lik pH=7.4 PBS tamponunda

hazirlanmstir.

33 Au@Ag ve Ag@Au Bimetalik Nanoparcacik Isaretli Antikorlarin
Hazirlanmasi

Nanoparcacik etiketli antikorlarin hazirlanmasinda ilk basamakta kendiliginden
diizenlenme tekniginden daha sonraki basamakta avidin-biyotin etkilesiminden
yararlanilmistir. Sentezlenen Ag@Au ve Au@Ag bimetalik nanopargaciklar etanolde
yikanarak santrifiijlenmis ve safsizliklarin uzaklagsmasi saglanmistir. Kullanim 6ncesine

kadar buzdolabinda saklanmaistir.

Bimetalik nanopargacik (BNP) ¢ozeltisinden (Ag@Au veya Au@Ag) 1 mL alinarak
igerisine 150 mM’lik merkaptoundekanoik asit (MUA) ilave edilmistir (Sekil 3.4). Bu
cozelti 18 saat boyunca ¢alkalanarak MUA’nin nanopargaciklarla tam olarak

etkilesmesi saglanmigtir. MUA molekiilleri ile etkilesen nanopargaciklar (MUA-BNP)
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santrifiijlenerek ¢oktiiriildiikten sonra etanolle bir defa, 50 mM’lik MES tamponu ile iki

defa yikanmistir. Boylece baglanmayan MUA molekiilleri ortamdan uzaklastirilmistir.
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Sekil 3.4 Merkaptoundekanoik asit ile etkilestirilen bimetalik nanoparcaciklarin sematik
gosterimi

Sekil 3.5°de sematik olarak gosterildigi gibi, MUA-BNP’lara MES tamponunda
hazirlanan 1mL’lik 50 mM NHS — 200 mM EDC karisimi eklenerek yapida bulunan
karboksilik asit gruplarinin 40 dakika boyunca aktiflesmesi saglanmistir. Safsizliklar
uzaklagtirmak icin MUA-BNP ¢ozeltisi santrifiijlendikten sonra MES tamponu ile iki

defa yikanmistir.
O,
N
o Q ,o}/\}
\@?\5% A O\ 0/ ©
%Q\)"L coO A » 0O
oS EDC+NHS A 0
\-SSC(/ZVHZ(CH2)9COOH y o S=(HsC)1o-C-0~N
o, 2(Cly S<
/Z( Cy % COO,L/ ('Z o) O
L) COO/Y 20 \é, 0]
° b
N
0

Sekil 3.5 MUA ile modifiye edilen bimetalik nanoparcaciklarin EDC-NHS karigimi ile
etkilestirilmesinin sematik olarak gdsterimi

Daha sonra MES tamponunda hazirlanan 0.2 mg/mL’lik avidin ¢ozeltisi

nanoparcaciklara eklenerek c¢ozelti 40 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda

baglanmayan avidini ortamdan uzaklastirmak i¢in ¢ozelti santrifiijlendikten sonra fosfat
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tamponuna almarak iki defa yikanmistir. Avidin ile etkilestirilen bimetalik
nanopargaciklar tizerine PBS igerisinde hazirlanan 0.5 mg/mL biyotin isaretli antikor
eklenerek 40 dakika inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.6). Bu islemden sonra

baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in ¢ozelti santrifiijlenmis ve 2 defa PBS ile

yikanmistir.
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Sekil 3.6 Avidin ve biyotin isaretli antikor ile etkilestirilen BNP’larin sematik gosterimi

3.4 Au@Ag ve Ag@Au Bimetalik Nanoparcacik isaretli Antikorlarin E. coli ile
Etkilesiminin TEM ile Karakterizasyonu icin Gerekli islemler

Hazirlanan bimetalik nanopargacik ile etiketli antikorlarin E. coli ile etkilesimi TEM

gorlntiileri alinarak incelenmistir. Bunun i¢in goriintiileme isleminden once belirli 6n

islemler gerceklestirilmistir.

3.4.1 Kullanilan tespit ve tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Millonig Fosfat Tamponu

A Soliisyonu: % 2.26°1ik NaH,PQO4.H,0 ¢dzeltisi hazirlamak i¢in 5.65 g madde alinarak
distile su ile 250 mL’ye tamamlanmuistir.
B Soliisyonu: % 2.52°lik NaOH ¢d6zeltisi hazirlamak i¢in 1.26 g NaOH alinarak distile

suyla 50 mL tamamlamistir.
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A ¢ozeltisinden 207.5 mL ve B ¢ozeltisinden 42.5 mL alinarak karistirilmis, karigimin

pH’s1 7.3’e ayarlanmustir.

Tespit ¢ozeltilerinin Hazirlanmasi

%5°lik Gluteraldehit (CsHgO,) Cozeltisinin Hazirlanmasi

%25’lik Gluteraldehit ¢ozeltisinden 20 mL alinarak 80 mL Millonig fosfat ¢ozeltisi ile
100 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan 100 mL % 5’lik gluteraldehit c¢ozeltisi

buzdolabinda 4 °C’de koyu renkli cam sisede kullanilmak {izere saklanmstir.

% 1’lik Osmium tetroxide Cozeltisinin Hazirlanmasi

Temiz koyu renkli bir sise i¢ine 5 mL distile su, 0.27 g glikoz ve {lizerine 0.5 g’lik cam
ampul i¢inde bulunan kristalize osmium tetraoksit birakilmistir. Sisenin agzi sikica
kapatildiktan sonra sise kuvvetli bir sekilde calkalanarak ampiiliin kirilmasi
saglanmigtir. Daha sonra tizerine 45 mL Millonig fosfat ¢ozeltisi eklenmistir. Kristalize
osmium tetraoksitin ge¢ ¢oziinmesinden dolayr hazirlanan ¢6zelti bir giin boyunca
bekletildikten sonra kullanilmistir. Hazirlanan ¢6zeltinin rengi agik saridir. Sisenin agzi
parafilm ile kapatildiktan sonra etrafi aluminyum folyo ile iyice sarilarak buzdolabinda

4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4.2 Nanoparcacik etiketli E. coli goriintiilenmesinden 6nce yapilan 6n islemler

Immiinoessey yontemi kullanilarak bimetalik nanopargaciklarla etiketlenen ve yalin
halde bulunan E. coli bakterisi gorintilenmeden Once bazi 6n islemlere tabi

tutulmustur. Goriintiileme isleminde 10" koloni olusturan birim E. coli kullanilmustur.

1. Birinci tespit islemi: Yalin ve bimetalik nanopargaciklarla etiketlenen E. coli,

gluteraldehit c¢ozeltisine alinarak 4 °C’de 1 saat bekletilmistir. Gluteraldehit
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¢ozeltisi santrifiijlenerek uzaklastirildiktan sonra Millonig tampon ¢ozeltisi ile
20 dakika 4 °C’de yikanmaistir.

2. Ikinci tespit islemi: Yikanan yalin E. coli ve bimetalik nanoparcaciklarla
etiketlenen E. coli %1°lik osmiyum tetraoksit ¢ozeltisine alinarak 1 saat 4°C’de
bekletilmigtir. Osmiyum tetraoksit santrifiijlenerek uzaklastirildiktan sonra
tampon ¢ozelti ile 20 dak. 4°C’de yikanmustir.

3. Dehidrasyon islemi: Dechidrasyon islemi i¢in E. coli ve bimetalik

nanopargaciklarla etiketlenen E. coli sirasiyla;

% 25’lik etanol ¢ozeltisi ile 4 °C’de 1 kez 10 dakika,
% 50’lik etanol ¢ozeltisi ile 4 °C’de 1 kez 10 dakika,
% 70’lik etanol ¢ozeltisi ile 4 °C’de 1 kez 10 dakika,
% 85’lik etanol ¢ozeltisi ile 4 °C’de 1 kez 10 dakika,
% 95’lik etanol ¢ozeltisi ile 4 °C’de 1 kez 10 dakika,
% 100’liik etanol ¢ozeltisi ile 4 °C’de 2 kez 10 dakika

NN N N N SR

yikanmistir.

Ornekler, son olarak %100’liik etanol ¢dzeltisine almarak karbon kapli bakir gridlere

dokiilerek vakum altinda kurutulmustur (Peeters 1985)

3.5 immiinoessey Protokoliiniin Polistiren Kuyucuklarda Hazirlanmasi

Polistirenden imal edilen ve protein baglama kapasitesine sahip olan 96 kuyucuklu elisa
plate yiizeylerde immiinoessey protokolii olusturulmustur. Bu kuyucuklara PBS
¢ozeltisinde hazirlanan 0.2 mg/mL’lik avidin ¢ozeltisinden 100 uL konularak 4°C’de 18
saat bekletilmistir. Avidin ile etkilestirilen kuyucuklar 6ncelikle PBS, daha sonra PBST
ve son olarak tekrar PBS ile yikanarak polistiren yiizeye baglanmayan avidinin
uzaklastirilmasi saglanmistir. Yikama islemden sonra kuyucuklara PBS’de hazirlanan
0,5 mg/mL’lik biyotin isaretli antikor ¢ozeltisinden 100 pL ilave edilerek 40 dakika
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda PBS ¢ozeltisi ile yikanan kuyucuklara gesitli
diliisyonlarda hazirlanan E. coli ¢6zeltisinden 100 pL eklenerek 40 dakika inkiibe
edilmistir. E. coli diliisyonlar1 10° kob/mL, 10* kob/mL, 10° kob/mL, 10? kob/mL ve 10
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kob/mL olacak sekilde PBS igerisinde hazirlanmistir. Bu islemden sonra yikanan
kuyucuklara Ag@Au ve Au@Ag ile etiketlenen antikor ¢ozeltisinden 100uL konularak
40 dakika bekletilmistir. Kuyucuklar PBS c¢ozeltisi ile 4 defa yikanarak spesifik
olmayan baglanmanin Oniine gecilmeye calisilmistir. Elektrokimyasal deneyler bu

kuyucuklarda yapilmistir.

3.6 immiinoessey Protokoliiniin Spektroskopik Olarak Karakterizasyonu

Hazirlanan protokoliin spektroskopik karakterizasyonu XPS, SERS ve ATR-FTIR
teknikleri kullanilarak yapilmistir.

3.6.1 XPS deneyleri

XPS analizleri, 50 W isletilen bir X-ray anodu olarak AlKa (1486.6 eV) monokromator
ile desteklenmis PHI 5000 Versa Probe(® ULVAC-PHI, Inc., Japan/USA) model X-
ray photoelectron spectrometer (Berlin, Germany) model cihaz kullanilarak yapilmistir.
Analizér i¢indeki basmng 107 Pa olarak ayarlanmistir. Band enerji skalasi, Cis
spektrumuna ait 285.0 eV’daki C-H maksimum piki baz alinarak ve multipeak yazilimi

kullanilarak yiizeylerin atomik kompozisyonu belirlenmistir.

