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OZET

E. coli TAYIiNi iCiN ALTIN SELULOZ NANOFIBRIL MATERYAL
GELISTIRILMESI

Saliha Nur TANIS

Yuksek Lisans, Biyomuhendislik Bolimi
Tez Danismani: Prof. Dr. Necdet SAGLAM
Haziran 2019, 73 sayfa

Tez kapsaminda Raman teknikleri ve Raman haritalandirma yontemi kullanilarak
Escherichia coli (E. coli) bakterisi icin tayin ydntemi gelistiriimistir. Oncelikle altin
cubuk nanopartikiller sentezlenmis ve yuzeyine, yuzeyde zenginlegtirilmis
Raman spektroskopisi (SERS) etiket molekuli olan DTNB (5,5-Dithiobis (2-
nitrobenzoik asit) tutturulmus ve E. coli bakterisine 6zgl antikorlarla
etkilestirilerek modifiye edilmistir. Sonrasinda sellloz nanofibril ¢ozeltisine Altin
(1) klorar c¢ozeltisi (HAuCls) eklenmis ve yuksek sicaklikta etkilesime
birakilmistir. Stre sonunda altin ¢ozeltisi nano boyuta gecmistir. Hazirlanan bu
¢Ozelti kurutularak su igerigi uzaklastirilmis ve sonugta kagit benzeri altin sellloz
nanofibril bir ylizey elde edilmistir. Elde edilen ylzey, E. coli bakterisine 6zgu
antikorlarla etkilestirilerek modifiye edilmistir. Modifiye altin seltloz nanofibril
yuzeylerle farkh konsantrasyonlarda E. coli ¢Ozeltileri etkilestirilmis ve E. coli
bakterilerinin ylzeye tutunmalari saglanmigtir. E. coli bagl altin seltloz nanofibril
yuzeyler altin gubuk nanopartikillerle etkilestirilmis ve SERS odl¢gimleri alinmistir.
Geligtirilen yontemle elde edilen dogrusal aralik; 1,5%10* - 1,5x10° kob/mL bakteri
olarak hesaplanmigtir. Tayin limiti 2 kob/mL bakteri olarak belirlenmistir. Analiz

suresi; modifiye altin sellloz nanofibril yizeyle bakteri etkilesim suresi 30 dakika



ve modifiye ylzeye tutturulmus bakteri ile modifiye altin gubuk nanopartikil
etkilesim suresi 30 dakika olmak Uzere toplamda 1 saattir. Gelistirilen yontemin
Raman haritalandirma yontemi kullanilarak hedef molekilin (DTNB) yluzey
uzerindeki dagilim yogunlugu gorsel olarak gosterilerek elde edilen sonuglar
desteklenmistir. Son olarak gelistirilen tayin yontemi, biyolojik érnek olarak marul
uzerinde test edilmigtir. Tez kapsaminda geligtirilen yontemin dusuk

konsantrasyonlarda E. coli bakterisini tayin edebildigi gosterilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Bakteri tayini, E. coli, SERS, Raman Haritalandirma, Selilloz
Nanofibril, Altin Cubuk Nanopartikll



ABSTRACT

DEVELOPING GOLD CELLULOSE NANOFIBRIL MATERIAL for
E. coli DETECTION

Saliha Nur TANIS

Master of Science, Bioengineering Department
Advisor: Prof. Dr. Necdet SAGLAM
June 2019, 73 pages

In this thesis, a method for the detection of Escherichia coli (E. coli) bacteria was
developed using Raman techniques and Raman mapping methods. Firstly, gold
nanorod particles were synthesized and subsequently surface functionalized with
a strengthened DTNB (5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)) molecule which is a
tagging molecule for surface enhanced Raman spectroscopy (SERS). They were
then modified by interacting with antibodies specific to E. coli bacteria.
Afterwards, into a cellulose nanofibril solution, Gold (lll) chloride solution
(HAuCls) was added and was allowed to interact at a high temperature. By the
end of the interaction period, the gold solution had become nano-sized. This
solution was dried to remove the water content, resulting in a paper-like gold
cellulose nanofibril hybrid surface. The resulting surface was modified by
interacting with antibodies specific to E. coli. Modified gold cellulose nanofibril
surfaces were interacted with different concentrations of E. coli solutions and E.
coli bacteria were attached to the surface. E. coli bound gold cellulose nanofibril
surfaces were interacted with gold nanorod and SERS measurements were
taken. The linear range obtained by the developed method was calculated as
1.5x10! - 1.5x10° cfu/mL bacteria. The limit of detection was determined as 2



