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OZET

TERBIYUM/EUROPIYUM SELATLI ALTIN NANOPARCACIKLAR
KULLANARAK DiPiKOLINiK ASiDIiN FLORESANS YONTEMI iLE
BELIiRLENMESI

Mert DONMEZ
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dog. Dr. Benan KILBAS
Ocak 2016, 61 sayfa

Bakteri sporlar1 en zor yasam kosullarinda bile hayatlarini siirdiirebilen organizmalardir.
Ozellikle patojen bakterilerin sporlar1 saglik, gida, biyoterdrizm ve uzay arastirmalar
gibi bir¢ok alanda dikkat edilmesi gereken tiirlerdir. Bunlarin tehlike sinirlarinin altinda
belirlenmesi ve miktarlarinin tayini olduk¢a 6nemlidir. Floresans sensorler, floresans
olmayan iyonlarin ya da biyomolekiillerin tespitinde olduk¢a sik kullanilmaktadir. Bu
metod, floresans 151k yayan molekiillerin kovalent olmayan etkilesimlerle iyonlara veya
biyomolekiillere baglanmasi ile birlikte molekiiliin spektral o6zelliklerinin degismesi
prensibine dayanir. Lantanit iyonu bazli floresans spektroskopisi, lantanitlerin {istiin
ozelliklerinden dolayr son yillarda biiyiik ilgi gdrmektedir. Nanopargaciklar, son
yillarda boyutlarima bagli optik, elektriksel, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle
sensOr ve ilag taginim/salinim uygulamalarinda oldukg¢a fazla kullanilmaktadirlar. Bu
anlamda bir¢ok nanoteknolojik yap1 olmasina ragmen altin nanopartikiiller cok 6zel bir
yer tutmaktadir. Bu ¢alismada, modiiler bir nanosensor sistemi olusturarak istenilen
dalga boyunda belirleme yontemi gelistirip hizli, kolay ve ucuz bir sekilde, patojenik
bakteri sporlarinda bulunan dipikolinik asidin, floresans 6zellikleri olan nanosensorler
araciligryla belirlenmesi ve miktarinin tayin edilmesi saglanmistir. Bdylece analitik
olarak belirleme ortamina bir i¢ standart ekleme islemi ortadan kaldirilip, kendi kendine

kalibre olan, yiiksek belirleme hassasiyetinde bir nanosensor sistemi olusturulmustur.

Anahtar sozciikler: Bakteri sporlari, Dipikolinik asit, Altin nanopargaciklar,

Lantanitler, Floresans, Nanosensorler.



ABSTRACT

FLUORESCENT DETECTION OF THE DIPICOLINIC ACID AS A UNIQUE
BIOMARKER OF BACTERIAL SPORES USING TERBIUM/EUROPIUM
CHELATED GOLD NANOPARTICLES

Mert DONMEZ
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master of Science Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Benan KILBAS
January 2016, 61 pages

Bacterial spores are structures produced by bacterial cells in order to survive harsh
conditions. Detecting bacterial spores and determining their concentration are very
useful in applications from space science to national security, as well as health and
foood industry. Detection of endospores below the dangerous level and determination of
their concentration are very important. Fluorescent sensors are used for detection
biomolecules or non-fluorescent ions. This method is based on spectral changes of
molecules which has a interaction with biomolecules or ions. In recent years fluorescent
spectroscopy of lanthanides has been used for these methods. Gold nanoparticles are
being currently used in nanobiotechnology and nanomedicine because of their
biocompatibility and optoelectronic properties. In this thesis, gold nanoparticles, active
ligands and their lanthanide complexes were synthesized and used for the fluorescent
detection of dipicolinic acid, a unique biomarker of bacterial spores. We designed
lanthanide chelated modified gold nanoparticles to use for sensing and detecting

dipicolinic acid.

Keywords: Bacterial spores, Dipicolinic acid, Gold nanoparticles, Lanthanides,

Fluorescence, Nanosensors.



EXTENDED ABSTRACT

FLUORESCENT DETECTION OF THE DIPICOLINIC ACID AS A UNIQUE
BIOMARKER OF BACTERIAL SPORES USING TERBIUM/EUROPIUM
CHELATED GOLD NANOPARTICLES

Mert DONMEZ
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master of Science Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Benan KILBAS
January 2016, 61 pages

1. INTRODUCTION:

Gold nanoparticles are one of the common nanomaterials which used different kind of
fields. It can be used for delivering drugs, bindings biomolecules, detecting DNA and
sensing molecules. Some bacterial spores are dangerous for humans. Detecting these
bacterial spores which are exteremely hazardous for health and food industry can save
our life. All of the bacterial spores mainly contain dipicolinic acid.

Fluorescence spectroscopy is cheaper and quicker than other analysis methods. It can be
easily useable for detecting molecules. Dipicolinic acid-lanthanide chelates have
luminescence properties. Using this features, nanosensor systems provides unique

analytical method which can detect dipicolinic acid at low concentrations.
2. MATERIAL AND METHODS:

Modified gold nanoparticles were synthesized for detecting and sensing purposes.
Amine-thiol ligands were attached to gold nanocore for stabilize and determine
nanoparticles sizes. In second step chelating groups were added to gold nanoparticles.
Those chelate groups provide interaction with lanthanides. Both europium and terbium
were complexed with gold nanoparticles. The resulting complexes were used to

investigate and to detect dipicolinic acid by fluorescence spectroscopy.



3. RESULTS AND DISCUSSIONS:

Characterization of synthesized gold nanoparticles was performed by Transmission
Electron Microscopy (TEM) and zeta-potential analysis. Fluorescence measurements
were performed with different concentrations of dipicolinic acid. We also made
comparisons with different dicarboxylic acids to see if our gold nanoparticles acted
selectively for dipicolinic acid. The results showed us that our lanthanide chelated gold
nanoparticles were sensitive and selective for dipicolinic acid. At last, we made ligand
displacement experiments with dipicolinic acid/ (4,4,4-Trifluoro-1-(2-naphthyl)-1,3-
butandione). This experiment proved strong interactions with dipicolinic acid with
lanthanides.

4. CONCLUSION AND OUTLOOK:

In this study, lanthanide chelated gold nanoparticles were synthesized and used for
detecting dipicolinic acid via fluorescence spectroscopy. The precision of the results
was shown fluorescence method can be used as sensor for dipicolinic acid. With
different chemical modifications of gold nanoparticles, novel nanosensor systems can

be designed for sensing other molecule types in the future.



1.GIRIS

1.1. ALTIN NANOPARCACIKLAR

1.1.1. Altin Nanoparc¢aciklarin Gelisimi

Antik zamanlardan bu yana altin bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bilimde ise son
yillarda hakkinda yapilan yaymlar artmaktadir. Ozellikle nanoteknolojinin gelismesi ile
nanoparcaciklar ve kendiliginden olusabilen mono yiizeylerde altinin kullanim alani
artmistir.[1] Altin nanopargaciklar (AuNP) ayrica altin kolloitler olarakta literatiirde yer
almaktadir. Altin nanoparcaciklar ge¢is metalleri igerisinde en kararli metal
nanoparcaciklart olup, malzeme bilimi dalinda farkli 6zelliklere sahip materyallerle
kolay ve kararl1 bilesikler olusturmasi yoniinden énemlidir. Bu 6zelliklerinin yani sira
pargaciklarin boyutuna gore elektriksel, manyetik, optik davraniglarinin degismesi ve

sentezlerde katalitik etki géstermesi kullanim alanlarmin genislemesini saglamistir.[2-5]

21. Yiizyilda nanoteknolojik atilimlarin kilit noktas1 haline gelmesi bu 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. 1lk olarak topraktan ¢ikarilip islenmesi M.O. 5. Yiizyilda
Bulgaristan’da baglayip, milattan sonra antik Misirda islenme miktart 10 tona
yaklagacak sekilde kullanilmistir. [6] Kolay islenip sekil verilebildiginden Misir ve
Cin’de heykel, lahit gibi eserlerin yapiminda yer almistir. Sadece estetik acidan
kullanilmis olasalar da altinin 6zelliklerinden dolayr giiniimiize ilk giinkii haliyle
aktarilmistir. Eski ¢aglarda cama kirmizi rengini vermek icin kullanilan kolloidal altin,
giinimiizde de bu islemlerde kullanilmaktadir. Belki en meshur 6rnegi “Lycurgus
Kupas1” dir. Bu kupa 15181 direk gecirdiginde kirmizi, yansittiginda ise yesil renk
almaktadir. Kolloidal altinla islenmis bu antik Roma déneminden kalma eser bize
nanopargacik boyutunda aslinda altmin farkli fotofiziksel 6zellikler gosterebildiginin

kanitidir. [7-12]