XPS analizleri polistiren ile kaplanmis ITO ylizeylerde alinmistir. ITO (1 cm % 1 cm)
yiizeyler aseton, etanol ve su ile temizlenerek argon gaziyla kurutulmustur. ITO
yiizeylere toluen igerisinde hazirlanan 0.025 mg/mL’lik polistiren ¢6zeltisinden 50 pL
damlatilarak ¢Oziicliniin  buharlasmas1 i¢in bir gece bekletilmistir. Polistiren
kuyucuklarin hazirlanmasinda kullanilan islemler, polistiren kapli ITO yiizeylere

uygulanarak E. coli ile bimetalik nanoparcaciklarin yiizeye baglanmasi saglanmustir.
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3.6.2 YGRS ol¢iimleri

Hassas ve spesifik immiinoessey sistemi, 5 megapiksel dijital kamera, 785 nm dalga
boyunda calisan lazer kaynagi ve CCD dedektor ekipmanlariyla birlikte; Olympus
BX51 Difraksiyon Limitli dijital goriintilemeli haritalamaya sahip yiizey
giiclendirilmis Raman spektroskopi (YGRS) cihazi ile karakterize edilmistir.

YGRS calismalarinda ayni  protokol polistiren kapli ITO  ylizeylerde
gergeklestirilmistir. Bu ylizeylerde diger analizlerden farkli olarak MUA yerine raman
isaretleyicisi olarak kullanilan sekil 3.7°de kimyasal yapist verilmis olan 5,5'-
ditiyobis(2-nitrobenzoik asit (DTNB) kendiliginden diizenleme teknigi ile baglanmuistir.
Esit miktarda (1 mL) alinan Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanopargaciklar, 50 mM
5,5'-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile 18 saat inkiibe edilmistir. Kendiliginden
diizenlenen tek tabakali yilizeyin olusumundan sonra DTNB’nin yapisinda bulunan
karboksilik asit grubu, MES tamponun igerisinde hazirlanan 50 mM NHS — 200 mM
EDC (1 mL) karisgimi ile 40 dakika boyunca etkilestirilmistir. Daha sonra antijen-
antikor afinitesinden yararlanilarak sirasiyla avidin ve biyotin isaretli antikor DTNB ile
isaretlenen nanopargaciklara baglanmistir. Polistirenle kapli ITO ylizey, avidin ve
biyotin isaretli antikor ile baglandiktan sonra, E. coli ile 40 dakika inkiibe edilmistir.
DTNB ile baglanan antikor, E. coli baglanmis yiizey ile etkilestirilmistir. Hazirlanan
yiizeyler yikanarak spesifik olmayan baglanmadan ileri gelen safsizliklar PBS ile

uzaklastirildiktan sonra YGRS o6lgtimleri alinmustir.

o) OHﬁ+
o) o)
Ho)b/ Sss
o
o)

Sekil 3.7 5,5'-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)’ in kimyasal yapisi
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3.6.3 ATR-FTIR analizleri

ATR-FTIR analizleri Harrick marka ATR (attenuated total reflectance/azaltilmis toplam
yansima) aksesuari esliginde Bruker-Tensor 27 marka FTIR cihazindan yararlanilmistir.
Deneyler, DTGS (Deuterated triglycine sulfate /doteryumlanmis triglisin siilfat)
dedektor ve Ge (Germanyum) kristal kullanilarak oda sicakliginda yapilmistir.
Spektrumlar, 4000-600 cm™ araliginda ve 256 tarama sayisinda almmustir.

ATR-FTIR analizlerinde camsi karbon (GC) ylizeyler kullanilmistir. Burada kullanilan
GC elektrotlar Tokai GC-20 markadir. Elektrotlar, P-4000 zimpara kagidi ile
zimparalandiktan sonra sirasiyla 0.1 um ve 0.05 pm tanecik boyutuna sahip aliimina
slispansiyonlar1 (Baikowski Int. Corp.,USA) ile parlatilmistir. Yiizeyler temizlenirken
10’ar dakikalik ara sonikasyonlar uygulanmistir. Ara sonikasyonlarda saf su ve aktif

karbonla muamele edilen asetonitril kullanilmistir.

ATR-FTIR analizlerinde YGRS c¢alismalarinda kullanilan yontem uygulanmustir.
Oncelikle GC yiizeyleri polistiren ile kaplanmistir. GC yiizeylerine toluende hazirlanan
0.025 mg/mL’lik polistiren ¢ozeltisinden 50 uL damlatilarak bir gece boyunca
kurutulmaya birakilmistir. Hazirlanan yiizeylerde karakterizasyonun belirleyici olmasi
acisindan kullanilan nanopargacik yiizeylerinde kendiliginden diizenlenen tabaka
olusturmak i¢in MUA yerine raman isaretleyicisi DTNB kullanilmistir.  Esit miktarda
(1 mL) alinan Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparcaciklar, 50 mM DTNB ile 18
saat inkiibe edilmistir. Bu agsamadan sonra DTNB’nin yapisinda bulunan karboksilik
asit grubu, MES tamponun igerisinde hazirlanan 50 mM NHS — 200 mM EDC (1 mL)
karisimi ile 40 dakika boyunca etkilestirilmigtir. Daha sonra antijen-antikor
afinitesinden yararlanilarak sirasiyla avidin ve biyotin isaretli antikor DTNB ile
isaretlenen nanoparcaciklara baglanmistir. Polistirenle kapli ITO yiizey, avidin ve
biyotin isaretli antikor ile baglandiktan sonra, E. coli ile 40 dakika inkiibe edilmistir.
DTNB ile baglanan antikor, E. coli baglanmis yiizey ile etkilestirilmistir. Hazirlanan
yiizeyler yikanarak spesifik olmayan baglanmadan ileri gelen safsizliklar PBS ile

uzaklastirildiktan sonra ATR-FTIR 6l¢iimleri alinmistir.
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3.7 Elektrokimyasal Calismalar

Tez onerisinde belirtilen elektrokimyasal ¢aligmalar asagidaki gibi ylriitiilmiistiir. Tez
kapsaminda belirtilen AU@Ag ve Ag@AuU bimetalik nanopargaciklarin elektrokimyasal
davraniglarin1  kiyaslamak i¢in Oncelikle sentezlenen monometalik Au ve Ag

nanoparcaciklarin elektrokimyasal davraniglari incelenmistir.

Bimetalik nanoparcaciklarin ¢oziilmesiyle her iki metalin de ¢ozelti ortamina alinmasi
amaglandigindan her iki metalin birlikte ve ayr1 ayr1 incelenmesinin uygun olacagi
diisiiniilmistiir. Elektrokimyasal ¢alismalarda cap1 0.8 cm ve derinligi 1 cm olan 96
kuyucuklu polistiren mikroplate kullanilmistir. Doniistimlii voltametri ve kare dalga
styirma voltametri deneyleri laboratuvarimizda bulunan Gamry 300 marka (Gamry,
USA) cihaz ile gergeklestirilmistir. Deneylerde, ¢alisma elektrodu olarak karbon kalem
elektrot (Tombo marka, 0.7 H), referans elektrot olarak gilimiis tel ve karsit elektot

olarak platin tel kullanilmstir.

3.7.1 Elektrokimyasal calismalarda kullanilan seyreltilmis kral suyu c¢ozeltisinin
hazirlanmasi

Seyreltilmis kral suyu ¢oOzeltisi, hacimce 3:1 oraninda hazirlanan HCI-HNO;

karigiminin saf su ile 10 kat seyreltilmesiyle elde edilmistir.

3.7.2 Elektrokimyasal olarak E. coli tayini

Polistiren kuyucuklarda hazirlanan immiinoessey protokoliiniin E. coli sayisina karsi
duyarlhilig1 kare dalga siyirma voltametrisi (SWSV) kullanilarak incelenmistir. Bunun
icin hazirlanan kuyucuga ortamdaki bimetalik nanoparcacigi ¢dézmek i¢in uygun asit
cozeltisi birakilmistir. Bu islemden sonra asidik ortamda yiikseltgenen metal dncelikle
uygun potansiyelde belirli bir siire elektrot yiizeyine biriktirilmis, daha sonra siyrilma

pikine bagl olarak akim miktar1 E. coli sayisina bagli olarak grafige gegirilmistir.
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Elektrokimyasal immiinoessey uygulamalarinda Ag@Au ve Au@Ag bimetalik

nanopargcaciklar ayri ayri asitlerde ¢oziilerek uygun potansiyellerde biriktirilmistir. Bu

deneyler asagidaki sekilde yiiriitiilmiistiir:

Ag@Au nanoparcaciklarin kullanildigr immiinoessey protokolii i¢in:

a)

Oncelikle kullanilan kalem elektrodun ¢ozeltiye daldirilan kismi seyreltilmis
kral suyu igerisinde kronoamperometri yardimiyla 1.4 V’da 360 s aktive
edilmistir. Bu islemle elektrodun hem tekrarlanabilirligi hem de hassasiyeti

arttirilmistir.

b) Ag@Au bimetalik nanopargaciklar seyreltilmis kral suyunda ¢oziilmiistiir.

Metalik durumda bulunan altin, asidik ortamda iyonlasarak Au(Ill)’e
yiikseltgenmistir.

(Cozeltide bulunan Au(Ill) iyonlar1 -0.2 V’da kalem elektroda 600 s siireyle
biriktirilmistir. Biriktirme isleminden sonra elektrot ¢ozeltiden cikartilmis ve

icerisinde seyreltilmis kral suyu igeren destek ¢ozeltisine alinmistir.

d) Elektrot yiizeyine biriken altin, destek ¢ozeltisi igerisinde 0 V ile 1.2 V arasinda

e)

styrilmistir.
Siyirma akimindan yararlanilarak siyrilan altinin miktar1 E. coli sayisina bagh

olarak grafige gecirilmistir.

Analizlerde SWSV i¢in kullanilan degiskenler su sekildedir: Frekans 15 Hz, puls

genisligi 50 mV ve adim genisligi 2 mV tur. Paralel yapilan deneyler i¢in her defasinda

yeni biriktirme ¢ozeltisi ve yeni bir kursun kalem elektrot yiizeyi kullanilmis ve aym

deney sartlart uygulanmistir.