cfu/mL bacteria. Analysis period: the time of interaction between the bacteria and
the modified gold cellulose nanofibril surface was 30 minutes and the modified
gold nanorod particle interaction time with bacteria attached to the modified
surface was 30 minutes, resulting in the total interaction time being 1 hour. By
using the Raman mapping method of the developed technique, the distribution
density of the target molecule (DTNB) on the surface was shown visually and
subsequently the results were found to be supported. Finally, this newly
developed determination method was first tested on lettuce as a biological
sample. It has been shown that the method developed within the scope of the

thesis can detect E. coli bacteria at low concentrations.

Key Words: Bacteria detection, E. coli, SERS, Raman Mapping, Cellulose
Nanofibril, Gold Nanorod



TESEKKUR

Kendisiyle ¢alisma firsati buldugum, tez calismalarimi yuritebilmek icin bana
destek veren ve bilgi birikimi ile akademik hayatima deger katan tez danismanim
saygideger Prof. Dr. Necdet SAGLAM'a;

Tez caligmalarimi ydrutebilmem icin bana laboratuvarini agan, deneysel
sureglerin planlanmasinda ve gergeklestiriimesinde bana bilgi birikimiyle

yardimci olan degerli hocam Prof. Dr. Ugur TAMER’e;

Tez galismalarim igin bakteri kultrlerini laboratuvarindan temin ettigim Sayin
Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI'ya ve basta Emine Kiibra TAYYARCAN olmak

uzere tum laboratuvar c¢aligsanlarina;

Tezimin ortaya ¢gikmasinda blyuk yardimlarini gérdigum sayin Ars. Gor. Hasan
ILHAN’a ve Ars. Gér Burcu GUVEN’e ve tezimin sekillenmesinde biiyik katkilari

olan, her zaman sevgiyle anacagim Ars. Gor. Hilal TORUL a;

Ihtiyag duydugum her an benden yardimlarini esirgemeyen Gazi Universitesi
Eczacilik Faklltesi’'nin akademisyenlerinden sayin Ars. Goér. Esin Nagihan
KASAP’a, Ars. Gor. Merve ERYILMAZ a, Ars. Gér. Uzeyir DOGAN’a ve Prof. Dr.
Zekiye SULUDERE'ye;

Yuksek lisans egitimimde tanistigim; 6zverisine, yardimseverligine, zekasina ve
esprilerine hayran oldugum, tezimin ortaya ¢ikmasinda en buyuk destek¢im ve

her zaman yanimda olmasini isteyecegdim sevgili dostum Miray izgen CANVER’e;

Hayattaki en buyuk sansim, beni benden ¢ok dugsunen, tez ¢alismalarimin zorlu
donemlerinde bile bana katlanabilen; anneme, babama, kardegime, teyzeme,

kuzenime, dedelerime, arkadaslarima ve tim aileme tesekkurlerimi sunarim.



ICINDEKILER

(@ 74 = ISR [
AB ST RACT e iii
1] = S T v
ICINDEKILER ..o itiiteeeeete ettt e sttt ete e eteereeeeere e Vi
SEKILLER DIZINI ... IX
CIZELGELER DIZINI.....ocuviieeeeeeeeeeeeeee e Xi
RESIMLER DIZINI.....cuviieiiiece ettt Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR .......ceeitiieecte ettt Xiii
(]S TR 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 4
P2 - 1= ][ SRR 4

P2 I RS 11 (o] o] F= =T 0 11 NG = T o | PP 5

2.1.2. HUCKE DUVAIT ... 6

2.2. ESCherichia COli........coovvviiiiiiiiiii 6

2.3. Bakteri Tayin YOntemleri ... 7
2.3.1. KUltir Temelli Metotlar ...........cooovviiiiiiiiiee e 8

2.3.2. Polimeraz Zincir ReaKSIYONU.............uuuiiiiieeeeiiieiiieee e 9

2.3.3. AKIM SIHOMELFISI ..o 10

2.3.4. BIyOSENSOIIEr ... 11

2.4. Raman SPeKIrOSKOPISI.........ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 12
2.4.1. Raman Haritalandirma Yontemi.........cccoeiiiiiiiiiiiiineeeeeeein, 12