Sekil 1.1. Lycurgus Kupasi

Orta caglarda ise kolloidal altin ¢ozeltileri kalp ve damar hastaliklari, dizanteri, epilepsi
ve tiimor gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan kuvvetli bir ilag¢ halini almistir. 1618
de filozof ve medikal doktor olan Francisci Antonii kolloidal altinla ilgili detayli bir
kitap yaymlamistir.[13] Bu kitap kolloidal altin ile ilgili ilk yayin olarak bilinmektedir.
Kitaptaki verilerde farkli miktarlar kullanilarak hazirlanan kolloidal altin ¢ozeltilerinin
farkli hastaliklarda nasil kullanilacagi anlatilmaktadir. 1676 da Alman kimyager Johann
Kunckels ikinci bir kitap yaymlamistir. Kitapta kolloidal altindan hazirlanan pembe
renkli ¢ozeltinin igilebilir oldugunu ve bu sayede bazi hastaliklar1 igceriden tedavi ve bu
parcaciklarin gozle gorillemeyecek kadar ufak oldugundan bahsetmistir. Yine bu
donemlerde renkli camlarin yapiminda “Cassius Moru” olarak adlandirilan renk paletini
olusturmak i¢in altin nanoparcaciklar kalay dioksit ile tepkimeye sokulmus,
konsantrasyonlarinin farki sayesinde farkli tonlarda mor renk elde edilmistir. 1718
yilinda kolloidal altin adiyla Hans Heinrich Helcher tarafindan yayinlanan tezde
kaynatilmis nisasta ile altin soliisyonu karisitmindan kararli ve igilebilir ilaglar
hazirladigin1 aciklamistir. Bu kullanim alan1 18. Yiizyilda giderek yaygilasmus,
icilebilir kolloidal altin ¢6zeltileri satilmistir. 1794’te Mrs. Fuhlame yayinladigi kitapta
kolloidal altin ile ipek boyama islemlerinin kolayligindan bahsetmistir.[ 14-19]

1.1.2. Altin Nanoparg¢aciklarin Sentez Yontemleri

1818’de Jeremias Benjamin Richters kolloidal altin ¢ozeltilerinin farkli renklerde
olmasini eklenen altin miktarina ve bunlarin ¢éziinmeleriyle orantili olarak degistigine,

hatta ¢oziinmenin gergeklesmedigi ortamlarda topaklagmanin olma sebebinin altinin



pargacik boyutundan kaynaklandigini agiklamistir. 1857°de Faraday iki fazli bir sistem
kullanarak kloroaurat (AuCly) ¢ozeltisini karbon disiilfiir (CS;) ve fosfor ile tepkimeye
sokup altinin indirgenerek kolloidal hale gegctigini belirtmistir.[20-22] Arastirmasinin
devaminda ince filmlere kolloidal altin c¢ozeltileri kaplayip renk degisimlerini
incelemistir. Orta c¢agda ila¢ olarak kullanilan kolloidal altin giliniimiizde de ilag

kimyasinda 6nemli bir yer almaktadir.[23]

Birden ¢ok kolloidal altin sentez metodu bilinmektedir. Temelde iki yol izlenerek elde
edilmektedir. Ik metot icten disa, ikinci metot ise distan ice olarak tanimlanabilir. icten
disa sentez yonteminde altin(IIl) tuzlar1 indirgeme ajanlar1 ve kararlilik kazandiracak

farkli molekiiller varliginda gergeklesmektedir.[24-26]
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Sekil 1.2. Icten disa olusum metodu

1.1.2.1. Sitrat Indirgemesi

Altin(III) tiirevlerinin indirgenmesi ile olusturulan altin nanoparcaciklarda kullanilan en
genel yontemdir. Uzun zamandir kullanilan bu metot 1951 yilinda Turkevitch tarafindan
bulunan tetrakloroaurat iyonlarmin sulu ¢dzeltisine sitrat indirgen ajani eklenerek
sentezlenmesidir. Sulu ortamda HAUCI, ¢ozeltisinin sitrat iyonlar1 ile indirgenmesi
prensibine dayanir. Fakat parcaciklarin homojen olarak olusmasi ve topaklanmasi
engellenememektedir. Ortalama 20 nm boyutlarda nanopargaciklar elde edilmesine
olanak saglayan bu metot sonralarda konsantrasyon denemeleri yapilarak optimize

edilmistir.[26-29]



Kontollii ve kararli altin nanopargaciklar sentezlemek i¢cin 1993 yilinda Mulvaney ve
Giersig alkantiyoller kullanmistir. Altin ve kiikiirt arasindaki yumusak karakterli
etkilesimler olusan pargacigr kararli kildigi gibi kullanilan alkantiyol zincirinin
uzunlugu da pargaciklarin topaklanmasini engellemistir. Altin tuzunun trisodyum sitrat
tuzuna olan konsantrasyon orani iizerinde degisiklikler yapilarak 6 nm ile 147 nm
arasinda altin nanoparcaciklar olusturabildigi literatiirde belirtilmigtir. Ayrica
nanoparcacik yiizeyinin modifikasyonunda da kullanilan genel yontemlerden biridir. 3-

merkapto propiyonat kullanilarak tiyol modifiyeli altin nanoparcaciklarda elde
edilebilmektedir.[30]

Kullanilan ligandin, sitrat tuzunun ve altin tuzunun konsantrasyonu ayarlanarak

parcgacik boyutu istenilen biiyiikliige ayarlanabilmektedir.

S—=
Trisodyum Sitrat

HAuCI,
Direk reflux

Ekleme

Sekil 1.3. Sitrat indirgenme basamag:

1.1.2.2. Brust-Schiffrin Metodu

En popiiler olan Brust-Schiffrin metodu Faraday’in iki-faz sisteminden esinlenerek
olusturduklar1 yontemdir. Cok diisiik konsantrasyonlarda ve boyutlar1 kontrol edilebilen,
termal olarak kararli, organik ¢oziiciilerde c¢oziinebilen ve saklanabilen altin
nanopargaciklar sentezlemislerdir. Altin nanoparcaciklar tetrakloroaurat iyonlarini
sodyum borhidriir ile tiyol ve tetraoktilamonyumbromiir (TOAB) faz transfer ajaninin
bulundugu ortamda indirgeyerek sentezlenir. Altin nanopargaciklarin alkantiyol
tiirevleri kullanilarak kararli hale getirilebilmesinden sonra farkli zincir uzunluklarinin
olusan nanopargacigin boyutuna etki ettigi gézlemlenmistir. Termal ve havaya karsi

kararl1 altin nanopargaciklarin sentezlenmesi igin kullanilan bu metotta ilk olarak altin



metali indirgen sayesinde 1.5 — 5.2 nm’ler arasinda olacak sekilde gruplandirilir.
Organik fazda bulunan alkantiyol ligandi ile faz transfer katalizorii sayesinde etkilesime
girer. Bu sayede aniden tepkimeye girmediginden ¢okme veya topaklanma goriilmez.
Kiikiirt ile altin arasindaki etkilesimin kuvvetli olmasi faz arasindaki gegislerde iiriiniin

bozulmasini engellemektedir.[31-35]

Tiyol/altin orani degistirildiginde ise yliksek konsantrasyonlarda kiiclik cekirdekli
ylizeyi tamamen  kaplanmis  nanopargaciklar  elde  edilebilirken,  diisiik
konsantrasyonlarda biiyiik c¢ekirdekli parcaciklar elde edilebilmektedir. Kiiclik
cekirdekli olusan nanopargaciklarin bir siire sonra topaklandigi ve karakteristik
Ozelliklerini yitirdikleri saptanmistir. Yontemin tek dezavantaji indirgeme ajaninin
fazlas1 ortamdan uzaklastirilamadigindan altin nanopargaciklar1 kontamine etmesidir.
Bu faz transfer ajanindan kurtulmak i¢in metot tek fazli sisteme entegre edilmistir. Su
ve etanol, metanol gibi alkollerin varliginda ¢6ziinen altin tuzlari ve suda ¢oziinebilen
ligandlar sayesinde altin nanopargaciklar kolaylikla elde edilmektedir. Tetrahidrofuran
(THF) varhiginda ise indirgen ajan lityum borhidriir (LiBH4) kullanilarak organik

¢oziiclilerde ¢oziinebilen altin nanopargaciklar sentezlenebilmektedir. [14]

NaBH, 111.’115‘ é} c;,r"'

! meewGH fcam

|

Sekil 1.4. Brust-Schiffrin sentez basamagi

Revize edilen metot iki faz sisteminden tek faz sistemine doniistiiriilerek daha kararl ve
farkli ¢esitlerde fonksiyonel gruplar kullanarak altin nanoparcaciklar elde
edilebilmesine olanak saglamistir. Tek faza diisiirilen metot hem faz transfer
katalizorlerinden kaynaklanan safsizliklardan kurtulmus olup, hem de oda kosullarinda

kolayca sentez yapilabilecek bir hale doniismiistiir. [7]



Ayrica bu metotta disiilfitler, tritiyoller, tiyoeterler, politiyoeterler, fosfinler, aminler ve
karboksilatlar altin nanopargaciklart kararli ve modifiye hale getirmek igin
kullanilabilmektedir.[21]

(ig‘:%“wm_.«h@i{i Hs~ g miﬁwo Ho oy @%g‘{”ﬁ

R oﬁ?f% —bﬁgﬁ
(Hiic‘,@'% %"’ Tween 20 (W) {:} HS A~ A oowéi::”ﬁo

5
'S

(reflu) jﬁv %r c&'f?z \f‘?

Sekil 1.5. Diger nanopargacik sentez yontemleri

Kimyasal metotlarla Au(Ill)’i Au(0)’a indirgemenin disinda fiziksel metotlar da
kullanilabilir. Fotokimya, Sonokimya, Radyoliz ve Termoliz metotlar1 ile altin tuzlar
UV 1sinlar, yakin IR lazerleri, ultrasonik dalgalar ve spesifik radikaller gibi zor kosullar

altinda tutularak altin nanopargacik haline getirilebilmektedir. [6]

Bu icten disa metotlarin hepsi sayesinde parcacik boyutunun kontrolii, uyarlanabilen
reaksiyon kosullari, fonksiyonlu ligandlar icermesi gibi farkli 6zelliklere sahip altin

nanoparcaciklar elde edilebilir.