Au@Ag nanoparcaciklarin kullanildig1 immiinoessey protokolii i¢in:

a)

Oncelikle kullanilan kalem elektrodun ¢ozeltiye daldirilan kismi seyreltilmis
kral suyu igerisinde kronoamperometri yardimiyla 1.4 V’da 360 s aktive
edilmistir. Bu islemle elektrodun hem tekrarlanabilirligi hem de hassasiyeti

arttirllmistir.
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b) Au@Ag bimetalik nanopargaciklar 0.1 M nitrik asit icerisinde ¢ozilmiistiir.
Metalik durumda bulunan glimiis, asidik ortamda iyonlasarak Ag(I)’e
yiikseltgenmistir.

€) Cozeltide bulunan Ag(I) iyonlar1 -0.35 V’da kalem elektroda 600 s siireyle
biriktirilmistir. Biriktirme isleminden sonra elektrot ¢ozeltiden cikartilmis ve
icerisinde 0.1 M nitrik asit igeren destek ¢ozeltisine alinmistir.

d) Elektrot yiizeyine biriken giimiis destek ¢0Ozeltisi icerisinde -0.1 V ile 0.5 V
arasinda styrilmustir.

e) Siyirma akimindan yararlanilarak siyrilan giimiisiin miktart E. coli sayisina

bagli olarak grafige gegirilmistir.

3.7.3 Gercek numunede E. coli tayini

Calismanin bu bdliimiinde gelistirilen yontemin gergek numunede uygulanabilirligi
incelenmistir. Bunun igin Ankara Universitesi Kimya Béliimii’ndeki musluk suyundan
alman Orneklerde E. coli tayini yapilmis ve elde edilen sonuglar kiiltiirel sayim

yonteminin sonuglartyla karsilagtirilmastir.

Ankara Universitesi Kimya Boliimii’ndeki musluk suyundan alinan érnek uygun pH
degerine getirildikten sonra igerisine LB Broth besiyerinde hazirlanan E. coli saf
kiiltiiriinden inokiile edilmistir. Su 6rneklerinden ve PBS igerisinde hazirlanan ardisik
dilisyonlarindan SMAC-Agar besiyerine yiizeye yayma yontemi ile inokiilasyon
yapildiktan sonra besiyerleri 45°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda besiyerinde gelisen koloniler sayilarak su 6rneklerindeki E. coli sayisi

belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu kisimda Bolim 3’de anlatildigi sekilde yiiriitiilen bimetalik nanoparcaciklarin
sentezlenmesi ve antikorlar ile baglanmasi, immiinoessey protokoliiniin olusturulmasi
ve karakterizasyonu, elektrokimyasal biyosensoriin parametreleri ve kullanilabilirligi ile
ilgili deneysel g¢alismalardan elde edilen veriler yorumlari ile birlikte asagidaki alt

basliklarda ayrintili olarak sunulmustur.

Bimetalik nanopargaciklarin sentezi ve karakterizasyonu son yillarda ilgi ¢ekici bir
duruma gelmistir. Bu tez calismasinda Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanopargaciklar
sentezlenerek bunlarin immiinoessey yontemiyle E. coli analizlerinde kullanilmasi
hedeflenmistir. Bu analizin elektrokimyasal olarak kalem elektrotta gerceklestirilmesi
literatiire yenilik getirmesi agisindan faydali olmustur. Elde edilen sonuglardan
tasarlanan biyosensor uygulamasinin kolay hazirlanma ve hizli sonug¢ verme 6zellikleri

nedeniyle diger analiz yontemlerinden daha avantajli oldugu goriilmiistiir.

4.1 Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

Tez calismasinda sentezlenen sitrat ile termal indirgeme yontemi ile sentezlenen
nanopargaciklarin karakterizasyonlar1 UV-Vis spektroskopisi (UV-Vis) ve gegirimli
elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar asagida
ayrintili bir sekilde agiklanmustir.

4.1.1 UV-Vis ile karakterizasyon

Bu ¢alismada monometalik altin (Au), monometalik giimiis (Ag), altin ¢ekirdek-glimiis
kabuk (Ag@Au) ve giimiis cekirdek-altin kabuk (Ag@Au) olmak {izere dort farkl
nanoparcacik  sentezlenmistir. Monometalik altin  ve  monometalik  giimiis
nanoparcaciklar, bimetalik nanopargaciklarin eldesinde ¢ikis maddeleri olarak

kullanilmistir. Sentezlenen monometalik ve bimetalik nanopargaciklarin spektroskopik
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karakterizasyonu UV-Vis spektroskopisi kullanilarak yapilmigtir.  Sentezlenen
nanopargaciklarin her birinin absorpsiyon 6l¢iimleri 300-700 nm dalga boyu arasinda
gergeklestirilmistir. Bu teknik ile sentezlenen bimetalik nanopargaciklarin yapisinda

bulunan metallere gore ylizey plasmon bandlarindaki kaymalar incelenmistir.
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Sekil 4.1 Sentezlenen monometalik altin nanopargaciklarin UV-Vis spektrumu

Bimetalik nanopargaciklarin sentezlenmesinde ¢ikis maddesi olarak kullanilan altin
nanoparg¢aciklarin UV-Vis absorpsiyon spektrumu sekil 4.1°de verilmistir. Spektrumdan
goriildiigii lizere sarap kirmizisi renginde olan altin kolloidlerinin absorpsiyon bandi
520 nm’de gozlenmektedir. Ilk asamada UV-Vis spektroskopi tekniginin kullanildig
karakterizasyon c¢alismalarinda elde edilen sonuglarin literatiirdeki cesitli ¢alismalarla
uyumlu oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde Li ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada
sitrat indirgenmesi ile elde edilen altin nanopargaciklarin absorpsiyon bandi 520 nm’de
bulmuslardir (Li vd. 2007). Manivannan ve Ramaraj’in biyosensoér uygulamalarinda
kullandiklar1 monometalik altin nanopargaciklarinin da bulunan sonugla uygun oldugu

gozlenmistir (Manivannan ve Ramaraj 2009).

Calismada sentezlenen monometalik glimiis nanopargaciklarin UV-Vis spektrumu sekil

4.2°de gosterilmistir. Spektrumda 410 nm’de goriilen absorbans bandi giimiis

93



nanopargaciklarin sitrat indirgemesi yontemiyle dogru bir sekilde sentezlendigini
gostermektedir. UV-Vis spektroskopisi ile elde edilen bu sonuglar literatiir ile

uyumluluk gostermektedir (Yang vd. 2008).
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Sekil 4.2 Sentezlenen monometalik giimiis nanopargaciklarin UV-Vis spektrumu

Altin nanopargaciklarin giimiisle kaplanmasi ile elde edilen Au@Ag bimetalik
nanoparcaciklarin UV-Vis spektrumu sekil 4.3°de verilmistir. Monometalik altinin
giimiisle kaplanmasi ile pembe olan ¢ozelti renginin dereceli olarak degiserek sarimtrak
kirmiz1 rengi aldigi ilk asamadaki goriilen degisim olmustur. Gozle goriilen bu
degisiklik, UV-Vis spektroskopisinde de goézlenmistir. Kolloidal altin ¢6zeltisine Ag(l)
iyonlarinin eklenmesiyle 520 nm’de goézlenen absorbans bandinin 416 nm’ye kaydigi
gorilmistir. Bu bandin mavi bolgeye kaymasi, Au nanoparcaciklarin Ag ile
kaplandigini isaret etmektedir. Ayrica bu bolgede tek bir plasmon bandinin gézlenmesi
ortamdaki glimiisle kaplanmayan metalik halde altin nanopargacigin kalmadigin

gostermektedir (Pande vd. 2007, Yang vd. 2008).
Ayni yontem kullanilarak giimiis nanoparcaciklar altin ile kaplanarak Ag@Au bimetalik

nanoparcaciklar elde edilmis ve bu c¢ozeltiye ait UV-Vis spektrumu sekil 4.4’de

gosterilmistir. Sar1 renkli olan giimiis nanoparcaciklara ait absorbans band1 (Sekil 4.2)
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410 nm’de gozlenirken, AG@AuU bimetalik nanopargaciklarin absorbansi 508 nm’de
gozlenmistir. 410 nm’de bulunan bu bandin kirmiziya kaymast glimiis
nanoparcaciklarin altin ile kaplandigin1 gostermektedir. Ayrica bu bolgede tek bir
bandin gozlenmesi ortamdaki metalik halde giimiis nanoparcacik kalmadiginm

gostermektedir (Pande vd. 2007, Yang vd. 2008).
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Sekil 4.3 Sentezlenen Ag@Au bimetalik nanopargaciklarin UV-Vis spektrumu
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Sekil 4.4 Sentezlenen Au@Ag bimetalik nanopargaciklarin UV-Vis spektrumu



UV-Vis deneyleri sonucunda elde edilen spektrumlardan monometalik ve bimetalik
nanoparcaciklarin dogru bir sekilde sentezlendigi ve bu sonuglarin literatiir tarafindan
desteklendigi goriilmiistiir. Ayrica AU@AQ ve Ag@AuU bimetalik nanopargaciklarin
UV-Vis spektrumlarindan alinan sonuglarla nanopargaciklarin kabugun o6zelligini

yansittig1 anlasilmistir.

4.1.2 TEM ile karakterizasyon

Calismada kullanilan Ag@Au ve Au@Ag etiketli bimetalik nanoparcaciklarm UV-Vis
spektroskopisi ile karakterizasyonunun ardindan mikroskobik karakterizasyonu
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) yontemi ile yapilmistir. TEM nano boyutlarda
gorlintli alinmasini saglayan bir cihazdir. Sentezlenen nanopargaciklarin boyutlart ve

sekilleri TEM goriintiileri araciligryla belirlenmistir.

TEM ol¢limleri Jem Jeol 2100F marka cihaz ile gergeklestirilmistir. Bimetalik
nanoparcaciklarin TEM goriintiileri 200 kV hizlandirma gerilimi altinda alinmistir.
Ornekler, karbon film ile kaplanmis bakir grid {izerine damlatildiktan sonra argon

gaziyla oda sicakliginda kurutulmus ve daha sonra goriintiileme islemi yapilmistir.

(®)

Sekil 4.5.a.b Sentezlenen Ag@Au bimetalik nanoparcaciklarin farkli bolgelerden
alman TEM goriintiileri
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Sekil 4.5.a.b’de, sentezlenen Ag@Au bimetalik nanoparcaciklarin TEM goriintiileri
verilmigstir. Elde edilen goriintiilerden, nanoparcaciklarin boyutlarinin ve sekillerinin
homojen dagildiklar1  goriilmektedir. Ayrica sentezlenen Ag@AuU bimetalik
nanoparcaciklarin ¢ekirdek kisimlarinin koyu, kabuk kisimlarinin agik renkte oldugu
gozlemlenmistir. Elde edilen bimetalik nanoparcaciklarin boyutlar1 yaklagik olarak 12

nm’dir.

