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OZET

FARKLI NANOPARTIKULLER KULLANILARAK BAKTERI
TAYININE YONELIK GRADIENT YONTEMIi GELISTIRILMESI

Didem RODOPLU
Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI
Eyliil 2018, 144 Sayfa

Gunumuzde etiketsiz, kolay uygulanabilen, disuk maliyetli ve kisa slrede sonug
veren analiz yontemlerinin geligtiriimesi buyluk 6nem kazanmistir. Bu calismada
patojenik bakteri tayinine yonelik olarak, kolay uygulanabilir ve diisik maliyetli olan
nanopartikil temelli yogunluk gradient yonteminin gelistiriimesi amacglanmistir. Bu
amacla, immunolojik etkilesim sonrasi baglanmayan bakteriler, bakteri yakalayan
nanopartikiller ve bakteriye baglanmadan kalan nanopartikil-antibadi ciftleri
yogunluklarina ve boyutlarina bagli olarak yogunluk gradienti icerisinde farkli
fazlarda toplanmistir. Fazlarin optik yogunluk degisimlerin takibi i¢in basit ve dlsik
maliyetli bir optik dizenek kullanilmig, veriler MatLab yazilimi ile grafiksel olarak

bilgisayarda islenmigtir.

Biyoanaliz  yontemlerinde  siklikla  kullanilan ~ nanopartikillerden;  altin
nanopartikuller, manyetik nanopartiktller, kuantum noktalar ve karbon
nanokurelerin kullanimiyla sukroz gradientinde bakteri-partikil bandi olugsumu ve
bant degisimlerinin detayli olarak anlasilmasi i¢in 6n c¢alismalar yapiimistir.
Nanopartikil ve bakteri-nanopartikil fazlarinin incelenmesi igin boélgesel santrifij
prensibinin kullaniimasi uygun bulunmustur. Partikil hacmi, tek faz ve iki faz
gradient etkisi, ¢ozelti konsantrasyonlari ve hacmi, tampon ¢oOzeltinin etkisi gibi

band olusumunu etkileyen gradient parametreleri ayri ayri incelenmistir.



Nanopartiklllerin  karakterizasyonu igin TEM ve UV-Vis spektroskopisi
kullaniimistir.  Ayrica kuantum noktalarin karakterizasyonu igin floresans
spektroskopisi, karbon nanokurelerin yuzey karakterizasyonu igin FTIR-ATR
kullanilmigtir. Gradientteki bantlardan ¢ekilen drneklerden kati besiyerinde koloni
sayimi yapilmis, partiklllerin hedefe 6zgu olan ve olmayan etkilesimlerde bakteri

baglama verimlilikleri hesaplanmistir.

Hedefe 6zgu olmayan etkilesimlerde bakteri miktarina bagli olarak, kuantum nokta
bantlarinin go¢ mesafeleri ve CNP bantlarinin alt sinir degerlerinin degisimi takip
edilmistir. Hedefe 6zgu etkilesimlerde ise bakteri-NP fazlarinin ortalama optik
yogunluk degerinde bakteri miktariyla orantili degisim gortimustir. Sistem CNPler
ile kalibre edildikten sonra gergek orneklerde analiz i¢cin hazir hale gelmistir.
Gelistirilen yontem ile sutte Escherichia coli tayini yapilmistir. Yontemin tespit limiti
ve tayin limiti sirasiyla 8 ve 28 kob/ml olarak belirlenmistir. Enterobacter

aerogenes ¢alismalariyla yonteminin segiciligi ispatlanmistir.

Sonug olarak, hemen her laboratuvarda kolaylikla bulunan santriflij cihazi ve cep
telefonu kamerasi kullanilarak basit bir dizenekle, hizli ve hassas bakteri teshisi
yapilabilecedi gosterilmistir. Patojenik bakteri teshisi icin bakteri-NP faz takibine
dayanan bu yontem literatlirdeki santrifij ¢alismalarina da yenilikgi bir yaklagim
getirmigtir. Gelistirilen bu ydontem; disuk maliyetli olusu, kolay uygulanabilnmesi,
islem basamaklarini azaltarak kisa suUrede sonug¢ verebilmesi nedeniyle

literatlirdeki yontemlere alternatif olusturmustur.

Anahtar Kelimeler: Yodunluk gradient, santrifuj, E. coli, uygun maliyetli, bakteri

tayini, nanopartikdl



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF GRADIENT METHOD USING DIFFERENT
NANOPARTICLES FOR BACTERIA DETECTION

Didem RODOPLU
Ph.D., Division of Nanotechnology and Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. Ismail Hakki BOYACI
September 2018, 144 Pages

Nowadays, development of label-free, easy handling, cost-effective and fast
responsive analysis methods have gained great importance. In this study, it was
aimed to develop an easy handling and cost-effective nanoparticle based density
gradient method intended for the pathogenic bacteria detection. To this end,
unbound bacteria, bacteria captured nanoparticles and unbound nanoparticle-
antibody conjugates after immunological interaction were collected depending on
their density and size through the sucrose density gradient. A simple and low-cost
optical system was used to measure optic density variation of the phases, and the
data was processed graphically on the computer with MatLab software.

Gold nanoparticles, magnetic nanoparticles, semiconductor quantum dots and
CNP, which are commonly used nanoparticles in bioassays, were utilized in the
preliminary studies of density gradient centrifugation to understand the formation
and shift of bacteria-particle bands in detail. Utilizing the principle of rate-zonal
centrifugation was found eligible for the investigation of nanoparticle and bacteria-
nanoparticle phases. The gradient parameters affecting the bacteria-particle band
formation such as volume of particle solution, effect of single phase and two phase
gradient, concentrations and volumes of sucrose solutions, effect of buffer

solutions were investigated respectively. TEM and UV-Vis spectroscopy were



used for the characterization of the nanoparticles. Fluorescence spectroscopy was
used for characterization of quantum dots and FTIR-ATR was used for surface
characterization of CNP. In solid media, single colonies were counted from the
samples taken from gradient bands, and bacterial binding efficiencies were

calculated for particle-specific and non-target interactions.

It was seen that the migration distance of quantum dot bands and dispersion of
carbon sphere phases displayed differences with respect to the change in bacteria
amount in the sucrose gradient. This system was calibrated with CNPs to be
prepared for real sample analysis. The detection and quantification of Escherichia
coli in skimmed milk were examined by the developed method. The limit of
determination and limit of quantitation was determined as 8 and 28 cfu/ml,
respectively. The selectivity of the method has been proven with Enterobacter

aerogenes studies.

As a result, it was demostrated that rapid and sensitive bacteriological diagnosis
can be performed with an easy set-up using a centrifuge and a mobile phone
camera, which are easily found in almost every laboratory. The developed method
that based on bacteria-NP phases for the pathogenic bacteria detection has also
provided an innovative approach to centrifugation studies in the literature. In
addition to this, due to cost-effective, easy handling, and having shortest response
time by reducing the steps of the process; this method has become an alternative

to the analysis methods in the literature.

Keywords: Density gradient, centrifugation, E. coli, cost-effective, bacteria
detection, nanopatrticle
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1. GIRIS
Patojenik kirlenmeye maruz kalan gidalarin tiketilmesinin insan saghgi tzerinde
ciddi olumsuz etkileri olmaktadir. Gunimulzde Listeria monocytogenes,
Campylobacter jenuni, Bacillus cereus, Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella
gibi gida kaynakl hastaliklara sebep olan patojenik bakterilerin hizli ve hassas bir
sekilde tayin edilmesi 6nem tasimaktadir. Genellikle patojenik bakteri tayini icin
kullanilan yoéntemler; geleneksel sayim yontemleri, ATP biyoliminesans,
immunomanyetik ayirma yontemleri, mikroskobik yodntemler, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), nikleik asit prob ydntemi, elektronik gurulti teknikleri ve
matriks destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon ugus zamani kitle spektrometrisi
(MALDI-TOF-MS) olarak sayilmaktadir [1-3]. Bu yontemlerin pek ¢ogunun bakteri
analizi igin gereken iglem siresinin uzun olmasi, zaman alici ve karmasik islem
basamaklari gerektirmeleri, pahali arag-gere¢ ve cihaz kullanimi gibi
dezavantajlari  olmaktadir.  Ozellikle immiinomanyetik ayirmada islem
basamaklarinin ve yikama islemlerinin fazla ve zaman alici olmasi nedeniyle
etiketleme basamagini ortadan kaldiran yeni hizli yontemlerin gelistiriimesi énem

kazanmigtir.

Son on yilda geleneksel bakteri teshis yontemlerinin yerine ayni iglevi yerine
getirecek, yeni, ucuz, tasinabilir, kolay uygulanabilir ve hizli yanit veren yéntemler
arastinimaktadir. Bu dogrultuda islem basamaklarini en aza indirecek etiketsiz
biyoanaliz yontemleri arastiriimakta; elektriksel akim, bulanikhlik, manyetik
durulma zamani, renk degisimi gibi farkli fiziksel temellere dayanan biyosensorler
gelistiriimeye devam edilmektedir [4-7]. Varolan ydntemlere alternatif olusturan,
maliyeti dusuren, kolay erigilebilir, yenilikgi tasarimlar g¢alismalarimiza 1sik

tutmaktadir.

Yapilan tez ¢calismasinin amaci; herkesin laboratuvarinda kolaylikla erigebilecegi
santriflj cihazi ile, yeni ve kolay uygulanabilir bir ydntem gelistirerek
immUnomanyetik ayirmada karsilastigimiz guglikleri ortadan kaldiracak, dusuk
maliyet ile daha basit, hizl, glvenilir ve tekrar edilebilir sonuglar veren bir bakteri

teshis yontemi gelistirmektir.

Yogunluk gradient santrifuj yontemi protein saflastirmada ve biyomolekuler

analizlerde siklikla kullanilan ayirma ydntemlerden biridir. Santriflj; temelde



merkezkag kuvvetine bagli olarak hucreleri veya partikilleri boyut, sekil ve
yogunluguna gére ayirmada kullanilan guvenilir bir ydntemdir. Bu calismada yeni
bir yaklasim ile; nanopartikil kullanimiyla bakteri - partikul fazlarinin yogunluk -
gradient igerisinde takibi hedeflenmisti. Bu amagla sentezlenen farkh
nanopartikillerin  gradientteki hidrodinamik davraniglari incelenerek uygun
parametreler saptanmistir. Bakteri miktarina bagh olarak bakteri-partikil bandinin
dogrusal degisim gosterdigi ispatlanmig, yeni bir bakteri teshis ve miktar tayini

metodu literatire kazandiriimistir.

Tez kapsaminda geligtirilen nanopartikil temelli yogunluk gradient yontemi; disik
maliyetli, kolay uygulanabilir, kisa sirede sonug¢ alinan ve guvenilir sonuglar veren
bir yontem olmasi literatire kazandirilmistir. Bu yontemin sutte E.coli tayini igin
kullaniimasi ile gercek orneklerde bakteri sayimi icin uygulanabilir oldugu ispat
edilmistir. Bu tez galismasi en az maliyet ile gelistirilecek yenilik¢i tasarimlara

ilham verecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Santrifiijle Partikiilleri Coktiirme Prensipleri

Santriflj cihazi ile elektrikli bir motor yardimiyla rotora sabit eksenli dairesel
donme hareketi yaptiriimaktadir. Bu sayede, suspansiyon halindeki numunelerin
yergcekimi ivmesinden daha blyudk kuvvetlerle ayriimasi saglanmaktadir.
Partikullerin ¢okme hizi; uygulanan rotor hizina, partikulin sekline, yogunluguna
ve ortamin viskozitesine bagll olarak degismektedir. Bu bolimde; santrifij iglem
parametreleri ve partikll parametrelerinin partikilin ¢okme karakteristigine etkisi

detayli olarak incelenmigtir.

2.1.1. Partikiillere Etki Eden Kuvvetler

SantrifUjle ayirma tekniginde Sekil 1'de goruldugu gibi partikile etki eden dort
temel kuvvet bulunmaktadir. Merkezka¢ kuvveti, yercekimi kuvveti, kaldirma
kuvveti ve yercekimi kuvveti olmak Uzere etki eden bu temel kuvvetler detayl

olarak asagida bagintilariyla sunulmustur.
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Sekil 1. Santrifiij sirasinda kolloidal partikiile etki eden kuvvetlerin sematik gosterimi

PartikGlin katlesi (mp), agisal hizin karesi (w) ve partikilin merkezden uzakhigi (r)
ile dogru orantili olan merkezkag kuvveti; Fe=mpw?r bagintisiyla tanimlanmaktadir.
Kiresel partikilin kitlesi (mp=11d3pp/6), molar kiitle (M) ve Avogadro sayisi (N)

esitlikte yerine yazildiginda; Fc=M/N.(w?r) esitligi elde edilmektedir.

Yercgekimi ivmesi g=9.81 m/s? olmak Uzere; yercekimi kuvveti Fg=mg bagintisiyla
tanimlanmaktadir. Santrifijde partikile etki eden merkezkag¢ kuvvetine kiyasla

yercekimi kuvveti ¢cok kuguk oldugu icin genellikle ihmal edilmektedir.

Sivi igerisinde partikiile etki eden kaldirma kuvveti Fo=-mmw?r bagintisiyla

verilmektedir. Burada partikil ve ortam yogunlugu (pp ve pm) esitlikte yerine



yazildiginda kaldrma kuvveti Fo=-mpw?rpm/pp bagintisiyla tanimlanmaktadir.
Partiklin kismi hacmi (v=1/pp) esitlikte yerine yazildiginda partikile etki eden

kaldirma kuvveti; Fo=-mp.v.pm.w?r=-M/N.v.pm.w?r esitligi ile tanimlanmaktadir.

Partikule sivi icerisindeki hareketinin tersi yonde etki eden surtinme kuvveti (F);
surtinme katsayisi (f) ve partikGlin hizi (v) ile dodru orantih olarak; Fi=-fv
badintisiyla tanimlanmaktadir. Kuresel partikll i¢in surtinme katsayisi f=31nd

bagintisi ile bilinmektedir.

Partiktl, merkezkag¢ kuvveti ile tuplin altina dogru ilerlerken tersi yonde surtinme
kuvveti ve kaldirma kuvvetinin etkisinde hareket etmektedir. Partikilin tapan
icerisinde katettigi yol, Sekil 1'de goriulen ¢dzeltinin meniskis gizgisinden itibaren
Olcllmektedir. Kuvvet dengesi saglandiginda; partikil sabit gokme hiziyla hareket
etmektedir. Bu durumda simdiye kadar tanimlanan kuvvetler denkleme

yazildiginda elde edilen esitlikle Svedberg katsayisi verilmektedir.

Fc+ Fo+ F=0
M/N. w?r-M/N v.pm.w?r-31nd.v=0
M (1- v. ps) / Nf=u / w?r (1)

2.1.2. Svedberg Katsayisinin Hesaplanmasi

Santriflij sirasinda bir disg alan altindaki nanopartiktller, Svedberg katsayisi ile
belirlenen farkli ¢oktirme hizlari (sedimentation velocity) ile brownian hareketi
yapmaktadir. Bu hiz farki kullanilarak farkh sekil ve boyuttaki partikullerin ayrilimasi

ve saflastiriimasi yapilmaktadir [8]. Svedberg katsayisi;
Sv=[(pp-pm).d2.w?.r] / 18n (2)

esitligi ile hesaplanmaktadir. Bu esitlikte kullanilan kisaltmalarin agiklamalari su
sekildedir:

pp : partikalin hidrodinamik yogunlugu (bouyant density)

pm : ortamin yogunlugu

d : partikul boyutu

w : acisal hiz

r: yarigap

n : ortamin viskozitesi

Zaman boyutunda olan c¢oktirme katsayisinin birimi Svedberg (Sv) olarak

adlandiriimistr. Bir Svedberg 103sn olarak tanimlanmistir. Esitlikten gorilduga
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gibi partikullerin ¢okme hizlari sadece partikul kutlesi ve yogunluguna bagli
olmamaktadir. Santrifij ortaminda partikile etki eden silrtinme kuvveti
neticesinde ortamin viskozitesi, yogunlugu, partikilin sekli ve yuzey alani da
¢cOkme hizina etki etmektedir. Bunun yanisira suspansiyonda kumelesme
oldugunda agregatin hizi ayrik partikiillerin hizindan farkli olmaktadir. iki partikiil
birbirine baglandiginda agregatin ¢oktirme katsayisi igin Svedberg katsayilarini
toplamak dogru sonu¢ vermemektedir. Agregatin toplam ylzey alani azalacagi
icin, kimelesen partikilun Svedberg katsayisi ayri ayri katsayilar toplamindan
kiguk olmaktadir. Sekil 2'de modellenen vyapilarin  Kirkwood/Bloomfield
hesaplamalari ile Svedberg katsayilari karsilastiriimistir [9]. Boncuk seklindeki her
bir domain 10 kDa ve 1.42 Sv olarak hesaplanmistir. Yanyana dizilen 11 adet
boncugun Svedberg katsayisi 4.30 Sv iken domainler U seklinde dizildiklerinde
cokme katsayisi 5.05 Sv olarak hesaplanmistir. Dolayisiyla ayni kitledeki fakat
farkh sekillerdeki partikiller yizey alanindaki degisim nedeniyle farkli ¢okme

hizilarina sahip olmaktadir.

1.42S 3.49S 4505

O

2:61.8

;

4.30S

00000000000

Sekil 2. Boncuklarla modellenen kiiresel partikiillerin Sv katsayilar [9]

Cokturme katsayisinin diffizyon katsayisina orani partikilin molekuler agirhigini
vermektedir. Santrifij yOntemi kullanilarak proteinlerin  molekuler agirhgi
hesaplanmaktadir.  Surtinme  katsayisi;  difizyon  katsayisi  bulunarak
hesaplanmaktadir, proteinin boyut ve sekline bagh olmaktadir. Coktirme katsayisi
ise; anatilik ultrasantrifdj ile sinir ¢dkelme hizi (boundary sedimentation velocity)

Olculerek bulunmaktadir.

Cokelme hiz dlgimi iki farkli sekilde yapilmaktadir. ilk yéntemde; proteinin
terkettigi ¢ozicu ortami ile protein konsantrasyonunun yiksek oldugu, ayirmanin

gerceklestigi  sinir bdlgenin ilerleme hizi takip edilerek ¢Okme Kkatsayisi
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hesaplanmaktadir (Sekil 3). Schlieren optik sisteminde ortamin kirilma indisi
degisimine bagh olcim yapilmaktadir. Dolayisiyla faz dedisiminin goérulduagu sinir
bdlgesinde (boundary) optik yogunluk degisimi pik ile takip edilmektedir (Sekil 3.a).
Sekil 3.b'de tupun temsili fotograf goruntusu, Sekil 3.c'de ise ¢dzicu meniskusd,
ornek menuskisli ve sinir bolge optik gecisleri absorbans grafiginde
gorulmektedir.

sinirbodlge

plato

oérnek
meniskasta  _ _ _

¢cdzlucu
meniskusu

Sekil 3. Santrifiljde sinir boélge 6lgiim semasi a) schlieren piki b) temsili fotograf goriintisi
c) optik oélgiim

Absorbans (a.u.)

mesafe

Sekil 3c'de gorulen sinir bolge dlguma igin; absorbans degisiminin yarisini veren
deg@er yani egrinin orta noktasi alinmaktadir. Sinir bélge ilerlemesi zamana goére
optik sistemle goruntilenirse Sekil 4'teki gibi sinir degisim kaydedilmekte, bu
degisim partikiullerin ¢okme hizinin ve molekuler agirhiginin hesaplanmasinda

kullaniimaktadir.

Absorbans (a.u.)

mesafe

Sekil 4. Diferansiyel santrifiijde zamana bagl olarak sinir bélge ilerlemesinin temsili
gosterimi



Cokelme hiz dl¢imu igin ikinci ydntemde ise; sukroz yogunluk gradienti icerisinde
bdlgesel ilerleyen proteinin bdlgesel ¢okme hizi (zonal sedimentation velocity)
Olculmektedir [10].

Diffuzyon katsayisi; D=RT/NFs bagintisi ile veriimektedir.
R : ideal gaz sabiti

T : mutlak sicakhk

N : avogadro sayisi

Fr : strtinme kuvveti olmak Uzere;

Molekuler agirlik; M=Sv. RT / (D. (1- v. ps)) bagintisi ile hesaplanmaktadir.

2.1.3. Partikiillerin Fiziksel Kararliligi ve Cokme Ozellikleri

Kolloidal dispersiyonlardaki partikiller 1 nm ve 1 ym arasinda boyutlara sahip
olmaktadir. Dispersiyonun fiziksel kararliligina yani gorinistine ve ¢dkme hizina;
partiktllerin sekil ve buyudkliklerinin etkisi olmaktadir. Bunun yanisira kolloidal

haldeki partikullerin kararhligi yuzey yuklerine bagli olarak degismektedir.

Sivi  dispersiyonda partikillerin  yUk kazanabilmesi; fonksiyonel gruplarin
iyonizasyonuna, ortamin pH'ina ve ortam ile partikilin dielektrik sabiti farkina
bagl olmaktadir. iyonizasyon bir atom ya da molekiliin elektron kaybetmesiyle iki
zit yUkli iyon olusmasidir. iyonizasyon derecesi ise; gaz ya da sivi icerisindeki
notr parcaciklarin yukli parcaciklara iyonize olma oranina denilmektedir. YUk
iyonizasyon derecesine bagli olarak proteinlerde bulunan karboksilik asit veya
serbest amin gruplari iyonize olmaktadir. Ortamin pH degerine bagl olarak
biyomolekuller dusuk pH degerlerinde pozitif, yuksek pH'larda negatif yukle
yuklenmektedirler. Dolayisiyla net elektriksel yukdn sifir oldugu pH degeri;

biyomolekulln izoelektrik noktasi olarak bilinmektedir.

Sulu ortamda OH™ iyonlarini adsorbe ederek kolloidal partikiller negatif yuk
kazanmaktadir. Dispersiyon ortamindaki ¢ozinmus katyon ve anyonlarla etkilesen
kolloidal partikil yuzeylerinde iyon bulutu olusmaktadir. Bu iyon bulutuna sabit
tabaka ya da stern tabakasi denilmektedir. Partikilin stern tabakasi ve
cevresindeki serbest hareketli iyonlar Sekil 5'te verilmistir. Goraldigu gibi partikdl
yuzeyinin elektriksel yukune bagh olarak partikul gevresinde zit yuklu iyonlarla
cevrili stern tabakasi olusmaktadir. Tanecik ylzeyinden uzaklastikga elektriksel

alan azaldidi icin zit yukll iyonlarin sayisi da azalmaktadir. Tanecikten belirli bir



mesafe sonra ise elektriksel potansiyel tamamen sifilanmaktadir. Elektriksel

potansiyelin sifirlandigi pH degeri izoelektrik nokta olarak adlandirilmaktadir.

Serbest hareketli iyonlar
i

izoelektrik Nokta
Sternﬁ Gouy-Chopman Tabakasi Mesafe
Tabakasi

Sekil 5. Negatif yiiklii kolloidin etrafindaki yiik dagihmi, stern tabakasi, zeta potansiyeli ve
izoelektrik noktanin gosterimi

Kolloidin Stern tabakasi ile izoelektrik noktasi arasindaki tabakaya; diffize tabaka
(Gouy-Ghopman Tabakasi) denilmektedir. Partikdl ile birlikte hareket eden sinir
dizlemine ise; kesme yuzeyi denilmektedir. Bu mesafe partikillin hidrodinamik
cap! olarak hesaplanmaktadir. izoelektrik nokta ile partikilin hidrodinamik capi
(kesme duzlemi) arasindaki elektriksel potansiyel farkina zeta potansiyeli

denilmektedir.

Suspansiyonun ¢okme davranisi, katinin kimelesme 0Ozelligine gore; ayrik
partikuller, flokllasyon, bdlge yerlesimi ve kek sikistirma olarak dort kategoride
incelenmektedir (Sekil 6). Partikllin zeta potansiyeli yuksek olup partikiller arasi
itme kuvveti fazla olursa, derisik suspansiyonda kimelesme gortilmemektedir.
Partikuller ayrik olarak kolloidal sUspansiyon yapisini korumaktadirlar. Ayrik
partikiiller gékme igin asagidaki baginti 3 ile verilen Stoke's yasasina uyarlar. ideal
seyreltik bir slispansiyonda kuresel partikullerin birbiri ile etkiseminin olmadigi
varsayimi ile Vso; partiktlin yerlesim hizi olarak tanimlansin. d=partikilin ¢ap!,
ps=partikilin  yogunlugu, pL=sivinin yogunlugu, n=sivinin viskozitesi ve

g=yercekimi ivmesi olmak Uzere;

Vso:[(ps-pL).g.dz] /18n 3)



Eger suspansiyon santrifij ile yiksek hizda donme hareketi yaparsa, baginti 3'teki

g ivmesi yerine esitlik 4'de santriflij ivmesi G yazilir.

Vso=[(ps-pL).G.d?] / 18n 4)
Esitik 4'e bakildiginda partikil capi, santrifijle uygulanan kuvvet, ortamin
yogunlugu ve viskozitesi arttiginda partikulin ¢okme hizinin dusecegi ¢ok acik
gorulmektedir. Suspansiyondaki kati madde konsantrasyonu arttigi zaman, yani
derisik suspansiyondaki partikiller gevre partikullerden hidrodinamik olarak daha
fazla etkilenmekte ve daha hizli gokmektedir. Bu sartlar altinda partikillerin ¢okme

hizi Stokes hizindan ylksek ya da disuk olabilmektedir [11].

Verilen bir konsantrasyonda, partikuller arasinda zayif elektriksel gekim kuvvetleri
neticesinde kumelesme oluyorsa partikuller flokilasyon nedeniyle once kuguk
kimeler, daha sonra birleserek daha buyuk flokuller olusturmakta ve ayni hizda
ilerlemektedirler. Bu durumda partiklllerin ayri ayri hizlarindan degil, olusan flokdl
yapinin hizindan bahsedilmektedir. Bu duruma bdlge yerlesimi (zone settling)
denilmektedir. Sekil 6'da goruldugu gibi ayrik partikil yerlesimi olan durumda
ortama koagulant eklenirse kumelesme olacagi igin bolge yerlesimine gegilir. Kek
sikistirma (cake compaction) durumundaki ortama dispersant eklenirse bdlge

yerlesimine gegilir [12].

Agregat
Kek sikistirma

Kiimelesme

Derecesi 7
Flokiilasyon
Ayrik partikil
Aynik erlesimi
Pz:;ikuller yeres Dispersant eklenince
Seyreltik Kati Derisik
Konsantrasyonu

Sekil 6. Siispansiyonun kati konsantrasyonu ve kiimelegsme derecesine gore farkl fazlari[12]



2.1.4. Santrifijde Kullanilan Rotor Cesitleri ve RCF Hesaplamasi

Cizelge 1. Santrifiij tliplerinin donme ekseniyle yaptiklari agiya gore siniflandirilan rotorlarin
gorselleri ve aciklamalari

Rotor Gorseli Aciklamalar

c Sabit Acili (Fixed Angle) Rotor

Bu rotor tiri genellikle ¢oktirme igin

kullaniimaktadir. Tup ile donme ekseni arasinda

Lo \, Siipernatant
\ 30° ag! olmaktadir.
' — Cokelti

c Yari Acili (Neoangle) Rotor

Tap ile donme ekseni arasinda 10° agi

olmaktadir. Aclili rotora gore daha kisa surede

l,,1 '7, |}
L \ } cOktirme gercgeklestiriimektedir.

Dik Rotor

Tlpler donme eksenine paralel pozisyonda
olmaktadir. Cokelme mesafesi daha kisa oldugu

icin daha hizli ayirma gercgeklestiriimektedir.

Yatay (swing-salinimli) Rotor

Rotor dénmeye baslayinca tip hazneleri donme
eksenine dik olacak sekilde, zemine paralel
pozisyona gecmektedir. Bu konumda tuplerin

donme eksenine olan uzakligi arttigi i¢in, birden

fazla partikll olan sistemlerin yogunluk gradient
yontemi ile ayrilmasi istenildiginde bu rotor

daha kullanigli olmaktadir.

Cizelge 1'de goruldugu gibi santrifijde kullanilan rotor cesgitleri tipin donme
ekseni ile yaptig1 aciya bagli olarak; sabit acgili, yari acgili, dik ve yatay rotor dort
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baslikta siniflandirnmaktadir. Hizli ¢oktirme icin dik rotor, yodunluk gradient
calismalarinda ise yatay rotor tercih edilmektedir. Rotorlarin caplari farkli ise
numunenin donme eksenine olan uzakligi farkli olmaktadir. Bu nedenle rotorlar
ayni rotasyonel hizda caligsalar bile numuneleri farkh ivmelendirmektedirler.
Dolayisiyla santrifij ydnteminde rpom (dakikadaki devir sayisi) ile verilen rotasyonel
hiz yerine, rolatif santriflj kuvveti (RCF) ile tanimlanan érnede uygulanan ivmenin

bayUkligu daha 6nemli olmaktadir.

Rolatif santriftij kuvvetinin hesaplanmasi

Rotor ile partkule uygulanan g ivmesinin degeri esitlik 5'te verildigi gibi; agisal hizin
karesi ve partikulin konumundan rotorun donme eksenine olan dik mesafeye bagli
olarak belirlenmektedir.

g=w?r (5)
Rotorun kendi ekseni etrafindaki bir tur donusiu 21 radyana egit oldugu igin rotorun
agisal hizi radyan/sn olarak verilmektedir. Rotor hizi egitlik 6'da gosterildigi sekilde

rpm cinsinden hesaplanmaktadir.

w=2T1.rpm / 60 (6)
Santrifij kuvveti (g) 'nin rpm ’den yararlanilarak hesaplanmasi i¢in 6 numarali
esitik 5 numarall esitlikteki w? yerine konulur ve 7 numarali esitlik elde
edilmektedir.

g=4m2.rpm?r / 3600 (7)
Parcacigin santrifij kuvveti etkisindeki agiriginin, ayni parcacigin sadece
yercekimi etkisiyle olusan agirhgina oranina rolatif santriflij kuvveti (RCF) adi
verilmektedir. RCF=F santrifij / F yercekimi

m.G/mg=G/g=w?rl/g (8)
5 numaral egitlik 7 numarali bagintida yerine yazildiginda alttaki baginti 9 elde
edilmektedir.

RCF=41m%.rpm? r / 3600 x 981 9
(8) numarali esitlik asagida oldugu gibi kisaltilarak son halini almaktadir.

RCF=1.118 x 10 x r x (rpm)? (10)
Esitlik 10 kullanilarak farkl rotorlarda uygulanan agisal hiz, roélatif santrif(j
kuvvetine cevrilerek karsilastirilabilmektedir. Boylece, calismanin devaminda
kullanilan santrijuj cihazi ve rotoru farkl olsa da tupe etki eden g kuvveti sabit

tutularak deneylerin tekrari saglanabilmektedir.
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2.2. Santrifiijle Ayirma Teknikleri

Santrifujle ayirma teknikleri temelde diferansiyel ve yogunluk gradient olmak Uzere
iki gruba ayrilmaktadir. Ancak mikro akiskan sistemlerle entegre olan karsit-akim
santrifij yontemi de dguncl teknik olarak burada incelenmigtir. Ydntemler
uygulama farkliliklarina gore kendi iglerinde alt gruplara ayrilmig, detayh olarak

sunulmustur.