2.4.2. Yuzeyde Zenginlestiriimis Raman Spektroskopisi...........cccc......... 13

2.5. NANOSEIUIOZ......cc e e e aeeees 14
2.5.1. Sellloz NanoKristal ..........cccooeeeiiiiiiiiiii e 17

2.5.2. Bakteriyel NanoselUloz............coovvviiiiiiiiiiiiee e 17

2.5.3. Sellloz Nanofibril ..o 18

2.5.4. Nanoselllozun Yuzey Modifikasyonlari.............ccccoeeeeiiii, 19

2.6. AltiINn NanopartiKUIEr ........ccoo o e 20
2.6.1. Altin Cubuk Nanopartiklller ..., 21

3. MATERYAL VE YONTEM .....oooiiiiiee et 23

vi



3.1. Kimyasal Maddeler.............cooiiieiiiiiien e 23

I O o .~ | (] =Y 23
3.3. Altin Seluloz Nanofibril Yuzeyin Hazirlanmasi ............cccooeeeeeee. 25
3.4. Altin Cubuk Nanopartikll SENtezi ..........ceeeviiiiiiiiiiii 27
3.5. Altin Sellloz Nanofibril Ylzeylerin Modifikasyonu ..........cccccccceeeeeeen. 29

3.6. Modifiye Altin Selliloz Nanofibril Ylzeyin Bakteri ile Etkilestiriimesi....32
3.7. E. coli Bagli Altin Seluloz Nanofibril Yuzeylerle Modifiye Altin Cubuk

Nanopartikullerin Etkilestiriimesi.............c.oooiiii s 32
3.8. Altin Cubuk Nanopartikillerin Modifikasyonu.............c.cccevvviiiiinneeennn. 33
3.9. Kullanilan Mikroorganizmalar...............ceoieiiiiiiiiiiiiin e 35
3.10. Cihazlar V& GEereGIer ........coiiii e 36
1 200 I I o | =1 o o R 38

3.11.1.0ptimizasyonDeneyYIeri........ccoiuiirii i 38

3.11.1.1. Seliloz Nanofibril Coézeltisine Eklenen HAuCls Cozeltisi
Konsantrasyonunun OptiMIZasyOnU ..........cccoeveeeiiiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 38
3.11.1.2. Altin Cubuk Nanopartikul Miktarinin
OPLMIZASYONU ... e e e e e 39
3.11.1.3. Modifiye Seluloz Nanofibril Yizeyle E. coli'nin Etkilesim

SUresi OptiMIZASYONU.......coooeiiieeee e 39

3.11.2. Geligtirilen Yontemin Segiciliginin Test Edilmesi......................... 40

3.11.3. SERS OIGUMIETI.....cvviieeiceieieee ettt 40

3.11.4. Raman Haritalandirmasi...........cooouuuiiiiiiiiiii e 41

3.11.5. Biyolojik Ornek DENEMESi............coveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41

3.11.6. SEM Gériintiisu icin Orneklerin Hazirlanmasi .............c.ccoc........ 43

4. DENEYSEL CALISMALAR VE BULGULAR .......ouuviiiiiiiiiiiiiiiiniinnniennnnnenens 44
4.1. Altin Cubuk Nanopartikullerin Karakterizasyonu .............cccccccceeeeeenene. 44
4.2. Optimizasyon DENEYIET ........cccovviiiicie e 48

4.2.1. Seluloz Nanofibril Cozeltisine Eklenen HAuCls Cozeltisi

Konsantrasyonunun OPtiMIZaSYONU ..............u.uuuuuuuummmmmmnmnininiiinnnnnennnnnnnes 48

4.2.2. Altin Cubuk Nanopartikil Miktarinin Optimizasyonu..................... 49

4.2.3. Modifiye Sellloz Nanofibril Yizeyle E. coli'nin Etkilesim Siresi

OPUMIZASYONU.....cooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 50
4.3. Geligtirilen Yontemin Segciciliginin Test Edilmesi...........ccccvvvvieneenn. 52
4.4. SERS Sonuglari ve Kalibrasyon EQrisi........ccccccccviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieen, 53