Sekil 4.6.a.b'de sentezlenen Au@Ag bimetalik nanoparcaciklarin TEM goriintiileri
verilmigtir. Au@Ag bimetalik nanopargaciklarin TEM goriintiileri incelendiginde
degisik dagilimlarda kiiresel ve pramidal yapilar gozlenmistir (Rodriguez-Gonzalez vd.
2005). Benzer sekilde elde edilen nanopargaciklarin ¢ekirdek kisimlarinin koyu renkli,
kabuk kisimlarinin ise agik renkli oldugu goriilmektedir. Elde edilen Au@Ag bimetalik

nanoparcaciklarin boyutlari 60-70 nm arasinda degismektedir.

(a) (b)

o

¥
®
*

200 nm

Sekil 4.6.a.b Sentezlenen Au@Ag bimetalik nanopargaciklarin TEM goriintiileri

4.2 AU@Ag ve Ag@Au Bimetalik Nanoparcacik Isaretli Antikorlarm E. coli ile
Etkilesiminin TEM ile Karakterizasyonu

Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparcaciklarin sentezlenmelerinin ardindan

yiizeylerine sirasiyla kendiliginden diizenlenme ve avidin-biyotin etkilesimi ile
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antikorlar baglanmistir. Elde edilen AU@AQ ve Ag@Au bimetalik nanoparcacik isaretli

antikorlarin E. coli ile etkilesimleri TEM goriintiileri alinarak incelenmistir.

TEM o6lgtimleri FEI marka cihaz ile gerceklestirilmistir. Bimetalik nanopargacik isaretli
antikorlarla etkilestirilen E. coli bakterisinin TEM goriintiileri 120 kV hizlandirma
gerilimi altinda almmustir. Ornekler, karbon film ile kaplanmis bakir grid iizerine
damlatildiktan sonra argon gaziyla oda sicakliginda kurutulmus ve daha sonra

gorlntiileme islemi yapilmistir.

Oncelikle sekil 4.7.a.b’de yalin E. coli bakterisinin TEM goriintiisii verilmistir. Sekil 4.7
incelendiginde E. coli'min c¢ubuk yapida ve boyutunun yaklastk 2 um oldugu
goriilmektedir. E. coli’nin TEM analizlerinde gozlenen yapist literatiirdeki cesitli
caligmalarla da desteklenmektedir (Poortinga vd. 2002, Hamal vd. 2010, Kundu ve
Liang 2011).

(a) (b)

~

A

Sekil 4.7.a.b E. coli nin TEM goriintiileri

Sekil 4.8’de ise bimetalik nanopargaciklarla isaretlenen antikorla bagli E. coli nin TEM
goriintlisii verilmistir. TEM goriintiisli incelendiginde, E. coli nin belirli kisimlarindan
nanopargaciklarla etiketlenen antikora baglandig1 goriilmektedir. Antijenin 6zgilligiinii
belirleyen ve antijenin kendi 6zgiil antikorlar1 ile birlesmesini saglayan bu kisimlara
epitop adi verilmektedir. E. coli iki epitopundan antikora baglanmistir. Goriintii

incelendiginde ikinci baglandig1 noktada goriintiileme oncesi yapilan islemler nedeniyle
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antikorun epitoptan ayrildig1 goriilmiistiir. TEM sonuglar1, E. Coli 'nin nanoparcaciklarla

etiketlenen antikorlara epitoplarindan baglandigini dogrulamaktadir.

Sekil 4.8 Immiinoessey yoluyla bimetalik nanoparcaciklarla baglanan E. coli’nin TEM
goriintiisi (a,b,c ve d)
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4.3 Spektroskopik Karakterizasyon

Tez calismasinda hazirlanan immiinoessey yiizeylerinin karakterizasyonu i¢in XPS,
SERS ve ATR-FTIR teknikleri kullanilmistir. Bu teknikler ile elde edilen sonuclar alt
boliimlerde detayl1 bir sekilde anlatilmistir.

4.3.1 XPS ile karakterizasyon

X-1smlar1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ylizey karakterizasyonlarinda siklikla
kullanilan ve malzemelerin elementel kompozisyonunu spektroskopik olarak belirleyen
tekniklerden birisidir. Bu tez calismasinda olusturulan immiinoessey protokoliiniin

elementel karakterizasyonu XPS kullanilarak takip edilmistir.

XPS analizleri polistiren ile kaplanmg ITO yiizeylerde almmustir. Immiinoessey
protokoliinii dogru bir sekilde karakterize edebilmek i¢in bu yiizeylere kuyulara yapilan
islemlerin aynis1 uygulanmigtir. Bunun i¢in ITO yiizeyler 6nce polistiren ile kaplanmis
ve kuyuda hazirlanan protokoliin zeminin olusmasi saglanmistir. Daha sonra elde edilen
polistiren kapli ITO elektrot (PS-ITO) yiizeyine basamak basamak immiinoessey

protokolii insa edilmistir.

XPS caligmalarinda kullanilan bimetalik nanoparcacik etiketli antikorlarin hazirlanmasi
Bolim 3.3’de ayrintili bir sekilde verilmistir. Polistirenle kapli ITO yiizey sirasiyla
avidin ve biyotin isaretli antikor (birincil antikor) ile baglandiktan sonra, E. coli ile
etkilestirilmistir. Bu basamagin sonunda elde edilen yiizey E. coli-PS/ITO olarak
adlandirilmistir. Daha 6nce hazirlanmis olan bimetalik nanoparcacik isaretli ikincil
antikor, E. coli baglanmis yiizeye (E. coli-PS/ITO) birakilarak bir siire etkilestirilmistir.
Hazirlanan ylizeyler yikanarak spesifik olmayan baglanmadan ileri gelen safsizliklar
PBS ile uzaklastirildiktan sonra XPS ol¢iimleri alinmigtir. Ayni islemler hem Au@Ag
hem de Ag@Au bimetalik nanoparcaciklarin kullanildigi protokoller igin
gerceklestirilmistir. Bu basamak sonunda elde edilen yiizeyler Au@Ag-E. coli-PS/ITO
ve Ag@AU-E. coli-PS/ITO olarak adlandirilmistir.
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Hazirlanan Au@AQg-E. coli-PS/ITO ve Ag@AU-E. coli-PS/ITO yiizeylerinin XPS
spektrumunda immiinoessey yapisindan ileri gelen karbon, oksijen, azot ve bimetalik
nanoparcaciklardan ileri gelen Au ve Ag pikleri taranmistir. Bu spektrumlar OriginPro
8.1 programi kullanilarak 30:70 oraninda Gaussian-Lorentzian fonksiyonu ile simiile

edilmistir.

Sekil 4.9-4.12°de hazirlanan AU@AGQ-E. coli-PS/ITO ve Ag@Au-E. coli-PS/ITO
yilizeylerinin sirasiyla Ois, Cis, Nis Ve Agsg bolgesine ait kismi tarama spektrumlari

verilmigtir.

Sekil 4.9.a.b’de hazirlanan Ag@AU-E. coli-PS/ITO ve Au@Ag-E. coli-PS/ITO
yiizeylerinin O1s bolgesi incelendiginde ti¢ farkli Oy piki goriilmiistiir. Bu pikler her iki
spektrumda sirasiyla 530.6 eV, 531.15 eV ve 535.5 eV’da gozlenmistir. 530.6 eV’da
goriilen pikin kullanilan ITO yiizeyin yapisinda bulunan SnO; ve InOz; metal
oksitlerinden kaynaklanan oksijenden ileri geldigi duisiiniilmektir (Wang 2009).
Spektrumda 531.15 eV’da goriilen pik, immiinoessey protokoliindeki amit grubuna
bagli karbonil oksijeninden (HN-C=0) kaynaklanmaktadir (Ruiz-Taylor 2001). 535.5
eV’daki pik, hidroksit (C-OH) ve asetal (C-O-C) yapisindan kaynaklanan O-C grubuna
ait olup, antijen-antikor-E. coli kompleksinden ileri geldigi diisiiniilmektedir.

b s
<
F A
[500 Cps ‘7 "1,
- -

540 538 536 534 532 530 528 526 540 538 536 534 532 530 528 526
Baglanma Enerjisi, eV Baglanma Enerjisi, eV

Sekil 4.9 Oksijenin XPS Spektrumu a. Ag@AUu-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 yiizeylerinin Cys bolgesine ait olan
spektrumlart Sekil 4.10’de gosterilmistir. Spektrumlar simiile edildiginde {i¢ farkli Cis
piki oldugu gériilmiistiir. Karbon atomuna ait ti¢ farkli 1s pikinin baglanma enerjileri
sirasiyla 283.4 eV, 285.0 eV ve 286.3 ¢V olarak bulunmustur. Spektrumlarda 283.4
eV’da gozlenen pikin immiinoesseyin zeminini olusturan polistirene ait C-(C,H)
bagindan ileri geldigi diisliniilmektedir. 285.0 eV’da ortaya ¢ikan pikin ise antijen-
antikor kompleksinin polistiren ylizeye baglanmasiyla ortaya ¢ikan C-(O,N) bandina ait
oldugu disiiniilmektedir (Kim 2006). Ayrica 286.3 eV’da gorilen C=0O piki amit
bandinin varligin1 desteklemektedir (Dufrene 1997).

b
500 Cps
\/w
290 288 286 284 282 280 290 288 286 284 282 280
Baglanma Enerjisi, eV Baglanma Enerjisi, eV

Sekil 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@AGg-E. coli-PS/ITO yiizeylerinin simiile edilmis Nig
bolgesine ait spektrumlart Sekil 4.11°de gosterilmistir. Nis pikinin immiinoessey
protokoliindeki avidin ve biyotinin yapisinda bulunan nitrojen igerikli fonksiyonel
gruplardan (amidler ya da aminler) kaynaklandigi disiiniilmektedir. Bu spektrumlarda
her iki ylizeyde de 399.1 eV ve 403.7 eV’da olmak {izere iki tane Nis pik gdzlenmistir.
Spektrumda 399.1 eV band enerjisinde goriilen azot pikinin, amin (-NH,) ya da amid
(-NH-C=0) fonksiyonel grubuna ait oldugu diisiiniilmektedir (Lo 1999). 403.7 eV’da
gozlenen pikin ise hidrojen protonlanmis amin, serbest amin ve bazi yiikseltgenmis

tiirlere ait olabilecegi diisiniilmiistiir (Graf 2009).
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Sekil 4.11 Azotun XPS Spektrumu a. Ag@AuU-E. coli-PS/ITO b.Au@Ag-E. coli-
PS/ITO
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Sekil 4.12 Gilimiisiin 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 yiizeylerinin simiile edilmis Agsq
bolgesine ait spektrumlart Sekil 4.12°de gosterilmistir. Bu spektrumlarda Agsq pikinin
varligr immunoessey protokoliindeki E. coli bakterisi ile etkilesip baglanan bimetalik
nanopargacik isaretli antikorlardan kaynaklanmaktadir. Glimise ait Ag 3ds, ve Ag 3ds/2
pikleri sirasiyla 368.5 eV ve 374.6 ¢V’ da goriilmektedir. Sekil 4.12.a’da Ag@Au
bimetalik yapida ¢ekirdek giimiis oldugundan, Ag/Au molar dagilim orani daha azdir.