Avantajlarin yaninda bahsedilen sentez metotlarinda maddeleri safsizliklara karsi
korumak zor olmakla beraber reaksiyon kosullarinin hassashigi, ekipmanin dizayni ve

teknolojik ac¢idan risklerin bulunmasindan dolay1 biiyiik dlceklerde ¢alisilamamaktadir.

Distan ige metotta ise biiyilk boyutlardaki altindan asindirma, parcalama ve piroliz

yontemleri sayesinde makro veya mikro boyuttan nano boyutlara gegilebilmektedir. Bu
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islemlerde metal yiiksek sicakliklarda isleme tabi tutulmaktadir. Biiyiik O6l¢eklerde
calismaya olanak saglayan bu metotlar altin ile etkilesime girecek ligandlarin kuvvetli
baglar kurmasina gerek duyar. Bu dezavantajdan dolay1 ¢esitlendirme yapilmasi igten

disa metottaki kadar kolay olmamaktadir. [16]

Sentez metotlar1 incelenip c¢alismamizda kullanmak iizere segilen metodun Brust-
Schiffrin metodu olduguna karar verilmistir. Bu metodu kullanan literatiir 6rnekleri
dikkate alinmistir. Chen ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada gen tasimada goérev
alabilecek katyonik altin nanoparcaciklarin sentezi yapilmistir. Uygun boyutlarda ve
fonksiyonlarda altin nanopargacik sentezlemek i¢in baslangic maddelerinin
konstantrasyonlarinin 6nemli rol aldigi, maddeler arasinda belirli bir oranin bulundugu
ve bu oranin disinda altin nanoparcaciklarin olugmadigi veya topaklanarak
islevselliklerini yitirdikleri tespit edilmistir. Elde edilen bu bilgiler sayesinde
calismamizin laboratuar ortaminda yapilacak olmasindan dolayr kiigiik olgeklerde
kolayca calisilabilecek, tek fazli sistem sayesinde yabancit maddelerden uzak bir sekilde

sentezlenebilecek bir ¢alisma yolu izlenmistir. [4]

1.2. FLORESANS SPEKTROSKOPISi

Florofor ozellik gosteren maddelerin seyreltilmis ¢ozeltilerinin {izerinden Olglim
yapilmasina olanak saglayan bir analiz yontemidir. Dalga boyuna karsilik o dalga
boyundaki floresans siddetini Ol¢meye dayanir. Florofor maddelere gonderilen
ultraviyole 151n molekiilleri uyarir. Uyarilan molekiillerin elektronlar bir iist seviyeye
gecer. Her molekiil i¢in gereken enerji farkli oldugundan florofor maddeleri spesifik

dalga boylarinda yapilan dlgtimlerle ayirt edebilmek miimkiindiir. [23]

Uyarilmis molekiil birden farkli yontemle tekrar temel hale gelmektedir. En kolay ve
kisa olan yontemler molekiiliin titregsmesiyle enerjinin salinmasi veya 1s1 enerjisine
doniistiiriip bulundugu ortami 1sitmasidir. Bu yollarin diginda farkli bir yol izlenirse

molekiil floresans veya fosforesans 6zellik gostermektedir denilebilir.

11
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Sekil 1.6. Jablonski diyagrami

Uyarilan elektronlar emdigi enerji miktarina gore temel seviyeden singlet uyarilmis
haldeki seviyelere (S; veya S;) cikar. Singlet uyarilmis haldeki alt enerji seviyelerine
cikan elektronlar bu fazla enerji yilikiinii diger alt enerji seviyelerine inerken titreserek
tizerinden atar. S, de bulunan bir elektron titreserek ana seviyeye geldiginde S; singlet
hale gecebilme olanagina sahip olur. Bu ge¢isin olabilmesi i¢in molekiiliin enerji
seviyelerinin birbirine yakin veya S; seviyesinin daha diisiik enerjide olmasi gerekir.
Elektronlar bu i¢ doniisiimii yaparak uyarilmis S; seviyesine gectiklerinde enerjilerinin
bir kismin1 daha bosaltmis olurlar. Bu seviyenin herhangi bir yerine gegen elektronlar
daha sonra temel hale yani Sy seviyesine titreserek donebilirler. Bu Sy seviyesine gegiste

yaydiklar1 enerji dalgalarina temel olarak floresans denir. [11]

Florofor maddelerin ¢ogu goriiniir bolge 1sinlariyla uyarilabilmektedir. Bu sebepten
dolayr gozle goriiniir renk degisimleri yasanir. Renk degisimleri uyaran 15in kaynagi
kapatildiginda kesiliyorsa floresans oOzellik, 1simn kaynagi kapatildigi halde devam

ediyorsa fosforesans 6zellik olarak tanimlanir.

Floresans siddetini etkileyen faktorlerin basinda sontimleme gelmektedir. Soniimleme
uyarilan elektron veya elektronlarin diger molekiillere aktariimasindan kaynaklanir.
Iyonlarin olusmasma sebep olan bu aktarma enerjinin elektronun tasinmasinda

harcanmasindan dolay1 enerji seviyeleri arasinda bir gegis olmaz ve beklenilenden daha
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az bir enerji yayilimi s6z konusu olur. Bu soniimleme etkisini en aza indirmek igin

molekiillerin floresans dlgtimleri yapilirken seyreltik ¢ozeltiler kullanilir. [31]

Lantanit grubu ge¢is metalleri floresans sensér yapiminda en ¢ok kullanilan malzeme
gruplarindan biridir. Lantanitlerin yapilarinda f orbitalleri bulundurmasi ve bu
orbitallerin enerji seviyelerinin birbirine yakin olmasi floresans etkiyi arttirir. Fazladan
bu f orbitalleri hem lantanitleri diger gec¢is metallerinden ayirirken hem de

sptektrofotometrik 6zellik katar.

Anyon Lantanit + Bagl Ligand Anyon — Lantanit
Kompleksi

Sekil 1.7. Floresans etki gosteren kompleksin olugsmasi

Kompleks olusturdugu maddelerle arasinda kolayca enerji  doniisiimlerini
saglayabilmesi ve bu enerji doniisiimleri sonrasinda salinan enerjinin goriiniir bolgeye
denk gelmesi lantanit komplekslerinde renk degisimine sebep olmaktadir. Floresan
Ozellik gosteren lantanit kompleksleri olusturmak i¢in Europiyum, Terbiyum ve
Samaryum lantanitleri kullanilmaktadir. Bu ii¢ geg¢is metalinin d ve f orbitalleri enerji
seviyeleri acisindan birbirine en yakin olan elementlerdir. Karsilarina gelen ligand
uyarildig1 seviyeden lantanitin orbitallerine enerjiyi kolayca aktarabilmektedir. Salinim
yaptiklar1 enerji dalga boylar1 sabit oldugundan lantanitler floresans spektroskopisinde
spesifiklik gosterirler. Terbiyumun salinim yaptig1 temel dalga boylarindan biri olan
595 nm yesil renge denk gelirken, europiyum lantanitinin salinim yaptig1 temel dalga

boylarindan biri olan 616 nm kirmizi renge denk gelmektedir. [28]
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Sekil 1.8. DPA —Tb floresans etkilesimi [45]

Lantanit kompleksi olusturulurken dikkat edilecek nokta ligandin singlet uyarilmis
enerji seviyesi (S;) ile lantanitin triplet uyarilmis enerji seviyesi (T;) arasinda kolayca
gecisin saglanabiliyor olmasidir. Bu sayede uyarilan ligand enerjisini uygun olarak
secilen lantanite aktarir ve sonucunda florofor 6zellik gosteren kompleks ortaya ¢ikmis

olur.

Literatiirde bulunan bir ¢alismada Esplin ve ¢alisma grubu tarafindan terbiyum 1,4,7,10-
tetraazasiklododekan-1,7-bisasetat ile komplekslestirilmistir. Tespit edilecek molekiiliin
enerji seviyelerine uygun oldugundan dolay1 terbiyum metali segilmistir. Olusturulan bu
komplekse koordine kovalent bag ile etkilesim kurmasi i¢in eklenen dipikolinik asit
sayesinde uyarilan dipikolinik asit enerjisini lantanite kolayca aktarabilmekte ve bu

enerji terbiyum tizerinden digar1 salindigi i¢in parlak yesil renk gézlemlenir. [12]
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Sekil 1.9. DPA-Tb kompleksinin renk degisimi [45]

Diger lantanitler (europiyum ve samaryum) kullanildiginda yine floresans o6zellik
gosterdigi saptanmis olsa da en kolay enerji gegisleri yiiziinden terbiyumun secildigi
belirtilmistir. Bu ¢aligma istenilen floresans etkiyi yaratmak i¢in uygun materyal

seciminin dnemini de gostermektedir.