Vii



4.5. Raman HaritalandirmasT......c. et eaes 57

4.6. Biyolojik Ornek DENEMESI .........ccuveiveeiiiiiece e 59
5. SONUCLAR VE TARTISMA ..o e 60
B. KAYNAKLAR .o e e e e e eaas 65
(@ Y4 €]=(03 V11 TR 74

viii



SEKILLER DiZziNi

Sekil 2.1. Kargilagtirmali ribozamal RNA dizileme yontemine gore ayrilmis soy

LI e e 4
Sekil 2.2. Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin htcre duvari yapilari.......... 5
Sekil 2.3. Kultlr yontemiyle tayin .........ccoooiiiiiiiiiec e 9
Sekil 2.4. PCR’In basamakIari.............cccoooiiiiiiiiiiiiceeeeeeee e, 10
Sekil 2.5. Florasan ve optik isaretleyicilerle akim sitometri yontemiyle bakteri
B I e 10
Sekil 2.6. Biyosensorlerin gcalisma prensibi..............coooooiiiiiiii 12
Sekil 2.7. Raman (solda) ve SERS (sadda) teknikleri..............cccooooeeiiiiiinnnnnnnn. 13
Sekil 2.8. Tekli sellloz zincirin tekrar eden yapisi, 1-4 baglantisinin yonu ve
molekul ici hidrojen bagi. ... 14
Sekil 2.9. Seliloz nano malzemelerin siniflandirilmasi ...........cccoooeeeeiiviiiiinnnnnn. 15

Sekil 2.10. Sellloz nanofibrilin kristal ve amorf bdlgelerinin  kuramsal
KONFIQUIraSYONU.......cooiiiiiiiii e 16

Sekil 2.11. Altin nanopartikul sentez yontemleri: a) Turgevich metodu b) Brust

Sekil 3.1. Au seluloz nanofibril ylzeylerin modifikasyon igleminin sematik
GO O M. e 30
Sekil 3.2. Au c¢ubuk nanapartikillerin modifikasyon igleminin sematik
GO O Ml. e 33
Sekil 3.3. Altin seliloz nanofibril ylzeyin ve altin ¢ubuk nanopartikilin

modifikasyonlari sonucunda gelistirilen bakteri tayin ydnteminin sematik

o 0 1S3 (T 1T 0 35
Sekil 4.1. Altin gubuk nanopartikillerin UV-GB absorbsiyon spektrumu............. 44
Sekil 4.2. Altin gubuk nanopartikillerin TEM gorantisi. ..........cooovieiiiiiinns 45

Sekil 4.3. Selluloz nanofibril yizeyin TEM goéruntuleri a) sellloz nanofibril ylizey
ve agsi yapisi b) altin seltloz nanofibril yizey c) Modifiye altin sellloz nanofibril
yuzeye tutunmus E. coli bakterisi d) Modifiye altin seltloz nanofibril ylizeye
tutunmus E. coli bakterisi............ooi i, 47



Sekil 4.4. Artan miktarlarda eklenen HAuCls ¢ozeltisinin sabit E. coli
derisimlerinde elde edilen SERS sinyallerinin oransal olarak karsilastiriimasi a)50
uL HAuCl4 gozeltisi b)100 uL HAuCl4 gozeltisi ¢)150 ul HAuCla gozeltisi d)200 uL
HAuUCIls ¢gozeltisi €)250 pl HAUCI4 GOzZeltiSi. ..o 49
Sekil 4.5. Artan miktarlarda altin ¢ubuk nanopartikil ¢ézeltisinin sabit E. coli
derigimlerinde E. coli ile etkilestiriimis altin sellloz nanofibril yizeyden elde edilen
Raman sinyallerinin oransal olarak Kkarsilastirilmasi a)50uL altin gubuk
nanopartikil ¢ozeltisi b)100 uL altin gubuk nanopartikil ¢)150 uL altin gubuk
nanopartikil ¢ézeltisi d)200 pL altin gubuk nanopartikil ¢ézeltsi €)250 ulL altin
cubuk nanopartikll GOZEILISI. ........eveei e 50
Sekil 4.6. Artan surelerde modifiye altin seltloz nanofibril ylzey ile etkilesime
birakilan sabit E. coli derisimlerinde elde edilen Raman sinyallerinin oransal
olarak karsilastirilmasi a)l1 dakika b)15 dk ¢)30 dk d)45 dk €)60 dk................. 51
Sekil 4.7. M. luteus, B. subtilis, E. aerogenes, E. coli ve kdr numune kullanilarak
gerceklestirlen deneylerden elde edilen SERS sinyal siddetlerinin
KarSIastiriImas!. ... e 52
Sekil 4.8. Artan E. coli konsantrasyonuna karsi DTNB etiket molekulinden elde
edilen SERS spektrumlari ve sinyal siddetleri a) kor b) 1,5%x10! ¢) 1,5%x10? d)
1,5%x10%e) 1,5x104f) 1,5x1059) 1,5%106h) 1,5%107.......ccoiiiiiiiiiiieene, 54
Sekil 4.9. 1,5x10'- 1,5x10” kob/mL E. coli bakterisinin dogrusal olmayan
(1= 111 o = 153 Y] T =T | £ PN 55
Sekil 4.10. Farkl E. coli (1,5 x 10%- 1,5 x10° kob/mL) konsantrasyonlarina karsi
DTNB molekdlinin 1330 cm™ bandindan elde edilen SERS sinyal siddetlerinin
gosterildigi kalibrasyon €griSi..........o.ouiiiiii 56
Sekil 4.11. Farkli E. coli konsantrasyonlarinda DTNB molekiliinin 1330 cm™
bandindan elde edilen sinyaller kullanilarak elde edilen Raman haritalandirma
gorselleri a) korb)1,5x 101 ¢)1,5x10%d)1,5x10%e)1,5x10%f)1,5x 10°.......... 58