Bu nedenle cekirdek giimiis oldugunda giimiise ait Ag 3dsp pik alaninda azalma
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s6zkonusu olmustur. Goriilen pikler bimetalik nanoparcacikla isaretli antikorlarin E.

coli ile basarili bir sekilde baglandigini ispatlanmaktadir.

4.3.2 YGRS ile karakterizasyon

YGRS teknigi ozellikle nanopargaciklarin kullanildig yiizeylerin
karakterizasyonlarinda kullanilan ana tekniklerden biridir. Bu ¢alismada gii¢lii Raman
sinyali veren Raman isaretleyicisi DTNB ile hazirlanan bimetalik nanoparcaciklarin
kullan1ldig1 immiinoessey yiizeylerin karakterizasyonu YGRS kullanilarak yapilmistir.
YGRS ¢alismalarinda ITO yiizeyler kullanilmistir. immiinoessey protokoliinii dogru bir
sekilde karakterize edebilmek icin bu yiizeylere kuyulara yapilan islemlerin aynisi
uygulanmigtir. Bunun icin ITO yiizeyler dnce polistiren ile kaplanmis ve kuyuda
hazirlanan protokoliin zeminin olusmas1 saglanmistir. Daha sonra elde edilen polistiren
kapl ITO elektrot (PS-ITO) ylizeyine basamak basamak immiinoessey protokolii insa

edilmistir.

YGRS calismalarinda, immiinoessey protokoliiniin karakterizasyonunun belirleyici
olmas1 agisindan, bimetalik nanoparcacik etiketli antikorlarin hazirlanmasinda
kendiliginden diizenlenen tabaka olusturulmak i¢cin MUA yerine raman isaretleyicisi
DTNB kullanilmigtir. Boliim 3.3’de bimetalik nanoparcacik isaretli antikorlarin
hazirlanmas1 ayrintili bir sekilde verilmistir. Polistirenle kapli ITO ylizey sirasiyla
avidin ve biyotin isaretli antikor (birincil antikor) ile baglandiktan sonra, E. coli ile
etkilestirilmistir. Bu basamagin sonunda elde edilen yiizey E. coli-PS/ITO olarak
adlandirilmigtir. Raman isaretleyici molekiil olan DTNB ile hazirlanan bimetalik
nanopargacik isaretli ikincil antikor, E. coli baglanmis yiizeye (E. coli-PS/ITO)
birakilarak bir siire etkilestirilmistir. Hazirlanan yiizeyler yikanarak spesifik olmayan
baglanmadan ileri gelen safsizliklar PBS ile uzaklastirildiktan sonra YGRS o6l¢iimleri
alinmistir. Benzer islemler hem Au@Ag hem de Ag@Au bimetalik nanopargacik icin
gerceklestirilmistir. Bu basamak sonunda elde edilen yiizeyler Au@Ag-E. coli-PS/ITO
ve Ag@AU-E. coli-PS/ITO olarak adlandirilmistir.
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Sekil 4.13’da E.coli-PS/ITO, Au@AGg-E.coli-PS/ITO ve Ag@Au-E.coli-PS/ITO
yiizeylerinin hazirlanigt sematik olarak gosterilmistir. DTNB ile kendiliginden
diizenlenen tabaka olusturan bimetalik nanopargaciklarin E. coli ile baglanip
baglanmadigi YGRS analizleriyle incelenmistir. Yapilan deneylerde DTNB’nin

yapisinda bulunan nitro grubuna ait bandlardan yararlanilmistir.

E.coli ikincil antikor ile
'l ? isaretli
bimetalik nanoparcacik

Blrmc

antikor

el e OOy
PS ile modifiye PS ile modifiye
edilen ITO edilen ITO

Sekil 4.13 DTNB’nin kullanildigi nanoparcaciklarla etiketlenen E. coli ile
nanopargaciklarla etiketlenmeden almman E .coli yiizeylerinin YGRS
deneyleri icin sematik gosterimi

PS/ITO (a), E.coli-PS/ITO (b), Ag@Au-E.coli-PS/ITO (c) ve Au@Ag-E.coli-PS/ITO
(d) yiizeylerinin yilizey gii¢lendirilmis raman spektrumlar1 sekil 4.14’de verilmistir.
Sekil 4.14 incelendiginde polistiren kaph ITO yiizey (a) ve E. coli baglanmis yilizeyde
(b, inset olarak verilen spektrum) 1410 cm™ de bir pik goriilmektedir. Bu pikin
polistirenin yapisinda bulunan CHj titresimine ait oldugu diisiiniilmektedir. AG@AuU ve
Au@Ag bimetalik nanoparcaciklar iizerinde olusturulan DTNB tabakasina ait bandlar
ile immiinoessey olusumu sekil 4.14c.d’de gosterilen spektrumlardan takip edilmistir.
DTNB’nin yapisinda bulunan nitro grubuna ait band, E. coli’ye baglanan Ag@Au ve
AU@Ag varhigm gostermektedir. Immiinoessey protokoliiniin hazirlandig1 yiizeylerde
1368 cm™*de gozlenen siddetli band nitro (NO2) grubunun simetrik gerilme titresimine
aittir (Sekil 4.14.c.d). DTNB’nin Raman spektrumunda nitro gerilimleri 1342 cm ™ de
gozlenmektedir. Hazirlanan protokolde ise bu band 1368 cm ™’ de ortaya ¢ikmistir. 1368
cmde gozlenen bu bandn  DTNB’nin  bimetalik nanopargaciklar ile

etiketlenmesinden ve immiinoessey etkilesimi sonucu kaydig diistiniilmektedir.
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Elde edilen sonuglar Yazgan ve arkadaslarimin yaptigi bir c¢alismayla da

desteklenmektedir. (Yazgan 2010).
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Sekil 4.14 Yiizeylerin SERS Spektrumu
a. PS/ITO, b. E.coli-PS/ITO (ayn1 zamanda inset olarak verilen spektrum), c. Ag@Au-E.coli-PS/ITO, d.
AuU@Ag-E.coli-PS/ITO.

Sekil 4.14.c.d’deki spektrumlar incelendiginde 1076 cm™de gozlenen bandin C-S
grubuna ait titresim band1 oldugu diisiiniilmektedir (Zheng 2002). 267 ve 218 cm™de
goriilen bandlar metal-S titresimine aittir. GUmiis-kiikiirt bandi giiclii kovalent
karaktere sahiptir. Bu nedenle metal-molekiil ara yilizeyinde yiik transferi olusmaktadir
(Johansson 2000). Cekirdekteki altin atomlar1 yiik transferiyle ylizeydeki glimiis
atomlarmin etkisini giiclendirir, bimetalik nanoparcaciklar arasindaki bu yiik transferi
bilesenlerin elektronegativitesi ile ilgilidir. Altin glimiisten daha elektronegatiftir, bu
nedenle AuU@AQ nanopargaciklarin hem i¢ hem de dis kisminda giiglii plazmonlar
olusur. Bu da kabugun giimiis olmasi1 durumunda (Sekil 4.14.d) daha giiglii bir yiizey
giiclendirilmis raman etkisinin gériilmesine neden olmaktadir (Yang 2008). Gelistirilen
bu elektrokimyasal biyosensér YGRS esasl bir teknik gelistirilmesinin de miimkiin

olabilecegi isaret etmektedir.

106



4.3.3 ATR-FTIR ile karakterizasyon

ATR-FTIR spektroskopisi ylizey analizlerinde sik kullanilan bir tekniktir. Bu teknik ile
yiizeye zarar vermeden hizli bir sekilde analiz sonucu elde edilebilmektedir. Bu tez
calismasinda yapilan ATR-FTIR analizlerinde yiizey olarak camsi karbon (GC)
elektrotlar kullanilmistir. Hazirlanan immiinoessey protokoliinii dogru bir sekilde
karakterize edebilmek igin polistiren kuyulara yapilan islemlerin aynist GC yiizeyler
tizerinde uygulanmistir. Bu sebeple GC ylizeyler 6ncelikle polistiren ile kaplanmis ve
kuyuda hazirlanan protokoliin zeminin olusmasi saglanmistir. Daha sonra elde edilen
polistiren kapli GC elektrot (PS/GC) yiizeylerin {izerine basamak basamak

immiinoessey protokolii inga edilmistir.

ATR-FTIR analizlerinde YGRS c¢alismalarina benzer olarak hazirlanan ylizeylerde
karakterizasyonun belirleyici olmasi acisindan, bimetalik nanoparcacik etiketli
antikorlarin hazirlanmasinda kendiliginden diizenlenen tabaka olusturulmak i¢in MUA
yerine raman isaretleyicisi DTNB kullanilmistir. Bimetalik nanopargacik isaretli
antikorlar Bolim 3.3’de anlatildigi sekilde basamak basamak hazirlanmistir.
Polistirenle kaplit GC yiizey sirastyla avidin ve biyotin isaretli antikor (birincil antikor)
ile baglandiktan sonra, E. coli ile etkilestirilmistir. Bu basamagin sonunda elde edilen
yiizey E. coli-PS/GC olarak adlandirilmistir. Raman isaretleyici molekiil olan DTNB
ile hazirlanan bimetalik nanopargacik isaretli ikincil antikor, E. coli baglanmis yiizeye
(E. coli-PS/GC) birakilarak bir siire etkilestirilmistir. Hazirlanan yiizeyler yikanarak
spesifik olmayan baglanmadan ileri gelen safsizliklar PBS ile uzaklastirildiktan sonra
ATR-FTIR ol¢timleri alinmistir. Benzer islemler her iki bimetalik nanopargacik i¢in
gerceklestirilmistir. Bu basamak sonunda elde edilen yiizeyler Au@Ag-E. coli-PS/GC
ve Ag@AuU-E. coli-PS/GC olarak adlandirilmistir.