Uygun materyaller ve kosullar hazirlandiginda floresans spektroskopisinin daha

kullanigh olabilecegine bir diger 6rnek ise Lehiu ve calisma grubu tarafindan
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yayinlanan makalede goriilmektedir. Kalsiyum dipikolanat molekiiliinii tespit etme
amaciyla sentezlenen komplekste kuvvetli floresans verimi elde edebilme amaciyla
europiyum lantaniti secilmistir. Europiyum lantaniti barindiran kompleksin tespit
edilmek istenen madde i¢in segici davrandigi, bu seciciligin sebebi olarak ligand ile

metalin etkilesimi oldugu belirtilmistir. [15]

Floresans spektroskopisi ile ilgili elde edilen teorik bilgiler ve bu bilgiler kullanilarak
yapilan caligmalar géze alinarak calismamizda tespit etmek istedigimiz madde olan

dipikolinik asit i¢in uygun lantanitlerin europiyum ve terbiyum oldugu belirlenmistir.

1.3. ENDOSPOR (SPOR)

Bazi bakteri hiicreleri (Clostridium, Bacillus, Desulfotomaculum, Sporosarcina cinsleri)
icinde "endospor" meydana gelir. Endospor, bir bakterinin uygun olmayan kosullar
altinda sitoplazma yiizeyini minimuma indirerek metabolizmasini en diisiik halde
calistirmasiyla ortamin dig etkilerinden korunmasi amagli olarak aldig: haldir. Bunlar
bakterilerin canli fakat uyusuk (dormant) formlaridir. Endosporlar bakterilerin vejetatif
sekillerine (bakterilerin beslenen ve ¢ogalan sekli) gore fiziksel ve kimyasal etkenlere
kars1 daha dayaniklidirlar. [19]

Dis Katman

Korteks

ic Membran

Sekil 1.10. Bakteri endosporu

Endospor olusumu bir lireme bi¢imi degildir. Yiiksek ve diislik sicaklik durumlarinda
meydana gelir. Bakteriler ¢cok diisiik sicakliklarda endospor halde uzun yillarca var

olabilirken (buzullarda binlerce yillik bakterilere rastlanmistir) yiliksek sicakliklarda
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durum boyle degildir; belli sicaklik degerlerinden sonra endospor korumaya devam

edememektedir.

Endosporda, vejatatif hiicrede bulunmayan "dipikolinik asit" vardir. Dis kisminin
gecirgen olmamasi, yiliksek miktarda dipikolinik asit ve kalsiyum ihtiva etmesi, su
oraninin az olmasi, ¢ok az metabolizma ve enzim faaliyeti gostermesi, sporlarin
vejetatif sekilerinden daha direngli olmasimi saglar. Dipkolinik asit endospora 6zel
kimyasal yapidir vejetatif hiicrede yoktur. Bu da 6z bélgesinde bulunur. Kalsiyum

iyonlart da dipikolinik asitle birlesir ve endospor kuru agirliginin %15’ini olusturur. [2]

Endospor olusturan bakterilerin bazilar1 hastalik da yapar: 6rnegin sarbon hastaligi
Bacillus anthracis endosporlarinin teneffiisiiyle kapilabilir, derin saplanma yaralarinin
Clostridium tetani endosporlari ile kontamine olmasi da tetanoza yol acar. Bu tehlikeli
endosporlarin erken tespit edilmesi canlilarin hayati risklerini ortadan kaldirmak i¢in

Onemlidir.

Endosporlarin tespitinde birgok yontem kullanilmasina karsin floresans ydntemi

kullanildiginda diisiik konsantrasyonlarda kolayca nitel ve nicel analizi yapilip dnlem

alinabilmektedir. [25]
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2. MATERYAL VE YONTEM

Calisma metodumuzda kullanilan Altn(III)Kloriir, 11-Amino-1-Undekantiyol ve
Sodyum Bor Hidriir Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi. Floresans dlgiimleri igin
SHIMADZU RF-5301PC spectrofluorometer kullanilmistir. Yapt aydinlatmada
G? Spirit Biotwin model Yiiksek Kontrastli Gegirimli Elektron Mikroskobu (CTEM) ve

Malvern Zetasizer Nano ZSP cihazlarinda analizler yaptirilmigtir.

2.1. ALTIN NANOPARCACIKLARININ SENTEZi

Bu ¢alismada hibrit nanomateryallerin sentezlenmesi igin literatiirde yer alan Chen ve
calisma grubu tarafindan yapilan yaymn dikkate alinmistir. Elde edilmesi istenilen
nanoparcacigin boyutunu ayarlama amaciyla yaptiklar1 konsantrasyon deneyleri

sonucunda vardiklart sonuclar asagidaki tablodadir.

Cizelge 2.1. Nanoparcacik Olusumu Igin Yapilan Konsantrasyon Denemeleri[44]

HAUCI4(mM)

Tyl 0.24|0.36(048|0.96|1.2|18|2.4
0.18 X X X X X | X X
0.24 X X X X X | X | X
0.36 0 0 X X X | X | X
0.72 - 0 0 X X | X X
1.2 - - - 0 0| X X
1.8 - - - 0 0o| 0| X
2.4 - - - - o|o0]| O
3.6 - - - - |-l -1]o
4.8 - - - - -] - -
7.2 - - - - -] - -
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Tablodaki veriler incelendiginde kii¢lik 6l¢eklerde sentezlenecek altin nanoparcaciklarin
sorunsuz bir sekilde elde edilmesi ve miimkiin olabildigi kadar fazla miktarda
olusabilmesi icin gereken oranlar 2.4 mM HAuCl; ve 3.6 mM amintiyol bilesigi
kullanildi.

2.1.1. Amin-Tiyol Fonksiyonlu Altin Nanoparcaciklarin Sentezi

MH;
NaBH, - -
HAuCl, + HS(CH,);;NH,.ClI - - -
H,0, 25 °C, 3 saat .- nH,
GNP-1

Sekil 2.1. Tiyol ligandi ile altin nanoparcacik olusumu

Altin nanopargaciklarin sentezinin ilk basamaginda 2.4 mM 5 mL su/etanol (1:1)
HAuUCI, ¢ozeltisi hazirlandi. Ayri bir balonda 3.65 mM 5 mL su/etanol (1:1) 11-Amino-
1-undekantiyol ¢ozeltisi de hazirlamip HAuCly ¢ozeltisi ile karistirildi. Bu
konsantrasyonlar literatiirdeki degerler gdze almarak belirlendi. Indirgenme ajan1 olarak
kullanilacak NaBH4 literatiirdeki konstantrasyon oranlarindan yararlanilarak 5.3 uM
olacak sekilde su/etanol ile hazirlandi. Karistirilan HAuCl, ve 11-Amino-1-
Undekantiyol ¢dzeltisinin {izerine damla damla 50 pL NaBHj eklendi. Karanlik
ortamda 3 saat boyunca oda sicaklifinda karistirildi. Siire bitiminde karisim 6000
rpm’de 10 dakikalik periyotlar halinde santrifiij edilip istenilen biiyiikliiklerde
nanopargaciklarin ¢okmesi saglandi. Elde edilen nanopargaciklar ig¢indeki etanolden

kurtarilmak i¢in su ile yikanip sulu ¢ozelti halinde saklandi.
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2.1.2. Selatlastiric1 Yapinin Altin Nanoparcaciklara Eklenmesi

ml
s
» “.  EDTA-dianhidri _ -
S “ 5 e .
[TYS—. s 5
s -
i N, Hz0, 25°C, 2 saat R -
o, 2 -
GNP-1
GNP-2

Sekil 2.2. EDTA grubu eklenmis nanoparcaciklar

Sodyum bikarbonattan pH 9.6 olarak ayarlanmis 20 mL 0.IM tampon ¢oOzeltisi

hazirlandi. Sentezin ilk basamaginda hazirlanan nanopargaciklar ile karigtirilip

nanoparcaciklarin tamamen dagitilmasi saglandi. Nanoparcaciklarin konsantrasyonunun

3 kat1 olacak sekilde etilendiamin tetraasetik asit dianhidrit (EDTA) eklenerek manyetik

karistiricida 2 saat boyunca karanlikta tepkimeye sokuldu. Tepkime sonrasinda 4 kere

tampon ¢oOzeltisi ve 2 kere saf su ile yikandiktan sonra santrifiijlenip ¢oken

nanoparcaciklar sonraki agsama i¢in saf su i¢inde saklandi.

2.1.3. Lantanit Gruplarinin Altin Nanoparcaciklarla Komplekslestirilmesi

2.1.3.1. Europiyum Kompleksli Altin Nanopar¢aciklarin Sentezi

s
+ o EuClz
Ouid il Cold

Manopartites o » Manoparbicles s
M

- L H:0, 25°C, 5 saat

GNP-2 GNP-3

Sekil 2.3. Lantanit ile kompleks olusturmus nanoparcaciklar
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Nanoparcaciklar saf sulu ¢ozeltide dagitildiktan(dispers) sonra tlizerine 20 mL 0.01M
EuCl; eklenip 5 saat boyunca oda kosullari ve karanlikta karistirildi. Tepkime
sonrasinda olusan nanopargaciklar1 saflastirmak icin saf su ile yikanip santrifiij edildi.
Elde edilen Europium selath altin nanopargaciklar sulu ¢ozeltide 5 °C de buzdolabinda

muhafaza edildi.
2.1.3.2. Terbiyum Kompleksli Altin Nanopar¢aciklarin Sentezi

Sulu ¢ozeltideki altin nanoparcaciklar homojen hale gelene kadar dagitildiktan sonra
tizerine 20 mL 0.01M TbCl3z eklenip 5 saat boyunca karanlikta ve oda kosullarinda
tepkimeye sokuldu. Tepkime sonrasinda saflagtirmak i¢in saf su ile santrifiij edilip
yikandi. Elde edilen Terbiyum selatli altin nanopargaciklar sulu ¢ozelti icerisinde 5 °C

de buzdolabinda saklandi.
2.2. p -DIKETON (4,4,4 — TRIFLORO - 1 - ( 2-NAFTIL ) - 1,3 - BUTANDION)
KOMPLEKSLI ALTIN NANOPARCACIKLARIN SENTEZI

Europium kompleksli altin nanoparcaciklar homojen hale gelmesi i¢in dagitildiktan
sonra asirt olacak sekilde B-diketon bilesigi lantanit ile selatlagmasi igin eklendi.
Tepkime 3 saat karanlikta ve oda kosullarinda gergeklestirildi. Tepkime sonrasinda saf

su ile yikand1 ve santrifiij edildi. Elde edilen kompleks sulu ¢ozeltide sakland.