2.2.1. Diferansiyel Santrifujleme Teknigi

Bu teknikte gradient hazirlanmadan, 6rnedin kendi fazi ile ayni yogunluk
ortaminda calisiimaktadir. Partikulleri boyutlarina sekillerine ve yogunluklarina
gore ayirmada ¢okme oranindaki degisim temel alinmaktadir. Bu yontemlerde her
islemden sonra supernatant c¢ekilip tekrar santrifije alinarak farkli partiktller

ayrilmakta, dolayisiyla islem zaman alici olmaktadir (Sekil 7).

2.2.1.1. Zamana Bagl Diferansiyel Santriflijleme Teknigi

Bu yontemle uygulanan rotor hizi sabit tutulup sadece santrifiij siresi degistirilerek
ayirma iglemi gercgeklestiriimektedir [13]. Béylece 6nce yogunlugu ve boyutlari
baylk olan partikuller ¢okturulerek ayrilmakta santrifij suresi arttirildikga daha
kiigiik partikiillerin de supernatanttan ayriimasi gerceklestirimektedir. istenilen

ayirma gercgeklesene kadar igslem devam etmektedir.

2.2.1.2. Diferansiyel Hiz Santrifljleme Teknigi

Bu yontem uygulanilirken Sekil 7'deki semada goruldigu gibi sure sabit tutulup
sadece rotor hizi degistiriimektedir. Yogunluklari ve agirliklari farki molekduller farkl
hizlarda ¢oktikleri icin diferansiyel hiz teknigi ile istenilen ayirma gerceklestirilene
kadar isleme devam edilmektedir. Proteinlerin kismi saflastirmasinda; hicrelerin
parcalanmasi sonucu elde edilen birgok farkli molekul diferansiyel santrifijleme
teknigi ile farkh hizlarda c¢oktirtlerek ilgili proteinin oldugu faz diger fazlardan
ayrilmaktadir. Santrifijleme islemi sirasinda surtiinemeden dolay! agiga gikacak
Isinin  proteinlerin yapisini bozmamasi igin, iglemin sogutmali santrifijlerde

+4°C’de yapilmasi gerekmektedir [14, 15].
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Sekil 7. Farkl biiyiikliik ve yogunluktaki partikiillerin diferansiyel santrifiij ile kendi fazinda
ayrilmasinin sematik gosterimi

Choksawangkarn ve arkadaslari (2013), manyetit nanopartikillerinin yuUksek
yogunluk o6zelliginden faydalanarak differansiyel santrifij yontemi ile plasma
membran pargalarinin ayrilmasini gelistirmiglerdir [16]. Sousa ve arkadaslarinin
2015'te mikrometre boyutunun altindaki Staphylococcus aureus hacreleri ile
yaptiklari calismada, bakteri-NP fazi ve NP fazi arasinda belirgin hidrodinamik
yogunluk farki olmadigi icin kolloidal kararlilik farkliliklarinin etkin oldugu
diferansiyel ¢okturme yontemi kullaniimigtir. Diferansiyel santrifjle 700 nm
boyutundaki bakteriler ve bakteri-NP fazi ¢okerken serbest NPler supernatantta

kalmis ve ayirma gerceklestirilmistir [17].

2.2.2. Yogunluk Gradient Santrifujleme Teknigi

Yogunluk gradient santrifijleme yodnteminde; boyutlarina, sekillerine ve
yogunluklarina gore partikil ayristirmasi gergeklestirimektedir. Ayirma iglemi
temel fiziksel prensiplerine gore bolgesel ve es-yogunluk olarak temelde iki farkli
teknikle gerceklestiriimektedir [18-20]. Ayirma amacina ve yontemine uygun

gradient yapisi ve kimyasal igerigi secilmektedir.

2.2.2.1. Bolgesel Santrifaj Teknigi
Bolgesel (Hareketli Alan-Rate Zonal) santrifij yonteminde partikiller boyutlari,

sekilleri ve kutlelerine gore ayrilmaktadir. Partikullerin ¢gokme hizi (sedimentation
velocity), dolayisiyla ortamin yogunlugu ve viskozitesi temel alinmaktadir [14, 19,

21]. Santrifij sUresi uzun tutulursa partiktller tamamen ¢oékecegi icin uygun rotor
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hizi ve surenin ayarlanmasi gerekmektedir. Literatlrde bir tlp igerisinde sukroz,
PEG, PVA, Ficoll, Percoll, Brij, PEOZ vb. kimyasallarin kullanimi ile farkl yogunluk
ve viskozitedeki fazlar olusturularak partikallerin hareketli alan (rate-zonal)
ayrilmasi gerceklestirimektedir [19, 22, 23]. Sekil 8'e bakildiginda Akbulut ve
arkadaslarin 2012'de Brij 35, PEOZ ve Ficoll ile hazirladiklari G¢ fazli gradientin
viskozite farkindan yararlanarak 16000 g'de 10 dk santriflij ile AuNPleri fazlarina
ayirdiklari gorilmektedir. Elektron mikroskobu sonugclariyla da AuNPlerin boyut ve

sekillerine bagh ayrildig1 desteklenmistir.

- - -

NP slispansiyonu

-—— - i . _v"l'/ - *
ust , ®
P A,
e
) o orta P o g ¢
—cmpaats 2 8 .
| ~ alt e e o
. " . .::::.
. P
J l...:::.:.. .Oo
o..‘o..'- :‘o.:O:
. - ..--;t‘

Sekil 8. Ug fazh gradientte AuNPlerin bdlgesel santrifiijle fazlara ayrilmasi ve AuNP fazlarin
TEM gorintiileri [22]

2.2.2.2. Es-Yogunluk Santrifdj Teknigi
Es-yogunluk (denge-izopiknik) santrifij yontemi farkh hidrodinamik yogunluktaki

(buoyant density) partikillerin  ve mikroorganizmalarin  ayristirilmasinda
kullaniimaktadir [14, 24-26]. Diger yontemlerden farkl olarak, kullanilacak ortamin
yogunlugu partikdlin hidrodinamik yogunlugundan fazla olmaktadir. Bdylece,
santriflj slresi uzun tutuldugunda, gradient bdlgeleri birbiri i¢ine diffuz etmedigi
surece bantlar bozulmamakta ve partikuller dibe ¢okmemektedir. Partikuller ortam
yogunlugunun partiktl yogunluguna esit oldugu bodlgeye kadar yol almakta, daha
yogun olan gradient tabakasi Uzerinde yuzmektedir. Dolayisiyla, partikdlin
hidrodinamik  yogunlugu partikilin ayrnigtigi  ortamin  yogunluguna gore
belirlenmektedir [15, 27]. Kullanilan dogrusal gradient ile = 0.01 g/ml mertebesinde
yogunluk farki algilanabilmektedir. Bu nedenle; Bonaccorso ve ekibi 2010'da farkli
yuzey aktif madde kullanimi ile karbon nanotiplerin kimelesme farkliliklarini es-
yogunluk gradient teknigi ile detayl incelemiglerdir [25]. Sekil 9'da Eroglu ve
Melis'in 2009'da yayinlanan c¢alisma sonucunda yesil alglerin ve siyanobakterilerin
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% 10-80 a/h sukroz gradientte karsilastirmali olarak 20000 g 30 dk santrifj
sonrasi es-yogunluk ayirmasi goérilmektedir [26]. Sekil 9.a-b'de hilicre duvari
olmayan mikroorganizmalarin daha az yogun olduklari gorulmektedir. Bu sonug
peptidoglikan ve polisakkaritlerden olusan hucre duvarinin (d=1.21 g/ml), lipid ve
proteinlerden olusan sitoplazmik membran pargalarindan (d=1.13 g/ml) daha agir
oldugu bilgisi ile uyum gostermektedir. Pargalanmis hucrelerden hicre zarinin

ayrilmasi i¢in de bu yontem kullaniimaktadir.

Dunaliella Chlamydomonas Scenedesmus Synecocystis Chlamydomonas
salina refnhardtii obliquus PCC 6803 reinhardtll

(cw15) (CC125)

Sekil 9. Es-yogunluk gradient yontemiyle yesil alglerin ve siyanobakterilerin hidrodinamik
yogunluklarinin karsilastiriimasi [26]

Bdlgesel santrifuj ile ¢okme hizi (sedimentation velocity) temel alinirken, es-
yogunluk teknigi ile cokme dengesi (sedimentation equilibrium) temel alinmaktadir.
Dolayisiyla, boélgesel santrifijde dusik hiz ve distk galisma suresi kullanilarak faz
ayriminin gercgeklestigi parametre yakalanirken, es-yogunluk santrifljde ylksek
rotor hizi ve uzun c¢aligsma suresi uygulanarak yogunluga bagh ayirmanin

gergeklesmesi saglanmaktadir.

2.2.2.3. Kompakt Disk Santriftj Teknidi
Partiklllerin ve mikroorganizmalarin boyut ve yogunluk temelli ayriimasi igin

alternatif olusturan bu ydntem; partikullerin gradiente yerlesme hizi (settling
velocity) ve fotometrik tayine dayanmaktadir. Kompakt disk Uzerinde yogunluk
gradienti bulunmakta, merkezden akigkan ornek yerlestirimektedir. Santrifj ile
uygulanan kuvvet neticesinde partikiller boyutlarina bagli olarak belirli mesafeye
kadar ilerlemektedir. Yogunlugu ve viskozitesi ylksek olan gradient boélgesinde
partikulin yerlesme suresi yuksek olmaktadir. Yogunlugu ve boyutu bilinen
polivinil klorar (PVC) gibi standart partikul kullanilmakta, bu sayede gradientin

viskozite bilgisi gerekmeden yogunluk ve boyut tespiti yapilabilmektedir [28].
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2.2.2.4. Yogunluk Gradient icin Kullanilan Kimyasallar

Yogunluk gradient santriflj tekniginde dogrusal (linear), dogrusal olmayan ve
basamak gradient kullaniimaktadir. Farkli yogunluklarda hazirlanan sukroz
cOzeltilerinin Ust Uste eklenerek hazirlandigi gradient "basamak gradient” olarak
adlandiriimaktadir. Bu yodntem yogunluk ve viskozite farki ile partikillerin
ayrilmasinda kullaniimaktadir. Basamak seklinde hazirlanan gradientin 6-12 saat
bekletilerek siUkroz katmanlarinin birbirine diffiz etmesi saglanmakta, bodylece
disuk yogunluk farklarinin da algilanabildigi dogrusal yogunluk gradienti
hazirlanmaktadir. Dogrusal olmayan gradient hazirlamak iginse; agir tuzlarin

kullanimi ile kendiliginden duzenlenim gercgeklestiriimektedir [20, 25, 29].
Cizelge 2. Farkli konsantrasyondaki siikroz ¢ozeltilerin yogunluk karsilagtirma tablosu

Konsantrasyon Yogunluk Kirllma

% (a/h) (g/ml) indisi
0 0.0982  1.3330
1 1.0021  1.3344
10 1.0381  1.3479
15 1.0592  1.3557
20 1.0810  1.3639
25 1.1036  1.3723

30 11270  1.3811
35 11513  1.3902
40 1.1764  1.3997
45 1.2025  1.4096
50 1.2296  1.4200
55 1.2575  1.4307
60 1.2865  1.4418
65 1.3163  1.4532

[William H. Heidcamp, Cell Biology Laboratory Manual]

Cizelge 2'de slkroz gozeltilerinin % 1-% 65 a/h konsantrasyon araliginda yogunluk
degerleri yer almaktadir. Yogunlugu sukroz c¢ozelti yogunlugundan yuksek olan
maddelerin es-yogunluk ayristirimasinda sezyum klorir (CsCl), sezyum sdulfat
(Cs2S04) gibi yogunlugu 1.9 g/ml'ye gikan agir tuzlar kullaniimaktadir [30]. Ancak
agir tuz kullanimi sukroz gradiente gore dezavantajli olmaktadir. Hu ve Chen
2015'te yaptiklan g¢alismada sikroz yerine CsCl2 gradientinde c¢alistiklarinda, tuz
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kullanimi kiimelestirmeyi arttirdigi ve nanopartikil yizeylerinde CsClz iyonlarinin
emilimi gerceklestigi icin ayirma islemi basarisiz olmustur. Bu nedenle
nanopartikul calismalarinda daha ucuz ve partikullerin ylizey kimyasini bozmayan
sukroz gradient ile calisiimasi tercih edilmektedir. Ayni zamanda sukroz, biyo-
uyumlulugu ve iyonik olmayan yapisi nedeniyle canli bakteri hicrelerini ayirmada
kullanigh olmaktadir. Santrifijden sonra hicreler yilkama ile kolayca siukrozdan
arindinimaktadir. Prokaryotik bakteri hicreleri sikroz ¢ozeltisinin yuksek viskozite
ve osmolaritesine kisa santrifuj periyotlarinda dayanikh olmaktadir. Fakat okaryotik
mikroorganizmalar yogun sikroz gradientinde zarar gérdugu icin formaldehit ya da
gluteraldehit gibi sabitleyici ajanlar ile islemden sonra sukroz gradiente alinmalidir.
Bunun yanisira okaryotik mikroorganizmalari ayirmak icin polisukroz ve kolloidal
silika ¢ozeltileri (Ludox) farkli yogunluk gradient ortami olarak da kullaniimis ve

yuksek viskozite ve ozmotik 6zellikleri nedeniyle uygun olmamistir [31, 32].

Kan ve kemik iliginden I6kosit ayirmada yogunluk gradient santriflij yontemi
kullanilmaktadir. Gradient ortami olarak Ficoll-Hypagque ve Percoll tercih
edilmektedir. Ticari kimyasallardan olan Ficoll, alyuvar (eritrosit) kimelesmesini
indUkleyen bir dextran (glikoz) polimeridir. Cozeltinin osmolarite ve yodunlugunu
arttirmak icin kullanilan ticari olarak bilinen iyotlu aromatik bilesiklerden hypaque,

histopaque ve isopaque ile karigtirilarak gradientte kullaniimaktadir.

Polisakkarit ve sodyum diatizot karisimindan olusan, yogunlugu 1.119 g/ml olarak
ayarlanmis bir c¢ozelti olan Histopaque-1119; kandaki akyuvarlari plazma ve
alyuvarlardan ayirmak icin Histopaque-1077 ile birlikte yogunluk gradientinde
kullaniimaktadir. iyonik olmayan gradient ortamlarindan iodixanol ise Nycodenz
dimeridir. SUkroza kiyasla pahali olmasina ragmen izotonik oldugu, dusuk toksisite
ve osmolariteye sahip oldugu igin subselliler membran keseciklerin ayriimasinda
kullaniimaktadir [33].

2.2.3. Karsit-Akim Santrifiij Teknigi

Karsit akim (Counterflow centrifugal elutriation (CCE)) santrifuj yonteminde; mikro
akiskan kanallarin ve akigkan ortamin kullanimi ile disk santrifij teknigi
geligtirilerek kullanilimaktadir [34]. Partikule etki eden surucu kuvvetler akis hizi ve
rotorun donme hizi degistirilerek kontrol edilmektedir [18]. Sabit akis halinde bir
akiskana zit yonde etki eden merkez kag¢ kuvvetinin etkisiyle mikro kanallarda

partikullerin alikonmasi (retention) saglanmaktadir. BoOylece ilk etapta dusuk
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yogunluklu akiskan kullanilarak duguk yogunluklu ve kuguk boyutlu partikillerin
ayrilmasi, ¢okme hizi yuksek olan partikullerin ise mikro kanalda tutulmasi
gerceklestiriimektedir. Partikiller yuksek yogunluklu bir akigkan ortaminda ikinci
kez ayirma iglemine tabi tutulmaktadir [18]. Bu yontemle kemik iligi ya da kandan
elde edilen hicrelerin ¢okme hizina bagll olarak alt gruplarina ayriimasi
saglanmaktadir [35]. Mikro akiskan kanal entegreli rotor ve akis pompasi igeren bu

yontem standart santrifij cihazlarina gore daha maliyetli olmaktadir.

2.3. Nanopartikuller ve Biyolojik Uygulamalari

Boyutlari 100 nm'nin altinda oldugu igin Ustin kuantum mekaniksel 6zellikler
sergileyen nanopartikullerin, fizikokimyasal Ozelliklerinin  anlagilmasi  ve
gelistirimesi buglin pekcok endustriyel alanda énem tasimaktadir. Ozellikle demir
oksit manyetik manopartikulleri, altin ve gumus metalik nanopartikulleri ve
floresans Ozellikli kuantum noktalar biyoanalizlerde yaygin olarak kullanilan ve
geligtiriimekte olan nanopartikillerdir. Yluzeyi kimyasal olarak aktif hale gelen bu
nanopartikillere peptit, protein, antibadi, nukleik asit, lipid, karbonhidrat ve
antibiyotik gibi farkli biyomolekiller baglanmaktadir. Bdylece nanopartikullerin
hicre ile etkilesimi incelenmektedir. Nanopartikullerin biyouyumlu olmasi;
antibiyotik direnci, kontrollu ilag salinimi, gen tasinimi ¢alismalari ve biyosensor

uygulamalari igin 6nem tagimaktadir [5, 36-39].

2.3.1. Altin Nanopartikiiller

Altin nanopartikilleri kolay sentezlenme ve fonksiyonellestirme 6zellidi ile yaygin
olarak calisilan nanopartikillerdir. Ayrica guclt plazmonik 6zellikleri, biyouyumlu
olma, toksik Ozellik gostermeme ve hicre oOlumine neden olmama
(noncytotoxicity) ozellikleri ile biyomedikal alanlarda; hedefe 6zgl ilag tasiyici
sistemlerin  gelistirimesinde, Raman sinyalini  yukseltici etiket olarak
biyosensodrlerde ve kontrast ajan olarak goruntilemede kullaniimaktadirlar. 10-40
nm c¢aplarinda sentezlenebilen altin nanopartikiller boyutlarindaki degisime gore
farkli fiziko-kimyasal ve hidrodinamik davraniglar sergilemektedir. Bu nedenle
siklikla kullanilan, pek c¢ok onemli uygulamasi olan altin nanopartikullerin
boyutlarina ve sekillerine gore yodunluk gradient santrifijde ayrilmalari da buyuk
onem tasimaktadir [8, 19, 22, 40-43].
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2.3.2. Manyetik Nanopartikiiller

Manyetik nanopartikiller boyutlarinin kig¢uk olmasi ve yuksek yuzey alani/hacim
oranina sahip olmalari nedeniyle manyetik isaretleyici ve manyetik rezonans
goruntuleme ajani olarak biyolojik maddelerin tanimlanmasinda kullaniimaktadir.
Bunun yanisira immunomanyetik ayrim, ila¢ taginimi, hipertermi gibi pek ¢ok

biyomedikal uygulamada manyetik NP'ler kullaniimaktadir.

Genellikle gegis metalleri ve metal oksitlerden olusan manyetik NPlerin boyutlari
da 1-100 nm araliginda degismektedir. Lakin gecis metalleri oksitlenmeye ¢ok
aciktir ve toksik ozellik géstermektedir. Bu nedenle ferrimanyetik demir oksitler,
nispeten duastk miknatislanma Ozelliklerine ragmen, oksidatif olarak kararli
olduklari igin tercih edilmektedirler. Manyetik c¢ekirdek nanopartikiller genellikle
kimelesme egilimlerinin fazla olmasi nedeniyle kullanima uygun olmamaktadir.
Ayrica metal varliginda biyolojik molekuller kararli halde kalamayip, bozunma
reaksiyonlari gosterebilmektedir. Bu ylzden manyetik gekirdekler inorganik kabuk

yapilariyla kaplanarak biyolojik etmenlerle galismaya uygun hale getiriimektedirler.

Boyutlar tek bir domain boyutundan daha kiguk oldugu icin superparamanyetik
Ozellik gosteren nanopartiktller, Gstin manyetik 6zelliklerinin yanisira kolloidal
Ozellikleri nedeniyle de biyolojik uygulamalarda tercih edilmektedir [44]. Antikor ile
isaretlenmis manyetik partikuller karisim igindeki hedeflenen antijene hedefe 6zgu
olarak baglanmaktadir. Manyetik NPlerin hlcrelere baglanmasi antijen sayisiyla
orantili oldugu icin mikroorganizmalarin miktar tayinlerinde partikillerin bu
dzelliklerinden yararlaniimaktadir. Ornegin, El-Boubbou ve arkadaslarinin
tarafindan mannoz kapli manyetik nanopartikillerin 200 kat monomerik
mannozdan daha ylksek afinite gdsterdigi sunulmustur. Ayrica manyetik glikol
nanopartikullerin E. coli'nin teghisinde kullanilip ardindan hedef bakterilerin
bulunduklari matrisden tagindigini  gosterilmistir [45]. Lin ve grubunun
calismasinda ise biyofonksiyonel manyetik NP'ler kullanilarak bakteri yakalamak
icin, Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinda D-Ala-D-Ala pargalarina baglanan
bir antibiyotik olan vankomisin kullaniimistir [38]. izole edilmis numuneler ayrica
matris destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon kutle spektrometresi (MALDI-MS)
ile karakterize edilmisg, kitle spektrumlarindaki safsizliklarin etkisi manyetik ayirma
isleminden sonra azaltilmistir. Staphylococcus aureus igin teshis limiti 7.10* kob/ml

olarak bulunmustur. Benzer yaklagsimla vabkomisin kapli manyetik NPler bakteri
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yakalamak icin kullanilip floresein amin baglanarak floresans mikroskobunda
analiz edilmigtir. Kan orneklerinde yapilan ¢alismada analiz suresi 2 saat, teshis

limiti 10 kob/ml olarak bildirilmigtir.

2.3.3. Kuantum Noktalar

Boyutlari 2-10 nm arasinda degisen yari iletken nanokristal yapilar kuantum
noktalar (Qdot) olarak adlandiriimaktadir. Periyodik cetvelin 11-VI ve IlI-V grubu
bilesikleri yani butun yar iletken-metal bilegiklerinden kuantum nokta elde etmek
mumkin olmaktadir. Cogu yari iletken igin, bir eksitonun Bohr yaricapinin 1-10 nm
araliginda oldugu bilinmektedir. Yari iletken kristalin boyutlari Bohr uyarim
yarigapindan (exciton-Bohr radius) kaguk oldugunda, kuantum sinirlama (quantum
confinement effect) etkisi gorilmekte ve enerji seviyeleri kesikli hale gelmektedir.
Malzemede kuantum sinirlama tek boyutta ise “kuantum kuyusu”, iki boyutta ise

“kuantum tel”, G¢ boyutta ise “kuantum nokta” olarak adlandirilmaktadir.

Yar iletkenler dolu bir degerlik (valans) bandi ve bos iletim bandina sahip
olmaktadir. Yari iletken enerji araligindan (Eg) daha buyuk bir enerji yollandiginda
1 elektron degerlik bandindan iletim bandina gecmektedir. Bu gecis boyunca
degerlik bandina 1 elektron yoksunlugu yani bosluk (hole) olusmaktadir. Elektron
olusan bosluk boyunca hareket etmektedir. Bosluk pozitif yuku ve etkili kitlesi olan
bir partikil olarak varsaylimaktadir. Birbirine elektriksel olarak bagli olan bu yapi
(elektron-bosluk cifti) eksiton olarak adlandiriimaktadir. Uyariimis elektron enerii
fazlasini iletim bandinda kaybettiginden degerlik bandina geri dénerken yaptigi
Isima elektron-bosluk ciftinin (eksiton) birlesimi sayesinde olmaktadir. Eksiton,
klguk boyutlu bir kristalde daha dar bir bolgede olusacagi igin eksitonu sinirlamak
icin daha fazla enerjiye ihtiya¢g olmaktadir. Dolayisiyla yari iletken nanokristalin
enerji bant araligi artmaktadir. Elektron-bosluk cifti birlesince yayinlanan i1sin daha
yuksek enerjili olan kisa dalgaboyunda olusmaktadir. Bu nedenle, yari iletken
nanokristalin boyutu azaldikga absorbe edilen ve yayinlanan isinin renginin

maviye kaymasindan s6z edilmektedir.

Yari iletken-metal nanokristallerin kuantum sinirlama etkileri nedeniyle optik,
elektrik, manyetik ve kimyasal Ozellikleri degistirilebilmektedir. Boyutlarinin
degistiriimesi ile bant boslugu degistirilebildidi icin kuantum noktalara gorilebilir

batin frekanslarda ve kizil 6tesi frekanslarda isima yaptirilabilmektedir. Optik ve
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elektrik 6zellikleri nedeniyle CdSe, PbS, PbSe, InAs, GaN ve ZnS gibi kuantum

noktalar en ¢ok Uretilen Qdotlar olarak sayiimaktadir [46-53].

Kuantum noktalarin mikrobiyolojideki ilk uygulamalari Kloepfer ve ekibi tarafindan
2003’te sunulmustur. Bugday tohumu agglutinin ve transferrin proteini ile baglanan
CdSe kuantum noktalarin patojenik bakteri ve mantar etiketlemesi tUzerine basarili
olmustur. Daha sonra Zhu ve ekibi, iki su kaynakli patojen olan Cryptosporidium
ve Giardia igin immunofloresan antikor prob ¢alismistir. Zhao ve ekibi 2009’da
gida kaynakh bakterilerden Salmonella typhimurium, Shigella exneri ve
Escherichia coli ’nin kuantum nokta ve manyetik nanopartiktl etiketleri ile tayinini

yayinlamistir.

Kitosan gibi biyouyumlu malzemelerle Qdot ylzeyinin kaplanmasiyla kuantum
noktalar pek ¢ok in vivo ve in vitro biyogorintileme uygulamalarinda yer
almaktadir [49, 54]. Kitosan; kitin'in deasetilasyonu ile elde edilen lineer bir
aminopolisakkarittir. Yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz hayvanlarinin
kabuklarinda, boceklerin iskeletinde ve mantarlarin hicre duvarinin yapisinda
bulunan kitin; dogal bir biyopolimerdir. Deasetilasyon ile kitinin Gzerindeki
asetilamino (-NH-CO-CHs3s) gruplarinin amino (-NHz2) gruplarina donustartlir ve bu

yapi kitosan olarak adlandirilmaktadir [55].

Kuantum noktalar; fonksiyonel yuzeyleri nedeniyle biyomolekulle ¢ok yonlu
kovalent bag yapabilir, gosterdikleri optik kararlilik (photostability) nedeniyle uzun
uygulama surelerinde c¢alisilabilir, sahip olduklar Ustin parlaklik ve adapte
edilebilir optik Ozellikleri nedeniyle iki ya da daha fazla analitin ¢oklu analizine
(multiplexed detection) izin vermektedir. Tum bu avantajlari g6z 6nunde
bulunduruldugunda biyosensér uygulamalarinda organik floresans boya yerine

kuantum noktalarin kullaniimasi tercih edilmektedir [49, 56].

2.3.4. Karbon Nanopartikuller

Karbonun amorf ve kristalin allotroplari bulunmaktadir. Karbon nanopartikdllerin de
nano-gubuk, tek ya da c¢ift duvarli nanotlp, nanoklre, nanofiber, fulleren ve
kuantum nokta gibi farkl atomik dizilimleri mevcuttur. Farkh karbon dtzenlenimleri
ve kuguk boyutlari nedeniyle partikiller ylksek yluzey alani, ylksek emilim
kapasitesi ve dusuk toksisite gibi Ustln fizikokimyasal 6zellikler sergilemektedirler.
Bu uUstin oOzellikleri ile karbon nanopartikiller in-vivo ve in-vitro ilag tasima

sistemlerinde molekuler tagiyici, absorbent ve katalizor olarak kullaniimaktadirlar.
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Ayrica karbon nanopartiktllerin yeni ¢esiti sayilabilecek CNPler; disuk maliyeti ve
yuksek biyouyumlulugu nedeniyle biyomedikal uygulamalar igin potansiyel
olusturmaktadir [29, 57-64].

2.4. Biyomolekiil Takibi i¢cin Floresans Etiketleme

Mor otesi (ultra violet) UV isin gorinlr 1sindan kisa, X isinindan uzun dalga
boyuna sahip (yaklasik 10-400 nm) bir elektromanyetik dalgadir. UV radyasyon,
dalga boyuna gore; uzak-UV (extreme-UV, 10-200 nm) ve yakin-UV (near-UV,
200-380 nm) olarak ikiye ayrilabilir. Yakin-UV insan sagligina ve gevreye etkileri
g6z 6nune alinarak; UV-A (uzun UV), UV-B (orta UV) ve UV-C (kisa UV) olarak lg¢
sinifa ayrilmaktadir. Morotesi UV-A (darklight) isinlari; dalgaboyu 315-400 nm,
foton enerjisi 3.10-3.94 eV olan, ozon tabakas! tarafindan absorbe edilmeyen
isinlardir. UV-A 1sinlari yuksek enerjisi nedeniyle yesil, sari, kirmizi tim floresans

boyalari uyarabimektedir.

Biyolojik aktiviteleri molekuler seviyede goruntuleyebilmek igin floresans takviyeli
nanopartikillerin kullanimi 6nem tasimaktadir. Literatirde protein ve nukleik
asitleri etiketlemek icin siklikla kullanilan amin reaktif floresans boyalar
floreskamin, rodamin, tetrametil rodamin vb. sayilabilir. Floresans boyalar 400-500
nm arasinda farkl dalgaboylarinda 1s1g1 absorplayip, 400-700 nm arasindaki dalga
boylarinda 1s1g1 yayarlar. Floreskamin boyar maddesi de 375-380 nm
dalgaboyundaki isinla uyarildiinda 470 nm dalgaboyunda isin yaymaktadir.
Floreskamin tek basina floresans i1sima yapmayan, primer amin, peptid ve
proteinler ile baglandiginda yuksek floresans 6zellige sahip florofor yapi olusturan
bir maddedir. Sekonder amin gruplariyla baglandiginda ya da bagd yapisindaki
farkliliklar nedeniyle floresans 6zellik goéstermeyen urlnler de olusturabilir.
Floreskamin-protein yapisinda serbest amino gruplarinin varhgi floresans 6zellik

ile dogru orantili olmaktadir [65-67].

Floreskamin stok ¢dzeltisi hazirlamak igin ¢ézlcu olarak dimetil sulfoksit (DMSO),
dimetil sulfat (Me2SO), aseton ve dietilen oksit (1,4-dioksan) kullanilabilir.
Hazirlanan floreskamin stok ¢ozeltileri istenilen protein ¢ozeltileri ile belirli oranda

karigtirlarak floresans spektroskopisinde kullaniimaktadir [65].

2.5. Hedefe Ozgii Biyokimyasal Etkilesimler
Streptavidin ve avidinin, biotin ile arasindaki baglanma bilinen en guglu kovalent
olmayan etkilegimdir (Kd,str.~ 10~ mol/l, Kd,avi.~ 107> mol/l). Bu etkilesimler pek
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¢cok biyosensor uygulamasinda kullanilmaktadir. Bu hedefe 6zglu ve gugli
etkilesimin pH, sicaklik, organik ¢oztculler ve yuzey aktif madde gibi kosulllardan
etkilienmemesi de tercih sebebidir. Protein yakalama, ylzeyde tutundurma,
fonksiyonellestirme ve molekullere baglama icin biotin ile proteinlerin etiketlenmesi
yapillmaktadir [68]. Antibadi ile etkilesim igin Koo ve arkadaslar yaptiklari
calismada oda sicakhginda karistiricida 1 saat, ya da buzdolabinda +4°C 'de gece
boyunca bekletmistir [69]. Rastogi ve arkadaslari ise +4°C 'de 24 saat bekletmigtir
[70].