E.coli-PS/GC, Au@Ag-E.coli-PS/GC ve Ag@Au-E.coli-PS/GC yiizeyleri sekil 4.15°de
sematik olarak gosterilmistir.  ATR-FTIR analizlerde DTNB ile kendiliginden

diizenlenen tabaka olusturan bimetalik nanoparcaciklarin E. coli ile baglanip
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baglanmadig takip edilmistir. Yapilan deneylerde DTNB’nin yapisinda bulunan nitro

grubuna ait titresim bandlarindan yararlanilmistir.

AYR
E.coli 1kincil antikor ile
1'"? isaretli
bimetalik nanoparc¢acik
Birincil ) pars
antikor
. Yy
PS ile modifiye PS ile modifiye
edilen GC edilen GC

Sekil 4.15 DTNB’nin kullanildigi nanopargaciklarla etiketlenen E. coli ile
nanopargaciklarla etiketlenmeden alinan E. coli yiizeylerinin ATR-FTIR
analizleri i¢in sematik gosterimi

Sekil 4.16-4.18’de E.coli-PS/GC, Ag@Au-E.coli-PS/GC ve Au@Ag-E.coli-PS/GC
yiizeylerinin ATR-FTIR spektrumlart gosterilmistir. Ag@AuU ve Au@Ag bimetalik
nanopargaciklar tizerinde olusturulan DTNB tabakasina ait bandlar ile immiinoessey
olusumu spektrumlardan takip edilmistir. Bu calismalarda DTNB molekiiliiniin tercih
edilmesinin sebebi kullanilan yiizeyin ve bakterinin yapisinda olan gruplardan farkli bir
grubun yapisinda bulunmasidir. DTNB’nin yapisinda bulunan nitro grubuna ait olan
titresim bandlari, bimetalik nanopargacik ile isaretlenen antikorun bakteriye
baglandigin1 kanitlanmaktadir. Bu bandlar Sekil 4.16°de sadece birincil antikor ile

etkilestirilen E. coli (E.coli-PS/GC ) yiizeyinde goriilmemektedir.
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Sekil 4.16 E.coli-PS/GC yiizeyine ait ATR-FTIR spektrumu

Sekil 4.17°de Ag@Au bimetalik nanoparcacigin kullanildigt Ag@Au-E.coli-PS/GC
yiizeyinin spektrumu incelendiginde 1506 cm™ ve 1363 cm™’de nitro gruplarina ait
asimetrik ve simetrik gerilmeler gozlenmektedir. Benzer sekilde Sekil 4.18
incelendiginde Au@AQ-E.coli-PS/GC yiizeyine ait ATR-FTIR spektrumunda nitro
grubuna ait asimetrik ve simetrik bandlar 1508 cm™ ve 1367 cm™’de goriilmektedir.
Elde edilen spektrumlardan isaretli nanopargacikla etiketli ikincil antikorun E. coli

bakterisine bagarili bir bicimde baglandig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.17 Ag@AuU-E.coli-PS/GC yiizeyine ait ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4.18 Au@Ag-E.coli-PS/GC yiizeyine ait ATR-FTIR spektrumu
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4.4 Elektrokimyasal Calismalar

Tez onerisinde belirtilen elektrokimyasal calismalar asagidaki sekilde yiirtitiilmistiir.
Tez kapsaminda belirtilen AU@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparcaciklarin
elektrokimyasal davraniglarini kiyaslamak i¢in 6ncelikle sentezlenen monometalik Au

ve Ag nanopargaciklarin elektrokimyasal davranislari incelenmistir.

Bimetalik nanoparcaciklarin ¢oziilmesiyle her iki metalin de ¢dzelti ortamina alinmasi
amaglandigindan her iki metalin birlikte ve ayr1 ayri incelenmesinin uygun olacagi
diisiiniilmistiir. Elektrokimyasal ¢aligmalarda ¢ap1 0.8 cm ve derinligi 1 cm olan 96
kuyucuklu polistiren mikroplate kullanilmigtir. Doniisiimlii voltametri ve kare dalga
styirma Vvoltametrisi deneyleri laboratuvarimizda bulunan Gamry 300 marka cihaz ile
gerceklestirilmistir. Calismalarda, calisma elektrodu olarak kalem elektrot (Tombo
marka, 0.7 H), referans elektrot olarak giimiis tel ve karsit elektrot olarak platin elektrot
kullanilmigtir. Her dlglimde ¢ozeltiye giren toplam kalem ucu 9 mm’dir. Bu uzunlukta
bir kalem ucu 22.74 mm? aktif elektrot yiizeyine karsilik gelmektedir. Her deneyde yeni
elektrot yiizeyi kullanilmistir.

4.4.1 Altin ve giimiisiin doniisiimlii voltametri ile biriktirme potansiyellerinin
belirlenmesi

Altin  metalinin smirhh sayida ¢oziiclide ¢oziinmesi sebebiyle Oncelikle altin
nanopargaciklarin en iyi ¢oziindiigii ortam arastirilmis ve metalik altinin Au® e en iyl
yiikseltgendigi ortamimn kral suyu olduguna karar verilmistir. Bu sebeple altin
nanopargaciklar seyreltilmis kral suyu igerisinde ¢oziildiikten sonra elektrokimyasal

deneyler gergeklestirilmistir.

Altinin potansiyel aralifin1 ve biriktirme potansiyelini belirlemek icin, énce 1 mM
HAuCIl,’in seyreltilmis kral suyunda hazirlanan ¢o6zeltisinin  kalem elektrotta
dontisimlii voltamogrami alinmistir. Potansiyel araligi 1.4/-0.1 V olarak belirlenmis

olup, potansiyel hiz1 200 mV/s secilmistir. Bu parametrelerle elde edilen voltamogram
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sekil 4.19’da goriilmektedir. Bu voltamogramdan altin nanopargaciklarin kral suyunda

coziildiikten sonraki biriktirme potansiyeli -0.2 V olarak belirlenmistir.

70,00 uA
20,00 uA -
<
- h
'
E r
= -30,00 uA {
-80,00 vA +—m?—r—r—--mr-e-r-—abor-mr-—-oar-—a-v—oa—r———
-100,0 mV 400,0 mv 900,0 mV 1,400 V
Vf (V vs. Ref.)

Sekil 4.19 Seyreltilmis kral suyunda hazirlanan HAuCl,’tin doniisiimli voltamogrami.
Tarama hizi: 200 mV/s, Ag/Ag"’ya kars1

Altinin potansiyel aralig1 ve biriktirme potansiyeli belirlendikten sonra giimiis i¢in ayn
calisma gergeklestirilmistir. Yapilan 6n denemeler sonucunda kral suyunun giimiis
nanoparcaciklarit kismen ¢ozdiigli goriilmiistiir. Bu sebeple giimiislin ¢alisma ortami
nitrik asit olarak secilmistir. Glimisiin potansiyel calisma araligi ve biriktirme
potansiyeli, 0.1M nitrik asitte hazirlanan AgNO3’iin doniisiimlii voltametri deneyleri ile
belirlenmistir. Sekil 4.20’de, -0.35 ile 0.4 V arasinda 200 mV/s’deki AgNOj’iin
doniistimlii voltamogrami goriilmektedir. Bu voltamogramdan Ag(I)’in metalik giimiise
indirgendigi potansiyel diger bir adiyla biriktirme potansiyeli -0.35 V olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.20 0.1 M HNOg3; igerisinde hazirlanan AgNO3’iin doniisiimlii voltamogrami.
Tarama hizi: 200 mV/s, Ag/Ag™’ya kars1

442 Altin ve giimiisiin kare dalga siyirma voltametrisi ile siyirma
potansiyellerinin belirlenmesi

Altin ve glimiisiin biriktirme potansiyelleri belirlendikten sonra kare dalga siyirma
voltametrisi ile siyirma potansiyelleri belirlenmistir. Altinin siyirma potansiyelini
belirlemek i¢in, once altin nanoparcaciklar ¢oziiniir duruma getirilmis daha sonra kare
dalga s1tyirma voltametrisi ile bu potansiyel belirlenmistir. Coziinmiis durumdaki altin, -
0.2 V’da kalem elektrotta 120 s biriktirilmistir. Biriktirilen altin daha sonra -0.2 ile 1.4
V araliginda pozitif yonde bir potansiyel taramasi ile ylizeyden siyrilmistir. Sekil
4.21°de altinin kalem elektrottan siyirma voltamogrami goriilmektedir. Bu
voltamogramdan kalem elektrot yiizeyinden altinin siyirma potansiyeli 0.89 V olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.21 Seyreltilmis kral suyunda altinin siyirma voltamogrami

Glimiisiin styirma potansiyelini belirlemek i¢in, 6nce glimiis nanoparcaciklar ¢oziiniir
duruma getirilmis daha sonra kare dalga siyirma voltametrisi ile bu potansiyel
belirlenmistir. Giimiis, -0.35V’da kalem elektrotta 120 s biriktirilmistir. Biriktirilen
giimiis daha sonra -0.35 ile 0.5 V aralifinda pozitif yonde bir potansiyel taramasi ile
yiizeyden siyrilmigtir. Sekil 4.22°de giimiigiin kalem elektrottan siyrilma voltamogrami
gorilmektedir. Bu voltamogramdan gilimiisiin suyrilma potansiyeli 0.069 V olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.22 0.1 M nitrik asit ¢ozeltisi i¢erisinde glimiisiin siyrilma voltamogrami

Gumiis nanopargaciklarin seyreltilmis kral suyu igerisinde kismen ¢oziinebilecegi
diisiiniildiginden bu ¢dzelti icerisinde bir 6n deneme gerceklestirilmistir. Bu nedenle
seyreltimis kral suyunda kismen ¢oziindiigii diisiiniilen giimiis -0.35 V’da kalem
elektrotta 120 s biriktirilmistir. Biriken giimiis -0.35 ile 0.5 V arasinda kare dalga
styirma voltametrisi ile belirlenmeye calisilmistir. Sekil 4.23’de goriildig lizere
beklenilen potansiyelde herhangi bir siyirma piki gozlenememistir. Bunun sebebinin
giimiisiin  kral suyunda ¢0ziinen miktarinin alt tayin smirmin  altinda oldugu

diistiniilmektedir.

115



0,000 A

-1,000 uA

-2,000 uA

Idif (A)

-3,000 uA

-4,000 uA
-200,0 mv

400,0 mV
Vstep (V)

1,000 V

Sekil 4.23 Seyreltilmis kral suyunda ¢oziinen Ag nanopargaciklarin kare dalga siyirma

voltametrisi ile styirma voltamogrami.