V| ”,
Alt ‘ ‘ ol
’ ) Pg ) ) * -
Nanoparcaciklar S

Sekil 2.4. B -diketon ile komplekslestirme

2.3. FLORESANS OLCUMLERi iCIN DIGER COZELTILERIN
HAZIRLANMASI

Tespit etme ve diger Ol¢limler i¢in lantanit selatli altin nanoparcaciklarla kompleks

olusturmasi i¢in dipikolinik asitin ¢ozeltileri hazirlandi. Notral pH araliginda belirlenen
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konsantrasyonlarda hazirlanan bu c¢ozeltiler daha sonra floresans Olglimlerinde

kullanildi.

Dipikolinik asitin segiciligini gostermek amaciyla dipikolinik asitin yapisina benzer
dikarboksilik asitler benzoik asit, izoftalik asit, nikotinik asit, pikolinik asit ve tereftalik

asitin 0.1 mM lik ¢6zeltileri hazirlandi.

Floresans oOlciimlerinde kullanilmak {izere dipikolinik asit ¢ozeltileri hazirlandi.
Literatiirdeki ¢alismalarda dipikolinik asidin tuzlarinin kullanilmasindan dolay1 ortaya
cikabilecek pH degisikligini engellemek amaciyla hazirladigimiz dipikolinik asit
coOzeltisi notral hale getirildi. Mili molar ve mikro molar olmak {izere iki farkl
konsantrasyon gruplar1 {lizerinde olgiimler yapildi. Dipikolinik asit miktarinin artmasi
floresans siddetini arttirdigi gibi kompleksin rengini de dogru oranda arttirdig:

gbzlemlendi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. ALTIN NANOPARCACIKLARIN SENTEZi

Nanoparcaciklarin sentezinde dikkat edilmesi gereken birka¢ husus bulunmaktadir.
Kullanilacak olan malzemelerin saflifi, hazirlanacak c¢ozeltilerin hassashiglr ve
malzemelerin havaya veya 1s18a karsi olan dayaniniklar1 dikkate alinmalidir.
Nanoparcacigin ¢ekirdegi dedigimiz kisim altin metalinden olusmaktadir. Bu ¢ekirdegin
olugmast i¢cin HAuCly tuzu kullanilir. Tuzun giin 15181na kars1 kararsiz olmasi tartma ve
¢Ozeltisini hazirlama sathasinda daha fazla dikkatli olunmasina neden olmaktadir. Aksi
taktirde belirlenilen konsantrasyon oranindan sapilmis ve beklenilen nanopargaciklarin
olusmamis oldugu goriiliir. Tepkime sirasinda altinin esas rengi olan sar1 renkten

kolloidal altina 6zgii olan kirmizi tonlarinda bir renge doniistiigii gozlemlenmektedir.

HS(CH,),NH, ¥HCl
(n=2,8,11) NaBH,
> —

HAuCI HAuCI / Tiyol Altin
: 4 Nanopargaciklar

cozeltisi cozeltisi
Sekil 3.1. Altin nanoparcaciklarin sentezindeki renk degisimi

Altin nanogekirdegini kararli kilmak ve fonksiyonlu hale getirme amaciyla segilen
ligandlar da biiylik 6nem tagimaktadir. Altin ¢ekirdeginin yiizeyi ile kuvvetli etkilesime
girecek maddeler secilmelidir. Gegmisten giiniimiize bu konu iizerine yapilan bir¢ok
aragtirma sayesinde kullanilmak istenilen alana gore hangi tiir ligandin segilecegi
literatiirden Ggrenilebilir. En kuvvetli etkilesim kuran gruplarin basinda tiyol (-SH)
iceren diiz zincirli yapilar gelmektedir. Dizayn ettigimiz nanopargaciklarda bu
bilgilerden yola ¢ikarak 11-Amino-1-Undekantiyol bilesigini sectik. Altin nanopargacigi

kararli kilmasinin yani sira, uzun alkan zinciri bulundurmasi odak noktamiz olan
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floresans Ol¢limlerinde tespit etmek istedigimiz madde ile altin ¢ekirdeginin herhangi
bir elektrostatik etkilesime girmesini engellemektedir. Ayrica diger acik ucunda bulunan
amin grubu sayesinde selatlastirict  yapiya kolay kosullarda tam verimle

eklenebilmektedir.

Sekil 3.2. Altin ¢ekirdeginin ligand ile kaplanmast

Selatlastirict olarak EDTA (etilendiamin tetraasetikasit dianhidrit) bilesiginin segilme
sebebi ise gegis metalleri ile kolay ve kararli kompleksler olusturabilmesidir. Yapisinda
bulunan coklu elektron verici gruplar sayesinde lantanit metaliyle birden fazla bag
olusturarak kararli bir yap1 elde edilir. pH’a kars1 duyarli olan EDTA bilesigi altin
nanoparcacikla kolayca tepkimeye girmesi ve yapisinin deforme olmamasi i¢in 9.6’lik
pH degerini saglama amaciyla tampon c¢ozelti ile desteklenmelidir. Bu sayede altin
nanogekirdegin ylizeyinde bulunan amin-tiyol gruplarinin amin uglan ile tepkimeye

girer.

Selatlastirict grup yapiya eklendikten sonra tizerinde galisilacak lantanitlerin eklenmesi
islemi uygulanir. Bu tepkime basamagi havaya karsi hassas olan lantanit tuzlarinin
dikkatli bir sekilde eklenmesi ile gergeklestirilir. Lantanit tuzlar1 havadaki nem ile
kolayca etkileserek havadaki suyu yapilarma katabilmektedir. Olusan hidratli yapi
nanoparcaciklar icin safsizlik olusturacagindan indirgen gaz altinda islemler

yiiriitiilmektedir.

Her iki lantanit metalinin de (europiyum ve terbiyum) altin nanoparcaciklar ile kolayca
selatlagabilecegi literatlirde belirtilmistir. Benzer kosullar ve sistemler kullanilarak
lantanit selatl: altin nanopargaciklarin hem europiyum hem de terbiyum igeren tiirevleri
sentezlenmistir. Safsizliklardan arindirildiktan sonra hibrit nanomateryallerimiz havaya
ve 1s1ga karsi kararli, sulu ¢ozelti halinde uzun siire bozulmadan saklanabilen ve

analizlere hazir halde muhafaza edilmistir.
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Nanoparcaciklarin  boyutu miimkiin olabildigi kadar kiiciik boyutta tutulmaya
calisilmigtir. Bu sayede az miktarda olan nanoparcaciklarin etkilesime girecegi yiizey
alan1 arttirilmig olur. Yiizeyin tamamina fonksiyonlu gruplarin tutundugu durumda
makro boyutlarina goére daha fazla ug¢ barindirir. Makro boyutlarda yapilan analizler
kadar kesin ve net bir sonu¢ almak icin kiiciik boyutlu nanopargaciklar yeterli

olmaktadir.

3.2. ALTIN NANOPARCACIKLARIN KARAKTERIZASYONLARI

3.2.1. TEM Analizleri

Altin  nanopargaciklarin  karakterizasyonu makro  boyutlardaki  molekiillerin
karakterizasyonlar1 kadar kolay olmamaktadir. Nanopargacik ¢ekirdek ve yiizey olarak
iki kisimda incelenebilmektedir. Cekirdek nanopargacigin biiylik bir ksimimni
olusturdugundan elektron mikroskobu ile boyutlari arastirilarak nanoparcacik hakkinda
bilgi edinilebilmektedir. Transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) teknigi nano
boyuttaki pargaciklarin yapisal karakterizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Yiksek
¢oziinlirliiklii gorlintiileme sistemi sayesinde nanoparcaciklar hakkinda ¢ap ve dagilim

hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglamaktadir.