Protein yapidaki antikorlar, hedefe 06zgu bir antijenin taninmasinda yulksek
spesifiklige sahip olduklari icin biyolojik tanima igin kullaniimaktadirlar. Antikor-
antijen etkilesiminin kararhligi biyomolekuler reaksiyon sirasinda varolan hidrojen
baglari, elektrostatik etkilesimler, van der Walls etkilesimleri ve hidrofobik
etkilesimler gibi kuvvetlere bagh olarak degismektedir. Antikorda var olan dipoller
antijenin dipolleriyle etkilegir ve baglanma igin uygun bir yonelmeyi saglamak igin
ortak hareket ederler. Bu elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglari molekuller
arasi kararhlik i¢in birincil katki saglarken diger gucler tamamlayici olarak gorev
yapmaktadir [71, 72].

2.6. Koliform Bakteriler ve Teghis Yontemleri

Koliform bakteriler fakultatif anaerobtur; yani oksijenli ortamda ureyebilmelerinin
yanisira alternatif solunum mekanizmasi ile oksijensiz ortamda da Ureme
yapabilmektedirler. Hem fermentatif hem de nonfermentatif metabolizmalari
bulunmaktadir. Laktoz ve mannitoli fermente ederek asit ve gaz olusturmakta,
triptofandan indol Uretmektedirler. Spor olusturmayan, gram-negatif ve g¢ubuk
seklindeki bakterilerdir. Koliform bakterilerden Escherichia coli, Citrobacter
freundii, Enterobacter aerogenes ve Klebsiella pneumoniae; Enterobacteriaceae
uyeleridir. 1885 yilinda c¢ocuk diskisindan izole edilen Esherichia coli; buglin
yapisi en ¢ok bilinen ve siklikla ¢alisilan bir koliform bakteridir. 37°C’de gelisen
E.coli i¢in optimal pH degeri 7.2 iken, minimal pH degeri 5’tir. E.coli’'nin patojen
olmayan suslari sicakkanli hayvanlarin normal bagirsak florasinda bulunmaktadir.
insanlar icin patojenik dzellik gosteren E.coli suslari; Enterotoksijenik E.coli
(ETEC), Enteropatojenik E.coli (EPEC), Enteroaggregatif E.coli (EaggEC),
Enteroinvaziv E.coli (EIEC), Enterohemorajik E.coli (EHEC) ve Diffuzadeziv E.coli

(DAEC) olarak sayilmaktadir. Memeli hayvanlarin bagirsak ve diskilarinda
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yasayan E.coli'nin igme suyunda ya da gidalarda tespit ediimesi o maddeye
dogrudan ya da lagim suyu ile diski bulastigini gostermektedir. Bunun yanisira
toprak ve bitki yoluyla da insan vicuduna giren koliform bakteriler ciddi saglik

problemlerine sebep olmaktadir.

Koliform sayiminda kullanilan geleneksel yodntemler; EMS ydntemi, kati
besiyerinde kullanilan ydntemler, membran filtrasyon ydntemi, hizli sayim
yontemleri olarak dort gruba ayrilmaktadirlar. Bu bolumde geleneksel bakteri

teshis ve sayim yontemleri agiklanmaktadir.

2.6.1. Mikroorganizma Sayim Yontemleri
2.6.1.1. En Mukemmel Sayi Yontemi
Fekal koliform bakteri sayiminda siklikla kullanilan en muikemmel sayi (EMS)

yontemi asamalari; koliform grup bakterilerin muhtemel sayisini belirlemek,
koliformalarin kesin sayisini onaylamak, farkl besiyerlerinde koliformlarin sayisini
belirlemek ve E.coli sayisini belirlemek olarak gergeklestiriimektedir. Tark
Standartlari Enstitlisii (TSE) ve Uluslararasi Standartlar Orguti (1SO)'niin standart
koliform grup analiz yontemine goére; érnekten hazirlanan ardisik 5 dilisyondan
ucer adet Lauril Sulfat Triptoz Broth (LST) besiyerine ekim yapilip 37°C'de 24-48
saat unkibasyondan sonra pozitif sonug veren drnekler muhtemel koliform olarak
degerlendiriimektedir. Muhtemel koliform sayisini dogrulamak igin 2015'te
yururlige giren TS ISO 7251 detaylarinda; LST besiyerinde pozitif sonug veren
tuplerden su banyosunda 44.5°C'de tutulan Broth besiyerlerine ekim yapilip gaz
olusumu igin 24-48 saat inkibasyona birakilmaktadir. Gaz olusumu gorulen tupler
fekal koliform olarak dederlendiriimektedir. Broth besiyerinde pozitif sonug¢ veren
tiplerden 44.5°C’deki Tripton Water (TW) besiyerine ekim yapilip 48 saat
inkiibasyondan sonra indol testi ile pozitif reaksiyon veren tupler E. coli, negatif
reaksiyon verenler ise E. coli disindaki diger fekal koliformlar olarak tespit
edilmektedir.

2.6.1.2. Kati Besiyeri YOntemleri

izolasyon amaciyla yapilan koliform sayimlarinda en gok tercih edilen Violet Red
Bile (VRB) Agar besiyerinin yanisira, Enriched Lauryl Sulphate Aniline Blue Agar,
XLD Agar, Fecal Coliform Agar, Pepton Tergitol Glucuronide Agar, Deoxycholate
Agar, Endo Agar ve Brillant Green Agar kati besiyerleri de kullaniimaktadir.

Doékme, yayma ve damlatma ydntemleriyle koliform grup sayisi standart sekilde
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hesaplanmakta, birimi kob/ml olarak veriimektedir. VRB Agar’da atipik koloni
gelisimi oldugunda Brillant Green Bile (BGB) Broth besiyerine asilama yapilarak

32°C’de 24 saat sonra gaz olusumu takip edilmektedir.

2.6.1.3. Membran Filtrasyon Yontemi

Bu yontem; mikroorganizma gegisine izin vermeyecek 0.45 ym por ¢apina sahip
olan filtreden numunenin vakum yardimiyla suzilmesi temeline dayanmaktadir.
Filtrasyondan sonra bakteri sayimi icin filtre dogrudan mikroskopta
incelenebilecedi gibi, membran filtre kati besiyeri Uzerine vyerlestirilip
inkiibasyondan sonra sayim yapilabilmektedir. Bu yontemle 1 kob/ml'den daha az
saylda mikroorganizma igceren numunelerin analizi de gergeklestirilebilmektedir.
Yuksek hacimli 6rneklerde sayim yapmaya elverisli olmasinin yanisira klasik

analizlere goére daha hizli ve guvenilir sonug vermektedir[73].

2.6.1.4. Hizh Sayim Yontemleri
4-methyleumbelliferyl-e-D-glucuronide (MUG) teknidi; besiyerine eklenen MUG

adli kimyasalin mikroorganizmada bulunan e-D-glucuronidase (MUGase, e-GUR)
enzimi tarafindan 366 nm UV sk altinda floresans isima veren 4-
methyleumbelliferone adl Urine donusmesi temeline dayanmaktadir [74, 75]. e-
D-glucuronidase pozitif olan bakteriler icinde indol pozitif olan tek bakteri E. coli’dir.
Bu nedenle E. coli disinda bazi e-D-glucuronidase pozitif bakterilerin neden
oldugu reaksiyonlar indol testi ile belirlenebilmektedir. Ayrica bazi E. coli suslari
yogun Uremeye bagl olarak asiri miktarda asit olusturmakta ve floresans isimayi
maskelemektedir. Bu gibi durumlarda besiyerine NaOH eklenerek pH yukseltilerek
floresans reaksiyonu gergeklestiriimektedir. MUG, kati ve sivi besiyerlerinin
bilesimine kolaylikla ilave edilebildigi icin, EMS ydntemi, kati besiyeri ve membran

filtrasyon yontemi ile yapilan analizlerde kullanilabilmektedir.

Optik dlcim ydntemi; ireme ortaminda optik yogunluk dlgimua ve mikroorganizma

gelisimi sonucu meydana gelen pH ve redoks degisimlerinin optik yolla dlgliimesi
temeline dayanmaktadir. Homojen hidcre suspansiyonundan gegen 1s1gin
turbidometri ile optik yogunlugundaki dusus Olgulmekteyken, nefelometri ile
partikile carpan 1s1gin kirilma acisi olgulmektedir. Fakat ortam kosullarinin
optimumdan sapmasi sonucu Ureme ortaminda bulunan poli-hidroksi butirik asit
(PHBA), volutin ve vakuol gibi hucre sayisina bagl olmayan yapilar 1gik
kirllmasina sebep olmakta ve optik yogunluk olgim sisteminde hataya sebep
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olmaktadir. Mikroorganizma gelisimi sonucu gerceklesen pH ve redoks
degisiklikleri ise; besiyerinde bulunan (bromcresol purple) indikatoér yardimiyla
tespit edilmektedir. indikatoriin renk degisimi ile besiyerinden gegen Ik
siddetinde meydana gelen degisimler tespit edilmektedir. Bu amagla Uretilen ticari
optik sistemlerde inklbasyon suresince optik okuyucu tarafindan degisim
kaydedilmektedir.  Boylece 1-12 saat igerisinde E. coli sayimi

gerceklestirilebilmektedir.

Elektrokimyasal yontemler; bakteri kulturinde olusan molekiler hidrojenin

Olcllmesi, bakteri klltirinin ortam direncin Olcliimesi ve elektrot yuzeyi ile iligki
kuruldugunda bakteri ylzeyleri ile arada olusan elektron transferinin &lgtlmesi
temellerine dayanmaktadir. Wang ve Alocilla E. coli O157:H7 tayini icin
elektrokimyasal biyosensor ile AuNP kullanarak LOD degerini 10! kob/ml olarak
gelistirmistir [40].

Adenozintrifosfat (ATP) biyoliiminesans yontemi; ortamda ATP'nin kantitatif olarak

belirlenmesi ile bakteri miktarinin saptanmasi temeline dayanmaktadir. Canli tim
hucreler metabolizma faaliyetleri sirasinda ATP 'de depolanan yuksek enerijili
fosfat baglari meydana getirmektedirler. Bakteri hlcrelerinin 6limuyle ATP de
ortamdan kaybolmaktadir. ATP'nin lusiferin ile lusiferaz enzimi ve magnezyumun
katalizorlugu altinda reaksiyona girmesi, bu reaksiyon sonucu meydana gelen
lusiferil odenilat kompleksinin oksijen ile birleserek oksilusiferin, CO2, ATP ve 1sik
meydana getirmesi olayl biyoliminesans reaksiyonu olarak bilinmektedir. Bu
reaksiyon sonucu ortaya c¢ikan isik fotometrede 1012 g ATP/litre duyarlikla
Olculmektedir. Bir ATP molekulu bir foton meydana getirmektedir. Bakterilerin
gelisme slrecinde hiicre basina 4,7.10° ug ATP meydana gelmektedir.
Dolayisiyla ¢ok az miktardaki canli hicreler bile bu sistemde o&lgulebilmektedir.
Cheng ve arkadaslar ATP-luminesans yontemi ile manyetik NPleri kullanarak
E.coli tayininde LOD degerini 20 kob/ml olarak hesaplamiglardir [2]. Ote yandan;
bu yontem oldukga yuksek bir maliyet gerektirmektedir. Ayrica, ATP
biyoliminesans yontemi gidalardaki bakteri sayilarinin élgimuande basarili bir
sekilde kullanilamamaktadir. Gida ile c¢aligirken ortamda gida maddesinin
kendisinden gelen ATP'ler de bulunmaktadir. Bakterilerin yanisira ortamda maya
ve kuf de varsa bu mikroorganizmalar bakterilere oranla hiicre basina daha fazla

ATP icermektedirler.
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immiinolojik _analiz__yéntemleri; antijen antibadi etkilesimleri temeline

dayanmaktadir. Bu yontemde, kiguk boyutlari ve yliksek manyetik dipol momente
sahip olmalari nedeniyle superparamanyetik demir oksit NPleri siklikla birincil
etiket olarak kullaniimaktadir. Manyetik NPler hedefe 6zgu antibadi ile baglanarak
hedef analit ortamina gonderilmektedir. Ortamda bulunan bakteri, viris, enzim vb.
tayin etmek istedigimiz biyomolekul ile etiket olarak hazirlanan nanopartikuller
inklibasyona birakilimaktadir. inkilbasyondan sonra ortamda biyomolekiile
baglanmayan nanopartikuller, etiket ile baglanmayan ve baglanan biyomolekuller
bulunmaktadir. Miknatis ile manyetik ayirma gerceklestirildiginde baglanmadan
kalan manyetik nanopartikiller ve biyomolekile tutunan manyetik NPler
ayrilabilmektedir. Ancak baglanan ve baglanmayan manyetik NPleri ayirmak icin
ikincil etiketleme (secondary label) yapiimaktadir. Boylelikle yeni bir antibadi-
nanopartikdl cifti ortamdaki hedef molekilere tutunmakta ve tayin igin ikincil
etiketin takibi yapilmaktadir. Bu ikincil etiket biyomoleklil tayininde kullanacagimiz
yonteme bagli olarak farkli 6zelliklerde secilmektedir. Raman sinyali takibi igin
plazmonik 6zelliginden dolay! altin nanogubuklar, floresans takibi icin kuantum
noktalar ikincil etiket olarak kullanilmaktadir [44, 76-88]. Guven ve arkadaslarinin
gelistirdigi ylzey zenginlestiriimis Raman spektroskopisi (SERS)-tabanli sandvig
yonteminde LOD 8 kob/ml ve LOQ degeri 24 kob/ml olarak verilmistir [83]. Temur
ve arkadaslarinin kiresel AuNP ile yaptiklari ¢alismada LOD 5 kob/ml olarak
hesaplanmigtir [89]. Lin ve arkadaslan E. coli O157:H7 tayini icin kablosuz
manyetoelastik algilayici gelistirerek kitosan modifiyeli ferrit NP kullanimiyla LOD
degerini 10 kob/ml olarak belirlemislerdir [90]. Mao ve arkadaslari E. coli O157:H7
tayini icin manyetik NPlerin yardimiyla gelistirdikleri kuvars kristal mikroterazi
yontemi ile LOD degerini 2.67.102 kob/ml olarak bulmuslardir [3].
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3. MATERYAL VE METOT

Patojenik bakterilerin tayini icin gelistirilen nanopartikil temelli yodunluk gradient

santrifij ¢calismalarinin temel basamaklari sunlardir:

e Santrifij yonteminde NP fazini takip edebilmek igin farkli rotorlar (sabit agili ve
yatay rotor) kullaniimig, sentezlenen farkli nanopartikuller (altin, gumus ve altin
kapl demiroksit nanopartikulleri) ile sukroz gradienti icerisindeki bant ilerlemeleri
incelenmig, Gaussyen bant ilerlemesi i¢in uygun iglem parametreleri (sure, g
kuvveti) ve gradient parametreleri (¢Ozelti konsantrasyonu ve hacmi)

belirlenmistir.

e Avidin baglanan ve hedefe 6zgli olmayan etkilesimle E. coli yakalayan

nanopartiklllerin gradientte bant yapisindaki degisimleri incelenmistir.

e Gradientte bakteri-NP bandinin ilerlemesi i¢in uygun tampon c¢ozelti
parametreleri belirlenmistir. NP ve bakteri-NP fazlarinin ayirt ediciliginin
arttirlmasi icin cift ve tek fazli gradient sonuglari karsilastiriimistir. Optik élgiimde
faz farkini arttirmak icin floreskamin baglanan manyetik NPler ve CdTe kuantum

noktalari ile ¢alisiimistir.

¢ 10°-108 kob/ml araliinda E.coli K-12 ile etkilestirilen CdTe Qdot arasinda hedefe
0zgu olmayan ve hedefe 6zglu etkilesimler incelenmis, uygun sukroz gradient

santrifij parametreleri belirlenmis ve kalibrasyon egrisi gizilmistir.

e YOntemin segiciliginin ve hassasiyetinin geligtiriimesi igin CNPler ile 10-108
kob/ml arahginda E.coli K-12 etkilesimi calisilmistir. Tekrar edilebilir sonuglar

alinan parametrelerde sistem kalibre edilmigtir.
¢ Yontemin segiciligi Enterobacter aerogenes ile ispat edilmigtir.

eHedefe 6zgu olmayan ve hedefe 6zgl olan etkilesimlerin E.coli baglama
verimliligini hesaplamak icin uygun fazlardan ornek alinarak kati besiyerinde

bakteri sayimi yapilmigtir.

¢ Gelistirilen yontemin gercek orneklerde kullanilabilecegini gostermek icin yagsiz

sut tozu kullanilarak E. coli K-12 analizi yapilmistir.

eCalisma boyunca kullanilan nanopartikiller uygun analiz yontemleriyle

karakterize edilmigtir.
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3.1. Kimyasal Malzemelerin Hazirlanmasi

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

SiUkroz (Ci12H22011, MW 342.3 g/mol), sodyum hidroksit (NaOH), potasyum klorar
(KCI), sodyum klortir (NaCl) ve potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) J.T. Baker Inc
(Phillipsburg, New Jersey) firmasindan temin edilmigtir. Tryptic Soy Broth (CASO
Bouillon), chromocult coliform agar, sodyum dihidrojen fosfat (Na:HPOa), saf
etanol ve gumus nitrat (AgNO3s) Merck KGaA (Darmstadt, Almanya) firmasindan,
Tween 20 AppliChem, Biochemica (Darmstadt, Almanya) firmasindan alinmistir.
Potasyum klorit (KCI), hekzadesiltrimetil-amonyum bromid (CTAB), tetrakloroaurik
asit (HAuCls), perklorik asit (HCIO4), trisodyum sitrat dehidrat, demir(ll) sulfat
heptahidrat (FeS04.7H20), demir (lll) klorir (FeCls), hidroksilamin hidroklortr
(NH20H.HCI), albumin ve etilendiamintetraasetik asit (EDTA) Sigma — Aldrich Inc.
(Taufkirchen, Almanya) firmasindan temin edilmistir. N- (3- dimetilaminopropil)- N'-
etilkarbodimid hidroklorid (EDC), 11-mercaptoundekanoik asit (11-MUA), 2-
morfolinoetanesulfonik asit monohidrat (MES), etanolamin, 2- mercaptoetanol (2-
ME) ve sodyum klorid Sigma-Aldrich Inc. (Steinheim, Almanya) firmasindan satin
alinmigtir. Avidin, N-Hidroksisuksinimid (NHS) Pierce (Rockford, lllinois), kitosan
AcrosOrganics (Geel, Belgika) firmasindan temin edilmistir. Biotin isaretli E. coli
antikoru Fitzgerald Industries International Inc. (Acton- MA, ABD), LB-Agar

Laboratories Conda S.A. (Madrid, ispanya) firmasindan temin edilmistir.

Kullanilan tim c¢ozeltiler elektriksel direnci 18 MQ.cm olan ultra saf su ile

hazirlanmistir.

3.1.2. Tampon Gozeltilerin ve Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kuantum noktalarin kitosan kaplama iglemi sirasinda pH sabitlemek igcin asetat
tamponu kullaniimistir. Partikll ylzeyindeki karboksilat gruplarinin aktivasyonu ve
aktif hale getirilen karbonil gruplarina avidin baglanmasi sureglerinde MES
tamponu, antikorlarin ve bakteri dilusyonlarinin hazirlanmasi ve partikul Gzerine
baglanmasi asamalarinda fosfat (PBS) tamponu kullaniimigtir. Hazirlanan MES ve
PBS tampon c¢ozeltileri kullanilmadan dnce 0.45 um’lik filtreden gegirilerek ya da

121°C'de 15 dk otoklavlanarak steril hale getirilmistir.
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3.1.2.1. MES Tamponu
50 mM MES (2-morfolinoetanesulfonik asit monohidrat) tamponu hazirlamak igin
533 mg MES 50 ml saf suda ¢ozunmustir. Derisik NaOH ile pH 6.5'e

ayarlanmigtir.

3.1.2.2. Fosfat Tamponu

10 mM pH 7.4 fosfat (PBS) tamponu hazirlamak icin 1 litre saf suya 1.44 g
sodyum dihidrojen fosfat (NazHPOa4), 0.24 g potasyum dihidrojen fostat (KH2PO4)
karistirimistir. Uzerine 8 g NaCl ve 0.2 g KCI tuzlari ilave edilmistir. Derisik NaOH

ile tampon pH 7.4 'e ayarlanmigtir.

3.1.2.3. Fosfat-Tween 20 Tamponu

Hacimce % 0.05’lik Fosfat-Tween 20 (PBST) ¢ozeltisini hazirlamak igin; steril 10
mM pH 7.4 PBS tamponundan 10 ml steril balon jojeye alinip 5 pl Tween 20 ilave

edildikten sonra iyice karistiriimistir.

3.1.2.4. Asetat Tamponu
1 M pH 5 tamponu hazirlamak igin; 5.72 ml saf asetik asit, bir miktar su bulunan

balon jojeye alinmigtir. Derisik NaOH ile pH 5 'e cekilip Uzeri su ile 100 ml'ye

tamamlanmistir.

3.1.2.5. Floreskamin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bu calismada dioxan ve DMSO olmak uzere iki farkh ¢ozucu ile 0.3 mg/mi
floreskamin stok hazirlanmistir. Floreskamin i1simasi ¢ézlicunidn yapisina bagl
oldudu icin dioxan ve DMSO icerisinde ¢dzindikten sonra pH 7.4 10 mM PBS ile

seyreltiimis, boylece bakteri-NP etkilesiminin bozulmamasi hedeflenmistir.

3.2. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
Bu boliumde NPlerin sentezi ve yuzeylerinde karboksil gruplari olusturmak igin

yapilan islem basamaklari sunulmustur.

3.2.1. Altin Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Altin  nanopartikil (AuNP) sentezi i¢in Liu ve Lu'nun kullandigi ydntem
uygulanmigtir (Sekil 10). 100 ml kaynayan saf suya 3 ml 0.01M kloroaurik asit
(HAUCl4) ¢ozeltisi ilave edilmig, ¢ozelti sari renk almistir. 4 ml 38.8 mM sodyum
sitrat ¢cozeltisi damla damla ilave edildikten sonra, ¢ozelti 6nce berraklasmis sonra
mordan kirmiziya renk degistirmistir. Renk sarap kirmizisi olana kadar kaynamaya
devam edilmis ve oda sicakliginda sogumaya birakilmigtir [91].
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Altin ylazeyler Uzerinde etkin bir sekilde tek tabaka olusturmak igin, alkil zincirleri
Uzerinde fonksiyonel gruplari bulunan ve altin ile dayanikh bag yapan 11-
merkaptoundekanoik asit (11-MUA) ile galisiimigtir. Altin kapli nanopartikuller saf
etanolde hazirlanan 50 mM 11-MUA ile etkilestiriimis ve 18 saat calkalayicida
bekletiimistir. Bu sayede altin-tiyol baglari kurularak nanopartikullerin Gzerinde

karboksil gruplari olusturulmustur.

karboksil gruplar

damila damla olusturmak igin; 18saat
|Iave edilince oda sicakhiginda
calkalayicida
3mi O Ami 4; J~ oy 50 mM \ altin-tiyol baglar
gg‘:‘rgh 3|EmMM | = o 11- MUA \T::-_-___-;.’z"‘f kurulmusgtur.
= CsHsO7Nas |~ Ca1H22028
e ':: ~ | i;
‘g \ R
/1100 mi 7
\ ) \ ) sarap kirmizisi )
} { Y { renk alinca \
._f} - f} - oda sicaklifinda
L100°c] [ Litoooc) sogumaya birakilmigtir.
| — A s

Sekil 10. Kloroaurik asit ile indirgenerek hazirlanan AuNPlerin sentez gemasi

3.2.2. Gumusg Nanopartikillerin Sentezi

GUmus nanopartikillerin  (AgNP) sentezi icin Lee ve Meiselin 1982'de
geligtirdikleri yontem uygulanmigtir. 100 ml saf suya 17 mg gimus nitrat (AgNO3)
eklenip kaynatilmigtir. 1 g trisodyum sitrat 100 ml suda g¢ozullerek sitrat ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Manyetik karistiricida kaynayan gumus nitrat ¢ozeltisine damla
damla 5 ml sitrat ¢ozeltisi eklenmistir. Cozelti rengi sari-gri renge déndikten sonra
oda sicakliginda sogumaya birakiimistir [92].

3.2.3. Altin Kapli Manyetit Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Manyetik nanopartikillerin sentezi igin; Tamer ve arkadaslar tarafindan gelistirilen
Fe*? ve Fe*2 iyonlarinin birlikte ¢oktlriilmesi yontemi kullaniimistir [93]. Sentez igin
1.28 M demir (lll) klorir (FeCls) ve 0.64 M demir (ll) silfat heptahidrat
(FeSO04,7H20) saf suda ¢oztulmis ve 100 ml 1 M NaOH c¢ozeltisi hazirlanan bu
demir ¢ozeltisi icerisine eklenerek 40 dk karistirlmigtir. Siyah c¢okelti manyetik
olarak toplanmig, DI su ile ¢ kere 12500 rpm 10 dk santrifij edilerek yikanmigtir.
Oksitlenmis manyetit partikilleri elde etmek i¢in demir tuzlari 2 M perklorik asit
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(HCIO4) ile 24 saat boyunca karistiricida bekletilmistir. Bu islem ile olusan asidik

ortami uzaklastirmak icin U¢ kere DI su ile yikama yapilmistir.

Altin manyetik NP (FesO4@Au NP) sentezi icin Tamer ve arkadaslarinin gelistirdigi
yontem uUzerinde kuglk degisiklikler yapilmistir. 10 mg ve 5 mg kutleli manyetik
cekirdekler kullaniimig, indirgeyici 1 M NaOH'nin miktari 300-500-700-900 pl
hacimlerinde degistirilerek uygun sentez parametreleri belirlenmistir. 5 mg Fes3Oa4
cekirdek 5 ml saf suya eklenip sonikatorde karigtiriimistir. 10 ml 1 M NaOH
uzerine 1 g etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) eklenerek c¢ozinmesi
saglanmistir. Hazirlanan bu iki ¢dzelti 1:1 oraninda karistiriimistir. 8000 rpm ile 10
dk santrifij yapiimis ve Ustte kalan sivi uzaklastinimistir. Kalan bélime 7 ml 0.1 M
setrimonyum bromur (CTAB), 0.01 M HAuCls'den 3 ml ve 700 yl 1 M NaOH
eklenerek karigmalari saglanmigtir. Her ekleme asamasinda ¢ozelti sonikatdrde
karistinimistir. Cozeltiye 150 mg hidroksil amonyum klortir (NH20H.HCI) ilave

edilir edilmez ¢ozelti rengi koyu kahverenginden kirmiziya donmustar.

3.2.4. Kitosan Kapli CdTe Kuantum Noktalarin Hazirlanmasi

CdTe kuantum noktari Dogan ve arkadaslan tarafindan kullanilan ydntemle
sentezlenmistir [94]. Sekil 11'de goruldigu gibi sentez icin 0.64 mM kadmiyum
klorir (CdCl2) ¢ozeltisinden 25 ml balon joje icerisine alinip manyetik karigtirici ile
surekli kangtirilirken Gzerine 0.10 g trisodyum sitrat, 100 pl 11.5 M MPA ve 0.01
mmol Te (IV) eklenmistir. Daha sonra tUzerine 50 mg sodyum borhidrir (NaBHa)
eklenmistir. Cozelti 96°C'de 1 saat boyunca karistiriimistir. Soguduktan sonra
kuantum noktalar hacimce 1:3 oraninda ethanol ile ¢oktartlmuastur. Santriflj edilip
kurutulmustur. Floresans isimasinin daha uzun dalgaboylarinda ayarlanmasi igin,
su igerisinde 75 mg toz halinde Qdot su igerisinde ¢ézulmus (pH 11.4), 96°C'de iki
saat boyunca karistirimig ve 25 ml'ye tamamlanmistir. Reaksiyon sirasinda ¢ozelti
icerisinde olugan borik asit nedeniyle 2 saat sonra her seferinde absorbans
dalgaboyu 572 nm olamamaktadir. Dalgaboyunun 572 nm'ye gelmesi igin
karigtirma suresi uzayabilmektedir. Dolayisiyla elde edilen Granin son pH'i da her
sentez sonrasi pH 11.4 olmamaktadir. Bu nedenle kitosan kaplama sirasinda pH

ayarlamasi i¢in asetat tamponunun kullaniimasina karar verilmigtir.
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Sekil 11. Yiizeyi merkaptopropiyonik asit modifiyeli CdTe Qdotlarin sentez semasi

% 1 (h/h)lik asetik asit icerisinde ¢dzlnerek hazirlanan % 1 (a/h)lik kitosan
cOzeltisinden 20 ul alinip 980 ul Qdot ¢ozeltisi Uzerine eklenecek sekilde stok
Qdot-kitosan karisimi  hazirlanmistir.  Kitosan kaplama iglemi igin pH
optimizasyonu yapiimasi hedeflenmigtir. pH 4.0-5.5 araliginda yapilan kaplama

islemleri sonrasi uygun pH degeri belirlenmistir.

3.2.5. Karbon Nanopartikillerin Hazirlanmasi

Campos ve ekibinin karbon kuantum noktalar icin tarif ettigi yontem Uzerinde
kiguk degisiklikler yapilarak karbon nanokurelere ait sentez yontemi gelistirilmistir
[57]. Sekil 12'de gosterildigi gibi 5.4 g laktoz 12 ml deiyonize (DI) su ile
¢ozundurulmustar. 5 dk kanistiktan sonra, 12 ml derisik (% 37 a/a) HCI eklenmis
ve sut beyazi renkteki karisim transparan renge donusmustir. Hazirlanan karigim
otoklavda 3 saat 100°C'de inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra karisimin rengi
tamamen siyaha donmustur. Hazirlanan karbon nanopartikuller (CNP) 5 M NaOH
ile noétralize edilip, 35544 g ile 10 dk santrifij edilmistir. Ortamdan NaCl
uzaklastirmak icin, kati ¢okelek 6 kez santriflij edilip DI su ile yikanmistir. Yikanan
nanopartikuller az miktarda DI su igerisinde dagitiip 100°C'de 6 saat inkibe
edilmigtir.
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Sekil 12. Hidrotermal karbonizasyon yontemiyle karbon kiirelerin sentez semasi

Yuzeyin karboksil grubu ile fonksiyonellegtiriimesi igcin hacimce 3:1 oraninda
hazirlanan stlfurik asit/nitrik asit ¢ozeltisinden 250 ml alinip, 0.5 g karbon NP ile 4
saat 20°C'de sonike edilmigstir [95]. Asit ¢Ozeltisi iceren NPler 35544 g 10 dk
santrifij parametrelerinde, pH 5 ayarlanacak sekilde defalarca DI su ile
yikanmistir. Son olarak nanopartikiller etanol ile 2 kez yikanmis ve 50°C'de firin
icerisinde kurutulmustur. Elde edilen CNPler plastik torbalar igerisinde muhafaza
edilmistir.

3.3. Partikullerin Modifikasyon Basamaklari

Bu bolumde bakteri ile etkilesim o©Oncesi nanopartiklllere uygulanan iglem

basamaklari detayli olarak sunulmustur.