Elektrokimyasal deneylerde referans elektrot olarak kullanilan Ag telin c¢alisilan

potansiyel araliginda girisim yapip yapmadigini anlamak i¢in, kalem elektroda destek

elektrolit ortaminda -0.2 V potansiyel uygulanarak biriktirme yapilmigtir. Daha sonra

destek elektrolit ortaminda (seyreltilmis kral suyu) -0.2 V ile 1.2 V potansiyel araliginda

kare dalga siyirma voltametrisi uygulanmistir. Sekil 4.24’de Ag ve Au’nin ¢alisildigi

bolgede herhangi bir siyrilma pikine rastlanilmamis, bdylece referans olarak kullanilan

Ag telin bir girisim yapmadig1 anlagilmistir.
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Sekil 4.24 Destek ¢ozeltisinin i¢erisinde styirma voltamogrami

4.4.3 Elektrokimyasal biyosensor ¢calismalar:

Isaretlemede kullanilan bimetalik nanoparcaciklarin yapisinda bulunan altin ve
glimiisiin  elektrokimyasal c¢aligma parametreleri belirlendikten sonra polistiren
kuyucuklarda hazirlanan immiinoessey protokoliiniin uygulanabilirligi calisilmistir.
Belirlenen parametrelere uygun olarak hazirlanan elektrokimyasal biyosensoriin
performanst  incelenmistir.  Polistiren kuyucuklarda hazirlanan immiinoessey
protokoliiniin hazirlanmas1 Boliim 3.5’de detayli bir sekilde anlatilmis olup, elde edilen
yiizeyin sematik gdsterimi sekil 4.25’de sematik olarak gosterilmistir. Elektrokimyasal
deneylerin ilk asamasinda immiinoessey protokoliiniin hazirlandig1 kuyucuga
isaretlemede kullanilan bimetalik nanopargacigi ¢ozmek icin uygun asit c¢ozeltisi
konulmustur. Bu islemden sonra asidik ortamda yiikseltgenen metal dncelikle uygun
potansiyelde belirli bir siire elektrot yiizeyine biriktirilmis, daha sonra siyrilma pikine
bagl olarak akim miktar1 E. coli sayisina bagl olarak grafige gecirilmistir. Iki farkl
(Au@Ag ve Ag@Au) bimetalik nanopargacigin kullanildigi ¢alismada nanopargaciklara
uygulanan islemlerden elde edilen sonuglar alt basliklarda ayrintili bir sekilde

aciklanmustir.
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Sekil 4.25 Bimetalik nanoparcacik ile isaretlemenin kullanildig1 elektrokimyasal
Immiinosensoriin sematik gosterimi

4431 Ag@Au bimetalik nanopar¢aciklarin Kkullanildigi elektrokimyasal
biyosensor ile E. coli tayini

Elektrokimyasal olarak E.coli sayisinin tayini i¢in hazirlanan immiinoessey protokolii
polistiren kuyucuklarda hazirlanmistir. Ag@Au bimetalik nanopargaciklarin etiket
olarak kullanildig1 elektrokimyasal ¢alismalarda her deney icin ii¢ kuyu kullanilmastir.
Ik kuyuda kullamlan destek elektrolit ¢ozeltisi icerisinde aktiflestirme islemi, ikinci
kuyuda biriktirme islemi ve son kuyuda siyirma islemi gergeklestirilmistir. Kullanilan

kuyucuklarin sematik gosterimi sekil 4.26’de verilmistir.

Kalem elektrot

Pt tel Ag tel
Aktiflestirme Biriktirme Siyirma
Kuyusu kuyusu kuyusu

Sekil 4.26 Elektrokimyasal ¢caligmalarda kullanilan {i¢ kuyunun sematik gosterimi

Elektrokimyasal biyosensor c¢alismalarinda kare dalga siyirma  voltametrisi

kullanilmistir. Bu teknikte kullanilan parametreler su sekildedir: Frekans 15 Hz, puls
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genisligi 50 mV ve adim genisligi 2 mV’tur. Paralel yapilan deneyler i¢in her defasinda

yeni biriktirme ¢ozeltisi ve yeni bir kursun kalem elektrot yiizeyi kullanilmistir.

[k 6nce calisma elektrodu olarak kullanilan kalem elektrodun ¢dzelti igerisinde kalan
kismi aktiflestirme hiicresinde bulunan seyreltilmis kral suyu igerisinde
kronoamperometri yontemiyle 1.4 V’da 360 s aktive edilmistir. Asidik ¢ozelti igerisinde
gerceklestirilen bu islem sonucunda kullanilan elektrot ylizeyinin hem tekrarlanabilirligi

hem de hassasiyetinin arttirilmasi saglanmustir.

Kare dalga siyirma voltametrisi deneyleri 6n denemelerde belirlenen parametreler
kullanilarak ~ yapilmistir.  Elektrodun aktiflestirme isleminden sonra Ag@Au
nanoparcaciklar seyreltilmis kral suyu c¢ozeltisinde kimyasal olarak c¢oziilmistiir.
Metalik durumda bulunan altin Au3+’ya yiikseltgenmigtir. Cozeltide bulunan altin

biriktirme kuyucuguna alinarak kalem elektrotta -0.2 V’da 600 s biriktirilmistir.

Biriktirme isleminden sonra elektrot c¢ozeltiden alinarak siyirma kuyucuguna
konulmustur. Elektrot yiizeyine biriken altin seyreltilmis kral suyu igerisinde 0 ile 1.2 V
arasinda siyrilmistir.  Sekil 4.27’de ¢ozelti igerisinde bulunan Au***iin styirma
potansiyeline kars1 siyirma akimi goriilmektedir. Voltamogramda 10° ve 10 kob/mL
diliisyon araliginda kullanilan E. coli sayisi ile degisen Au*"iin styirma akimindaki
degisim gorilmektedir. Kare dalga siyirma voltametrisi ike kalem elektrotta biriken
altinin siyirma potansiyeli 0.8 V olarak gozlenmistir. Bu voltamogramdan immiinoessey
protokoliiniin hazirlanmasi sirasinda kullanilan E. coli sayisinin artmasiyla altinin

styirma akiminda da bir artis olmaktadir.
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Sekil 4.27 10° ve 10" kob/ mL diliisyon araliginda kullanilan E. coli ile degisen Au®*"iin
styirma voltamogrami

Kalibrasyon grafiginin olusturulmasinda E. coli’nin 10° ile 10" kob/mL arasindaki
ardigik diliisyonlart kullanilmigtir. Sekil 4.28°de ¢izilen kalibrasyon grafiginde E. coli
sayisina karst styirma akimi degerleri gosterilmistir. Grafikten, E. coli sayisinin
logaritmasi ile styirma akiminin arasinda dogrusal bir iliski gériilmektedir. E. coli’nin
tayini i¢in gelistirilen yontemin kalibrasyon grafigi cizildiginde elde edilen dogrunun
esitligi asagida verilmistir. Bu grafik incelendiginde dogrusal c¢alisma araligi 10
kob/mL-10° kob/mL olarak belirlenmistir. Grafige ait korelasyon katsayist (R%) 0,9901

bulunmustur.

I,(nA) = 0.6589 log E. coli (kob/mL) —0.0303 (nA)

Kalibrasyon galismasi sonucunda elde edilen verilerden gozlenebilme smiri (LOD)

degeri hesaplanmistir. Gozlenebilme sinir1 3 kob/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.28 E. coli’nin Au**’nin styirma akimina kars ¢izilen kalibrasyon grafigi

4432 Au@Ag bimetalik nanoparcaciklarin kullanildigi elektrokimyasal
biyosensor ile E. coli tayini

Elektrokimyasal olarak E. coli sayisinin tayini i¢in hazirlanan immiinoessey protokolii
polistiren kuyucuklarda hazirlanmigtir. Au@Ag bimetalik nanopargaciklarin etiket
olarak kullanildigr elektrokimyasal ¢alismalarda her deney igin {i¢ kuyu kullanilmistir.
Ilk kuyuda kullanilan destek elektrolit ¢dzeltisi igerisinde aktiflestirme islemi, ikinci
kuyuda biriktirme islemi ve son kuyuda siyirma islemi gergeklestirilmistir. Kullanilan

kuyucuklarin sematik gdsterimi sekil 4.26°de verilmistir.

Elektrokimyasal biyosensor calismalarinda kare dalga siyirma voltametrisi
kullanilmistir. Bu teknikte kullanilan parametreler su sekildedir: Frekans 15 Hz, puls
genisligi 50 mV ve adim genisligi 2 mV tur. Paralel yapilan deneyler i¢in her defasinda

yeni biriktirme ¢ozeltisi ve yeni bir kursun kalem elektrot yiizeyi kullanilmistir.

Oncelikle ¢alisma elektrodu olarak kullanilan kalem elektrodun ¢dzelti icerisinde kalan

kismi  aktiflestirme  hiicresinde bulunan seyreltilmis kral suyu icerisinde
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kronoamperometri yontemiyle 1.4 V’da 360 s aktive edilmistir. Asidik ¢ozelti i¢erisinde
gerceklestirilen bu islem sonucunda kullanilan elektrot ylizeyinin hem tekrarlanabilirligi

hem de hassasiyetinin arttirilmasi saglanmaistir.

Kare dalga siyirma voltametrisi deneyleri 6n denemelerde belirlenen parametreler
kullanilarak  yapilmistir.  Elektrodun aktiflestirme isleminden sonra Au@Ag
nanopargcaciklar 0.1 M hazirlanan nitrik asit ¢ozeltisinde kimyasal olarak ¢oziilmiistiir.
Metalik durumda bulunan giimiis Ag™’e yiikseltgenmistir. Cozeltide bulunan Ag",
biriktirme kuyucuguna alinarak -0.35 V’°da 600 s biriktirilmistir.

Biriktirme isleminden sonra elektrot ¢ozeltiden alinarak siyirma kuyucuguna alinmustir.
Elektrot yiizeyine biriken giimiis 0.1 M HNOg; igerisinde -0.1 ile 0.3 V arasinda
styrilmustir. Sekil 4.29°da ¢ozelti igerisinde bulunan Ag”’in styirma potansiyeline kars
styirma akimi goriilmektedir. Voltamogramda 10° ve 10" kob/mL diliisyon araliginda
kullanilan E. coli ile degisen Ag”in siyirma akimindaki degisim goriilmektedir. Bu
voltamogramdan immiinoessey protokoliiniin hazirlanmasi sirasinda kullanilan E. coli

sayisinin artmasiyla giimiisiin styirma akiminda da bir artig olmaktadir.