Seyreltik ¢ozelti halinde bulunan numunelerin iizerlerine elektron bombardimani
yaparak gorlintii elde etme prensibiyle calismaktadir. Her sentez basamagi
tamamlandiktan sonra nanopargaciklarin bir kismi ayrilarak analizleri yapilmistir.
Buradaki amag sentez basamaklarinda nanoparcaciklara eklenmek istenilen maddelerin
yapilar iizerindeki etkileri ve safsizlik, topaklanma gibi negatif etkileri olup olmadigini
gormektir. Nanopargaciklarin tamamen dagilmis (monodispers) yapida bulunmasi
maddenin kullanim alani olan nanosensorler i¢in dikkat edilmesi gereken bir noktadir.
Eger nanoparcaciklar homojen bir sekilde ¢oziicli iginde dagilmiyorsa sensdr olarak
kullanilma asamasinda elde edilecek sonuglarda sapmalara neden olur ve bu da sistemin

kullanilabilirligini olumsuz yonde etkiler.
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— 50 nm

Sekil 3.3. Tiyol ligandl1 altin nanopargaciklarin TEM goriintiileri

Ilk sentez basamaginda nanopargaciklarin ortalama 30 nm boyutlarda sentezlendigi
sekillerden hesaplanabilmektedir. Yapilarin homojen sekilde dagilmis ve kiiresel halde

bulunmalar istenilen genis yiizey alanini elde ettigimizi gostermektedir.
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50 nm

Sekil 3.4. AUNP-EDTA TEM goriintiileri

Sekiller selatlastirict molekiiliin yapiya eklenmis oldugu sentezin ikinci basamaginda
nanopargaciklarin boyutlarinda ve kiiresel yapilarinda herhangi bir degisiklik olmadigi

ve homojen dagiliminin bozulmadigini géstermektedir.
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Sekil 3.5. AUNP-EDTA + Eu (iist) ve AUNP-EDTA + Tb (alt) TEM gbriintiileri

Iki farkli lantanit metalinin eklenmis oldugu son sentez basamagindan alman TEM
goriintiilerinde sistemimizin tiim 6zelliklerini korudugu ve sensor olarak kullanilmak
icin gerekli kosullar1 sagladigi soylenebilir. Kiiciik parcacik boyutu genis bir yilizey

alan1 saglamaktadir. Bu genis ylizey alan1 sayesinde disiik konsantrasyonlarda
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kullanilabilir haldedir. Ayrica nanoparcaciklarin tamamen homojen dagilmis olmalari

analizlerin kesinligi acisindan 6nemli bir noktadir.

3.2.2. Zeta — Potansiyel Ol¢iimleri

Zeta-potansiyel Ol¢lim sistemi tamamen molekiillerin dis yiizeyindeki elektriksel yiik
dagilimini 6lgmeye dayalidir. Nanoparcaciklar 6nceden de belirtildigi gibi ¢ekirdek ve
yiizey olmak iizere iki kisimda incelendiginden dolay: yiizeydeki degisimleri bu analiz
metodu sayesinde 6lgmek sentezlerde beklenilen sonuca ulasilip ulasilamadigi hakkinda

bilgi sahibi olmamizi saglamaktadir.

Nanoparcaciklarin yiizeylerinde bulunan fonksiyon gruplarimin elektronca zengin veya
fakir olmas1 molekiiliin {izerinde bir yiik kutuplagsmasina sebep olmaktadir. Bu yiiklerin
Olciilmesi ile eklenmek istenilen fonksiyonel grubun yapida bulunup bulunmadig

kanisina varilir.

Cizelge 3.1. Lantanit Selatli Altin Nanopargaciklarin Zeta-Potansiyel Sonuglari

Europiyum Selatli GNP-1 GNP-2 GNP-3
Zeta-Potansiyel +22 mV -31.8eV -23.7eV
Terbiyum Selath GNP-1 GNP-2 GNP-3
Zeta-Potansiyel +21.3 mV -39.1eV -30.4 eV

Tablodaki zeta-potansiyel 6lgiimlerine bakildiginda ilk basamaklarda elde edilen amin-
fonksiyonlu parcaciklarin (GNP-1) yiizey yiiklerinin +22 mV ve +21.3 mV oldugu
goriilmektedir. Bu da pozitif ylikli amin gruplarinin pargaciklarin dis yiizeylerinde
konumlandiklarin1 kanitlar. Daha sonraki basamakta sentezlenen EDTA-fonksiyonlu
parcaciklarin (GNP-2) yiizey yiikleri -31.8 eV ve -39.1 eV olarak bulunmustur. Bu da
parcaciklarin dis yiizeylerinin eksi yiiklii karboksilik asit gruplari ile fonksiyonlandiginm
gosterir. Son basamakta bu karboksilik asitlerin Eu®" ve Tb®* (GNP-3) ile koordine

olmasi yiikk miktarin1 azaltarak -23.7 eV ve -30.4 eV olmasin1 saglamistir. Teorikte
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Ongorildigi gibi sonuglar elde etmemiz altin nanoparcaciklart istenilen sekillerde

modifiye edebildigimizi gostermektedir.

Europiyum ve terbiyum selathi altin nanoparcaciklar arasindaki potansiyel farklarinin
sebebi farkli zaman ve kosullarda ayr1 ayr1 sentezlenmis olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Yik degisimlerinin elde edilmesi esas dikkat edilen noktadir.
Herhangi bir elektriksel 6zellik iizerine yogunlasiimadigindan degisimlerin oldugunu

bilmek yeterlidir.

Altin nanoparcaciklar tipki diger nanoparcgaciklarda oldugu gibi ¢ok kiigiik boyutlarda
bulundugundan yapisal karakterizasyon konusunda detayli ¢alismaya elverisli degildir.
Makro molekiillerde yapilarin element yiizdelerine kadar yapilabilen karakterizasyonlar
nano boyutlardaki pargaciklar igin yapilamamaktadir. Bu sebeplerden dolay1

nanoparcaciklar ¢ekirdek ve yiizeyi olmak tizere farkli sekillerde analiz edilmektedir.

Nanoparcacigin biiyilk bir kismini ¢ekirdek olusturdugundan pargacigin boyutu,
geometrik sekli ve etkilesimi gibi Ozelliklerinde ¢ekirdek rol oynamaktadir. Bizim
sistemimizde ¢ekirdekte bulunan altin metali TEM ile kolayca tespit edilebildiginden

alinan sonugclar yeterli bulunmaktadir.

Nanopargaciklarin yiizeyindeki yapilar1 aydinlatma kisminda kullanilan zeta-potansiyel
Olctimlerinin kullanilma sebebi nanoparcaciga her sentez basamaginda farkli bir
karaktere sahip fonksiyonel gruplarin eklenmesidir. Degisen yiikk dagilimlarini tespit

etmek istenilen fonksiyonel gruplarin basariyla yapiya eklendigini gostermektedir.

Istenilen yapilarin olusup olusmadigiyla ilgili son bir deneme olarak hazirlanan lantanit
selath altin nanopargaciklara bir miktar dipikolinik asit ¢ozeltisi eklendi. UV 15181
altinda numunelere bakildiginda europiyum lantaniti iceren kompleksin kirmizi,
terbiyum lantanitini igeren kompleksin ise yesil renk yaydigi gézlemlendi. Bu gozle
goriiliir renk degisimi modifiyeli altin nanopargaciklarimizin basariyla sentezlendigini

gosteren kolorimetrik bir tayin olarak belirtilebilmektedir.
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Tbh + DPA
&

DPA + Eu

ﬁ

Sekil 3.6. DPA eklendiginde goriilen renk degisimleri

3.3. FLORESANS OLCUMLERI

Europiyum ile selatlagtirilmis olan altin nanopargaciklarin konsantrasyonu 3 nano molar
olarak UV-VIS spektroskopisi kullanilarak altin g¢ekirdeginin biiyiikliigiiyle degisen
karakteristik ~ absorbans  pikleri incelenerek  belirlendi.  Terbiyum iceren
nanopargaciklarda ayni konsantrasyonda hazirlandi. Dipikolinik asitin floresans etki
gostermesi icin gerekli olan enerji miktar1 literatlirde belirtildigi gibi 280 nm’dir. Bu
dalga boyunda olusturulan kompleksler uyarilarak dipikolinik asitten lantanit selatina
bir enerji gegisi olmasi saglanmis, lantanit lizerine yiiklenen fazla enerjiyi floresans etki

gosterecek sekilde tekrar ortama salmaistir.

Salinan bu enerji miktarlar1 floresans spektroskopi cihazi sayesinde Olgiilerek degisen

dipikolinik asit konsantrasyonuna karsilik salinan enerjinin siddeti 6lgiilmiistiir.

Lantanit emisyonu

A e
Nanopargcaciklar S O L W

Sekil 3.7. Altin nanoparcacik-DPA floresans etkilesimleri
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Ayrica literatiirde yer alan bilgiler dahilinde farkli dalga boylarinda da olglimler
alinarak lantanitlerin saldigi enerji siddetlerine bakilmig ve 280 nm’nin bizim

sistemimiz i¢in en uygun deger oldugu kanisina varilmistir.[45]

Floresans Gl¢iimlerinde altin nanopargaciklarin konsantrasyonu, pH ve oda kosullar
sabit tutulup degisken dipikolinik asit konsantrasyonu iizerinden sonuglar toplanmaistir.
Notral pH degerinde dipikolinik asitin diger formlarina doniismesi engellenmistir.
Ayrica canlilarin biinyesinde veya yiyecek-igeceklerde de bulunabilecegi pH degeri
notral oldugundan daha gercek¢i sonuglar elde etmek istenilmistir. Europium ve
dipikolinik asitin olusturdugu komplekste lantanitin karakteristik pikleri olan 595, 616,
650 ve 695 nm’lerde asit miktar1 artisiyla dogru oranda siddetlerin arttig1
gozlemlenmistir. 1,00, 0,75, 0,50, 0,25, ve 0,10 mili molar ve 50, 25, 10, 5 ve 1 mikro

molar dipikolinik asit i¢eren iki farkli 6l¢iim grubu iistiinden kiyaslamalar yapilmstir.
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1 —— 1,00 mM DPA
900 — 0,75 mM DPA
800—- — 0,50 mM DPA
| —— 0,25 mM DPA
700 — 0,10 mM DPA
é\ J
@ 600
9 4
£ 500
400
300
200
1 M K
0 ! I T T T T ! Tk' I T T ! I ! 1
575 600 625 650 675 700 725 750

nm

Sekil 3.8. mM DPA/Eu floresans spektrum grafigi
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Sekil 3.9. uM DPA/Eu floresans spektrum grafigi