3.3.1. Altin Kaph Manyetit Nanopartikullerin Floreskamin ile Modifikasyonu
Ortamda partikil olmadan 6énce, albumin ve floreskamin molekdllerinin karisma
orani igin uygun parametreler ¢alisiimistir. 0.8 mg/ml ve 3.2 mg/ml derigimlerinde
PBS igerisinde hazirlanan albumin ¢ozeltisi ile 0.3 mg/ml floreskamin stok ¢ozeltisi
farkli oranlarda karistinimistir. Hacimce 4:1 oraninda karigtirildiginda yeterli UV
Isima alinmigtir. Bu nedenle albumin bagh partikuller 4:1 oraninda 0.3 mg/ml
floreskamin (DMSO-PBS) stok ile karistiriimasi uygun bulunmustur.
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Sekil 13. Nanopartikiillerin kimyasal aktivasyondan sonra model protein ve floresans boyar
madde ile etkilesiminin sematik gosterimi

Sekil 13'te goéruldugu gibi EDC/NHS aktivasyon basamadidindan sonra partikiller
0.8 mg/ml albumin ¢ozeltisinde 40 dk karigmaya birakilmistir. Etkilesimden sonra
baglanmayan albuminlerin ortamdan uzaklastiriimasi igin NPler 2 kez 10 mM pH

7.4 PBS tamponda yikanmistir.

3.3.2. Karboksil Gruplu Yuzeylerin Kimyasal Aktivasyonu

Partiktllerin ylzeyindeki karboksil gruplarinin aktivasyonu i¢cin pH 6.5 MES
tamponu igerisinde hazirlanan 50 mM NHS ve 0.2 M EDC ¢odzeltisi kullaniimistir.
NPler ile 30 dk karistinldiktan sonra ylzeyde amin reaktif NHS esterleri
olusturulmustur. Ortamdaki EDC/NHS ¢ozeltisini uzaklastirmak igin PBS tamponu

ile Ug kere yikama yapiimigtir.

Kuantum noktalarin 50 mM NHS 0.2 M EDC ile etkilesimi ve takiben santrifij
isleminden sonra partikil renginin kahverengine donup yapinin bozuldugu
goruldugu igin literatirde kullanilan standart EDC/NHS miktari azaltiimistir. Qdot
ve CNP aktivasyonu igin 1 ml NP c¢oOzeltisi Uzerine 5 mg EDC eklenmis, 5 dk
karistinimistir. Daha sonra Uzerine 4 mg NHS eklenerek calkalayicida 140 rpm ile
25 dk karigmaya birakilmigtir. Yikama iglemleri ile birlikte toplam 40 dk aktivasyon

suresinden sonra NPlerin avidin ile etkilesimine gegilmistir.

3.3.3. Bakteri-Nanopartikul Fazi Hazirhk Asamalari
Bakteri teghisi yapilacak numune ile etkilesimden Once yuzey aktif
nanopartikillerin gegirdikleri hazirlik asamalari; avidin baglanma, BSA ile bloklama

ve biyotinli antikor baglama olarak sunulmustur (Sekil 14).
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Sekil 14. NPlerin gradient santrifiij isleminden 6nce bakteri yakalamak igin gegirdikleri
hazirhk basamaklarinin semasi

Oncelikle, NP gozeltileri ile hacimce % 10 olacak sekilde 1 mg/ml avidin stok
kanigtinlmistir. 50 dk inkibasyondan sonra baglanmayan avidini ortamdan
uzaklastirmak icin 2 kez 50 g-4 dk parametrelerinde PBS ile yikama yapiimistir.
Bu islemden sonra nanopartikil yizeyindede agik karboksil gruplari varsa hedefe
0zgu olmayan etkilesimleri ortadan kaldirmak igin agik uglarin BSA ile doyurulmasi
hedeflenmigtir. 1 mg/ml BSA ile hacimce % 7.5 oraninda karistinilarak 50 dk 140
romde inkubasyona birakilmigtir. Ortamdan NPlere baglanmayan BSA'yi
uzaklastirmak icin RCF=50 g ve t=4 dk parametrelerinde PBS ile yikama islemine

tabi tutulmustur.

Daha sonra, avidin-BSA kapli NP yizeyine antikor baglanmasi i¢in PBS igerisinde
hazirlanan 0.1 mg/ml biyotinli antikor ¢dzeltisinden hacimce % 10 oraninda
partiktllere eklenmistir. 50 dk boyunca 140 rpm'de karigsmaya birakiimistir.
inkiibasyondan sonra 2 kez RCF=50 g ve t=4 dk parametrelerinde PBS ile yikama
yapilmigtir.

Son olarak, hazirlanan bakteri dilisyonlar ile antikor bagh NPler 40 dk boyunca
140 rpm'de oda sicakhginda karismaya birakilmistir. Bakteri ile etkilesimden sonra

hedefe 6zglu olmayan etkilesimleri koparmak ve ortamdan uzaklastirmak icin
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RCF=50 g ve t=4 dk parametrelerinde PBST ile 2 kez, PBS ile 1 kez yikama
yapiimigtir.

3.4. Bakteri Hazirlik ve Sayim Yontemleri

3.4.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Tryptic Soy Broth (CASO Bouillon) ile hazirlanan besiyeri, deney tuplerine 5'er mi
olacak sekilde dagitilmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmis ve

kullaniilmadan 6nce oda sicakligina inmesi beklenmigtir.

LB-Agar hazir karisimindan 35 gram tartilarak 1 litre deiyonize su igerisinde
¢bzundurulmus, otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Sterilizasyon
sonrasl, besiyeri petri kaplarina dokulerek katilagsmaya birakilimigtir. Besiyeri
iceren petri kaplari ters olarak buzdolabinda muhafaza edilmis ve kullanim oncesi

yuzeyleri kurutulmustur.

3.4.2. Bakteri Kulturlerinin Hazirlanmasi

E.coli K-12 ve Enterobacter aerogenes kultiri hazirlamak igin; CASO igerisine
ekilen bakteri 37°C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir [96]. inkiibasyondan
sonra santriftjle 4500 g'de 7 dk boyunca ¢okturulen bakteriler, 10 mM pH 7.4 PBS
tamponu ile 2 kez yikanmistir. Bakteri diliisyonlari 101-108 kob/ml araliinda olacak
sekilde PBS tamponla seyreltilerek hazirlanmistir. Hazirlanan dilisyonlarda,
bakteri santrifijle ¢oktlrllip supernatant cekilip yerine nanopartikil stispansiyonu
ile tamamlanmigtir. Partikil bakteri karisimi vorteksle tamamen homojenize

edildikten sonra, baglanma igin 40 dk boyunca 140 rpom'de karistirilmistir.

3.4.3. Kati Besiyerinde Bakteri Sayimi

Kullanilan bakteri stogundan 24 saat inkUbasyondan sonra kag¢ bakteri tredigini
gormek icin genel besiyeri CASO agar, E.coli'ye 6zgu LB-agar ve E. aerogenes'e
0zgu chromocult agar besiyerlerine yuzeye yayma ekim yontemi ile ekim yapilmig,

24-48 saat sonra sayim yaplilarak stoktaki bakteri sayisi belirlenmistir.

Sikroz gradient santrifiij ile elde edilen bantlarda bakteri sayimi igin, segici kati
besiyeri olarak LB Agar kullaniimistir. Hedefe 6zgu olmayan ve hedefe 6zgu
calismalarda kullanilan NP'lerin E.coli baglanma verimlilikleri ayri ayn
hesaplanmigtir. Go¢ mesafesi ve bant alt sinir optik degeri 6lgim yontemleriyle
elde edilen fazlarin bakteri baglanma verimliligi Esitlik 11 ile hesaplanmistir.
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Fazda sayilan bakteri miktari
Y X 100

— — (11)
Tipteki toplam bakteri miktar

Fazda ortalama optik yogunluk élgimu ile yapilan bakteri tayininde ise bakteri-NP
fazi gradientte 2 ml hacimdeki genis bir bolgeye dagildigi i¢in fazin gradientten
tamamen c¢ekilip sayiminin yapilmasi gu¢ olmustur. Gergek ornekle caligirken
ortamdan sUt serumunun uzaklastirilmasi igin yikama islemleri yapilmistir. Bu
islemlerden sonra bakteri-NP fazi gradiente alinmadan oOnce baglanma
verimliliginin asagidaki esitlik ile hesaplanmistir.

Santrifiijle cOken bakteri miktar

X 100 (12)

Toplam bakteri miktar

3.5. Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yontemleri

3.5.1. UV-Vis Spektrofotometre ile NPlerin Karakterizasyonu

Sentezlenen altin, gimdus, altin kapli demiroksit ve karbon nanopartikillerin UV-
Vis absorpsiyon spektrumlari Agilent 8453 UV-Vis spektrofotometre (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, ABD) ile dlgtulmustar. Altin nanopartikullerin su,
etanol ve MES tamponu ortamlarinda UV-Vis spektrumlarina bakilarak farkli
ortamlardaki kumelesmeleri incelenmigtir. Ayni zamanda avidin baglandiktan

sonra da ¢ozelti renginde gorulen degisim UV-Vis spektrum ile aciklanmistir.

Sentezlenen altin kapli demiroksit nanopartikillerinin UV absorbanslarinda
gorulen farklihklar nedeniyle indirgenme parametrelerinin ve c¢ekirdek kutlesinin
optimize edilmesi uygun gorulmustir. Bu nedenle 5-10 mg cekirdekle sentezlenen
ve 300-500-700-900 pl 1 M NaOH ile indirgenen altin kapli demiroksit
nanopartikillerin  UV-Vis spektrumu incelenerek uygun c¢ekirdek kutlesi ve
indirgenme parametresi segilmistir.

3.5.2. FTIR-ATR Spektrometresi ile CNP Yiizeyindeki Fonksiyonel Gruplarin
Karakterizasyonu

Karbon nanokire yuzeyindeki fonksiyonel gruplarin karakterizasyonu igin FTIR
spektrumu Thermo Nicolet is50 (Thermo Fisher Scientific Co., Waltham, MA, ABD)
marka, azaltilmig toplam yansima (ATR) 6zelligi olan Fourier donusumlu kizilGtesi
spektrometresi (FTIR-ATR) kullanilarak karakterize edilmigtir. Spektrumlar
dalgasayisi 4000-600 cm™* araliginda olacak sekilde secilmis, 32 tarama sayisinda

ve ¢ozundrlik 8 cm™ olarak dlgiim alinmistir.
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3.5.3. Floresans Spektrofotometresi ile Kuantum Noktalarin
Karakterizasyonu

Kuantum  noktalarin  floresans  olgumleri  Carry  Eclipse  Floresans
Spektrofotometresi (Varian Scientific Instruments, Mulgrave, Avustralya) ile
yapilmigtir. Ylzeyinde -asetil sistein ve -merkaptopropiyonik asit fonksiyonel
gruplar bulunan kuantum noktalarin, kitosan kaplama sonrasi ve E.coli K-12 ile
etkilesim sonrasi floresans Olgumleri alinmistir. Boylece Qdotlarin uygun pH
degerinde kitosan kaplama parametresinin belirlenmesi ve E.coli baglandiktan
sonra Qdot 1simasindaki degisimi takip edilmistir. Uyariima dalgaboyu 340 nm,

uyarma ve emisyon yarigi 5 nm olarak uygulanmigtir.

3.5.4. islemsiz ve Bakteri Yakalayan NPlerin TEM ile Goriintiillenmesi

Nanopartikullerin boyutlari ve ylizey morfolojilerini géruntilemek igin elektron 120
V hizlandirici voltaj ile JEOL 2100 HRTEM cihazi (JEOL Ltd., Tokyo, Japonya)
kullanilmistir. islemsiz NPler ile gradientten cekilen érneklerin ayri ayri TEM
goruntuleri alinmistir. Boyutlarina ve homojen yapilarina gore uygun NPler secilip

calismanin devaminda kullaniimistir.

Gradientteki bantlardan 1 ml'lik steril igne ile 250'ser pl 6rnek ¢ekilip ortamdan
sukrozun uzaklastiriimasi igin 10 mM pH 7.4 PBS ile 3 defa yilkama igslemine tabi
tutulmustur. 1.5x108 kob/ml E.coli K-12 olan tiiplerin bakteri-NP bantlarinin Gst ve
alt fazlarindan 250'ser 6rnek g¢ekilip TEM igin hazirlanmigtir. Bakteri-NP fazindan
cekilen orneklerin goérintilenmesi igin % 2.5 gluteraldehit ile sabitleme 6n iglemleri
yapilmistir. Hazirlanan seyreltik NP érneklerden karbon formvar grit Gzerine 10 pl

damlatihp 10 dk boyunca vakumda kurumaya birakilmigtir.

3.6. Yogunluk Gradient Santrifiij isleminin Hazirhiklari

Yogunluk gradient calismalari 15 ml'lik polipropilen (polypropylene) santriflj ttpleri
(LP ltaliana S.p.A., Milano, italya) kullanilarak yapilmistir. Bakteri ile yapilan
santrifij calismalari icin sogutmali masaustu santrifiij cihazi (VMR Megastar 1.6 R,

Almanya) ile salinimli rotor kullanilarak 4°C'de ¢aligiimigtir.

3.6.1. Sukroz Gradientin Hazirlanmasi
On calismalarda stok ¢6zelti olarak 70°C'de saf su ile % 80 a/h'lik siikroz ¢dzeltisi
hazirlanmistir. Bakteri ¢calismalari igin stukroz ¢ozeltileri saf su yerine 10 mM pH

7.4 PBS igerisinde sukroz ¢ozundurulerek hazirlanmistir.
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Stoktan seyreltme yapilarak istenilen araliklarda % 70-% 60-% 50-% 40-% 30-%
20-% 10 sukroz c¢ozeltileri hazirlanmigtir.  TUpln en altina % 80 a/h sukroz
cOzeltisi eklendikten sonra segilen konsantrasyonlarda istenilen miktarlarda
gozeltiler gok yogundan az yoguna dogru Ust Uste tiplere eklenmistir. Ust Uste
eklerken c¢ozeltilerin birbirine karigmamasi igin, ¢ozeltiler mikropipet ile yavas
yavas damlatiimistir. Gradientler hazirlandiktan sonra 4 saat 4°C'de buzdolabinda

bekletilmis, Uzerine numune eklendikten sonra santrifij uygulamasina gecilmistir.

3.6.2. Santrifiij islem Parametrelerinin Belirlenmesi

Kullanacagimiz santriflij cihazinin ve rotorun secimi igin tlipe etki eden kuvvetin
teorik hesaplamasi yapilmistir. islem parametrelerinin optimizasyonu igin
kullanilan agili ve yatay rotor, uygulanan g kuvveti ve santrifuj suresi detayli olarak
incelenmistir. Santriflj islem parametrelerini belirlemeye yonelik 6n ¢alismalar icin

altin ve manyetik nanopartikuller kullanilimistir.

3.6.2.1. Agili Rotor ile Yapilan On Galismalar

Gradient olusturmadan, sadece su ortamindaki AuNP ile yapilan santriflij sonucu
pembe supernatant icerisinde kuguk nanopartikullerin ¢okmeden asili kaldigi
gOrulmustir. Bu nedenle % 60 a/h ve % 32 a/h sukroz ¢ozeltilerinden 4 ml alinarak
uzerine 1 ml AuNP stok c¢ozeltisi eklenmis, acili rotorda 14000 rpm ile 20 dk
surede iki kez santriflij yapilmistir. Boylece, yodunluk gradient olusturulmadan

once partikullerin viskoz sukroz bolgelerindeki hareketi ayri ayri incelenmistir.

3.6.2.2. Yatay Rotor ile Yapilan On Galismalar

AuNP ile yapilan 6n ¢alismalarda 15 ml'lik plastik tlplere % 25-% 30-% 35-% 40-
% 60 a/h derisimlerimdeki ¢ozeltiden 2'ser ml alinarak 10 ml sUkroz gradienti
hazirlanmig, Gzerine 1ml AuNP eklenmistir. Yatay rotorda 4149 g sabit tutularak
islem sdresi arttinlmistir. Partikil bantlarini standardize etmek igin gradiente
eklenecek ornek hacmi ve derisimi dnemli bir faktérdur. Bu nedenle; kullanilan
partiktller farkli hacim ve konsantrasyonlarda en keskin gaussyen bant yapisi

olusturacak sekilde incelenmisgtir.

Altin Nanopartikiillerin incelenmesi

% 30-% 35-% 40-% 80 a/h derisimlerindeki sukroz ¢ozeltilerinden 1'er ml alinarak
hazirlanan gradient Uzerine 200 yl AUNP eklenmis ve zamana bagli bant olusumu
incelenmigtir.  AuNPlerin es yogunluk stkroz arali§i tespit edilmistir. Keskin bant

yapisi elde etmek icin farkli hacim ve derisimlerdeki stkroz gradientlerde farkli
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islem parametrelerinde calisilmis, uygun gradient ve islem parametreleri

belirlenmistir.

Es-yogunluk gradient santriflj yonteminde kuvvet dengesi olmasi gerektigi igin %
30-% 35 a/h sinirinda toplanan AuNP partikullere ters yonde etki eden merkezcil
kuvvetlerin etkisi incelenmigtir. Bu amacgla NP sUspansiyonu tupun en altindaki

yogun % 80 a/h sukroz ¢ozeltisi ile karistirilarak gradiente eklenmistir.

Giimiis Nanopartikiillerin incelenmesi

Altin nanopartiklller ile ayni gradient ve igslem parametrelerinde AgNP fazi
incelenmigtir. Ayrica, esit hacimde AgNP ve AuNP stoklari karistirildiktan sonra
gradient Uzerine eklenmisg, farkli boyutlardaki partiktllerin hareketli bolge santrifij

ile ilerlemesi kaydedilmis, optik yolla fazlarin 6lgimu saglanmistir.

Manvyetik Nanopartikiillerin incelenmesi

Hazirlanan % 30-% 35-% 40-% 60-% 80 a/h sukroz g¢odzeltilerinden 2'ser ml
alinarak 15 ml'lik tuplerde yatay (swing) rotorda caligmak tUzere 10 ml gradient
hazirlanmistir. Manyetit NPlerden 200 ul ve 500 ul alinarak 10 ml gradient Gzerine
eklenmistir. Uygun rotor hizini bulmak igin disuk devirden ylUksek devire gikarken
sure t=5 dk olarak sabit alinmig, bant yapilari kaydedilmigtir. Hazirlanan
FesOs@Au NPlerinin gradientte bant yapisinin daha hizli ilerlemesi i¢cin 5 mg ve
10 mg Fes3Os gekirdek ile hazirlanan NPler ve 500-700-900 yl 1 M NaOH ile

indirgenen NPIler gradientte optik yolla incelenmistir.

Partikillerin Hidrodinamik Yodunlugunun Karsilastirilmasi

% 10-% 15-% 20-% 30-% 40-% 80 a/h sikroz ¢oOzeltilerden 1'er ml alinarak
hazirlanan toplam 6 ml slkroz gradient icerisinde 4149 g ile 45 dk santrifjden
sonra altin ve manyetik nanopartikullerin bant dagilimlari kargilagtiniimistir. Farkli
ortamlarin partikullerin gokme hizlarina etkisi kargilagtiriimistir.

Karbon Nanopartikiillerin incelenmesi

Uygun CNP konsantrasyonunu belirlemek i¢in 1-3 mg/ml araliginda hazirlanan
cOzeltlerle gradientte faz ilerlemeleri karsilastiriimigtir. 50-100-200 pyl CNP hacmi
kullanillarak Gaussyen bant ilerlemesinin elde edildigi gradient parametreleri
calisiimigtir. CNP fazinin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi igin; gradientte
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genis bir bolgede dagilan fazlardan siringa ile 1 ml ¢ekilip 3 kez PBS ile yikanmis,

tekrar gradient Gzerine eklenerek ayni santriflij islemine tabi tutulmustur.

3.7. Yogunluk Gradient Parametrelerinin incelenmesi
Yogunluk gradient parametrelerinin belirlenmesi igin tek-cift fazli gradient, gradient
¢cOzelti konsantrasyonu, gradient hacmi, ¢ozelti icin kullanilan PBS molaritesi,

partiktl konsantrasyonu ve partikil hacmi ayri ayri incelenmigtir.

3.7.1. Cozelti Ortamlarinin NP Fazina Etkisi

Bu calismada 3 farkli ortamda manyetik nanopartikuillerin ilerlemesi takip edilmistir.
% 0.8 a’/h NaCl, 10 mM PBS pH 7.4 ve 20 mM PBS pH 7.4 kullanilarak ¢ozeltideki
tuz oraninin ve ¢ozelti pH 'nin bant yapisina, NP kimelesmesine ve tlpte ¢epere
yapismaya etkisi incelenmistir. 1000 g santrifij kuvveti ile 2 dk, 10 dk ve 45 dk
islem sUrelerinde partikillerin  gradient bant yapilart ve ilerlemeleri

karsilagtiriimistir.

3.7.2. Ornek Hacimlerinin NP Fazina Etkisi

Bu calismada ayni konsantrasyondaki cozeltiler farkli hacimlerde Ust Uste
eklenerek toplam 10 ml sukroz gradient hazirlanmigtir. Cozelti hacminin partiklin
2-3 banda ayrilmasina etkisi incelenmistir. Partikul tip boyunca ilerlerken partiktle
etki eden santrifij kuvveti de artacagi icin farkli mesafelerde viskozitenin etkisiyle
partikil hizinda azalan ivmelenme s6z konusu olabilecektir. Bu nedenle belirli
bdlgelerde partikil bandi toplanacaktir. Boylece partikullerin keskin bant yapisi
olusturdugu bdlge ve santriflj parametreleri kaydedildiginde, bakteri ile etkilesim

sonrasi partikul bant yapisi karsilastirilabilecektir.

% 20-% 40-% 50-% 60-% 80 a/h derisimlerindeki sukroz g¢ozeltileri DI su ile
hazirlanmistir. A grubu gradient igin; % 80 a/h sukroz ¢ozeltisinden 3 ml, % 60 a/h
sukroz ¢ozeltisinden 1 ml, % 50 a/h sukroz ¢ozeltisinden 3 ml, % 40 a/h stkroz
cozeltisinden 1 ml, % 20 a/h slUkroz ¢ozeltisinden 2 ml alinarak Ust Uste
eklenmigtir. B grubu gradient icin; % 80 a/h siikroz ¢dzeltisinden 3 ml, % 60 a/h
sukroz ¢ozeltisinden 3 ml, % 40 a/h sukroz g¢ozeltisinden 3 ml, % 20 a/h sikroz

¢Ozeltisinden 1 ml Ust Uste eklenmistir.

3.7.3. PEG-Sukroz Tek ve Cift Fazli Gradient Kargilasgtiriimasi
Calismanin bir boluminde PEG ve siUkroz kullanarak ¢ok fazl sistemde partikul-

bakteri bandinin ilerlemesi takip edilmistir. PEG biyouyumlu, toksik etkisi az olan
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bir malzeme oldugu icin bakteri ve NPlerin sikroz ortam yerine PEG gradientte ya
da PEG-sukroz iki fazli gradientteki ilerlemelerinin de anlamli sonug¢ vermesi
beklenmistir. Partikullerin iki fazh gradientte énce 1 ml PEG bdlgesinden gegip
PEG kaplanarak sukroz bolgesinde daha kararli bir halde ilerleyebilecegi

dusunulmastur.

% 10-% 12-% 16-% 20 a/h derisimlerindeki PEG c¢ozeltileri DI su ile hazirlanmistir.
% 10-% 12-% 16 a/h gozeltilerinden 2'ser ml, % 20 a/h ¢ozeltisinden 4 ml alinarak
10 ml PEG gradienti hazirlanmistir. 400 pl FesOs@Au (su) eklenmigtir. 1000 g-2

dk ve 1000 g-8 dk santriflij sonrasi partiktllerin ilerlemesi kaydedilmistir.

3.8. Gradientte Bakteri-Partikiil Fazinin incelenmesi
% 30-40-60-80 a/h sukroz gradientinde manyetik NP ile elde edilen NP ve Bakteri-
NP faz farki incelenmigtir. pH 7.4 PBS ve pH 6.5 MES tampon c¢ozeltilerinin

bakteri-NP fazina etkisi incelenerek uygun tampon ortami segilmistir.

Floresans etiketli nanopartikul ile elde edilen bakteri-NP fazinin floresans 1sima
kaybetmemesi icin floreskamin stoda PBS ile seyreltme isleminin etkisi
incelenmigstir. Floreskamin ¢ozeltisi 0.8-3 mg/ml farklhh konsantrasyonlarda
hazirlanarak isima igin yeterli miktar belirlenmistir. Ayrica, floreskamin stok ile NP
karisimi hacimce 1:1, 2:1 ve 3:1 olacak sekilde karigtirilarak i1simanin ayirt

edilebilir oldugu parametre calisiimistir.

CdTe@ch Qdot ile bakteri-NP fazini takip edebilmek igin kullanilan slikroz
gradientin yogunlugu arttirnimis, % 50-% 60-% 65-% 70-% 80 a/h sukroz gradient
hazirlanmistir.  Gradient parametrelerindeki degisimler ile faz ilerlemeleri

incelenmigtir.

CNPler ile bakteri-NP fazinin sureye bagli ilerlemesi incelenmis, faz farki igin
uygun santrifij kuvvetinin belirlenmistir. 101-10% kob/ml E.coli igin bakteri miktarina
bagh faz degisimleri; EDC/NHS aktivasyonu, avidin baglama, BSA bloklama ve
antikor baglama modifikasyon basamaklarindan sonra tek tek incelenmigtir. Her
islemden sonra kullanilan gradientin tekrar duzenlenmesi gerektigi belirlenmistir.
% 60-% 65-% 70 a/h sikroz ¢ozeltilerinden 1'er ml % 75 a/h sukroz ¢dzeltisinden
2 ml eklenerek hazirlanan gradient ile 100 g, 300 g, 500 g, 1000 g santrifdj

kuvvetleri 1-12 dk zaman araliginda uygulanarak calisiimistir. Bakteri-NP
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fazlarinin bakteri miktarina bagh olarak ayirt ediciliginin ylksek oldugu 500 g 6 dk

islem parametrelerinde E.coli icin kalibrasyon egrisi gizilmigtir.

CNPler ile geligtirilen yontemin segiciligi icin E.coli gibi Enterobacteriaceae

sinifindan olan Enterobacter aerogenes ile 101-10* kob/ml araliginda galigiimistir.

3.9. Optik Olgiim Diizeneginin Kurulumu ve Faz Analizi

Sekil 12'de goruldugu gibi santrifujden sonra tuplerin analizi igin, tuplerin ve
kameranin konumunu sabitleyici diizenek kurulmustur. Uzerinde 9 adet numune
icin asilma deligi bulunan beyaz ahsap destege tlpler dizilmistir. Fotograflarda
tanimlanan alanin piksel sayisinin degismemesi i¢cin kameranin tuplere olan
mesafesi 30 cm, kameranin yerden yuksekligi 20 cm olacak sekilde kamera

sabitlenmis ve sekildeki duzenek hazirlanmigtir.

30cm

40 cm

Sekil 15. Kameranin yerlesimi ve ekrandaki tiiplerin gérinimii

Sekil 13'te dlzenek krokisinden de goraldiugu gibi 1sik titremesi olmayan UV/beyaz
Isik transilliminator (UVP Ltd, Upland, ABD) ve kamera beyaz ekranin karsisina
yerlestirilmistir. Transilliminatérden UV-A siyah ve beyaz isik kullanilarak, 8 MP
dijital kamera ile 6rneklerin fotograflari ¢ekilmistir. 8 MP kamera 1080x1920 piksel
¢ozinurlikte fotograf cekmektedir. Goruntl dizenleyici program ile tip uzunlugu

boyunca 80x1000 piksel alan segilmigtir.
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Sekil 16. Bant géruntiileme igin deney diizenegi

Analiz icin esit boyuttaki fotograflar Gzerinde belirlenen esit boyuttaki boélgeler
kirpilmis  ve bu fotograflarin RGB piksel degerleri yazilim yardimiyla
hesaplanmigtir. Buna gore tupteki gradient boyunca elde edilen optik degisiklikler;

optik yogunluk-mesafe grafikleriyle incelenmistir.

Gradientte faz analizi icin U¢ farkh fiziksel O6lcim metodu gelistirilmistir. Bu
metotlar; go¢ mesafesi Olgimu, bant alt sinir optik degeri 6lgimiu ve fazda

ortalama optik yogunluk olgimu olarak adlandiriimigtir.

Go¢c _mesafesi; NP ve bakteri-NP bantlarinin uygulanan santrifij kuvveti ile

gradientin érnek menisklUsunden itibaren tlpln dibine dogru kat ettikleri mesafe
olarak tanimlanmistir. Bu mesafenin olgima igin; optik yogunluk-mesafe
grafiklerinde gorilen Gaussyen bant dagilimin tepe noktasi hesaplanmistir. Gog
mesafesi  Olgimu; es-yogunluk  santriflj  uygulamalarinda  partikdllerin
karsilastirilabilir bant konumunun belirlenmesi icin kullaniimistir. Ayni zamanda
manyetik NP ve Qdotlar ile elde edilen bakteri-NP fazlarinin ilerlemeleri de bu

yontemle olgulmastur.

Bant alt sinir optik dederi; ¢ozuclu meniskusunden itibaren gradient boyunca

bandin ilerlemesi ayniyken bandin alt-sinir noktasindaki ilerlemenin farkli olmasi
neticesinde, bant hacmindeki artisin bir Olglisu olarak tanimlanmigtir. Bu
genislemenin olgimu igin optik yodunluk-mesafe grafiklerinin tarevlerinin sifir
oldugu noktalar yani egrilerin platoya vardiklari noktalar hesaplanmigtir. CNP
fazlarinin hedefe 6zgu olmadan bakteri miktarina bagh olarak bant hacimlerindeki

degisim bu yontemle olglimugtir.
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Fazda ortalama optik yogunluk; gradientte genis bir alana yayilan bakteri-NP

fazinin ortalama optik yogunluk degeri olarak tanimlanmistir. Hedefe 6zglu bakteri
calismalarinda baglanmayan bakteri santrifljden sonra supernatant ile ortamdan
uzaklastirilmistir. Bakteri yakalamayan CNPlerin ise santrifuj ile gradient ceperine
yapistigr goralmustir. Bu nedenle gradientte dagilan bakteri-NP fazinin keskin
bant yapisi olusturmadan bakteri miktarina bagli optik yogunluk degisimi takip
edilmigtir. Optik yogunluk-mesafe grafiklerinin altinda kalan alan hesaplanarak

fazda ortalama optik yogunluk degerleri belirlenmistir.

Bu yontemlerin kullanimiyla bakteri miktarina bagh faz degisimleri takip edilmis ve

kalibrasyon egrileri gizilmistir.
3. 10. Yagsiz Sitte E.coli K-12 Teshisi

Gelistirdigimiz yontemin gercek orneklerde kullanilabilecegini gostermek igin
yagsiz sut tozunda deneyler tekrarlanmigtir. Yagsiz sutte analiz amaciyla % 8.90
a/h kuru madde igeren standart ortam hazirlamak icin; 2 ml PBS ile 0.18 g yagsiz
st tozu vorteksle karistinlmigtir. Hazirlanan yagsiz sit ile 10110 kob/ml

araliginda E.coli dilisyonlari karigtiriimistir.

Kararli yapidaki sut serumunda kolloidal halde bulunan kazein misellerinin
boyutlarinin 10-300 nm arasinda olmasi ve yogunlugunun 1.11 g/ml olmasi
nedeniyle 500 g altinda santrifij kuvveti uygulandiginda c¢okmeyecegi
ongorulmaustur. Bu nedenle oncelikle ortamdaki bakteri-NP fazinin ¢oktirilmesi ve
supernatanttaki  kazein  molekullerinin  pipetlenerek  ortamdan ayriimasi

planlanmigtir.