0,000 A
-5,000 uA -
] 10
—
<
=
T ] 5
= 10,00 uA 10
15,00 uA : : : : :
-100,0 mV 0,000 V 100,0 mV 200,0 mV/
Vstep (V)

Sekil 4.29 10° ve 10" kob/ mL diliisyon araliginda kullanilan E. coli ile degisen Ag*’in
styirma voltamogrami
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10° ile 10" kob/mL arasinda E. coli igeren diliisyonlar kullanilarak yapilan deneyler
sonucunda gimiisin siyirma akimina karst E. coli sayisinin logaritmasi grafige
gecirilmistir. Sekil 4.30°de ¢izilen kalibrasyon grafiginde E. coli sayisinin logaritmasina
kars1 giimiisiin siyirma akimi degerleri gosterilmistir. Bu grafik incelendiginde, E. coli
sayisinin  logaritmas1 ile siyirma akimmin arasinda iyi bir dogrusal iliski
gozlenememektedir. Gelistirilen yontemin kalibrasyon grafigi cizildiginde elde edilen
dogrunun esitligi asagida verilmistir. Grafige ait korelasyon katsayisi (RZ) 0,8942

bulunmustur.

I,(uA) = 3.0564 log E. coli (kob/mL) — 3.993 (nA)

14

12

y = 3,0564x- 3,993
R: = 0,8942

10

N -

Log E.coli (kob/mL)

Sekil 4.30 E. coli 'nin Ag”’nin s1iyirma akimina karsi cizilen kalibrasyon grafigi
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4433 Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanoparcaciklarla hazirlanan
elektrokimyasal biyosensorlerin karsilastirilmasi

E. coli'nin elektrokimyasal yontemle tayini i¢in hazirlanan protokollerden etiket olarak
Ag@Au bimetalik nanoparcgaciklarin kullanildigr protokolin, Au@Ag bimetalik
nanoparcaciklarin kullanildigi protokolden daha uygun ve tekrarlanabilir oldugu

gozlenmistir. Bu durumun ¢esitli nedenleri olabilir. Bunlar:

Kolay hazirlanabilmeleri ve yiiksek homojenliginin yani sira altin nanoparcaciklar
biyolojik molekiillere karst (antijen, antikor veya DNA, RNA gibi) ¢ok iyi bir
biyouyumluluk goéstermektedir. Bu sebeple kabuk kismi altin olan Ag@Au bimetalik
nanopargaciklar immiinoessey ¢alismalarinda rahatlikla kullanilabilmektedirler.
Kabugun altin oldugu durumlarda antikorlarin baglanmasinin hizli olmast ve bunun
yant sira hazirlanan protokoliin uzun siire boyunca kalict olmasi bu tiir
nanopargaciklarin terch edilmesine neden olmaktadir. Au@Ag ¢ekirdek-kabuk
nanopargaciklar da gen analizlerinde ve antikor-antijen tayininde kullanilmaktadir fakat
glimiigiin biyouyumlu bir malzeme olmadigi bilinmektedir. Bunun yani sira Au@Ag
cekirdek-kabuk bimetalik nanopargaciklarin uygulamalar1 heniiz iyi bir bi¢imde
aciklanamamistir ancak genel olarak biyokonjuge giimiis ylizeylerin, biyokonjuge altin
yiizeylere gore daha az kararli olduklar literatiirdede yer almaktadir. Bu sebepten Gtiirii
monometalik giimiis veya kabugun giimiis oldugu c¢alismalarda biyolojik molekiili
kararl bir sekilde baglayabilmek i¢in birden fazla tiyol molekiilii igeren ara baglayicilar
kullanilmaktadir (Lim vd. 2008). Calismada altinin kabuk olarak kullanildigi bimetalik
nanoparcaciktan elde edilen sonuclarin verimli olmasinin altin kabuk ile etkilesimin

daha saglam olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Elektrokimyasal biyosensor ¢alismalarinda Au@Ag bimetalik nanopargaciklar istenilen
sonucu vermemesine ragmen ylizey gli¢lendirilmis raman spektroskopisinin kullanildig:
biyosensOr c¢alismasinda bu nanoparcaciklar kullanilabilir. Altin ylizeyler goriiniir
bolgede Ag’den daha diisiik bir gii¢clendirme etkisi gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda
altin nanopargacik lizerine biriktirilen giimiisiin monometalik altindan daha yiiksek

sinyal verdigi gosterilmistir. Bu ¢alismada da YGRS ¢alismalarinda Au@Ag bimetalik
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nanopargaciklarin Ag@Au bimetalik nanoparcaciklarin kullanildig1 protokole gore daha

yiiksek sinyal verdigi goriilmistiir.

Ayrica gimiis nanoparcaciklarin, diger tuzlari ile kiyaslandiginda etkili ibr
antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir. Oldukc¢a biiyilik yiizey alanlarindan 6tiiri
mikroorganizmalar ile daha iyi temas etmektedirler. Nanopargaciklar hiicre duvarina
tutanarak bakterinin i¢ine girerler. Bakteri duvari, siilfiir igeren proteinleri ve DNA gibi
fosfor igeren bilesikleri igermektedir ve glimiis nanopargaciklar hiicredeki bu proteinler
ile etkilesirler. Glimiis nanopargacik bakteri hiicresine girdiginde giimiis iyonlarindan
DNA’y1 korumak i¢in bakterinin merkezinde, bakterinin kiimelenmesini saglayan diisiik
molekiil agirhikli bir bolge olusturur. Nanoparcaciklar Oncelikli olarak solunum
zincirine, hiicre boliinmesine atak yapar ve son olarak hiicrenin 6liimiine sebep olur.
Nanoparcaciklar bakteri hiicreleri icerisine giimiis iyonlar1 salarak bakterisidial etkiyi
arttirirlar (Li vd. 2009). Bu sebepten otiirii ¢alismada kullanilan Au@Ag bimetalik
nanopargaciklarin kullanilan biyosensorde tayin edilen E. coli miktarinin 6lii bakterileri

de igerdigi diisiiniilmektedir.

Sentezlenen Au@Ag bimetalik nanopargaciklarin boyutlarinin biiyiikligii ve sekli, E.
coli ile etkilesimini hem baglanma derecesi hem de antibakteriyel 6zellik nedeniyle

degistirmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Elde edilen veriler 1s1g3inda Au@Ag NP isaretli immiinoessey protokoliinde sonuglarin
tekrarlanabilirliginin  Ag@Au NP immiinoessey protokoliine gore iyi olmadigi
sOylenebilir. Bu asamada gelinen sonuglar E. coli tayini i¢in Au@Ag bimetalik
nanoparcaciklarla olusturulan immiinoesseyde elektrokimyasal yontem yerine SERS

yonteminin kullanilmasina daha elverisli oldugu goriilmiistiir.

4.4.4 Su orneklerinde E. coli tayini

Gelistirilen elektrokimyasal yontemde Ag@Au ve Au@Ag olmak iizere iki farkh

bimetalik nanopargacik kullanilmistir. Bu nanopargaciklarla elde edilen kalibrasyon
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grafikleri karsilastirildiginda, kalibrasyon grafigi daha iyi olan Ag@Au bimetalik
nanoparcaciklarla hazirlanan immiinoessey protokoliiniin ger¢ek numune analizlerinde

kullanilmasina karar verilmistir.

Gelistirilen  elektrokimyasal  analiz ~ yonteminin  ger¢ek su  Orneklerinde
uygulanabilirligini tespit etmek icin musluk suyundan Ornekler alinmistir. Alinan
orneklerde E. coli tayini yapilmis ve elde edilen sonuglar kiiltiirel sayim yontemi ile

karsilastirilarak ¢izelge 4.1°de gdsterilmistir.

Ankara Universitesi Kimya Boliimii'ndeki musluk suyundan alman 6rneklerde hem
kiiltiirel sayim sonucunda hem de gelistirilen elektrokimyasal analiz sonucunda E. coli
tespit edilememistir. E. coli inokiile edilen musluk suyunda ise kiiltiirel sayim yontemi
ile 25 kob/mL, gelistirilen elektrokimyasal yontemle ise 33 kob/mL bulunmustur. Her
iki yontemin sonuglar1 karsilastirildiginda sonuglarin birbirine yakin olmas1 gelistirilen

elektrokimyasal yontemin gercek su drneklerinde uygulanabilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.1 Su oOrneklerinde gelistirilen elektrokimyasal analiz yontemi ve kiiltiirel
sayim yontemiyle elde edilen sonuglar

Gelistirilen
Su érnekleri Kiiltiirel Sayim elektrokimyasal analiz
yontemi yontemi
Ankara Universitesi, Kimya
Bolimii musluk suyu 0 0
Ankara Universitesi, Kimya
Bolimii musluk suyu (E. 25 33

coli inokiile edilen)
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda,

Ag@Au ve Au@Ag bitemalik nanoparcaciklar sentezlenerek UV-Vis spektroskopisi ve
TEM analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuclardan Ag@Au bimetalik
nanoparcaciklarin boyutu yaklasik olarak 12 nm, Au@Ag bitemalik nanoparcaciklarin
boyutu 60-70 nm arasinda degismektedir.

Nanoparcacik etiketli antikorlarin  hazirlanmasinda kendiliginden diizenlenme
tekniginden daha sonraki basamakta avidin-biyotin etkilesiminden yararlanilmistir.
Au@Ag ve Ag@Au bimetalik nanopargacik isaretli antikorlarin E. coli ile etkilesimleri
TEM goriintiileri ile incelenmis ve bakteri-nanopargacik etkilesimi bu goriintiilerle

kanitlanmustir.

Immiinoessey protokoliiniin spektrokopik karakterizasyonu XPS, YGRS ve ATR-FTIR
kullanilarak yapilmis, bu analizlerden elde edilen sonuglardan protokoliin dogru bir

sekilde olusturuldugu anlagilmistir.

Hazirlanan immiinoessey protokoliiniin elektrokimyasal biyosensorlerde kullanilmasi
icin kullanilan bimetalik nanoparcaciklarin ¢oziinme ortamlart ve elektrokimyasal

calisma parametreleri belirlenmistir.

Elektrokimyasal deneylerde CV, CA ve kare dalga siyirma voltametrisinden
yararlanilmistir. Elde edilen sonuglardan ¢alisma elektrodu olarak kullanilan kalem

elektrodun altin ve giimiisilin tayini i¢in uygun elektrot oldugunu gostermistir.
Immiinoessey yapisinda kullanilan bimetalik nanoparcaciklardan Ag@Au’den elde

edilen sonuglarin daha verimli olmasindan dolayr su numunelerinde E. coli i¢in bu

nanoparcacik kullanilmistir.
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