Elde edilen sonuclar grafiklerdeki gibidir. Mili molar seviyesindeki dipikolinik asit
Ol¢timleri incelendiginde konsantrasyonun azalmasina karsin siddetin de dogru orantili
olarak azaldig1 goriilmektedir. Nano molar nanopargaciklara karsin mili molar seviyede
dipikolinik asit eklenmesine ragmen kompleks olusum oranlar1 konsantrasyona oranla
diizglin bir sekilde artip azaldigindan olusan kompleksin tam verimle c¢alistig
sOylenebilir. Mikro molar seviyedeki dipikolinik asit numunelerinin bulundugu grafik
incelendiginde ise beklenildigi gibi siddetin azaldig1 goriilmiistiir. Dipikolinik asitin bu
kadar diisiik seviyelerde olmasina ragmen kompleksin konsantrasyona oranla dogru bir
sekilde tepkime vermesi elde ettigimiz sistemin genis bir aralikta kullanilabilecegini

gostermektedir.

DPA konsantrasyonuna karst 616 nm’deki emisyon siddetleri grafige geg¢irildiginde
diizlemsel bir egri elde edilmistir. Bu kalibrasyon egrisine bagli olarak bilinmeyen
numunelerde DPA miktari, ayn1 deney kosullarinda olmak sart1 ile, yliksek kesinlik ile
belirlenebilir.
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Sekil 3.10. DPA/Eu kompleksinin kalibrasyon egrisi

Terbiyum ile selatlastirilmis altin nanoparcaciklar kullanilarak yapilan floresans
spektroskopi Olgiimlerinde dipikolinik asitin tipki europiyum selath sistemde oldugu
gibi aym1 konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢ozelti ornekleri kullanilmistir. Esas amag
dipikolinik asitin tespiti oldugundan 6l¢liim kosulart ayni tutuldu. 280 nm’de dipikolinik
asitli altin nanoparcacik numuneleri uyarilarak veriler toplandi. Europiyum selath
nanoparcaciklardan farkli olarak bu sefer terbiyumun karakteristik pikleri olan 490, 544,
595 ve 615 nm’lerde dipikolinik asitin varligindaki siddet degisimleri gozlendi.
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Sekil 3.11. mM DPA/TD (iist) ve uM DPA/Tb (alt) floresans spektrum grafikleri
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Grafiklere islenen bu verilerden elde edilen sonug¢ europiyum lantaniti kullanildiginda
alinan sonugclarla paraleldir. Terbiyum lantaniti ile dipikolinik asit arasindaki etkilesim
europiyum ile dipikolinik asit arasinda olusan etkilesime yakindir. 544 nm’deki
siddetlere karsin degisen dipikolinik asit degerleri grafige islendiginde kalibrasyon
egrisinin Ol¢limlerin yliksek kesinlikte yapildigini ve bu konsantrasyon aralifinda

derigimi bilinmeyen numuneler ile ¢alisildiginda kesin sonuglar verecegi goriilmektedir.
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Sekil 3.12. DPA/Tb kompleksinin kalibrasyon egrisi

Her iki farkli lantanit grubu metali ile gerceklestirilen sentezler ve bu sentezlerin
sonucunda yapilan floresans Olgiimleri bize her iki metalinde olusturdugu kompleks
yapilarin dipikolinik asit i¢cin sensor olarak kullanilabilecegini gostermistir. Selatlastirict
EDTA ile kompleks halinde bulunan lantanitler dipikolinik asit ile koordine kovalent
bag dedigimiz etkilesim sayesinde birlesmekte ve bu birlesme sulu ortamda kararh
halde bulunmaktadir. Dipikolinik asitin tehlikeli bakteri tiirlerinin olusturdugu
endosporlarda yer aldigin1 g6z Oniinde bulundurursak sulu ortamda diisiik
konsantrasyonlarda ve yiiksek kesinlikle bu maddeyi kolayca tespit edebilmek ve miktar

tayinini yapabilmek nanoparcaciklarimizin iglevselligi agisindan 6nemli bir noktadir.

Dipikolinik asitin lantanit selatiyla kuvvetli etkilesimde bulunmasinin sebebi molekiiliin
yik dagilimi ile metalin yiik dagilimi arasindaki zit kutuplarin birbirini ¢ekmesi

prensibine dayanmaktadir.
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Sekil 3.13. DPA ile lantanitin elektron yogunluk dagilimlar

Elektronca zengin karboksilat gruplari ve azot atomu sayesinde lantanit metalinin
elektronca fakir bolgesiyle etkilesime girmesi kararli bir kompleks olusturmasinin

nedenlerinden biridir.

Bu etkilesim sadece dipikolinik asite 6zel degildir. Elektronca zengin yapilar iceren
birgok molekiilde bu etkilesimlere sahip olabilir. Elde ettigimiz sistemin sensor
niteliginde olmasi i¢in hedef molekiiliimiiz olan dipikolinik asit i¢in belli bir segicilik
gostermesi gerekmektedir. Aksi taktirde ortamda bulunan diger molekiiller kompleks

olusturarak elde ettigimiz sonuglar1 beklenilenin altina veya iistiine ¢ekebilir.

Literatiir taramas1 yapildiginda lantanit metalleri ile kompleks olusturabilecek bir¢cok
molekiile denk gelinmistir. Dikkat edilmesi gereken nokta bu molekiillerin ¢ogunun
olusturdugu kompleks floresans etki gostermemektedir. Asagidaki sekilde floresans etki
gosterebilen veya gostermesi beklenilen molekiiller bulunmaktadir. Literatiirden elde
edilen bu verilerin sonucunda kendi sistemimizin seciciligini gormek amaciyla bir dizi

deney yapilmistir.
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Sekil 3.14. Kompleks olusturabilecek diger ligandlar

Benzoik asit, izoftalik asit, nikotinik asit, pikolinik asit ve tereftalik asit segicilik
denemeleri icin secilmistir. Hem dipikolinik asit gibi iki karboksilik asit ucu i¢ermeleri
hem de literatirde benzer komplekslerinin bulunmasindan dolaytr bu molekiiller

seciciligi belirlemek i¢in yeterli goriilmiistiir.[46]
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Sekil 3.15. Farkli ligandlarin segiciliklerin kiyaslanmasi [47]
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Literatiirde farkli dikarboksilik asitlerle yapilan ¢aligmada dipikolinik asitin kalsiyum
tuzunun diger dikarboksilik asitlere gore ayni1 konsantrasyonlarda olmalarina ragmen
daha siddetli pik verdigi ve konsantrasyonlar diisiiriildiigiinde bile Ol¢iim araliginda

kalarak sistemin dipikolinik asit i¢in optimize oldugu belirtilmistir.

Elimizdeki dikarboksilik asitlerin 0.1 mM ¢ozeltileri hazirlandi. Tiim 6rneklerin suda
¢oziinebilen maddeler olmasia dikkat edildi. Bu sayede analiz kosullarinin biiyiik bir
kismi sabit tutulup degiskenin sadece dikarboksilik asitler ile lantanit selatinin
komplekslesme giicii olmas1 saglandi. Lantanit olarak europiyum metali se¢ildi. Her iki
lantanit metalini iceren komplekslerimiz de sensor olarak kullanilabileceginden dolayi
europiyumun seg¢ilmesinde 6zel bir neden bulunmamaktadir. Boylece esit kosullarda ve

esit konsantrasyonlarda hazirlanan lantanit selatlh dikarboksilik asitlerin dl¢timleri

yapildi.
—— benzoik asit
i izoftalik asit
1000 ﬂ nikotinik asit
900 1 — pikolinik asit
] tereftalik asit
800 — dipikolinik asit
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Sekil 3.16. Farkli dikarboksilik asitlerin AuNP-Eu ile komplekslesmesi

Elde edilen verilerden olusturulan grafikte goriildiigii gibi europiyum lantanitinin
karakteristik pikleri olan noktalarin sadece dipikolinik asitin bulundugu numunede net
bir sekilde goriildiigii belli olmaktadir. 570 nm’deki pik siddetlerine bakildiginda diger
dikarboksilik asitlerin birbirlerine yakin siddetlerde oldugu goriilmektedir. Dipikolinik

asitin siddeti ise diger numunelerden daha fazladir. Ayrica bu Ol¢timlerde dikkat
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edilmesi gereken 6nemli nokta ise nano molardaki altin nanopargaciklar ile mili molar
seviyedeki numunelerin etkilestirilmis olmasidir. Numunelerin konsantrasyonlarinin
daha da diisiik seviyelere ¢ekilmesi diislik olan siddetlerini daha da diisiirerek 6l¢iim

araligindan ¢ikmalarina sebep olabilir.