Daha 6nce hedefe 6zgu analizlerde tekrar edilebilir sonuglar alinarak optimize
edilen gradient santrifij parametreleri sutte E.coli tayini icin de ayni sekilde
kullanilmistir. Gradient icin 2'ser ml % 75 a/h sukroz ¢ozeltisi ve 1'er ml % 70-%
65-% 60 a/h slkroz c¢ozeltileri siringa ile 15 ml'lik dereceli polipropilen tiplerde

hazirlanmistir.

1 ml hacimdeki bakteri dilisyonlari 400 ul antikor bagli CNP ile 40 dk boyunca,
oda sicakhginda ve 140 rpm'de karnistiriimigtir. Yodunluk gradient santrifljleme
islemine gecilmeden once; 2 kez PBST, 1 kez PBS ile yikama yapilmigtir. Boylece
her yikama iglemi sonrasi sutteki kuru madde miktarinin azar azar ortamdan

uzaklastirimasi hedeflenmistir. Daha Once bakteri-NP fazi icin PBS c¢ozeltisi
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icerisinde 50 g 3 dk olarak ayarlanan yikama parametreleri; sut ile galisirken
ortamda kazein proteini ve misel yapilar olmasi nedeniyle bakteri-NP fazinin daha
yuksek kuvvetle ve uzun surede ¢Okebilecegi ihtimaline kargi daha yuksek RCF
uygulanarak dedgistirilmistir. Her yilkama sonrasi ortamdan uzaklasan misel yapilar
nedeniyle santrifilj kuvvetinin 50 g dusiiriilmesi uygun bulunmustur. ilk yikama 250
g 3 dk, ikinci yilkama 200 g 3 dk, uglncu yikama 150 g 3 dk parametlerlerinde
gerceklestirilmigstir.

Gradient santrifuj iglemi igin; sicaklik 4°C, RCF 500 g ve santrifuj suresi 1-2-4-6-
10-12 dk olmak Uzere elde edilen sonuglar ayri ayri kaydedilmigtir. Degisimin
belirgin olarak goérildugu 6-10-12 dk santrifij araliklarinda kalibrasyon egrileri
cizilerek edim ve standart sapma degerleri karsilastiriimigtir. Tekrar edilebilirligin
ispati icin 2 paralelde 5 tekrar deneyi yapimigtir. En uygun iglem parametresi
olarak secilen 500 g ve 6 dk gradient santrifijden sonra gizilen kalibrasyon

egrisine gore LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu bodlumde, sentezlenen nanopartikullerin karakterizasyon sonuglari, partikul-
bakteri ¢iftinin gecirimli elektron mikroskobu goérlntileri, gradient santriflj 6n
deneme sonuglari ve gradientte bakteri-NP ciftinin bant ilerleme sonuglari detayl
bir sekilde yorumlanmistir. Son olarak sutte E.coli tayini icin CNPler ile elde edilen

sonugclar sunulmustur.

4.1. Partikiillerin Karakterizasyon Sonuglari
Tez kapsaminda sentezlenen ve yuzeyi modifiye edilen NPlerin
karakterizasyonlari alinan UV-Vis, FTIR-ATR, floresans spektroskopisi ve TEM

sonuglari bu bolumde ayrintili bir sekilde yorumlanmigtir.

4.1.1. NPlerin UV-Vis Spektroskopisi ile Karakterizasyon Sonuglari

Sekil 17'deki AgNP spektrumdan goéruldigl gibi 431 nm'de genis pik elde
edilmistir. Dolayisiyla AgNP boyutlarinin  homojen olmadigr dusuntlmustar.
Literatlrdeki calismalara bakildiginda 10 nm ve altindaki gumus nanopartikuller
400 nm'de pik vermigtir [97]. Partikll boyutu arttikga dalgaboyu kirmiziya kayacagi

icin sentezlenen AgNP boyutlarinin biylk olmasi beklenilmistir.
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Sekil 17. Glimus nanopartikiillerinin su ortaminda UV-Vis spektrumu

Sekil 18'deki UV-Vis spektrumundan goruldagu gibi literatir ile uyumlu olarak 520
nm'de keskin AuNP piki géralmustar [8].
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Sekil 18. Altin nanopartikiillerinin su ortaminda UV-Vis spektrumu

Sekil 19'da altin nanopartikiller kendi fazinda diferansiyel santriflijle ayrildiktan
sonra pembe supernatant ve mor c¢oOkeltinin ayri ayri absorbanslari UV-Vis
spektrumla karsilastiriimistir. 520 nm'deki keskin kirmizi pik AuNP'nin ayrilmadan
onceki haline aittir. Pembe supernatant kisimda bulunan sitrat fazlasi nedeniyle
520 nm'deki altin pikinin siddeti distk cikmistir. Mor partikile ait 525nm ve 677
nm'de olmak Uzere iki pik gértlmustir. 677 nm'de goérilen yayvan pikin ortamdan

uzaklasan sitrat nedeniyle kimelesen buyuk yapilara ait oldugu diasuntlmastar.
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Sekil 19. Diferansiyel santrifiij ile kendi fazinda kiimelegme 6zelligine gore ayrilan a)
silipernatant b) ¢okelti c) islemsiz AuNP fazlarinin UV-Vis spektrumlari
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Etanol ortamina c¢ekilen altin nanopartikillerin rengi maviye donmagstar. UV
absorbans sonuglarina bakildiginda AuNP sulu suspansiyonu 520 nm'de pik
verirken ethanoldeki AuNPler 655 nm'de ikinci pik vermistir (Sekil 20). 655 nm'deki

pikin etanol igerisindeki buyuk kimelesmesinden kaynaklandigi dusuntlmustar.
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Sekil 20. Su ve etanol i¢erisinde hazirlanan AuNP fazlarinin UV-Vis spektrumlan
Sekil 21'de goéruldigu gibi Mua kaph AUNP 50 mM pH 6.5 MES tamponundayken
563 nm'de, etanol igerisindeyken 600 nm'de pik vermisti. MES tamponunda

kararli kolloidal yapida bulunan nanopartikillerin etanolde kumelesme ozelligi
artmistir. Bir miktar partkalin dibe ¢oktugu gorulmustuar.

50



1.5

— Au@mua (mes)
0.5 -

Absorbans (a.u.)

—— Au@mua (etoh)

350 450 550 650 750 850
dalgaboyu (nm)

Sekil 21. MES tampon ve etanol igerisindeki Mua kapli AuNPlerin UV-Vis spektrumlari

AuNP'ye avidin baglandiginda 563 nm'deki pikin 598 nm'ye kaydigi ve pikte

genisleme oldugu gorulmustar (Sekil 22). Avidin baglanan partikullerin kimelegsme
nedeniyle boyutlarinin arttigr disunulmastar.
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Sekil 22. 50 mM pH 6.5 MES tampon ortamindaki islemsiz ve avidin baglanan 11-MUA kaph
AuNPlerin UV-Vis spektrumlar

300-500-700-900 ul 1 M NaOH ile indirgenen altin kapli demiroksit nanopartikulleri
kargilastirildiginda; 700 yl 1 M NaOH ile indirgenen NPlerin diger hacimlerde

NaOH kullanilarak sentezlenen partiklllere oranla dalgaboyunun daha kisa ve
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daha keskin pik vermesi nedeniyle caligmalarin devaminda kullaniimasi uygun
gorulmustar. Sekil 23'te 5 mg cekirdek kullanilarak, 700 pyl 1 M NaOH
indirgemesiyle hazirlanan FesO4@Au NPlerin verilen UV-Vis spektrumu verilmistir.
560 nm'de absorbans piki goriimustur. 500-650 nm'de pik elde edilmesi yuzeylerin
altin kaplandigini goéstermistir [98].

Bunun yanisira 5 mg ve 10 mg c¢ekirdek kullanilarak sentezlenen FezOs@Au
NPlerinin  UV-Vis spektrumu kargilagtinidiginda 10 mg demiroksit c¢ekirdek
kullanildiginda absorbans pikinin 565 nm'ye kaydigi gorualmis bu nedenle
boyutunun daha kiglk oldugu dusinilen 5 mg cekirdek ile sentezlenen partikl

calismanin devaminda da tercih edilmigtir.

1.5

— Fe304@Au NP

Absorbans (a.u.)

350 450 550 650 750 850
dalgaboyu (nm)

Sekil 23. 5 mg ¢ekirdek kullanilarak, 700 pl 1 M NaOH indirgemesiyle hazirlanan Fe;O0.@Au
NPlerin su ortaminda UV-Vis spektrumu

4.1.2. CNP Fonksiyonel Yiizeylerinin FTIR-ATR ile Karakterizasyon Sonuglari
Sekil 24'te FTIR-ATR ile CNP ylizeylerindeki OH™, RCOOH™ ve NO:2 fonksiyonel
gruplarin karakterizasyon sonucu verilmistir. Spektrumda 3374.87 cm? 'de
isaretlenen genis bandin karboksilik asit gruplarindan kaynakli O-H gerilme
bdlgesine ait oldugu dusunulmustur. Karboksilik asitten (RCOOH™) kaynakh
1700.32 cm?, 1590.08 cm™ ve 1461.16 cm™*'de gorllen kuvvetli pikler sirasiyla
C=0 gerilme, O-H egilme ve C-O geriime bolgelerine karsilik gelmistir. Partikdl
ylzeyindeki nitrit nedeniyle 1511.51 cm™* ve 1356.58 cm™'de gorilen bantlar
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siraslyla N=0O asimetrik ve simetrik gerilme bdlgelerini temsil etmistir [99]. Ayni
zamanda 1511.51 cm™'deki pike aromatik zincirdeki C=C gerilme boélgesinin de
katki yaptigi distintimustir. 1500-650 cm™? araligindaki parmak izi bolgesinde
karbon baglarina ait pek ¢ok pik goriimustir. 1021.19 cm™'de karboksilik asitten
kaynakli C-O gerilme bdlgesine karsilik gelmistir. 797.93 cm'de gorilen pikin ise

=C-H duzlem disi egilme bolgesinden kaynaklandigi dusunulmustur.
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Sekil 24. Yiizeyinde karboksilik asit gruplari bulunan CNPnin FTIR-ATR spektrumu

4.1.3. Kuantum Noktalarin Floresans Spektroskopisi Sonuglari
Tez kapsaminda sentezlenen yuzeyinde -asetil sistein ve -merkaptopropiyonik asit
fonksiyonel gruplari bulunan kuantum noktalarin, kitosan kaplama sonrasi ve

E.coli K-12 ile etkilesim sonrasi floresans dlgim sonuglari bu bélumde verilmistir.

Yuzeyinde farkh fonksiyonel grup bulunan Qdotlar UV isik altinda farkli renkte
gorulmustur. Qdotlarin c¢ekirdek boyutu sabit oldugu surece bulundugu sivi
ortamin elektriksel 6zelliklerinin ve Qdot yuzeyin farkl ligand ile kaplanmasinin
ISima dalgaboyuna etkisi olmayacaktir. Lakin 2013'te Lee Montiel ve
Imoukhuede'nin yaptigi ¢alismada Qdot floresans siddetine tampon pH'inin ve
BSA baglamanin etkisini gézlemiglerdir [100, 101]. Yaptigimiz ¢galigmada islemsiz
CdTe/MPA partikulleri ile kitosan kaph CdTe/MPA arasinda renk farki gézlenmistir.
Kitosan kaplandiktan sonra UV isik altinda gozle goérilen partikll rengi saridan

turuncuya degismesine ragmen floresans spektroskopisi sonuglarina gore
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dalgaboyunda kayma gorulmemigtir. Literatirde de ylzeyi modifiyeli Qdot'larin

renk degisimi ile ilgili herhangi bir bilgi yer almamistir.

E.coli K-12 ile etkilesimden sonra partikullerin gozle gorulur rengi ve floresans
Isima siddeti azalmigtir.  Literatire bakildiginda Yang ve arkadaslari 2015'te
bakteri ile Qdot etkilesiminden sonra floresans sonimlenmesi (fluorescence
quenching) etkisinin goéruldigu bildirilmistir [102]. Burada da bakteri ile etkilesen
CdTe/MPA Qdotlarin floresans sonumlenme nedeniyle UV 1simasini kaybettigi
dusundlmustir. CdTe/MPA'ya benzer sekilde AC ile hazirlanan NPlerin de E.coli
K-12 ile etkilesimden sonra renk degistirdigi ve floresans isima siddetinin azaldigi
gorulmustir. CdTe/MPA@ch'den farkli olarak gradient Uzerine eklendigi zaman
belirgin renk degisimi gozlenmistir. Sekil 25'te goruldigu gibi floresans siddetleri
ve dalgaboylar karsilastirimistir. CdTe/AC E.coli yakaladiktan sonra dalgaboyu
562 nm'den 567 nm'ye kaymistir. CdTe/MPA@ch ise E.coli yakaladiktan sonra
dalgaboyu 575 nm'den 578 nm'ye kayma gostermistir.
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Sekil 25. Yiizeyi MPA ve AC ile modifiyeli Qdotlarin a) islemsiz b) E.coli K-12 yakaladiktan
sonra floresans spektrumlari

Sekil 26'da farkli pH degerlerinde kitosan kaplanan CdTe/MPA Qdotlar igin
floresans siddeti karsilastirilmasi verilmistir. pH 4 ve pH 5 de@erlerinde kitosan
kaplanan partikullerin dalgaboyunun 575 nm'de oldugu, 1sima siddetinin ise pH
4'te % 50 azaldigi gorusmustur. Bu nedenle galismanin devaminda CdTe/MPA

icin kitosan kaplama parametresi olarak pH 5 secilmistir.
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Sekil 26. pH 4 ve pH 5'te kitosan kaplanan Qdotlarin floresans spektrumlari

Benzer sekilde pH 7 ve pH 3'te kitosan kaplanan CdTe/AC@ch isima siddetinin %
35 azaldigi gorulmagstir (Sekil 27). Kaplama icin uygun pH parametresinin

calisiimasi dusunulmastar.
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Sekil 27. pH 3 ve pH 7'de kitosan kaplanan CdTE/AC Qdotlarin floresans spektrumlari

Sekil 28'de CdTe/AC Qdotlarinin kimyasal aktivasyon ve bakteri etkilesimi sonrasi
floresans spektrumu verilmigtir. E.coli K-12 etkilesiminden sonra 1sima siddeti net
bir sekilde dusmustur. Bu nedenle CdTe/AC-E.coli K-12 i¢in Ex slit 10, Em slit 10
olarak secilerek dalgaboyu takibi yapilabilmigtir. Spektrumda goruldugu gibi

islemsiz Qdot 566 nm'de, EDC aktivasyonundan sonra 562 nm'de, E.coli
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etkilesiminden sonra ise 572 nm'de pik vermistir. Kimyasal aktivasyon ve bakteri

etkilesimi arasindaki 10 nm kayma dikkate alinir bir degisimdir.
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Sekil 28. CdTe/AC Qdotlarin a) islemsiz b) kimyasal aktivasyondan sonra c) E.coli etkilegimi
sonrasi floresans spektrumlar (Ex slit 2.5 nm)

Sekil 29'daki spektrumda goéruldugu gibi bakteri ile etkilesimden sonra
CdTe/MPA@kitosan floresans dalgaboyu 575 nm'den 582 nm'ye dodru 7 nm saga
(red shift) kayma gostermistir. CdTe/AC ise E.coli K-12 etkilesiminden sonra 565
nm'den 575 nm'ye 10 nm saga kayma goOstermistir. Ancak kitosan kaplama
sonras! aradaki bu degisim de kaybolmustur. Sonuglara bakildiginda EDC/NHS
aktivasyonundan sonra 5 nm, bakteri ile etkilesimden sonra ise
CdTe/MPA@kitosan'da 2 nm, CdTe/AC partikilin 1simasinda 5 nm saga kayma
gozlenmistir. Degisimler 10 nm altinda oldugu igin ihmal edilebilecegdi

dusundimustar.

56



1000

——MPA@ch
800 |
E ——MPA@ch/EDC
§ 600
b-% —MPA@ch-E.coli
2 400 -
(1]
[72]
o
2 200 |
0

500 525 550 575 600
dalgaboyu (nm)

Sekil 29. CdTe/MPA@ch Qdotlarin a) islemsiz b) kimyasal aktivasyondan sonra c) E.coli
etkilesimi sonrasi floresans spektrumlari

4.1.4. islemsiz ve Bakteri Yakalayan NPlerin TEM Sonuglari
Bu boéliumde islemsiz nanopartikullerin ve gradientin bakteri-NP fazindan alinan

orneklerin TEM ile elde edilen karakterizasyon sonuglari verilmistir.

4.1.4.1. GUmus Nanopartiktllerin TEM Goruntuleri
Sekil 30'da verilen TEM goruntulerine bakildiginda AgNPlerin homojen sekil ve

boyutlarda sentezlenemedigi gorulmustlr. Kuaresel yapilarin yanisira gubuk
yapilarin da bulunmasi nedeniyle gradient ¢calismalarinin devaminda kullaniimasi
uygun bulunmamigtir. Kiresel gumusg nanopartikullerin ortalama ¢api 31+12 nm

olarak olgulmustdr.

Wic | Mag | AV | HFW Dae | = [ Mc | Mag | AV | HEW ] Date
JEM-1400}10000 x(80 kV{15.7 um|11/18/15, 15:11] —Zim— JuEM-14001250000 /80 kVI591.5 nmi11/18/15, 15:12 — 60 nm—

Sekil 30. AgNPlerin a) 100000x b) 250000x biyiitme ile TEM goriintiileri
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4.1.4.2. Altin Nanopartikillerin TEM Goruntileri

Su ortamindaki altin nanopartikillerin ortalama vyarigapi 134 nm olarak

OlcUulmastur (Sekil 31). Sekil 31.a'da NPlerin etrafinda sitrat bulutlar goralmustar.
Sekil 31.b'de ise ylkama isleminden sonra sitrat bulutlarinin uzaklastidi

gorulmustar.

A.

o a b

Mic | Mag | HV | HFW ] HV HFW] Dat
WJEM-1400{250000 x|80 kV|591.5 nm|11/19/ |5 |5 03] —100 nm— JEM NOOI!OOOOO 80 kVI493 nm|{11/19/15, !5 22] ——100 nm——

Sekil 31. islemsiz AuNP fazinin a) yikama 6ncesi b) yikama sonrasi 300000x biiyiitme ile
TEM gériintileri
Sekil 32'de etanol ortamina cekilen altin nanopartikillerin TEM goéruntaleri yer
almaktadir. Homojen, kuresel nanopartikillerin  boyutlart 134 nm olarak

Olculmugtur. 250000x buyutme ile buyuk kimeli yapilarin varligr gézlenmistir.

';—'

b

a Mic Mag | HV | HFW Date
x| 59| 5nm1|/18 15 1527 —100 nm— JJEM-1400{300000 x|80 kVi493 nm{11/19/15, 13 17| ——100 nm——

Sekil 32. Cokelti fazindaki AuNPlerin a) 250000x b) 300000x biiyiitme ile TEM goériintileri

4.1.4.3. Manyetik Nanopartikullerin TEM Gdruntuleri
Sekil 33'de altin kapli manyetik nanopartikillere ait TEM goruntisunde kuresel

yapidaki NPlerin homojen dagihm sergiledigi goralmuagtur. Boyutlar 12+4 nm
olarak olgulmustdr.
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Sekil 33. Fe;0.@Au NPlerin 300000x biiyiitme ile TEM goriintiisi

4.1.4.4. Kuantum Noktalarin TEM Goruntuleri

Sekil 34'te sukroz gradiente alinmadan 6nce ve gradientten cekilip yikama

islemlerine tabi tutulan Qdotlarin TEM goéruntuleri verilmigtir. Partiktllerin homojen

oldugu gorulmus, boyutlari 6£1 nm olarak hesaplanmistir.

50 nm -

1400000000 001 g ez 5 225 400500060 o0 1 oo ez, 1
Sekil 34. igslemsiz CATE/MPA@ch-EDC NPlerinin a) 300000x b) 500000x biiyiitme ile TEM
gorintiileri

Sekil 35'te slikroz gradientten ¢ekilen CATE/MPA@ch kuantum noktalarin yogun
sukroz etkisinde ve ylkama islemlerinden sonra morfolojik yapisini korudugu
gOrulmustir. Bu TEM goéruntusui ile sikroz gradientten c¢ekilen partikuller igin iki
kez PBS ile yikama isleminin yeterli oldugu sonucuna variimistir. Partikil boyutlar
611 nm olarak hesaplanmistir.
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Sekil 35. Gradientten gekilmis Qdotlarin a) 300000x b) 500000x biyiitme ile TEM goruntiileri

islemsiz partikiile ait TEM fotograflarinda biyik kimeli yapilar olmadigi
gorulmustar. Sekil 36'da goruldugu gibi bakteri-NP bandindan g¢ekilen Qdotlar
kendi aralarinda kimeleserek E.coli'ye baglanmiglardir. Bakteri boyutu 2-3 um

arasinda olgulmasgtur.
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Mc | Mag | HV [HFW|  Date | [ Mc | Mag | HV [HFW|  Date
WEM-1400{25000 x{80 k! m[08/24/16, 16:44] —1pym— JJEM-1400{60000 x{80 kV|2.5 ym|08/24/16, 17:01 ——500 nm——

Sekil 36. Gradientten ¢ekilmis E.coli yakalayan Qdotlarin a) 25000x b) 60000x buyitme ile
TEM gériintileri

Bunlara ek olarak, Sekil 37'de detayli goruldugu gibi bakteri hicre duvarinin
seklinde bozulma ve hicre boyunda plastik uzama (plastic elongation)
gorulmustir. Atma seklindeki (pulse-like forces) kesikli kuvvetler elastik
deformasyona sebep olmakta ve etki ortadan kalktiginda bakteri eski sekline
donmektedir [103]. Plastik deformasyon iginse bliyime ve uzun zamanh kuvvet
gerekmektedir. Sekil 37'de 150000x buyutme ile goértlen bakteri duvarindaki
deformasyonlar santriflj kuvvetinin etkisi ortadan kalksa bile bakteri duvarinin

seklinin eski haline geri dénmedigini gostermistir. Dolayisiyla bu deformasyon
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plastik deformasyona 6rnek olup bakterinin santriflij sirasinda bliyimeye devam

etmesi ile aciklanmistir.

Sekil 37. E.coli yakalayan CATE/MPA@ch NPlerinin 150000x biiyiitme ile TEM goriintisii

Uygulanan santrifij kuvveti gradient santrifij sirasinda 500 g yikama iglemleri
sirasinda 4500 g, 5 dk sure ile uygulanmigtir. Uygulanan kuvvet ve uygulama
suresi ¢ok ylksek olmamasina ragmen goézlemlemis oldugumuz deformasyonun
sebebinin; yilkama islemleri sirasinda vortex uygulanirken etki eden bukilme
kuvvetleri ve sukoz icerisinde bakteri-NP fazina etki eden surtinme kuvvetlerinin

yuksek olmasindan kaynaklandigi dugtunulmastur.

Banttan ¢ekilen bakteri-NP kiimelerinin partikil ve bakteri sayilari farkl olacagi igin
kimelerin yogunluklari ve ¢okme katsayilarinin da farkh olacagir ongoértlmastir.
Sekil 38'de goruldugu gibi bakterinin etrafinda yogun Qdot kiimeleri olusmustur.
Bu nedenle her seferinde ayni hizda hareket edecek, tekrar edilebilir ve keskin
yapida bir bant elde etmek gu¢ olmustur. Ayni zamanda polimer matris igerisine
birden fazla bakteri ya da pargalanmis bakteri duvari yerlesebilecegi gibi birden
¢cok bakteri de ayni kiimeye dahil olabilmektedir. Dolayisiyla bakteri-NP fazina ait

genis bir bant yapisi olugsmaktadir.
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Mic | Mag [ HV [HFW ‘ Date | .
JEM-1400/40000 x(80.1 kV|3.7 um|08/25/16, 13:00] 500 nm— .

Sekil 38. Gradientin CATE/MPA@ch-E.coli fazindan ¢ekilen 40000x biiyitme ile TEM
gorintiisi

4.1.4.5. Karbon Nanopartikullerin TEM goruntuleri

Sekil 39'da CNPlere ait TEM goruntisu verilmigtir. Homojen dagilimh, kuresel

yapilarin 119433 nm boyutunda oldugu o6lgtlmustr.
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 Mic Mag | HV HFWT ~ Dae [ """7[ Mic Mag | HV [ HFW Date _—
JEM-1400/100000 x[80 kV|1.5 umj03/09/17, 13:27] —200 nm— JEM-1400150000 |80 kV|985.2 nm|03/09/17. 13:26| ——200 nm-

Sekil 39. PBS igerisindeki islemsiz CNPlerin a) 100000x b) 150000x biyiitme ile elde edilen
TEM gérintiileri

Sekil 40'da ise CNPlerin sukroz gradientin partikil bandindan gekilip stkrozun
ortamdan uzaklastiriimasi ile elde edilen TEM goéruntileri verilmistir. Santrifijle
yilkama sirasinda viskoz ortamda partiklllere etki eden yluksek RCF ve slrtinme
kuvveti partikullerin stabilitesini etkilemistir. Sekil 40.a'da plaka seklindeki grafen
yapilarin goérilmesi kuresel yapinin bozuldugunu goéstermistir. Sekil 40.b'de
goruldugu gibi CNPlerin bulundugu viskozitesi yuksek sukrozun ve uygulanan

santrifij kuvvetinin etkisi ile CNPler kimelesmis ve deforme olmustur.
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—
Mic Mag | HV | HFW Date Mic Mag [ HV [ HFW Date
WEM-1400{100000 x|80 kV|1.5 umj03/09/17, 13:51 —200 nm— [JEM-1400{250000 x|80 kV|591.5 nm|03/09/17. 13:57| —100 nm—

Sekil 40. Gradientin partikiil fazindan gekilip yikama iglemlerine tabi tutulan
CNPlerin a) 100000x b) 250000x buyiitme ile TEM goériintiileri

Sekil 41'de bakteri yakalamigs CNPlerin TEM goruntileri verilmistir. E.coli K-12
boyu 1.7-3.2 ym arahginda ol¢ulmastir. Goruldugu gibi dairesel ve yarim daire
seklindeki karbon kureler E.coli K-12 uzerine dagilimistir. E. coli K-12 etrafidaki
belirgin tabakanin besinlerin hlcre igcine alimi ve atik Urtnlerin bosaltimina sebep

olan ekzopolisakkarit (EPS) tabakasina ait oldugu digsiniimustur [104].

-

Mic Mag | HV | HFW Date
WEM-1400140000 x80 kV|3.7 um|03/31/17, 12:35|

Sekil 41. Hedefe 6zgii olmadan E.coli yakalayan CNPlerin a) 40000x b) 80000x biiyutme ile
TEM goruntileri

Gradientin bakteri-NP bandindan c¢ekilen orneklerin TEM goéruntuleri Sekil 42'de
verilmigtir. Yikama iglemleri sirasinda uygulanan santrifij kuvvetlerinin CNPlerin
seklini ve kumelesmesini degistirdigi gorulmustur. Yikama iglemleri sirasinda
partiklllere etki eden santrifij ve surtinme kuvvetleri neticesinde, CNPlerin
gerilme, kesme ve egilme i¢ kuvvetlerinin etkisinde agisal olarak yeni bir yapisal

dizenlenime girdigi, farkli formlarda kiimelestigi dustundlmagtir.
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Mic | Mag | HV [ HFW Date
JEM-1400/60000 x(80 kV[2.5 umi03/06/17. 16:10] ——500 nm—— JEM 140050000 ao kV29um 3/31/17 1630 ——500 nm—

O

HFW Date ag Dat
JEMMOOGOOOOJSD!( 2.5 ymi03/31/17. 16:01 ——500 nm—— szuo 100000 BOk 1.5 pmi03/31/17, *1602

Sekil 42. Gradientin hedefe 6zgii bakteri-NP fazindan ¢ekilen CNPlerin a-c) 60000x d)
100000x buyiitme ile TEM goériintileri

Sekil 43'de parcalanan bakteri mebranlar ile kimelesen NPler gorulmustar.
Literatirde enerjisi en ylksek olan bolgelerin kristalin kdse bolgeleri oldudu,
kristalin tabaka ylzeyi ve ylzeydeki amorf karbonun daha az enerijili oldugu yer
almistir [60, 105]. Ayrica bakteri baglayan yuzeylerin; ylzey enerjisi, zeta
potansiyeli, topografyasi, substrat malzeme sertligi gibi fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin bakteri yapisma (adhesion) 0zelligini etkiledigi literatirde c¢esitli
caligmalarda sunulmustur [106-109]. Yuzeyler ve bakteri membrani arasindaki
etkilesim, yuzey enerjisinin yuksek oldugu yerlerde gerceklesmekte, yuzey enerjisi
dustukce yuzeye tutunan bakteri miktari azalmaktadir [106]. Bu nedenle, yilkama
islemleri sirasinda yapisal formu bozulan karbon NPlerin kristalin forma gecerek,
aktif kdseleri bakteri ylzeyine baglanmis sekilde minimum enerjili yassi tabakalar

olusturdugu dusundlmustar (Sekil 43).
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Sekil 43. Gradientin bakteri-NP fazindan ¢ekilen CNPlerin
20000x biiyutme ile TEM gorintiisii

4.2. Gradient Santrifiij Parametrelerinin Optimizasyonu

Maksimum rotor hizi 18000 rpm olan agili rotorda tipun en altinda partikile etki
eden maksimum merkezkag¢ kuvveti 28978 g olarak hesaplanmistir. Bu kuvvet
partikillerin boyutlarina gére ayrilmasi icin literatirde kullanilan ylksek santrifij
kuvvetlerine uyumlu bulunmustur. Lakin bakteri-NP fazi ile galigirken ultra santrifdj
kullaniimasinin bakteri duvarina sakincali olabilecegi dusunulerek literatirde yer
alan 6000 g santrifij kuvveti Ust sinir olarak belirlenmistir [110]. Bakteri-NP
etkilesimi incelenen caligsmalarda, bakteri duvarinin zarar gérmemesi, viskoz
ortamin da etkisiyle bakteri-NP konjuge yapisindaki baglarin kopmamasi veya
yapilar arasinda kimelesme olmamasi igin nispeten dusik g kuvvetlerinin kisa
surede uygulanmasina karar verilmistir. Viskoz ortamda bakteri-NP fazina etki
edecek surtunme kuvveti neticesinde 1sinma ve yapida bozunmalar meydana
gelebilecektir. Bu nedenle, maksimum merkezka¢ kuvveti 4149 g olan, yatay
(swing-saliniml) rotorlu, 4°C sogutmali santrifij cihazinin kullaniimasi uygun
bulunmustur. Bu kuvvet bakteri ile yapacadimiz hareketli alan santrifdj
caligmalarimiz igin yeterli bulunmustur. Bunun yaninda tez c¢alismasi boyunca
bakteri yikama igin uygulanan parametreler; RCF 4500 g, sure 7 dk olarak

belirlenmistir.
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4.2.1. Gradient Santrifiij ile Partikiil Fazinin incelenmesi

Sekil 44'te sirasiyla 5-10-20 dk santrifljden sonra elde edilen AuNP fazlarinin
optik dlgumu verilmigtir. 20 dk sonra tlipte olusan pembe bulutsu yapilar santrifdj
suresi arttirildigi zaman daha fazla dagilmis ve rengi mora donusmustir (Sekil
45). Keskin bant yapisini engelleyen bu davranisin partikillerin etrafindaki sitrat
bulutuntan siyrilip NPlerin sukroz ile birlikte kimelesmesinden kaynaklandigi
dusundlmustar. 45 dk ve 90 dk'lik ¢alisma surelerinde AuNPlerin % 30-% 35 a/h
sukroz sinirinda kaldigi gorulmustir. Bu sonug; altin nanopartikullerin es-yoguluk

ayirma ile ayrildigini gostermigtir.
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Sekil 44. Gradientte AUNP bandinin zamana bagli ilerlemesi ve optik élgiimii
a) t=5 dk b) t=10 dk c) t=20 dk

Ayni derisimdeki sukroz g¢oOzeltilerinden farkh miktarlarda kullanilarak hazirlanan
gradientler karsilastinlldiginda; % 30-% 35 a/h sikroz ¢dzelti miktarinin arttiriimasi
partiktllerin daha genis bant araliginda dagilmasina sebep olmustur. Partikdl
derisiminin arttinimasi da ayni etkiyi yaparak bant hacmini arttirmistir. Bu nedenle
NP konsantrasyonu, NP hacmi ve sukroz ¢ozelti hacimlerinin gradientte Gaussyen

bant ilerlemesini bozmayacak sekilde arastirilmasi dugunulmustur.