Cesitli karboksilik Asitler

400

350

i m . B B

Benzoik Asit  izoftalik Asit  Nikotinik Asit  Pikolinik Asit Tereftalik Asit Dipikolinik Asit

Sekil 3.17. Dikarboksilik Asitlerin karsilastirilmasi

570 nm’deki piklerin siddeti birbirleri ile kiyaslandiginda dipikolinik asitin floresans
Olctimlerinde  diger dikarboksilik asitlerden daha siddetli pikler vermesi
konsantrasyonlar degistirildiginde bu siddetin degisimine gore hesaplamalarin rahatga
yapilabilmesine olanak saglamaktadir. Amacimiz miimkiin oldugu kadar diisiik
konsantrasyonlarda 0l¢iim yapmak oldugundan mili molar gibi yiiksek kabul
edilebilecek konsantrasyonlarda bile bu kadar disiik degerler gosteren diger

dikarboksilik asitlerin kullanilamayacagi ac¢ikca bellidir.

Tasarlayip olusturdugumuz nanoparcacik sistemimizin sensOr olarak kullanilmasini
amagladigimizdan elde ettigimiz bu sonuglar sayesinde hedef molekiile kars1 daha segici
davrandigin1 sdyleyebilmekteyiz. Bu sayede analizi yapilacak numune karisiminin
icinde birden fazla maddenin bulunmasi ihtimaline karsilik 6l¢iim 6ncesi numuneyi

isleme tabi tutmaktan kurtulmus bulunmaktayiz. On hazirlik islemleri gerektirmeden
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kolayca numuneler ile nanoparcaciklarin komplekslestirilip analizleri yapilabilir.

Lantanit emisyonu

Gold / \‘l/\/@o/
Nanoparticles S oL g

T |
'

\Y

Enerji transferi

Dipikolinik asit
(DPA)

Lantanit emisyonu

\ Z... ' __”",..--
Sold / j‘A/ e
Nanoparticles S 4 \ -

Ligand emisyonu Q Q /;

\ OO CF,

Sekil 3.18. Ligand yer degistirme semasi
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Lantanit gelatli altin nanoparcaciklarimizin floresans olgiimleri i¢in uygun oldugunu
kesinlestirmek amaciyla yapilan konsantrasyona dayali o6lgiimlere kiyaslamalara ek

olarak ligand degistirme mekanizmasi lizerinden de denemeler yapilmustir.

Burada lantanit selatina dnceden baglanmis bir ligand bulunmaktadir. p —diketon olarak
kisaltilan 4,4,4-Trifloro-1-(2-naftil)-1,3-butandion molekiilii ile lantanit selatt kompleks
haline getirilmistir. Olusturulan bu kompleks floresans o6zellik gostermektedir.
Amacimiz dipikolinik asitin bu komplekste yer degistirme tepkimesine girip altin

nanoparcaciklara baglanip baglanamayacagini tespit etmektir.

Olgiimler iki asamada yiiriitiilmiistiir. {lk asamada B —diketon altin nanoparcacik
komplekslerinin floresans olgiimleri alinmistir. Burada literatiirden elde edilen bilgiler
dahilinde B —diketon ligandinin 350 nm’de uyarildigini bildigimizden olusturdugumuz
kompleksler 350 nm’de uyarilmistir. Komplekslerin iizerine sirasi ile 1, 0.75, 0.50, 0.25

ve 0.10 mili molar dipikolinik asit eklenmistir.

— 1,00 mM DPA

1100 - _0,75 mM DPA
. — 0,50 mM DPA

1000 ~ — 0,25 mM DPA
900 4 —— 0,10 mM DPA
— 0,00 mM DPA

— T T T T T - 1
560 580 600 620 640 660 680 700 720 740

A

Sekil 3.19. 350 nm’de B -diketon ile DPA ligand degistirme grafigi

Elde edilen sonuglardan dipikolinik asitin miktar1 arttitkga [ —diketon / altin
nanopargacik kompeksindeki siddetin azaldigi goriilmektedir. 616 nm’deki piklerin

siddetlerinin azaldig1 bellidir. Bu siddet azalmasina sebep olan dipikolinik asitin B —
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diketonun yerine lantanit ile kompleks olusturmasidir. Boylece B —diketonun 350 nm’de
kendine 6zgii karakteristik pik siddetleri diismektedir. Kompleksten ayrilan 3 —diketon

tek basina floresans etki gostermediginden ortamdan uzaklastirilmasi gerekmemektedir.

— 1,00 mM DPA

1000 - —— 0,75 mM DPA

1 — 0,50 mM DPA

900 ~ — 0,25 mM DPA
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> .
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Sekil 3.20. 280 nm’de P -diketon ile DPA ligand degistirme grafigi

Ayn1 numuneler dipikolinik asitin davraniglarini incelemek agisindan 280 nm’de tekrar
olgiildii. Olgiimlerden alman sonuglara gére dipikolinik asitin artan miktarina karsilik
kompleksin verdigi pik siddeti de dogru oranda artmaktadir. Buradan dipikolinik asitin
B —diketon ligandinin yerine kolayca gecebildigini ve kararli kompleksler olusturdugunu

sOyleyebiliriz.

Tiim floresans dl¢limlerinin sonuglaria toplu olarak bakmak gerekirsek sentezledigimiz
lantanit selatli nanopargaciklarin dipikolinik asitin tespiti ve miktarinin bulunmasi
acisindan rahatlikla kullanilabilecek oldugunu kanitlamistir. Diisiik konsantrasyonlarda
yiiksek verimlilik ve kesinlikle analizlerin yapilabilmesi diger analiz metotlarinin 6niine
gecmesine sebep olmaktadir. Ayrica altin nanoparcaciklarin dipikolinik asite kars1 segici
davranmast ve etkilesimlerinin baska ligandlar varliginda bile olusturabildigini
kanitlamamiz sensor olarak kullanilmak istenilen maddelerin gereksinimlerini eksiksiz

bir sekilde karsiladigimizi gostermektedir. Altin nanopargaciklarin nano molar gibi ¢ok
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diisiik konsantrasyonlarda kullanilmasi ile bu sonuglar1 elde etmemiz ise sensor
sistemimizin diger metotlara kiyasla daha az maliyetle ayni islevi yapabildigini ve
herhangi bir 6n hazirlik gerektirmediginden dolay1 kisa siirelerde kesin sonuglar

alabilmemizi sagladigin1 gostermektedir.

Elde edilen TEM goriintiilerinde lantanit selatli altin nanopargaciklarin 50 nanometrenin
altinda ve kiiresel bir yapida olduklari tespit edilmistir. DPA’nin floresans metot ile
belirlenmesinde literatiir Ornekleri ile karsilastirildiginda bu sentezlenen altin

nanoparcaciklar, nano boyuttaki ilk sensor platformudur.

Zeta-potansiyel Ol¢iimlerine bakildiginda ilk basamakta elde edilen amin-fonksiyonlu
pargaciklarin yiizey yiiklerinin +22 mV oldugu goriilmektedir. Bu da pozitif yiiklii amin
gruplarinin pargaciklarin dis yiizeylerinde konumlandiklarini kanitlar. Daha sonraki
basamakta sentezlenen EDTA-fonksiyonlu pargaciklarin yiizey yiikleri -31.8 eV olarak
bulunmustur. Bu da parcaciklarin dis yiizeylerinin eksi yiiklii karboksilik asit gruplari
ile fonksiyonlandigini gosterir. Son basamakta bu karboksilik asitlerin Eu®* ile koordine
olmasi yiik miktarin1 azaltarak -23.7 eV olmasim saglamistir. Altin nanoparcaciklari
istedigimiz ~ Ozelliklerde modifiye edebildigimizi elde ettigimiz sonuglardan

anlayabilmekteyiz.
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4.SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan ¢alismada europiyum ve terbiyum lantanitlerini barindiran altin nanoparcaciklar
sentezlenmistir. Sadece lantanit metalleri degistirilerek olusturulmasi diistiniilen sensor
sistemine uygunluklar1 kiyaslanmistir. Sonug¢ olarak yapilan analizler ve elde edilen
veriler sayesinde lantanit selatli altin nanoparcaciklarin dipikolinik asitin tespiti ve
miktar tayini i¢in mili molar ve mikro molar seviyelerde sensér olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

Floresans spektroskopisinde altin nanopargaciklarimizin dipikolinik asite karsi segici ve
kuvvetli kompleks olusturabildigini gérmemiz nanosensoriimiiziin istenilen diizeyde
oldugunu ispatlamaktadir. Floresans spektroskopisi maddelerin yapisal O6zelliklerine
bagli bir analiz yontemi oldugundan oldukga spesifik analiz yontemleri olusturulmasina
olanak saglamaktadir. Elde ettigimiz nanoparcacik sistemi sadece dipikolinik asit i¢in
spesifik olup, tayini i¢in kullanilan diger cihaz ve metotlardan gerek maliyet gerekse

stire ve 0n hazirliklar gibi kosullarda daha avantajlidir.

Tasarlayip kullanilabilirligini gosterdigimiz bu nanosensor sistemine benzer ¢aligmalar
gelecekte yapilabilir. Altin nanopargaciklarin modifikasyonu ¢esitlendirilerek farkl

molekiil veya molekiil gruplar i¢in segici hale getirilebilir.

Ayrica altin nanoparcaciklarin elektronik 6zellikleri ve katalitik etkileri de incelenebilir.
Boyutlarmma ve uclarindaki yapilara bagl olarak farkli islevsellige kavugabilen
nanopargacik sistemlerinin sadece nanosensor olarak degil ilag tasima ve molekiiler

boyama gibi alanlarda da kullanilabilirligi incelenebilir.
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