Yatay rotorda 4149 g ile 45-90 dk ¢alisma surelerinde degisim kaydedildiginde 45
dk sonra AuNP bandi % 30 a/h bélgesine hareket etmistir. ikinci 45 dk santrifijj
sonrasi AuNP bandinin bozulmadan 1ml daha asagi dogru ilerledigi gozlenmigtir.
ik ve ikinci 45 dk'lik siiregte partikiil bandinin ayni mesafe kat etmis olmasi sabit

66



hizli harekettir. Partiklle etki eden net kuvvet sifirsa ivme sifirdir. Partikil derisimi
fazla olan bolgeye girince viskozite artacagi i¢in hareketin tersi ydonde partikile etki
eden surtinme kuvveti artmaktadir. Fakat NP ile rotorun donme merkezi
arasindaki mesafe artacagi igin partiktle etki eden bagil merkezkag kuvveti (RCF)
de artacaktir. Kuvvetler birbirini dengelerse ivme sifir olacaktir. t=90 dk'dan sonra
kimelesen partikillerin (Fnet#0) tipun dibinde ve c¢eperinde mor renkte biriktigi
g6zlenmistir. TUpUn ucuna dogru NPye etki eden bagil merkezka¢ kuvveti (RCF)
artacaktir. Bu nedenle kimelesen NPlerin mor renkte gradient iginde ilerledigi, bir

kisminin ¢gepere yapistigi ve ¢oktugu goralmagtur.

On caligmalarda toplam gradient hacmi (4-10 ml) degistirilerek partikillerin rotorun
donme eksenine olan mesafesi degistiriimigtir. Gradient hacmi azaldiginda
partikulin rotorun donme eksenine olan mesafesi ve partikillere etki eden g
kuvveti artinimistir. Toplam gradient hacmi 10 ml'ye arttiginda partikilin
gradientte dagilarak ilerledigi gorUlmuastir. Bu nedenle uygun islem
parametrelerinin (RCF ve slre) belirlenmesi igin gradient hacminin 5 ml'de sabit

tutulup santrifij kuvveti ve uygulanan surenin degistiriimesi tercih edilmigtir.

Ters yone etki eden kuvvetlerin surdcu kuvvet olarak kullanildiginin ispati icin
AuNP coOzeltisi tipun altinda en yodun sikroz bdlge ile karistirilip gradiente
alinmigtir. Santrifijle birlikte NP bandi tipln dibinden yukariya dogru hareket
etmeye baglamistir. 4149 g 45 dk santrifij sonrasi keskin bant yapi olugsmasa da
% 35 a/h'lik bélgede partikil yogunlugunun fazla oldugu gdézlenmistir. Partiklllere
tipun altina dogru merkezkac kuvveti etki ederken tersi yonde hareketi saglayan
kuvvet kaldirma kuvveti olmustur. Boylece NP bandi uygun yogunluk arahdina
cikmistir. Kuvvet dengesi saglanana kadar gradient igerisinde partikil hareketi
devam etmigtir. Bu sonug, santrif(j igleminin hareketli alan (rate zonal) degil

yogunluk gradient santrifj islemi oldugunu dogrulamistir.

4.2.2. Acili Rotor ile Zamana Bagl Santrifiij Sonuglari

% 60 a/h sukroz ¢ozeltisinin viskozitesi yuksek oldugu icin bariyer gorevi gormus,
AuNP bandi belirgin bir sekilde viskozite bariyerini gegememistir (Sekil 45).
Partikuller 1 ml hacimdeki su fazini terkedip sukroz g¢ozeltisi igerisinde uygulanan
yuksek RCF (17968 g) ile hareketlenmistir. Bariyeri gecen partikuller kolloidal
yapida olup ve kirmizi rengini korumustur. Kimelesen partikiller cepere yapismis

ya da dibe ¢okmustur.
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Sekil 45. AuNPlerin 17968 g ile t=0-20 dk-40 dk santrifiij siirelerinde %60 a/h siikroz
bariyerinden ilerlemesi

% 32 a/h sukroz ¢ozeltisinde ise viskozite bariyeri etkisi gorulmemistir. % 30-% 35
a/h siikroz yogunlugu araligi AuNP partikillerinn hidrodinamik yodunluk arahgidir.
Bu nedenle, bolgede ilerleyen partikiller kiimeleserek mor renge dénusmustir.
ikinci santrifllj sonrasi ise Sekil 46'da goruldiigi gibi yogun kiimelesme nedeniyle

partiktl rengi siyaha donusmustar.

Sekil 46. AuNPlerin 17968 g ile t=0-20-40 dk santrifiij siirelerinde % 32 a/h siikroz
bariyerinden ilerlemesi

Sekil 47'de kirmizi renkteki islemsiz AuNPler ile differansiyel santriflij isleminden
sonra pembe ve mor renkte fazlara ayrilan AuNPlerin goruntileri verilmigtir.
Pempe renkli supernatant kismin sitrat bulutu nedeniyle ¢dzeltide asili kalan
NPlere, mor renkli fazin ise etrafindaki iyon bulutunu kaybedip kiimelesen NPlere
ait . Sekil 47'de goérlldugu gibi sipernatant pempe bolimin ve tlpun dibinden
alinan ¢okelegin ayrik partikil yapisini korudugu, kolloidal halde bulundugu

goOrulmektedir. Bu sonug ile NP etrafindaki iyon bulutunun énemi gérulmustar.

LiLL

Sekil 47. Diferansiyel santrifiijle ayrilan AuNP fazlan a) ¢okelti b) islemsiz c) slipernatant

68



4.2.3. Yatay Rotor ile Gradientte Partikiil Fazinin incelenmesi
4.2.3.1. Altin Nanopatrtikiller ile Elde Edilen Sonuclar
Sekil 48'de 1:3 oraninda DI su ile stoktan seyreltimis AuNP ve stoktan alinan

ANuP fazlarinin gradientte optik Olgimu verilmistir. Seyreltik stoktan alinan
drnekte kiimelesme goérilmemistir. On calismalar ile uyumlu bir sekilde 45 dk
santrifujden sonra kirmizi AuNP bandi % 30-% 35 a/h sukroz bolgesine hareket
etmistir. Ancak 6rnek hacminin fazla olmasi nedeniyle partikil bandinda dagiima
g6zlenmistir. Sekil 48.b'deki derisik ¢ozeltide ise; partiklllerin yogunluklari ayni
olsa da birim hacimdeki partikil miktari ve kimelesme orani arttigi icin iki ayr
partikil fazi ve dibe ¢Oken partikiller gézlenmistir. AuNP kimelerinin boyut
farkllagmasi nedeniyle kirmizi bandin altinda % 40-% 80 a/h slikroz sinir
bdlgesinde mor bant olusmustur. Zamana bagl degisimler optik yolla takip edilmis,
15 saat bekledikten sonra partikul fazlarinda bozulma olmadiglr az miktarda dibe
¢oken partikdl oldugu goralmustar.
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Sekil 48. AuNP a) seyreltik b) derisik stoktan 200 pl 6rnekle, gradientte 4149 g ile t1=0, t2=45
dk santrifiijden sonra ve t3=15 saat bekledikten sonra optik faz 6lgtimii

Sekil 49'da etanol ortamina gekilen seyreltik ve derisik AuNPIlerin optik faz élgim
sonuglari verilmigtir. NPlerin zeta potansiyelinin azalmasi ve kimelesmesi
nedeniyle renginin laciverte donustigu duasunulmastir. Yogunluk gradient
santrifijden sonra AuNP bandinin (yogun mavi) % 40-% 80 a/h sinirina indigi
gorulmustar. Sekil 49.b'de derigik ¢ozelti ile ¢calisildiginda kimelesme artmis, kek
sikigtirma nedeniyle gradient santriflj isleminden 6nce de bant yapisinda dagilma

gorulmemigstir. Ancak santriflijle birlikte bant yapisi bozulmus iki faz olusmustur.
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Seyreltik ¢ozelti ile gdrulemeyen % 30 a/h sukroz bélgesindeki pembe AuNP bandi
gorulmustur. Bu sonug seyreltik ¢ozelti ile ¢alisirken NPler daha homojen hizlarla
hareket ederek gradiente yayilmasi seklinde yorumlanmigtir. Derisik ¢ozelti
kullanildiginda hizli kimelesen NPler % 80 a/h sukroz sinirina inerek % 30 a/h

sukroz boélgesinde asili duran NPler ile arasinda belirgin faz farki yaratiimistir.

1 t2 . t3wb

Sekil 49. Etanolde yikanan a) seyreltik b) derigsik AUNP bant goéruntiisi t1=0, t2=45 dk
santrifiijden sonra, t3=15 saat bekledikten sonra

Sekil 50'deki grafikte farkli ortamlar igerisindeki altin nanopartiktllerin hidrodinamik
davranisi yodunluk gradientte bant ilerlemesi nicel olarak karsilastiriimistir. Su,
etanol ve pH 6.5 MES c¢o6zeltisinde bulunan AuNP partiklllerinin 45 dk, 4149 g ile
santrifij sonuglari gostermigtir ki; saf etanolde ve pH 6.5 MES tampon igerisinde
kimelesme nedeniyle AuNP c¢okme katsayisi artmistir ve hidrodinamik
yogunlugun 1.4 g/ml Uzerine ¢iktigi dusundlmagstir. Kullanilan partikillerin
yogunlugu ayni oldugu halde, kiimelesen yapida ylizey alani/hacim orani dismus,
partiklle etki eden surtinme kuvveti azalmis ve c¢oktirme katsayisi artmigtir.
Dolayisiyla, kimelesen partikiller daha fazla mesafe katederek tipun asagisinda
bir faz olusturmustur. AuNP (su) 350 mg/ml siikroz alanindaki seviyesini, santrifij
suresi 120 dk'ya cikarildiginda da korumustur. Bu nedenle, su igerisindeki AuNP

hidrodinamik yogunlugunun 1.12 g/ml-1.15 g/ml arsinda oldugu tahmin edilmistir.
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Sekil 50. Farkh ortamlar igerisindeki AuNPlerin % 30-% 35 -% 40 -% 60 a/h siikroz
gradientinde RCF=4149 g, t=45 dk ile karsilastiriimasi

AuNPIlerin ¢ozelti rengi EDC/NHS aktivasyonundan sonra agik gri renge donmus
ve gozle takip edilebilirligi azalmistir. Sekil 51'de goruldigu gibi optik yogunluk
Olcimu ile bant yapisindaki degisimler ayirtedilebilir hale gelmistir. Sekil 51.a'da
goruldugu gibi kimyasal aktivasyon sonrasi AuNP bandi % 80 a/h stkroz sinirina
inmigtir. Sekil 51.b'de avidin baglanan NPler ise daha ylksek ¢okme hiziyla tipuin

dibinde toplanmistir. Bu degisimin gozlenmesi ileriki ¢alismalar i¢in umut verici

olmustur.
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Sekil 51. Kimyasal aktivasyondan sonra a) islemsiz b) avidin bagh AuNPlerin % 30-% 35 -%
40 -% 60 a/h slikroz gradientinde 4149 g 45 dk ile faz karsilagtirmasi

4.2.3.2. Gumus Nanopartikuller ile Elde Edilen Sonuclar
Sekil 52'de AgNP cozeltileri ile galisildiginda elde edilen sonuglar yer almistir. %

80 a/h sukroz cozeltisi bolgesinde sari renkte AgNP faz olusumu gorulmustar.

GUmus NPlerin AuNPlerden daha hizli ilerlemesi nedeniyle daha blyuk boyutlarda
oldugu ongorulmagtir. Numune 15 saat bekletildikten sonra derigik seyreltide
kimelesme orani ylksek oldugu igin dibe ¢oken NPler olmustur. Derigik AgNP
fazinda 0.75 ml ve 1.2 ml de olmak Uzere 2 bant gdzlenmistir. Farkh bir gradient

ortami ve iglem parametreleriyle AgNPlerin sekil ve boyutlarina gére ayrilabilecegi

dusunulmektedir.
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Sekil 52. a) seyreltik b) derigik AgNP stoktan % 30-% 35 -% 40 -% 60 a/h suikroz gradientinde
faz olusumu t1=0, t2=45 dk, RCF=4149 g ile santrifiijden sonra, t3=15 saat bekledikten sonra

Sekil 53'te Au/Ag NP karisiminin gradientte dért banda ayrildigi goralmustar. Bu
bantlar altin ve gimuse ait olmak Uzere drnek menuskusinden itibaren 1 ml, 2.8
ml ve 3.2 mlde iki adet gorulmastir. Altin ve gumus NPler birbiri ile
kimelesmemis, dibe ¢dken NP olmamistir. Altinin mor renkteki fazi gimusun sari

bandinin hemen ustunde yer almistir.
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Sekil 53. a) seyreltik b) derisik AUNP-AgNP karigiminin % 30-% 35 -% 40 -% 60 a/h siikroz
gradientinde faz olusumu t1=0, t2=45 dk santrifiijden, t3=15 saat bekledikten sonra
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4.2.3.3. Manyetik Nanopartiklller ile Elde Edilen Sonuclar

500 pl ve 200 yl hacimde gradiente eklenen manyetik NPlerin farklh RCF etkisinde
ilerlemeleri incelendiginde; iki ornek igin de bantlarda asiri miktarda genigleme
gorulmustar. Sekil 54'te t=5 dk sabit olmak Uzere 500 g-1500 g-3000 g santrifujden
sonra faz ilerlemesi gorulmustir. Kahverengi renkteki manyetik FesOa4
nanopartikulleri Uzerinde herhangi bir (altin ya da silika) kaplama yapiimadigi icin
kendi aralarindaki manyetik etkilesimler nedeniyle kimelesme olmustur. Sukroz
gradienti Uzerine demir nanopartikllleri ekler eklemez kiimelesen nanopartikuller
sukroz igerisine diffliz etmis bant yapisi bozulmustur. Madde miktarindaki fazlalik,
boyut dagihmi ve kiumelesme sebebiyle bant yapilar belirgin bir sekilde
gozlenememigtir. Belirli bir miktarin Uzerinde partikil bandi kayma gdsterip
bozulurken, uygun miktar ve konsantrasyonda 6rnek koyuldugu zaman bantlar
Gauss dagilimini korumaktadir [14]. Bu nedenle bantlarin net bir sekilde goralmesi
icin drnek konsantrasyonu ve miktarini dogru tayin etmek gerektigi dusundimus,

partiktl derigiminin azaltiimasina karar verilmistir.

Sekil 54. Fes04 nanopartikiiliin siikroz gradientte 5 dk santirij ile ilerlemesi
a) RCF=0 b) RCF=500 g ¢) RCF=1500 g d) RCF=3000 g e) RCF=4149 g, t=45 dk

4.2.3.4. Nanopartikullerin Hidrodinamik Davranislarinin Karsilastiriimasi

Es-yogunluk slkroz gradient santrifujleme sonuglarina gore % 30-% 35 a/h sukroz
sinirindaki altin nanopartikullerin su igerisindeki hidrodinamik yogunlugunun 1.12-
1.15 g/ml sukroz bélgesinde oldugu goérulmuistir. Manyetik NPlerin fazi ise 1.08
g/ml suikroz yogunlugunda olugsmustur. Manyetik NPlerin ¢cogunlugu 45 dk sonra %
10 a/h'lik kisimda bant yapisini korumus bir miktar partikll cokmUs veya gradiente
dagiimistir. Altin  ve manyetit karisimi ise aralarindaki etkilesim nedeniyle

kimelesmis ve % 60 a/h'lik bolgeye kadar ilerlemistir.
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Sekil 55.a'da AuNP 150 mg/ml sukroz icerisinde asili kalirken Sekil 55.d'de altin
kapli manyetik nanopartikil 800 mg/ml stikroz iginde ilerlemistir. Manyetik NPlerin
hidrodinamik yogunlugunun AuNPIlerin hidrodinamik yogunlugundan dusuk oldugu
dusundlmustir. Bakteri-NP konjuge yapilarini galismak igin bakteri ile iglemsiz
partikulun ¢Okme hizlarinin ayirt edilebilir olmasi istenilmistir. Bu nedenle,
AuNPlerine kiyasla ¢okme hizi yuksek olan altin kapli manyetik NPlerin
kullaniimasi elde etmek istedigimiz hiz farki igin uygun gorulmustar. Sekil 55.b ve
Sekil 55.c karsilastinldiginda ortamda altin yokken manyetit NPleri dibe
¢Okmedigi, ancak altin eklendiginde kiimelesen manyetit ve altin NPlerin gradiente
yaylldigi ve blyldk cogunlugunun dibe c¢oktiglu goéralmustir. Sekil 55.d'de
gradiente dagilan partikil olmamasi manyetit NPlerin homojen oldugunu

gostermistir.

-

Sekil 55. % 10-% 15 -% 20 -% 30-% 40-% 80 a/h siikroz gradientinde RCF=4149 g ile farkh
NPlerin bant ilerlemelerinin karsilagtiriimasi a) AuNP b) Fe;O, c) Au-Fez04d) Fes0.@Au NP

Yogunluk gradient santrifdj ile elde edilen partikilin hidrodinamik yogunlugunun;
toz halindeki partikalin yigin yogunlugu (bulk density) ve elementlerin ayirt edici
Ozelligi olan yogunluk degeri ile kargilagtirilabilir olmadigr gorulmustur. NPlerin
yigin yogunluguna partikuller arasi bosluklarin ve porlu yapilarin etkisi oldugu gibi,
partiktllerin hidrodinamik yogunluguna da hidrodinamik ¢apin etkisi olmaktadir.
Calismada kullanilan NPlerin Sekil 56'da bolgesel ¢okme hizlari kargilastiriimis ve

SVFe304 < SVau < SVag < SVresoa@au < SVcdTeiMpa@ch €Sitsizligi elde edilmistir.
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Sekil 56. Farkli NPlerin % 30-% 35 -% 40 -% 60 a/h sukroz gradientinde RCF=4149 g ile
hareketli alan santrifiij uygulanarak gé¢ mesafelerinin kargilagtiriimasi

Sekil 57'de santrifij surelerine bagl olarak nanopartikil bant ilerlemeleri
kargilastiriimistir. 45 dk santrifujden sonra AuNP ve FesOs nanopartikulleri 100
mg/ml sikroz bolgesinde duraksamistir. 120 dk santrifljden sonra ise sadece
manyetit nanopartikulleri 100 mg/ml sikroz bdélgesinde kalmistir. Hazirlanan tim
NPler karsilastirildiginda FesOs@Au ve CdTe/MPA@ch nanopartikilleri yiksek
cokme hiziyla kisa surede % 80 a/h sukroz bolgesine ilerledigi icin hareketli alan

santrifijleme yontemi i¢in uygun bulunmustur.
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Sekil 57. Partikiul fazlarinin % 10-% 15 -% 20 -% 30-% 40-% 80 a/h siikroz gradientinde
RCF=4149 g ile zamana bagl ilerlemesi a) AUNP b) Fe3z04 c) Au-Fes0O4 d)Fes04@Au NP
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4.2.3.4. Kuantum Noktalar ile On Calisma Sonuclari

Sulu ortamda hazirlanan yluzeyi asetil sistein (AC) ve merkapto propiyonik asit
(MPA) ligandlari ile modifiyeli Qdotlarin yuzey aktivasyon islemleri icin PBS
ortamina alinmalari gerekmektedir. Ultrasanriflij ile iki farkh rotor ve farkli
hacimlerde Qdot kullanilarak 100000 g-15 dk, 160000 g-15 dk ve 180000 g-40 dk
parametrelerinde partikullerde ¢okme gozlenmemistir. 300000 g-20 dk, 4°C iglem
parametrelerinde santriflj ile partikUller ¢okturulirken supernatantta bir miktar
partikulun asil kaldigi gorulmuagtar. 10 mM pH 7.4 PBS c¢ozeltisi ile 2 kez yilkama
islemi yapildiktan sonra madde miktarinda buylUk oranda azalma gorulmuagtar.
Qdotlarla bu sekilde g¢alismak hem zaman alici olmasi hem de madde kaybina

sebep olmasi nedeniyle ¢galismanin devaminda tercih edilmemisgtir.

HCI, etanol, aseton vb. kimyasal kullanimi ile Qdot ortaminin elektriksel
Ozelliklerini degistirmek partiklllerin zeta potansiyellerinin degismesi sonucu
kimelesip santrifj ile kolay ¢cokmelerini saglamaktadir [100, 111]. 20 mM pH 7.4
PBS c¢ozeltisi, saf etanol ve saf aseton ile Qdotlar % 50 h/h oraninda seyreltilerek
santriflj ile ¢okturtlmeye cahsilmistir. Ancak 20000 g ile ¢dkme gozlenmedigi icin
ilerleyen gradient calismalari igin islemsiz CdTe/AC ve CdTe/MPA kuantum
noktalarin kullaniimasi uygun bulunmamigtir. Bu nedenle partikulleri ile kitosan

kaplamaya yonelik ¢calismalar yapilmigtir.

Sekil 58'de goérilen numuneler pH 9.6 olan 2 ml CdTe/MPA@ch karigsiminin
Uzerine 10-20-50 ul saf asetik asit eklenerek karisim pHsi 5.5-5.0-4.0 olarak
ayarlanmigtir. 10 dk sonikatorde karistirildiktan sonra 3 kez 50 mM pH 6.5 MES
tamponunda yikanmigtir. Sekil 58.a'da 3. eppendorfa bakildiginda pH 4'te kitosan
asetik asit igerisinde tamamen ¢ozunmustir. Bu nedenle kitosan kaplama
basarisiz olmus, bulanik bir karigim gorulmuastir. pH 5'te ise kitosan kaplama
basarili bir sekilde gerceklesmis, polimer kaplanan partikuller dibe ¢okmustur.
Sekil 58.b'de érneklerin PBS'e alinip vorteksle karistirildiktan sonra UV 1sik altinda
goruntuleri ayni sirayla verilmigtir. pH 5'te kitosan kaplanan 6rnegin homojen

olarak PBS iginde karistigi goriimustar.
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Sekil 58. Sirasiyla pH 5.5-pH 5.0-pH 4.0 de hazirlanan CdTe/MPA@ch Qdotlarinin
a) beyaz isikta b) 350 nm UV isikta gérinimi

CdTe/MPA ile benzer sekilde 2 ml'lik pH 7'deki CdTe/AC-kitosan karisimi lzerine
20 ve 50 pl saf asetik asit eklenmistir. Karisimin pH 's1 3 ve 7 olarak hazirlandiktan
sonra asetik asit fazlasi nedeniyle kitosanin tamamen ¢oziundugu ve basaril
kaplama olmadigi gorulmastir. pH 3'te partikiller kimelesmis ve UV 1sik altinda
¢ozelti rengi kirmiziya dénmdastir. Elde edilen veriler neticesinde farkh pH
degerlerinde kitosan kaplanan Qdotlarin farkli kiimelesme oraninda oldugu, belirli
bir pH degerinde partikullerin kitosan kaplanip hizla kimeleserek dibe ¢oktugu
g6zlenmistir. CdTe/MPA igin uygun kaplama parametresi olarak pH 4.5-5.0 araligi
secilmistir. pH 5'te g¢alisilmasina karar verilmistir. Her seferinde karisima 1M pH 5
asetat tamponu eklenerek pH 5'e ayarlanmistir. Bu partikillerin ¢alkalaninca
homojen dagildigi, ancak bir sure sonra yercekimi ivmesi ile dibe toplandigi
gOrulmustir. Gradient ¢alismalarinda ayirt ediciligin artmasi igin partikilin hizli,
bakteri-NP fazinin yavas ilerliyor olmasinin avantajli olacadi ongorulmugtir. Bu
nedenle bakteri analizlerine CdTe/MPA@ch ile devam edilmesi uygun

bulunmustur.

4.2.3.5. CNPler ile On Calisma Sonuclari

Bu bdlimde CNPler ile elde edilen NP fazinin én galisma sonuglari verilmistir.
CNP hacmi 50-100-200 pl olacak sekilde, NP ¢ozelti konsantrasyonu 1-1.5-3
mg/ml olarak degistirildiginde partikil hacmi arttikga dagilmanin fazla oldugu

gOrulmustir. 3 mg/ml konsantrasyonunda 50 pl hacimde CNP ile kek sikistirma
nedeniyle keskin bant yapisi gézlenmistir, fakat Gaussyen dagilim goériimemistir.
1 mg/ml NPI ile 200 yl hacimde galigildiginda bant hacminin daha genis oldugu

ama dagihmin olculebilir oldugu gértulmustur.

CNPlerin ¢cokme hizinin ¢alistigimiz diger NPlere gére daha ylksek oldugu tespit
edilmistir. CNPler 5 dk santrifujden sonra 800 mg/ml stikroz sinirinda birikmigtir.
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Farkli ¢oziicii etkisinde CNPlerin kiimelesme ozellikleri degismistir. 10% kob/ml
E.coli K-12 ile hedefe 6zgl olmayan etkilesime tabi tutulan CNPler incelendiginde;
DMSO/PBS ile hazirlanan kurelerin NP fazi ve bakteri-NP fazi arasindaki ilk 2 dk
icinde gorulen farklilik, 5 dk sonra NP fazinin % 80 a/h sukroz sinirina inmesi ile
kaybolmustur. 15 dk santrifijden sonra NPlerin % 80 a/h sukroz ¢ozeltisini
gecemedigi gorilmustir. Koliform miktari 108 kob/ml oldugunda 3 dk santrifiijden
sonra DMSO/PBS kullanilarak hazirlanan CNPlere ait 3 bant gorulmustur. Yalniz
bu orneklerde partikil ve bakteri-NP faz farki gorulmemistir. Sadece PBS ile
hazirlanan ¢ozeltide fazlar arasinda hiz farki gdézlenmistir. Bakteri olan tlpte
NPlerin gepere yapismadan ilerledigi gérilmustur. Bakteri olmayan tlpte ise % 80

a/h sinirinda ¢epere yapisan NPler gorulmustur.

Ayrica, gradientin % 50-% 70 a/h sukroz araliginin % 50-60-65-70-80 a/h sukroz
cOzeltileriyle genisletiimesi ile bakteri miktarina bagli bakteri-NP faz degisimlerinin

daha detayli incelenebilecegi dusunulmustar.

4.3. Gradient Parametrelerinin Optimizasyonu

Bu bdliumde daha keskin NP bandi elde etmek ve daha belirgin bakteri-NP faz
farki olusturmak igin yapilan galisma sonuglari verilmistir. Gradient parametrelerini
arastirmak igin altin kapli demir nanopartikuller kullaniimigtir.

4.3.1. Altin Kaph Demiroksit Nanopartikiller ile Gradient Parametrelerinin
Belirlenmesi

4.3.1.1. Farkh Kutledeki Manyetit Cekirdek ile Elde Edilen Sonuglar

Cizelge 3. Farkh kutleli manyetik ¢ekirdeklerin gradientte zamana bagl ilerlemesi

5 mg-10 mg 5 mg-10 mg 5 mg-10 mg
o ¢ J
t=10 dk t=15 dk t=45 dk
RCF=500 g

Partiktl hacmi=400 pl
Cizelge 3'te goruldugu gibi 5 mg ve 10 mg cekirdek ile sentezlenen partikuller

arasinda kutle farki sebebiyle partikillerin gokme hizi farkli olmustur. Sekil 59'da

detayll olarak NP fazlarinin optik 6lgim sonucu verilmistir. Goraldagu gibi 5 mg
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cekirdekle sentezlenen NP kullanilan gradientte hareketli bolge santrifijj icin daha
uygundur. 10 mg c¢ekirdek hizla % 80 a/h sukroz sinirina inmistir. Hizlh hareket
eden bant bakteri-NP bandi ile arasinda faz farki yaratmak igin daha elverigli
olacagl ongorulmastur. Ancak 45 dk santrifujden sonra NP fazinin sukroz
bariyerini gecememis ve NPlerin ¢dkmeye baslamis olmasi bu gradient

parametrelerinin 10 mg g¢ekirdek igin uygun olmadigi seklinde yorumlanmigtir.
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Sekil 59. 5 mg ve 10 mg gekirdek ile sentezlenen manyetik NPlerin siikroz gradientte
a) 10 dk b) 15 dk c) 45 dk santrifiijle zamana bagh faz ilerlemesi

Bakteri calisma sonuclari da gdstermistir ki; gradientte bakteri ile etkilesince 5 mg
cekirdekle sentezlenen partikuller takip edilebilir bakteri-NP fazi olusturmada daha
basarili olmustur. Bu nedenle ¢alismanin devaminda 5 mg c¢ekirdekle hazirlanan

manyetit NPleri kullaniimigtir.

4.3.1.2. Farkh Cozelti Ortamlarindaki Manyetik NPlerle Elde Edilen Sonuclar
Sekil 60-62'de goruldigu gibi % 0.8 a/h NaCl, 10 mM pH 7.4 PBS ve 20 mM pH

7.4 PBS ile hazirlanan NP solusyonlarinin gradientte bant ilerlemeleri

karsilastiriimistir. % 0.8 NaCl orani manyetik NP bulutsu bant yapisi i¢in uygun
bulunmustur. Fakat NPler gradient igerisine yayilarak ilerlemis, keskin bant

olusmamistir (Sekil 60).
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Sekil 60. % 0.8 a/h NaCl ortamindaki manyetik NPlerin A ve B grubu gradientte
t1=2 dk, t,=10 dk, t3=45 dk santrifiijle zamana bagh incelenmesi

Sekil 61'de goruldugu gibi kullanilan A ve B grubu gradientten bagimsiz olarak, 20
mM PBS tamponunda tuz orani fazla oldugu icgin partikillerin kiimelesme orani
artmis, partiklller bant yapisi olusturmadan gepere yapismistir.

Sekil 61. 20 mM pH 7.4 PBS ortamindaki manyetik NPlerin A ve B grubu gradientte
t1=2dk, t2=10 dk, t3=45 dk santrifiijle zamana bagli incelenmesi

Partiklllerin 2 dk santrifljden sonra dibe ¢ékmesi ya da tlipln ¢eperine yapismasi
istemedigimiz bir durumdur. Sekilde goéruldigu gibi 10 mM PBS igerisindeki
partiktllerin her iki gradient parametresinde de diger ¢ozelti ortami sonuglarina
gOre daha iyi bant yapisi sergiledigi gorulmustur (Sekil 62). Partiktllerin 10 mM
PBS pH 7.4 ortaminda kimelesme oraninin bant yapisini korumak igin uygun
oldugu goériimustir. Bu nedenle 10 mM PBS ortaminin bakteri-NP faz farkinin
takibi icin de uygun olacadi sonucuna variimistir. Hazirlanan sikroz gradient
ortaminin da sukrozun PBS igerisinde ¢o6zundurulmesi ile hazirlanmasina karar

verilmigtir.
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Sekil 62. 10 mM pH 7.4 PBS ortamindaki manyetik NPlerin A ve B grubu gradientte
ti=2dk, to=10 dk, t3=45 dk santrifiijle zamana bagh incelenmesi

Sekil 63'te goruldugu gibi tip 45° egildigi zaman ayri bir bant gibi gériinen yapinin
gcepere yapisan agregatlar oldugu anlagiimigtir. Bant takibi igin tuplerin dikkatli

incelenmesi gerektigi gorulmustur.

NP bandi

Cepere yapisan NP

Coken NP

Sekil 63. 10 mM pH 7.4 PBS icindeki Fe304@Au NPlerin B grubu gradientte 1000 g ile 45 dk
santrifiijden sonra bant yapisinin gésterimi

4.3.1.3. Tek ve Cift Fazli Gradientlerle Elde Edilen Sonuclarin Karsilastiriimasi

Bu bdlimde sukroz gradiente alternatif olabileceg@i disunulen tek ve ¢ift fazli PEG
gradientleri ile elde edilen sonuglarin tek fazli sukroz gradient sonuglariyla
karsilastirmasi sunulmustur. Sekil 64'te goruldigu gibi FesOs@Au fazinin 2 dk
santrifijden sonra gradientte Gauss dagilimiyla ilerledigi, keskin bant
olusturmadigr gorulmustir. 10 dk santrifljden sonra partikillerin blyudk miktarinin
% 20 a/h PEG igerisinde ¢oktugu gorulmuastir. % 16 a/h PEG bolimunde silik bir
NP bandi olusmustur. PEG igerisinde yapilan c¢aligmalar sonucunda 4 farkli
konsantrasyondaki PEG katmanlarinin birbiri igerisine karistigi, stikroz gibi kararh
basamak gradient olusturmadigi gézlenmistir.
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Sekil 64. Fe;0,@Au NP fazinin % 10-% 12-% 16- % 20 a/h PEG ile hazirlanan gradientte
RCF=1000 g ile 2-10 dk santrifiijden sonra zamana bagh karsilastiriimasi

Sekil 65-66'da tek faz sukroz ve ¢ift fazli PEG-sukroz gradientlerin kargilastiriimasi
verilmistir. Sekil 65'te tek fazli sukroz gradientinde Gaussyen formda ilerleyen bant
yapi gorulmustir. Sekil 66'da verilen ¢ift fazli gradientte 10 ise 2 dk santrifijden
sonra partikillerin PEG bolgesinde toplanarak ilerlemedidi ve Gauss dagilimina
uygun faz elde edilmedigi gorulmustir. Tek fazli sikroz gradientte % 40 -% 50
mg/ml sikroz icerisinde partikul kimesi yogunlasirken iki fazli gradientte % 80-%
90 mg/ml sikroz bdlgesinde toplanma goérulmustir. PEG kaplanan NPlerin artan
ivmeli hareketi sonucu Gaussyen dagilim yerine daha keskin Lorentz dagilim piki

elde edilmistir.
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Sekil 65. Fes0,@Au NP fazinin siikroz gradientte 3000 g ile
t1=10 sn, t2=2 dk, t3=10 dk santrifiijle zamana bagl incelenmesi
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Sekil 66. Fe;0,@Au NP fazinin PEG-siikroz ¢ift fazli gradientte 3000 g ile
t1=10 sn, t2=2 dk, t3=10 dk santrifiljle zamana bagl incelenmesi

Tek fazli sikroz gradientte NP fazinin Gauss dagilimina uygun sekilde ilerledigi
gOrulmustir. Lakin dagihm genis bir aralikta goértlmus, keskin bant yapisi
olusmamistir. Cift fazli gradientte ise partikullerin sikroz ortamina girmeden 6nce
PEG ortaminda yavaslayip PEG kaplandigi; bdylece sukroz ortaminda daha
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yuksek ¢cokme hiziyla ilerledigi gértlmustar. 1000 g-10 dk santrifijden sonra 1000
mg/ml sikroz sinirinda NPler bant halinde toplanmistir. Dolayisiyla 2 ve 10 dk
zaman araliginda ¢ift fazli gradient grafiginde gorulen faz farki; tek fazl gradientte
elde edilen sonugla kargilastirildiginda artig gostermistir. Ayni zamanda, PEG
icerisinden gecgen partiklllerde kek sikistirma nedeniyle bant yapilarinin keskin
oldugu goérulmastir. Ancak kullanilan partikil miktari fazla oldugu igin keskin
bantin yanisira gradient igerisine yayilan partikuller de olmustur. Bu nedenle,
Gauss fit yapildiginda R? degeri disiik ¢cikmistir. Sonug olarak; cift fazli gradient
partiktl fazinin hizli ilerlemesini saglasa da Gauss dagilimina uymadigi icin ve
calismanin devaminda bakteri-NP faz farkini arttirmada etkisi 6ngértlemedidi icin;

tek faz slkroz gradient kullanilmaya devam edilmesi uygun bulunmustur.

4.3.1.4. Gradient Hacminin Belirlenmesi icin Elde Edilen Sonuclar

Toplam gradient hacmi 10 ml olacak sekilde, farkh hacimlerde sukroz c¢ozeltileri
kullanilarak elde edilen gradientler karsilastiriimig, boylece bakteri-NP bandi ile
partikil bandi arasindaki mesafe ve ayirt ediciligin arttirlmasi istenmistir. Fakat
istenildigi gibi 10 ml hacimli gradientte NP bandi keskin yapida ilerlememistir.
Cozelti hacimleri 2 ml'yi gectiginde o bdlgede yayilma ve ¢epere yapisma ¢ok
olmustur. Bu nedenle toplam hacim 5 mlyi ge¢gmeyen gradientler uygun
bulunmustur. Manyetik NPler gradientte ¢ok dagildiklari igin viskozite bariyeri
olusturacak sekilde % 30 a/h sukroz c¢ozeltisinden 1 ml, % 60 a/h sukroz
cOzeltisinden 2 ml, % 80 a/h slUkroz c¢ozeltisinden 2 ml eklenerek hazirlanan

gradient ile galigilmasi uygun bulunmustur.

4.4, Gradientte Bakteri-Partikiil Fazlarinin incelenmesi

4.4.1. Manyetik NP ile Elde Edilen Bakteri-NP Fazlari

Sekil 67'de bakteri, NP ve bakteri-NP fazlari arasinda ayirma gergeklestirilen
sonug verilmistir. Sekil 67.a'da ortamda bakteri yokken NPlerin 800 mg/ml slkroz
icerisinde dagildigi goérulmustar. Sekil 67.b'de ise, bakteri ile etkilesen ve
kimelesen NPler daha hizli dibe ¢ékmustir. Siyah zemin Gzerinde bakildiginda

E.coli-NP bandinin hemen Uzerinde beyaz renkte bakteri bandi gériimastir.
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Sekil 67. Siikroz gradientindeki a) islemsiz b) E.coli yakalayan Fe;O.@Au NP fazilarinin optik
olcumii
Fakat 4149 g ile elde edilen sonuglar gérmek istedigimiz Ug¢ fazin da birbirine yakin
bdlgede yer aldigi ve ayirtediciliginin dusuk oldugunu gdstermistir. Bakteriye
tutunan NP ile tutunmadan kalan NPlerin ayrimi yapilamamigtir. Uygulanan RCF
3000 g ve altina dusuruldigunde ise FesOs@Au fazina ait ¢ok sayida bant
gozlenmistir. Bakteri-NP fazi takip i¢in ¢oklu bant yapisinin tekrar edilebilirliginin

guc oldugu ve nicel analize izin vermedigi gorulmugtar.

4.4.2 Farkl Tampon Cozeltilerin Bakteri-NP Fazlarina Etkisi

Cizelge 4. Farkh ¢ozeltilerin bakteri-NP fazina etkisi

Tampon pH 7.4 PBS pH 6.5 MES
Cozelti
Sure [
t=2dk | J

:, -
Faz NP / Bakteri-NP NP / Bakteri-NP

NP hacmi=400 pl, E.coli miktari=108 kob/ml, RCF=1000 g

Cizelge 4'e bakildiginda pH 6.5'te hazirlanan gradientte E.coli K-12 baglanan
FesOs@Au partikullerin tamamen ¢oktugu gorulmustur. Bir bakteriye sadece bir

86



NP baglanmayip bir bakteri kumesi baglanmaktadir. Dolayisiyla tuplere
bakildiginda bakteriye baglanan nanopartikil kimesinin ayrik NPlere gore daha
hizli ilerledigi dusunualmustar. Farkli ortamin etkisi ile partikillerin kimelesme
oranlari da farkh olmustur. pH 6.5 50 mM MES igerisinde bakteri-NP kimelesme
orani yuksek olmustur, faz farki artmistir. Ancak asiri kiimelesme nedeniyle bant
yapisi olusmadigi igin pH 7.4 PBS ile calismaya devam edilmesi uygun
bulunmustur.
Cizelge 5. NP ve bakteri-NP fazlarinin zamana bagl karsilastiriimasi
Sure t=10 dk t=45 dk

—

Faz NP / Bakteri-NP NP / Bakteri-NP

Partiktl hacmi=400 pl Bakteri miktari=108 kob/ml
Gradient hacmi=10 ml RCF=2000 g

Cizelge 5'te goruldugu gibi NP ve bakteri-NP fazlar arasinda belirgin farklilik
gorulmustir. NP fazinin ¢okerken bakteri-NP fazinin gradientte asili kalmasi,
OlcUlebilir faz farki elde edilmesi igin umut verici olmustur. 45 dk santrifijden
sonra ise NP fazinin tipun dibinde toplandigi, bakteri-NP fazinin ise daha yavas
ilerleyerek gradient boyunca gepere yapistigr gorulmustir. Dolayisiyla; bakteri-NP
fazinin yogunluk farki nedeniyle gradientte ilerleyemedigi, uygulanan kuvvetin
etkisinde tip ¢eperine dogru hareket ettigi seklinde yorumlanmigtir. Elde edilen
sonuglar islem parametrelerinin belirlenmesinde yardimci olmustur. Bant yapi
olusmamasi partikil hacminin fazla olmasi ile aciklanmistir. Sikroz
basamaklarinin hacminin azaltiimasiyla secilen gradient parametrelerinin yeniden

duzenlenerek uygun bant ilerlemelerinin gozlenebilecedi dusunulmustur.
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Cizelge 6. 1000 g ile zamana bagh bakteri-Fe;0,@Au faz ilerlemesi

Sure t=10dk t=45 dk
|
!4
Faz NP / Bakteri-NP NP / Bakteri-NP
Partiktl hacmi=200 pl Bakteri miktari=108 kob/ml
Gradient hacmi=5 ml RCF=1000g

Cizelge 6'dan goruldugu gibi 6rnek hacmi 400 ul'den 200 pl'ye dusurilduginde NP
bandi olugsmustur. 1000 g 10 dk santrifij parametrelerinde partikil ve bakteri-NP
bantlarinin farkli hizlarda ilerledigi anlasiimistir. 1000 g-45 dk ile tipte NP faz
hizinin azalmasi bakteri-NP bandinin ayirt edilebilirligini azaltmistir. Optik 6lgim
sonucundan da goéruldugu gibi 10 dk santrifjden sonra gdzlenen degdisim daha
ayirt edici olmustur (Sekil 68). Bakteri olmayan tupte partikillerde ¢okme

g6zlenmisken, bakteri olan tlipte dibe ¢dken partikil gézlenmemistir.
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Sekil 68. Gradientte Fes04@Au ve E.coli- Fes0.@Au fazlarinin zamana bagl optik 6l¢iimi
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Cizelge 7. 2000 g ile zamana bagh bakteri-Fe;0,@Au faz ilerlemesi
Sure  t=10dk t=45 dk t=45 dk

MF Bakteri Fazi

wf BalderiNP Faz
¥

Faz NP / Bakteri-NP NP / Bakteri-NP Bakteri-NP (siyah zemin)
Ornek hacmi=200 pl Bakteri miktari=108 kob/ml
Gradient hacmi=5 ml RCF=2000 g

Cizelge 7'de 2000 g ile NP ve bakteri-NP bantlarini ivmelendirildiginde aralarindaki
faz farkinin arttirllacagi éngorulmuastir. Ancak 10 dk santrifijden sonra bakteri-NP
fazinin genig alana dagildigi, 45 dk santrifljden sonra ise NP bandnin tamamen
¢cOktigu gorulmustar. Dolayisiyla Cizelge 8'de gosterilen sonuglardan daha ayirt
edici bir faz farki elde edilememistir. Bakteri olmayan tlpte partikiller tamamen
cOkerken bakteri-NP fazinin bant formunda 800 mg/ml sikroz konsantrasyonunda
ilerledigi gorulmagstur. 5 mg demir c¢ekirdek ile sentezlenen altin kapli manyetik
nanopartikiller icin 2000 g-45 dk ile faz ayriminin uygun oldugu bulunmustur. 10
mg demir ¢cekirdekle sentezlenen partiktller 800 mg/ml silikroz icerisinde dagiimis,

tamamen dibe ¢cokmemistir.

Sekil 69'da E.coli K-12 koloni sayisi 10% kob/ml'dan 10° kob/ml'e dogru
azaltildiginda elde edilen bant ilerlemelerinin optik élgima verilmigstir. Bakteri-NP
fazi 10 dk ve 45 dk'lik santriflij periyotlarinda ayni bdlgede olusmustur. Bakteri
miktari azaldiginda ise daha silik bir bant olustugu icin olgulebilir bir degisim
g6zlenmemigtir. Bakteriye baglanmayan NPlerin tamamen dibe c¢oktugu

kaydedilmigtir.
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Sekil 69. 10°>-108 kob/ml E.coli K-12 miktarina bagh a-b) 10 dk c-d) 45 dk santrifijden sonra
Fes04s@Au NP faz olusumu

4.4.3. Floresans Etiketli Nanopartikiil ile Elde Edilen Bakteri-NP Fazlari

Bu bolimde FesOs@Au NPlerine ait bakteri-NP fazlarini gorsel olarak ayirmak igin
floresans boya ile yapilan galismalar sunulmustur. Floreskamin konsantrasyonu
0.3 mg/ml'den 0.6 mg/ml'ye arttirildiginda 1isima artmamis, tlp ylzeyinde floresans
boyanin fazlasi ayri faz olusturmustur. Bu nedenle 0.3 mg/ml floreskamin

konsantrasyonu yeterli bulunmusgtur.

Floreskamin stok farkli hacimsel oranlarda partikdl ile karistirildiktan sonra elde
edilen fazlar Sekil 70 ve Sekil 71'de sunulmustur. Ortamda floreskamin (dioxan)
miktari arttikgca bakteri bandi gozlenememis, sadece partikil ve bakteri bandi
g6zlenmistir. Diger tuplerde ise Ustte floreskamin bandi bulunurken bakteri-NP
bandinin gbzle goérundr i1simasi kaybolmustur. Hacimce 1:1 oraninda karisma
oldugu zaman i1s1ima yapan faz % 80 a/h bdlgesine ilerlemistir. Bu isimanin giplak
gozle gorilen NP bandi bdlgesinde olmasi ilerleyen fazin bakteri-NP fazina ait
oldugu seklinde yorumlanmistir. Hacimce karisma orani 2:1 ve 3:1 olarak

arttirildiginda bakteri fazi gértntilenebilmigtir.
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Sekil 70. Hacimce 1:1 oraninda karisan floreskamin ile faz goriintisii

Sekil 71'de tup ¢eperinde hafif parlama olarak goruntilenen, muhtemel bakteri-NP
fazi olarak isaretlenen konumda, beyaz isikta bakteri-NP bandi gorintilenmistir.
Hacimce 3:1 ve 2:1 oraninda hazirlanan orneklerde benzer sonuglar elde

edilmigtir.

- floreskamin Fazlasi

L bakteri fazi

[ muhtemel
bakteri-partikiil fazi

Sekil 71. Farkh oranlarda karisan floreskamin-bakteri ile olugsan faz goériintiisu

Sekil 72'de dioxan ve DMSO c¢ozuculeri ile hazirlanan floreskamin stok ve PBS ile
seyreltildikten sonra rengi sariya donen stoklar verilmigtir. Dioxan ile hazirlanan
stogun UV isik altinda 1gimasi kaybolurken DMSO ile hazirlanan stokta UV 1gsima
kaybolmamistir. Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda ortamdaki dioxanin
florofor yapinin molekul i¢i yuk transferini etkiledigi dusunulmustir. Floroforun
cevresel Ozelliklere (pH, elektronegatiflik) gore fotofiziksel 6zellikleri degismektedir.
Molekul ici yuk transferi etkilenirse grubun elektron verici davranigi zayiflayip,
absorpsiyon spektrumu maviye kaymaktadir [65, 112]. Bu nedenle DMSO ile
hazirlanip PBS ile seyreltilen floreskamin ¢odzeltisinin  verdigi sonuglar
incelendiginde isimasini kaybetmedigi goériimustir. Isimanin gradientte takibi igin

¢o6zucu olarak DMSO uygun bulunmustur.
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Sekil 72. Dioxan ve DMSO ile floreskamin stok ¢ozeltilerin beyaz ve UV isikta gérinimi

Floreskamin ¢ozeltisi bakteri dilisyonlari ile karistirildiginda Sekil 73'te géruldagu
gibi 105108 kob/ml araliginda bakteri miktariyla orantili olarak floresans isimasinin
azaldigi gérilmustir. Ornekler gradiente alindiginda 108 kob/ml'den disik bakteri

konsantrasyonlarinda siyah igikta takip edilebilir bant gorantilenememistir.

10° kob/ml E.coli

10’ kob/ml E.coli

10° kob/ml E.coli

Sekil 73. Siyah 1gikta E.coli miktarina bagl bakteri-floreskamin igimasi

Sekil 74'te goruldugu gibi ortamda partiktl yokken albumin baglanan floreskamin
yapisi 3.2 mg/ml albumin konsantrasyonunda belirgin 1sima vermistir. Fakat farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan  partiktl-albumin-floreskamin  yapisi  1s1ma
vermemigtir. Floreskamin 1sima kaybinin kullanilan ortam ile alakali olmadigi
gorulmagtur. Albumin bagh partikdl ile floreskamin arasinda uygun florofor yapi
olusmadigi ya da molekil igi yuk transferinin FesOs@Au Nplerinin varligindan

etkilendigi icin 1s1ima vermedigi seklinde yorumlanmigtir.
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Sekil 74. 0.3 mg/ml floreskamin (DMSO) stok ile kansgtirilan a) 3.2 mg/ml b) 0.8 mg/ml
albumin (PBS) ¢6zeltilerinin siyah 1sikta isimasi

Gradientte c¢iplak nanopartikiller 2000 g, 45 dk ile tamamen dibe ¢dkmektedir.
Lakin albumin ve floreskamin baglandiktan sonra partikullerin tamamen dibe
¢Okmedigi gorulmuastur. Bu nedenle bakteri-NP ve NP bandini ayirt edebilmek igin
2000 g, 10 dk-45 dk islem parametrelerine ek olarak 90 dk sure ile santrifj
yapilmistir. Beyaz isik altinda c¢iplak goézle tipe bakildiginda 90 dk santrifijden
sonra sadece partikillere ait olan faz tamamen g¢okerken bakteri-NP fazi olan

tuplerde bant olusmustur. Ancak UV 1sik altinda bu bantlarda isima goriimemistir .

Sekil 75'te NP ve bakteri-NP fazlarinin detayh gosterimi icin kontrast ayari
duzenlemesiyle faz fotograflari verilmistir. Ortamda bakteri yokken partikiller dibe
¢okmus ve 800 mg/ml sinirnda bant yapi olusturmustur (Sekil 75.a). Bakteri
yakalayan partikullerin oldugu tlipte beyaz isikta dort faz goruntilenmistir (Sekil
75.b). Fakat UV 1sik altinda isima gorintilenememistir. Albumin ve floreskamin
arasinda olusan ve isima yapan florofor yapinin, ortamda partikil varken floresans
siddetinin azaldig1 (florescence quenching effect) ya da yapinin bozularak
floresans 1sima vermedigi dusundlmustir. Literatirde de primer amin yerine
sekonder amin ile baglanan floreskaminin 1sima vermedigi yer almaktadir [65].

Bakteri konsantrasyonu azaldikga bakteri-NP bandi takip edilememistir.
~ —— bakterifazi

— — bakteri-partikuil fazi

' J
l g partikul fazi

L=

Sekil 75. Floreskamin etiketli a) islemsiz b) 108 kob/ml E.coli K-12 yakalayan Fe;0.@Au
NPlerin 2000 g ile 10 dk santrifiijjden sonra faz gériiniimii

¢Oken partikdiller
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Beyaz 1sikta ciplak gozle bakildiginda 2000 g ile 45 dk santrifijden sonra
partikullerin tamamen ¢oktugu, bakteri-NP olan tuplerde ise bakteri-NP bandinin
bulundugu gozlenmistir. Lakin siyah 1sik altinda bakteri-NP bandinin i1gimasi
gorulmemigtir. Yuzeyde bakteriye baglanmayan floreskamin igima yapmistir. Isima
ile goruntlilenen bakteri bandi da albumin-floreskamin ¢iftinin etkisiyle gradientte 1

cm ilerleyerek % 30-60 a/h sukroz sinirin bélgesine inmistir.

4.4.3. Kuantum Noktalar ile Elde Edilen Bakteri-NP Fazlari

Bu boélimde pH 4 ve pH 4.7 degerinde kitosan kaplanan Qdotlarin, EDC/NHS
aktivasyonu sonrasi E.coli K-12 ile hedefe 6zgl olmayan etkilesimlerinin gradient
sonuglari incelenmistir. pH 4.7'de hazirlanan CdTe/MPA@Kkitosan siyah isik
altinda izlendiginde, EDC/NHS sonrasi renginin turuncudan kirmiziya degistigi
g6zlenmistir. Ayni zamanda partiktlin E.coli K-12 ile etkilestigi slikroz gradient
santrifij calismasi sonrasi tespit edilmistir. pH 4'teki Qdot ise UV altinda daha az
renk degisimi gostermis ve sukroz gradientinde E.coli K-12 ile daha az

etkilesmistir.

pH 4 ve pH 4.7 sonuglar karsilastiriidiginda; 108 kob/ml E.coli K-12 varliinda
Qdot ve bakteri-Qdot fazlari arasinda t=2 dk ve t=8 dk santrifijden sonra belirgin
faz farki goézlenmistir. Bakteri koloni sayisi 107 ve 10%ya indirildiginde Qdotlarin
blylk ¢ogunlugunun ¢oktliglu gozlenmistir. 108-107-108 kob/ml E.coli olan tiiper
arasinda bakteri miktarina bagh olarak bantlarin hizlarinda kiguk de olsa artig
gozlenmistir. t=12 dk sonra ¢oken partikiller kiyaslanarak bakteri miktarindaki fark
daha belirgin gorulmustur. 45 dk santrifijden sonra partikillerin ¢ogu tuplerin
dibine ¢okmisken 108 kob E.coli K-12 varliginda dipte NP birikimi daha az
olmustur. Belirli bir santriflij parametresinde, dipte toplanan partikil is1ima siddeti
ile bakteri sayisinin ters orantili olarak olgulebilecegi dusunulmustar.

Kitosan kaplama sirasinda pH degerindeki kuguk farkhliklarin, devamindaki tim
islemlerde farkli sonuglara sebep oldugu goértulmustir. En kararli bant yapisi pH
5'te elde edildigi i¢in, kitosan kaplama sirasinda pH 5 asetat tamponu kullanilarak

pH ayarlanmasi uygun gorulmustur

Bakteri dilisyonlari olan tupler arasindaki fark gradient tzerinde % 40 a/h ile % 60
a/h konsantrasyon bolgesinde gortlmustir. E.coli K-12 derisimi 10* kob/ml
mertebesinin altina dusuruldiginde tupler arasinda gdzlenebilir degisimin
gorulebilmesi igin % 40-50-60-70-80 a/h sukroz ve % 50-60-65-70-80 a/h sukroz
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gradientleri ¢alisilmistir. Sonuglarin istenildigi gibi olmadidi, kuantum noktalar ile

tekrarlanabilir sonuglar elde etmenin gucliagua goralmustar.

Sekil 76'da goruldugu gibi kullanilan sukroz derigsimi % 50-60-65-70-80 a/h'ye
cikarildigi zaman bakteri-NP fazina ait iki belirgin bant olusmustur. Fakat santrifQj
suresi 6 dk'ya c¢ikarildiginda bantlarda bozulma meydana gelmis ve tekrar edilebilir
sonu¢ elde edilememistir. Ayrica bu bantlarin ilerlemesi veya hacimsel degigimi
bakteri miktari ile orantili degisim gostermemistir. Bunlarin yanisira, bazi tiplerde

dibe ¢oken NP olmasi dlcum almayi engellemisgtir.

3 ] a
5
m
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p Santrifilj stiresi
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Mesafe (cm)
Sekil 76. 10° kob/ml E.coli K-12 yakalayan E.coli - Qdot fazinin

sireye bagh ilerlemesi ve optik 6l¢iim sonucu

Sekil 77'de 10%-108 kob/ml derisim araliinda E.coli K-12 yakalayan bakteri-NP
fazlarindaki 500 g ile 1 dk gradient santrifijden sonra elde edilen degisimin
MatLab ile nicel sonuglari sunulmustur. Bakteri miktari arttikca bakteri-Qdot fazinin

ilerleme hizi ve dolayisiyla go¢ mesafesi azalmigtir.
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Sekil 77. 105108 kob/ml E.coli yakalayan E.coli-Qdot fazlarinin optik karsilagtirmasi
Sekil 78'de goruldigu gibi E.coli K-12 yakalayan CdTe/MPA@ch Qdotlari bakteri

miktarina bagli él¢ulebilir faz farki olusturmustur. Gradientte kirmizi Qdot bandinin

gOrundugu yerde MatLab ile absorbans piki elde edilmistir.

Gog Mesafesi Artigt
gl P

£ T

- - _

Bakter1 Miktar1 Artigi

Sekil 78. % 40-% 50-% 60-% 70-% 80 a/h siikroz ile hazirlanan gradientte sirasiyla 108-107-
10%-10° kob/ml E.coli K-12 yakalayan E.coli-Qdot fazlarinin 500 g ile 3 dk santrifiijden sonra
UV isik altinda elde edilen bant ilerlemesi

Pikin tepe noktasinin degeri Gaussyen bakteri-Qdot bandin orta noktasina karsilik

gelmigtir. Bakteri-NP fazinin gé¢ mesafesi slUkrozun menuskis noktasindan
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itibaren bakteri-NP bandinin orta noktasina kadar oOlculerek de islemin saglamasi

yapiimigtir.

Absorbans piklerinin ilerlemesi MatLab yazilim ile hassas olarak olguldigunde,
bakteri derigsimi azaldikga bant ilerlemesinin arttigi gorilmustir. Sekil 79'da 10°-
108 kob/ml E.coli K-12 yakalayan Qdot fazlari ile elde edilen kalibrasyon egrisi
verilmistir. Bu egriden tespit siniri (LOD) ve tayin siniri (LOQ) degerleri sirasiyla
1x10° ve 3.4x10° kob/ml olarak hesaplanmistir. 40 dk bakteri ile inkiibasyon ve 3
dk santrifij suresi olmak Uzere toplamda 50 dk'nin altinda cevap veren, kolay

uygulanabilir ve dusik maliyetli bakteri miktar tayini yontemi gelistirilmistir.
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Sekil 79. E.coli K-12 yakalayan Qdot ile % 40-% 50-% 60-% 70-% 80 a/h siikroz gradientte
elde edilen kalibrasyon grafigi

EDC/NHS aktivasyonundan sonra partiktllerin  kiimelesme orani azalmistir.
Bakteri yakalamayan Qdot, 10° kob/ml bakteri yakalayan Qdot fazindan daha az
ilerlemistir. Bakteri olmayan tiipteki faz ilerlemesi 10°-108 kob/ml E.coli araligindaki
cevap ile ¢akistigi icin kalibrasyon grafiginde kullanilamamistir. Bu nedenle, dusuk
bakteri miktarlarinin kullanilacag! ¢alismalarda ve hedefe 6zgu bakteri tayini igin

yapilacak galigmalarda Qdot kullaniminin dezavantajli olacadi éngérulmustur.

4.4.4. CNPler ile Elde Edilen Bakteri-CNP Fazlari
Bu bolimde bakteri-CNP fazini bakteri miktarina bagh olarak Olgebilecek, ayirt

ediciligi fazla bir parametre belirlemek igin yapilan ¢alisma sonuglari sunulmustur.
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4.4.4.1. Bakteri-CNP Fazinin Siireye Bagli ilerlemesi

Bakteri-Qdot fazlarindaki bant ilerlemelerinden farkli olarak bakteri-CNP fazlarinin
zamana bagl olarak dagilma ve bant hacminde genigleme davranigi géralmustur.
Bu fazlardaki bakteri miktarina bagli degisim ise Qdotlar ile elde ettigimiz
sonuglarla uyumluluk goéstermistir. Bakteri miktari azaldikga partikillerin ¢okme
katsayisi artmistir, bakteri-CNP fazi daha fazla ilerlemistir. t=4 dk sonra bakteri-
CNP kimelesmesi fazla olan tuplerde % 80 a/h sukroz sinirinda belirgin bant
yapisl gorulmustir. Ancak 6ngoéruldigi gibi bakteri olmayan tupteki NP fazi % 80
a/h sukroz sinirina inmemistir. Bu tlpte ¢cepere yapisma daha fazla géralmustir ve
% 50-60 a/h sukroz bdlgesinde gradientte asili kalan partikil bulunmamaktadir.
Bakteri miktari arttikga gradientte asili kalan bakteri-NP miktari artmistir. t=10 dk
sonra elde edilen sonuca gore; sadece partikillere ait tipte % 80 a/h sinirinda
partikillerin yogun oldugu, bakteri miktari arttikga partikillerin gradient icerisinde
dagilip % 80 a/h sinirindaki NP miktarinin azaldigi sdylenmektedir. Sure 30 dk'ya
cikarildiginda ise NPlerin % 80 a/h sukroz igerisinde ilerlerken bakteri miktar fazla

olan tupte ilerleme daha az olmustur.

4.4.4.2. Fazlarinin Tekrar Kullanilabilirlik Sonuclari

NP bandindan c¢ekilen CNPler tekrar gradiente alindiginda gradient igerisine
dagiimis, gozle takip edilebilir bant yapisi olusturmamistir. Partikll fazlarinin tekrar
kullanilabilmesi, fazlarin dagiimamasi icin madde miktarinin UV absorbans degeri

ile ayarlamasi gerekecegdi gorulmastur.

4.4.4.3. Faz Farki icin Uygun Parametrelerin Belirlenmesi

Gradiente yayllan CNP miktarinin ¢gok olmamasi igin gradiente eklenen partikul
derisimi 1 mg/ml olarak uygun goértulmustuar. Uygulanan santriflj kuvveti 100 g-
2000 g arasinda degistirilerek bant hacmindeki ve bant ilerlemelerindeki degisimler
bu bdlimde sunulmustur. 500 g uygulanarak elde edilen bakteri miktarina bagh
bant ilerlemeleri ve genislemeleri daha belirgin olmustur. Uygulanan santrifij
kuvveti 500 g'den 1000 g'ye arttirildiginda NPler bant halinde ilerlemek yerine
daha hizli olarak gradiente dagiimistir. 1 dk santrifGjden sonra farkli derisimdeki
bakteri-NP karisimlari iceren tlpler arasindaki faz farki azalmistir. Tupun

yuzeyinden Olgulen go¢ mesafesinin sabit oldugu goralmustar.

2000 g-1 dk, 500 g-4 dk ve 100 g-20 dk igslem parametrelerinde santrifujden sonra

elde edilen faz dagihminin benzerlik gostermesi uygulanan santrifij kuvveti ile
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santrifij suresinin ters orantili oldugunu gostermistir. Uygulanan kuvvetin 4 kati
uygulandiginda santrifij suresi 4'te 1'e dismektedir. Fakat uygulanan RCF 100
g'ye dusuriuldugunde bakteri miktariyla orantili faz degisimleri zaman alici olmus,
12 dk santrifGjden sonra ayirt edici degigim gozlenmistir.

1000 g-1 dk ile 100 g-10 dk islem parametrelerinde elde edilen sonuglar
karsilastirildidinda ise; RCF ylksek oldugunda daha keskin bant gegisi gortlmustur.
Literatirde uygulanan kuvvetin yercekimi ivmesi ile karsilastirilabilir derecede
dusUruldigunde, bant sininnin (boundary) kavisli bir hal alip NP bant yapisinin
bozularak ilerleyecegi yer almaktadir [113]. 100-300-500-1000-2000 g ile elde edilen
sonuglar karsilastirildiginda CNPler icin uygulanan santriflij kuvvetinin 500 g'nin altina
inmemesi gerektigine karar verilmistir. Hem kisa surede cevap verecek hem de bant
yapisini bozmadan bakteri miktarina bagli faz dagilimi saglayacak parametre olarak
RCF=500 g, t=4 dk uygun bulunmustur. CNPlerle elde edilen sonuglarin tekrar

edilebilir oldugu 2 paralelde 4 tekrar deneyi sonucunda gorulmustar.

4.4.4.4. Her islem Basamadindan Sonra Bakteri-NP Fazlarindaki Degisim

Herhangi bir islem yapilmadan, hedefe 6zgi olmayan etkilesim ile elde edilen
sonuglara bakildiginda bakteri miktari arttinldigi zaman CNPlerin kiimelesip daha
yogun ve dar bir alana sikistigi gézlenmistir (Sekil 80). Bakteri olmayan tlpte gradient
icerisindeki dagiimanin daha fazla oldugu gozlenmistir. Uygulama suresi 30 dk'ya
cikarildiginda ise partikiillerin dibe ¢okttigu, faz farkinin kayboldugu gorilmustar. 10*-
10* kob/ml E.coli K-12 bulunan tiiplerde bant hacimlerinde karsilastirilabilir degisim
gbzlenmis 10* kob/ml Uzerinde elde edilen bantlarin ilerlemelerinde ve yapilarinda
bozulmalar olmustur. Farkhh derisimlerdeki sukroz c¢ozeltileri ile hazirlanan
gradientlerde NP ve bakteri-NP bant ayrismasi gorulemedigi icin bant hacimlerindeki
degdisimin takibi ile calismaya devam edilmistir.

Sekil 80. Hedefe 6zgii olmayan etkilesimle soldan saga 10%- 108 kob/ml E.coli K-12 yakalayan
CNPlerin gradientte 500 g ile 4 dk santrifiijden sonra elde edilen bant dagilimi
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EDC/NHS aktivasyonundan sonra bakteri ile kovalent bag yapan CNPlerin daha
keskin (dar) bantta toplandigi gorllmastir. Avidin baglandiktan sonra ise
partiktllerin kimelesme orani artmig gradientte daha hizli ilerlemiglerdir. Avidin
bagli NPlerin bakteri ile etkilesimden sonra tlplerdeki fazlar arasinda belirgin bir
ilerleme ya da bant hacminde degisim gdzlenmese de optik yogunluk farki
gOrulmustir. Bakteri miktari ¢ok olan tlpte fazdaki partikil miktarinin da daha
fazla oldugu gozlenmigtir. Spesifik olmayan etkilesimleri engellemek icin gradiente
ornekler yerlestirimeden once PBST ile yikanmigtir. Sekil 81'de goruldugu gibi 12
dk santrifijden sonra CNP fazi i¢ bantta toplanmistir. Bu bantlarin agirlik farkina
g6re NP-avidin, NP-avidin-Ab ve NP'ye ait oldugu disunutlmusttr. NP-avidin-Ab'ye
ait oldugu dusunulen ikinci bandin bakteri miktariyla orantili ilerleme gosterdigi
gOrulmustaur. Bakteri olan tuplerde dibe ¢coken NP olmamisg, tek faz halinde bakteri

ile orantili ilerlemistir.

—L» NP+avidin

NP+avidin+Ab

NP

Sekil 81. Bakteri etkilesimi olmaksizin antikor bagh NPIlerin siikroz gradientte 500 g ile 12 dk
santrifiijden sonra fazlarina ayrilmasi

Acikta kalan karbonil gruplarinin kapatiimasi ve hedefe 6zgli olmayan
baglanmalarin énlenmesi igin BSA'nin gradiente etkisi incelenmistir. BSA'nin
yogunlugu nedeniyle bantlar hizla 800 mg/ml stkroz bdlgesine ilerlemistir. Ancak
santrifij sdresi 12 dk'ya arttinldiginda bile 800 mg/ml slUkroz igerisinden
gecmemistir. Dolayisiyla o bdlgede sikisan bakteri-NP bantlarinin  bakteri
miktarina bagl goésterdigi faz farki azalmigtir. Bu nedenle degisimin gorilecegi

sukroz gradient parametreleri yeniden dizenlenmesine karar verilmistir.

% 60-65-70-75-75 a/h sukroz ile yeniden duzenlenen gradientte % 60 a/h sukroz
¢Ozeltisinden gecen bantlarin 8 dk sonra bakteri miktariyla orantili degisimi
gOzlenmigtir. PBST ile yikama sonrasi ise; hedefe 6zgu olmayan baglanmalar
ortadan kaldirildidi igin degisimin daha belirgin olmasi beklenilmistir. PBST ile
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yikandiktan ve 4 dk santrifujden sonra faz farklari elde edilmistir. PBST icerisinden
gecen bantlar bekledigimiz gibi ayrigsma ve dagilma gostermemis, daha uzun sure
bant formunu bozmadan ilerlemigtir. Yikama iglemi yapmadan PBST-sukroz ile
hazirlanan cift fazli gradientte yapilan ek deneylerde elde edilen sonucun R?
degeri yliksek ¢cikmistir. PBST ile yikanan drnekte ise NP kaybi ¢ok olmus, bantlar

siliklesmistir ama optik yolla tekrar edilebilir sonuglar elde edilmistir.

4.5. Bakteri-NP Fazinin Optik Olgiimii

CNP kullanilarak hedefe 6zgu olmayan etkilesim ile elde edilen grafik Sekil 83'te
verilmistir. Gradientin % 65-70 a/h sUkroz sinir (boundary) bdlgesinden bantlarin
gegcislerinde elde edilen egrilerin egimlerinin esit ve 0.58 + 0.07 (R2=0.99 ) oldugu
Olculmustur. Belirtilen bdlgedeki egdrilerin  ediminin  tiplerdeki gradient
konsantrasyonu degisimine ve uygulanan santrifij kuvvetine bagli oldugu
bilinmektedir [114]. EGimler ayni oldudu igin gradient konsantrasyon gegislerinin

her tlp igin ayni oldugu dogrulanmisgtir.

Gradientte CNP fazinin konumu; optik yogunluk-mesafe egrilerinin gukur bolgesi
ile belirtilmistir (Sekil 82). CNP bandinin gé¢ mesafesini belirten bu konumda
bakteri miktarina bagli farkhlik gértlmemistir. Ancak, egrilerin platoya vardigi
konumdaki degisimin bakteri miktari ile orantili oldugu gorulmastir. Egrilerin
platoya vardigi konumlar CNP bandinin alt sinirini belirtmistir. Bakteri-CNP
fazlarinin gé¢ mesafeleri ayni oldugu icin bant genislemeleri; yani bant alt
sinirindaki degisimlerin takip edilmesine karar verilmistir.
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Sekil 82. % 50-% 60-% 65-% 70-% 80 a/h siikroz ile hazirlanan gradientte (RCF=500 g, t=4 dk)
10%-10° kob/ml E.coli K-12 yakalayan CNP fazlarinin optik sinyali
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Bakteri-CNP bant alt sinirinin  yani egrilerin platoya ulastigi noktalarin
hesaplanmasi igin optik yogunluk egrilerinin tlrevlerinin sifira esit oldugu noktalar
Olctlmastur. Bu yolla gizilen kalibrasyon egrisi Sekil 83'te verilmistir. Bakteri miktari

ile elde edilen maksimum bant ilerlemelerinde dogru oranti géralmustur.
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Sekil 83. % 50-% 60-% 65-% 70-% 80 a/h suikroz ile hazirlanan gradientte (RCF=500 g, t=4 dk)
hedefe 6zgii olmayan etkilesimle E.coli yakalayan CNPlerin kalibrasyon egrisi
Bakteri miktari arttikca tupteki NP dagiliminin degistigi gorlimustur. Bakteriye
baglanmayan NPler kimelesip tUpun c¢eperine yapismis ya da dibe ¢okmustir.
Bakteri yakalayan partikiller ise gradientte bant formunda asili kalmaya devam
ettigi icin ve bakteri miktarina bagli olarak gradientte daha fazla partikil bulundugu
icin, tupler arasinda belirgin faz farki yaratmistir. Bu nedenle yontem bakteri

sayimi i¢in uygun bulunmustur.

Simdiye kadar kuantum noktalar ile bant ilerlemesi (goé¢ mesafesi) ve CNPler ile
0zgul olmayan etkilesimde bant alt sinir optik degeri (egrinin plato noktasi) élgcimu
ile bakteri sayimi gerceklestiriimistir. CNPler ile hedefe 6zgu etkilesimde ise farkl
bir optik analize basvurulmustur. Elde edilen optik yogunluk-mesafe grafiklerinin
altinda kalan alan hesaplanarak tuplerde asili partikul sayisi ile iligkili yeni bir optik
deger takip edilmistir. Fazda ortalama optik yogunluk ile tanimlanan bu yéntemin

sonucu Sekil 84'te sunulmustur.
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Antikor bagli CNPler (NP-avidin-BSA-Ab) ile elde edilen hedefe 6zgl ve hedefe
0zgu olmayan etkilesimlerin kalibrasyon egrileri Sekil 84'te verilmistir. Geligtirilen
yontemin segiciligi i¢in E.coli gibi Enterobacteriaceae sinifindan olan Enterobacter
aerogenes ile yine 101-104 kob/ml araliinda calisiimistir. Anti-E.coli antikoru bagli
CNPler Enterobacter aerogenes ile baglanmadidi icin tlpler arasinda faz farki
gOrulmemistir.
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Sekil 84. % 60-% 65-% 70-% 75 al/h siikroz ile hazirlanan gradientte (RCF=500 g, t=64 dk)
Anti-E.coli baglh CNP fazinda ortalama optilf Yo_gunluk olcumiuyle elde edilen kalibrasyon
egrisi

4.6. Kati Besiyerinde Koloni Sayim Sonuglari

Bu bolimde bakteri stoklarindan ve gradientin bakteri-NP bantlarindan 6rnek
alinarak kati besiyerine ekim sonucu elde edilen sayim sonuglari sunulmustur.
Hedefe 6zgu olmayan ve hedefe 6zgu etkilesimlerde elde edilen baglanma
verimlilikleri ayri ayri hesaplanmistir. Ug paralelde ekilen E.coli 37°C'de 24 saat
inkiibe edildikten sonra 107 kob/ml E.coli dilisyonundan CASO Agar Kkati
besiyerine 2'ser paralelde ekilmistir. Sayim sonucu stokta 1.17x108 kob/ml E.coli

oldugu bulunmustur (Sekil 85).
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Sekil 85. E.coli K-12 stogundan kati besiyerinde bakteri sayimi

Cizelge 8. Gradientin farkl bolgelerinden alinan bakteri sayim sonuglari

CNP CdTe Qdot
Yuzey |4 74106 kob/ml :
Ust Faz 2.3x10° kob/ml 108 kob/ml
Alt Faz 1.4x10° kob/ml 4.1x10° kob/ml
Dip - 102 kob/ml

Tlpte bakteri miktari=1.5x10° kob/ml

Cizelge 8'de hedefe 6zgl olmayan etkilesim sonucu bakteri-NP fazlarindan ekilen
bakteri sayim sonuglari verilmistir. 1.5x108 kob/ml E.coli bulunan santrif(j
tuplerinde karbon nanokure ve Qdotlara ait bakteri-NP fazlarinin bakteri yakalama

verimlilikleri dlgUlmustar.

CNPlerin hedefe 6zgu olmayan etkilesim sonucu bakteri-CNP fazinda % 24
baglanma verimliliginde bakterileri yakaladiklari gérilmistir. Ust ve alt fazlardan
alinan sayim sonuglarinin birbirine yakin ¢ikmis olmasi fazda Gaussyen dagilim
oldugunu gostermigtir. CNPlere baglanmayan bakterilerin tlip ytzeyinde kalarak
ayri faz olusturdugu goérulmastir. Kuantum noktalarla yapilan calismada ise
bakteri-NP fazinda hedefe 6zglu olmayan baglanma verimliligi % 93 olarak
hesaplanmigtir. Alt fazda daha az bakteri sayilmistir. Ayrica, kimelesen Qdotlarin
dibe ¢okmesi nedeniyle tipun dip bdlgesinde de 100 kob/ml bakteri sayiimigtir.
Kimelesen bakteri-NPlerin dibe ¢okiyor olmasi istenmeyen bir sonugtur.
Bakterilerin belirli bir fazda toplanmayip gradientin geneline yayilmasi Qdotlarla
tekrar edilebilir 6lgim almayi zorlastirmistir. Calismanin devami igin CNPlerin

daha uygun oldugu dusunulmustar.
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Sekil 86'da CNPlerin E.coli ile hedefe 6zgl etkilesiminden sonra bakteri-NP
fazindan yapilan sayim sonucu verilmistir. Bakteri-CNP bandinin alt ve Ust
fazindan cekilen orneklerde Kist=Kat=1.3x10" kob/ml olmak Uzere, E.coli K-12
miktarinda farkhlik gorulmemigtir. Hedefe 6zgu etkilesimde E.coli baglanma

verimliligi % 89 olarak hesaplanmistir.

Sekil 86. % 50-% 60-% 65-% 70-% 80 a/h siikroz ile hazirlanan gradientin bakteri-NP fazindan
a) ust faz b) alt faz E.coli K-12 sayim sonucu

10* kob/ml E. aerogenes ile etkilesen NP bulunan fazdan alinan oOrnekle
chromocult coliform agar kati besiyerinde yapilan sayim sonucu tlp ytzeyinde 270
kob/ml, partikiil fazinda 3.10% kob/ml E. aerogenes sayimistir (Sekil 87). Anti-
E.coli bagli CNPler E. aerogenes ile hedefe 6zgu baglanmadidi i¢in yikama
islemlerinde bakterilerin ortamdan uzaklagsmasi beklenilmistir. Ancak yikama
islemlerinde uygulanan 1000 g ile bakterilerin supernatantta asili kalmadigi, hatta
gradientte 500 g ile % 70 a/h sukroz bdlgesine kadar ilerledigi gorulmustur.
Bakteri-CNP fazinin hedefe 6zgl olmayan baglanma verimliliginin % 25 oldugu

gorulmustar.

Sekil 87. % 60-% 65-% 70-% 75 a/h siikroz ile hazirlanan gradientin RCF=500 g, t=6 dk
santrifiij sonrasi bakteri-NP fazindan E. aerogenes sayimi

Esitlik 12 kullanilarak 6n islemler sonrasi bakteri-CNP fazinda E.coli baglanma

verimliligi % 68 olarak hesaplanmistir. Baglanma verimliliginin % 89'un altinda
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olmasina ylkama iglemleri sirasinda ortamdan bir miktar bakteri-NP ciftinin

uzaklastiriimasinin neden oldugu dusunulmustuar.

4.7. Yagsiz Sutte E.coli K-12 Teghisi

Bu bdlimde, 10 mM PBS igerisindeki E.coli sayiminda tekrar edilebilir sonuglar
veren ve segiciligi E.aerogenes ile ispat edilen CNPlerin gercek oOrnek
analizlerinde de kullanilabilecegini gostermek igin yagsiz sut analiz sonuglari
sunulmustur. Yikama iglemleri sirasinda CNPlere baglanmayan bakterilerin
supernatant ile birlikte ortamdan uzaklasmasi saglanmistir. Bakteri yakalamayan
partikiller de bakteri-CNP cifti ile birlikte dibe ¢dkmustir. Yikama islemlerinden
sonra sut serumu kismen ortamdan uzaklastigi igin karisim berraklagsmistir. Bu
haliyle gradient santrifij islemine sUt serumunun etkisi olmadigr dusunulmustar.
Sekil 88'de E.coli miktarina bagl olarak tuplerdeki optik yodunluk olgim grafigi
verilmistir. Farkli bakteri konsantrasyonlari icin elde edilen egrilerin altinda kalan

alan hesaplanarak fazda ortalama optik yogunluk degerleri belirlenmistir.
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Sekil 88. Siitte bakteri sayimi igin % 60-% 65-% 70-% 75 a/h siikroz ile hazirlanan gradientte
bakteri miktarina bagl olarak E.coli-CNP fazinin optik yolla karsilastiriimasi (RCF=500 g, t=6
dk)

Farkli santriflj surelerinde 500 g uygulanarak elde edilen sonuglar asagidaki
grafiklerde sunulmustur (Sekil 89). islem siiresi 6 dk'dan 12 dk'ya cikarildiginda
kalibrasyon grafiginin egdiminin 3.12'den 1.27'ye dustugu goérulmuastar. Yani

santrifij suresi arttirlldiginda bakteri-NP fazlari dagiimistir. Bakteri miktarina bagli

106



olarak optik yogunluk farkinin azalmasi kalibrasyon hassasiyetinin azalmasina
neden olmustur. Hareketli alan santrifijde santrifij suresi arttirildikga bantlarin
bozuluyor olmasi daha once kuantum noktalar ile elde ettigimiz sonugclarla da

uyum gostermistir.

Bakteri miktarina baglh faz degisiminin en iyi elde edildigi 500 g 6 dk islem
parametrelerinde ¢izilen kalibrasyon egrisine goére yontemin tespit limiti (LOD) ve
tayin limiti (LOQ) degerleri sirasiyla 8 ve 28 kob/ml E.coli olarak hesaplanmistir
(Sekil 89).
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Sekil 89. Sitte E.coli tayini igin % 60-% 65-% 70-% 75 a/h siikroz ile hazirlanan gradientte 6-
10-12 dk santrifiij siirelerinde elde edilen kalibrasyon egrileri (RCF=500 @)
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5. SONUGLAR VE ONERILER

Yapilan gradient santrifij c¢alismalari sonucunda santrifij slresi ve uygulanan

rolatif santriflij kuvvetinin birbiri ile ters orantili oldugu goriimustr.
t2) = t1) X RCF@) / RCF)

Dolayisiyla, kullanilan santriflj sisteminde uygun iglem parametreleri optimize
ettikten sonra farkl bir santriflj cihazinda galismak istenildigi takdirde partikillere
etki eden RCF'nin bilinmesiyle yeni sistemde kullanilmasi gereken parametrelerin

ongorulebilecegi dustunulmektedir.

Partikil ve bakteri-NP fazlarinin Gauss dagilimini bozmadigi surece bant
formunda ilerleyecedi ve gradientte bant alt sinir ya da gé¢ mesafesinin bakteri

miktariyla orantili olarak karsilastirilabilecegi gorulmustar.

Gradientte kullanilan komsu sukroz bolgeleri arasindaki yodunluk farki dusuk
oldugunda NP fazi gradientte yayilarak ilerlemistir. Viskozite farki arttirildiginda ise
bakteri-NP ve NP bantlari ayni boélgede toplanmis, bantlar arasindaki faz farki

azalmigtir.

Tez calismasi kapsaminda manyetik NPler, Qdotlar ve CNPlerin kullanimi ile faz
farkini arttirmak igin elde edilen sonuglar sunulmustur. Partikillerin boyut, sekil,
hidrodinamik cap ve zeta potansiyelindeki farkliliklar; kullanilan gradient ve iglem
parametrelerinde degisikliklere sebep olmustur. Gradient tzerine eklenen numune
hacmi ya da NP konsantrasyonu fazla oldugunda bantta kek sikistirma nedeniyle
once keskin bir bant yapisi gorulmus, daha sonra Gauss dagiliminin bozularak
dizensiz olarak fazin gradientte dagildig1 kaydedilmistir. Uygun gradient hacmi 5
ml, NP hacmi 200 pl sabit olacak sekilde; santriflij kuvvetleri 500-2000 g ve sure 1-
10 dk araliginda degistirildiginde hareketli bolge gradient santrifij yontemiyle NP
ve bakteri-NP fazlari arasinda optik yolla ayirt edilebilir faz farki dlgulmustar.

Bakteri miktariyla orantili optik faz farki elde etmek icin tez kapsaminda gelistirilen
bakteri-NP gd¢ mesafesi, bant alt sinir optik degeri ve fazda ortalama optik
yogunluk Olcim metotlarinin uygulanirken faz degisiminin goraldigu minimum

santriflj sUresinin segilmesi uygun bulunmustur.

Gradientte bakteri ile galisirken hiucre duvarinin zarar gérmemesi i¢cin 4500 g
uzerine ¢ikilmasi uygun bulunmamistir. Qdotlar sukroz gradiente alindiginda yatay
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rotor icin maksimum uygulama kuvveti olan 4149 g'de Qdot bandinda ilerleme
gorulmemigtir. Bu nedenle kitosan kaplama sayesinde partikullerin goreceli olarak
dusuk kuvvetlerde 100-2000 g ile hareketlendiriimesi saglanmistir. CdTe@ch igin
uygun iglem parametresi 500 g 3 dk olarak belirlenmigtir. CNPler ile 500 g 6 dk
santrifij parametrelerinde bakteri-NP ve NP bantlarinin faz farki kullanilarak segici

bakteri teshisi gergeklestirilebilmistir.

Cizelge 9. Bakteri teshisi ve sayimina yénelik hareketli alan santrifiijde kullanilan farkli NPler
ile elde edilen bagan tablosu

Kullanilan NPler | Karakterizasyon Sonucu E.coli Tespiti E.coli Tayini Hedefe 6zgi
etkilesim

AgNP
AuNP
FE304@AU NP
CdTe@ch Qdot
CNP

+ + 4+ +
+ + +
+
1

+  Basarih
Basarisiz

Cizelge 9'da karakterizasyon sonucu kuresel yapida ve homojenite gdsteren
nanopartikillerin secilip, bu NPler ile E.coli teshisi ve sayiminda kat edilen yol
Ozetlenmigtir. AgNPler homojen kuresel yapida olmadidi igin c¢alismanin
devaminda uygun bulunmamistir. AuNPler ile stUkroz gradiente takip edilebilir
bakteri-NP fazi elde edilememistir. FesOs@Au NP ile bakteri tespiti yapiimis,
ancak bakteri sayimi igin gradientte faz degisimi gozlenememistir. Floresans etiket
ile de FesOs@Au NPlerden istenilen sinyal alinamamistir. CdTe@ch Qdotlar ile
bakteri sayimi toplamda 50 dk'nin altinda gergeklestirilmistir. Ancak 10° kob/ml
E.coli derisiminin altinda sayim igin gradient elverisli olmamistir. Ayrica kitosan
kapli Qdotlar kek sikistirma o6zelligindeki faz yapisi nedeniyle hedefe 6zgu
etkilesime uygun bulunmamistir. CNPler ise 10%-10* kob/ml E.coli sayimina izin
vermis ve tekrar edilebilir sonuglar elde edilmistir. CNPlerin seciciligi 10-104
kob/ml E.aerogenes ile ispat edilmistir. Cizelge 9'da goéruldigu gibi hareketli alan
santriflj ile hedefe 6zgu bakteri sayiminda basarili olan CNPler, gergek érneklerde

E.coli sayimi icin aday gosterilmistir.

Tez kapsaminda geligtirilen “fazda ortalama optik yogunluk” dlgim yontemi ile
yagsiz sutte E.coli tayini i¢cin de basarili sonuglar elde edilmistir. Literatirde
koliform tayini igin geligtirilen nanopartikal tabanl yodntemlerin LOD degerleri

kiyaslandiginda; Temur ve arkadaslarinin SERS kullanimiyla 5 kob/ml, Lin ve
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arkadaslarinin manyetoelastik algilayici ve kitosan modifiyeli manyetik NP
kullanimiyla 10 kob/ml, Cheng ve arkadaslarinin ATP-liminesans yontemi ve
manyetik NPleri kullanarak 20 kob/ml, Wang ve Alocilja'nin elektrokimyasal
yontemlerle 10 kob/ml olarak LOD belirledikleri goralmustar [2, 3, 40, 83, 89, 90].
Dolayisiyla tespit ve tayin limitlerini sirasiyla 8 ve 28 kob/ml E.coli K-12 olarak
hesapladigimiz gradient yodnteminin literatirdeki hassas tayin ydntemlerine

alternatif olusturacagi dusunulmastar.

Literatirde gradient santriflj kullanimi ile dogrudan bakteri tayini yapilan bir
calisma yer almamaktadir. Literatlirde genellikle mikroorganizma ve biyomolekdl
ayirmasinda eg-yogunluk gradient yontemi, NPleri boyut ve sekline gore ayirmada
ise hareketli alan santrifiij yontemi kullanilmaktadir [15, 32, 115]. ilk kez bakteri ve
NP ciftlerinin santrifj altinda kolloidal kararliligini incelemek igin Sousa ve
arkadaslari 2015'te bir metodoloji gelistirmiglerdir. Bdylece Staphylococcus aureus
ve NP ciftlerinin diferansiyel santrifijle ayrilmasi gerceklestirilmistir [17]. Tez
calismasinda ilk kez E.coli-NP ciftlerinin gradientte hareketli alan santrifuj yontemi
ile ayrilmasi ve ayni zamanda gelistirdigimiz optik yogunluk dlgimuyle nicel analizi

gerceklestiriimistir.

Son zamanlarda PCR, LAMP, floresans dedektor gibi yontemlerin mikro akiskan
entegreli santrifuj disk ile geligtirildigi calismalar yer almaktadir. Bu entegre
yontemlerin hassasiyetinin geligtirimeye devam ettigi, henuz LOD degerinin
2.7x10* kob/ml E.coli olarak belirlendigi gorilmustir [34, 116]. Bu anlamda tez
kapsaminda gelistirilen gradient yontemi yeni, disik maliyetli ve kullanimi kolay

bir yontem olarak literatlre kazandirilmigtir.

Bunlarin yanisira gelistirdigimiz gradient yontemi 50 dk'nin altinda sonug¢
vermesiyle; literatirdeki hizli sonug¢ veren nanopartikil tabanli bakteri tayin
yontemleri ile kiyaslandiginda 4-methylumbelliferyl-R-d-glucuronide (MUG) tabanl
biyosensorlerin 30 dk'nin altinda [74, 75] ve SERS tabanl yontemlerin 70 dk'nin
altinda [83, 89] sonu¢ vermesi nedeniyle literatlre hizli ve kolay uygulanabilir bir

yontem olarak kazandiriimigtir.

Yagsiz sutte E.coli K-12 tayini ile geligtirilen yontemin gelecek calismalarda
gidalarda ve icme sularinda koliform bakteri tayini i¢cin de santrif(j
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parametrelerindeki klg¢uk modifikasyonlarla kullanilmasinin  uygun olacagi

ongorulmustar.

Gelecek calismalarda 15 ml toplam hacimli tlipler yerine ¢api daha kuguk tupler
kullanilmasi onerilmektedir. Boylece gradientte kullanilacak ¢ozelti, NP ve antikor
miktari azalacak, bakteri-NP bandi daha kucgluk bir alanda daha hassas

Olculebilecektir.

llerleyen calismalarda optik yolla 6lgim diizeneginin tasarimi; Schlieren optik
sistemi modellenerek c¢ukur ayna, LED isik kaynagdi ve profesyonel kamera
kullanimi ile daha hassas optik 6lgim icgin geligtirilebilecektir. Schlieren akis
goruntuleme optik sistemleri; aerodinamik kuvvetlerin goruntilenmesi igin gaz
akiskan yogunlugundaki degisimlere gore isik kirilmalarini 6lgmekte ve gradient
konumlarini belirlemektedir [117]. Dolayisiyla insan gbzunun ayirtedemedigi

degisimleri cok hassas kaydedecektir.

Optik o6lgim sistemini gelistirmek icin gelecek calismalarda kizil 6tesi kamera
kullaniimasi da o6nerilmektedir. YUksek ¢ozUnurlUklU bir kamera ile 4°C'deki
gradientte bakteri ve NPlerin absorbanslari ayri ayri takip edilebilecektir. Kizilotesi
goruntileme ile sukroz gradientin bolgesel 1sil farki takip edilerek ilerleyen bakteri
fazinin konumu belirlenebilecektir. Kameranin ¢ézinurltigine bagl olarak bakteri

miktari da tespit edilebilecektir.

Gunumuzde bakteri ve NP etkilesiminin dogrudan, sistematik ve nicel analizi igin
genel bir metot bulunmamaktadir. Bakteri-NP ciftinin fiziksel ve biyolojik etkileri
ayri ayri incelenebilmektedir. Fiziksel olcimler icin TEM, SEM, AFM, Raman
kullaniimaktadir. Fakat bu yontemler ile dogrudan bakteri-NP karisiminin sivi
ortaminda Olgim yapilamamaktadir. Mikroskop 6lgimu 6ncesi 6rnek hazirlamak
icin insan elinin degddigi degisiklikler bakteri-NP etkilesiminin 6lgimunde
belirsizliklere yol acmaktadir. Yaptigimiz tez c¢alismasi ile bakteri-NP
etkilesimlerinin uygun gradient ortaminda optik yolla incelenebilecegi gosterilmigtir.
Tez galismasi ile gelistirdigimiz olgim sisteminin akiskan mikro elektro mekanik
sistemlerle (MEMS) entegre edilerek gelistiriimesi 6nerilmektedir. Literatirde
akiskan mikro elektro mekanik sistemlerin (MEMS); manyetoforez, elektroforez,
kargit-akim santrifuj temel prensipleri ile geligtirildigi ¢alismalar yer almaktadir

[118-120]. Hazirladigimiz santriflij tabanh optik 6lgim sisteminin mikro kanallar ile
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geligtiriimesi; nanopartikillerin  biyolojik 6rnekle etkilesiminin, istenilen faz
ayirmasinin ve ilgili optik analizlerin el degmeden ayni sistemde yapilacagi
minyatur sistemlerin (lab on a chip) geligtiriimesini saglayacaktir. Boylece
hastaliklarin erken teghisi i¢cin kan analizinde kullaniimak Uzere yeni santrifij

tabanli-akigkan olgim sistemleri de gelistirilebilecektir.
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