GiZELGELER DiZziNi

Cizelge 4.1. Eklenen ve bulunan E. coli bakteri sayisi

Xi



RESIMLER DiZziNi

Resim 2.1. CNC suspansiyonu (%12 kati igcerik) (solda) ve TEM goéruntisu

5= [o £ ) 1R PPN 17
Resim 2.2. Seluloz nanofibril jel formu (%3 kati igerik)..............coiiiiiinns 19
Resim 3.1. Altin seltloz nanofibril gozeltisi.............cooviiii 26
Resim 3.2. Kurutulmus altin seltloz nanofibril ylzey...................c.oonl. 27
Resim 3.3. Seed COZEMISI.....ovviri i 28
Resim 3.4. Altin gubuk nanopartikll ¢ozeltisi.............coooeiiiiiiii . 29
Resim 3.5. Altin Seltloz Nanofibril YUzeyler.............coooiiiiie, 32
Resim 3.6. Soldan saga sirasiyla 50, 100, 200, 250, 300 uL HAuCI4 ¢ozeltisi
eklenmis sellloz nanofibril gozeltileri..............ocooiiii i 39
Resim 3.7. Raman Spektroskopi Cihazi................coooiiii 41

Resim 3.8. Stomacher cihazi (solda), PBS ¢odzeltisi icinde homojenize edilmis

marul ¢OZeltisi (SaFAA). .. ..vieii i 42

Xii



Simgeler
MQ.cm
°C

um
dk
ar

mg
mL
mW
nm
pH
rpm
RZ

Kisaltmalar
11-MUA
BNC

BSA

B. subtilis
CCD

CNC

CNF

CTAB
DKIDso

SIMGELER VE KISALTMALAR

Direng

Derece Celsius
Uyarma Dalga Boyu
Regresyon Katsayisinin Standart Sapmasi
Mikrolitre
Mikrometre

Dakika

Gram

Molar

Miligram

Mililitre

Miliwatt

Nanometre

Potansiyel Hidrojen

Revolution per Minute; Dakikadaki Devir Sayisi

Regresyon Katsayisi

Kalibrasyon Egrisinin Egimi

11-Merkaptoundekanoik asit
Bakteriyel Nanoseluloz
Sigir Serum Alblimin

Bacillus subtilis

Charge Coupled Device: Kemiliminesans Kamera

Seluloz Nanokristal

Seluloz Nanofibril

Heksadesiltrimetil Amonyum Bromur
Doku Kiiltiri infektif Doz

Xiii



DNA
DTNB

E. aerogenes
E. coli
EDC
FT-Raman
G. xylinus
HAuUCl4
Kob

LB Besiyeri
LOD

LOQ

MES

M. luteus
NHS

PBS

PCR

RNA

SEM
SERS

Spp
TAPPI

TEM
TEMPO
UVv-GB

Deoksiribo Nukleik Asit

(5,5’-Dithobis (2-nitrobenzoik asit)

Enterobacter aerogenes

Escherichia coli
N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodimid hidroklortr
Fourier Donusumli Raman

Gluconacetobacter xylinus

Hidrojen Tetrakloro Aurat; Altin (l1l) Klorar
Colony Forming Unit (cfu); Koloni Olusturan Birim
Luria-Bertani Besiyeri

Limit of Detection; Tayin Limiti

Limit of Quantification; Olclim Limiti
2-(N-morfolino) etanesulfonik asit

Micrococcus luteus

N-hidrosisulfosuksinimid tuzu

Phosphate Buffered Saline; Fosfat Tamponu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu; Polymerase Chain Reaction

Ribozomal RNA

Taramali Elektron Mikroskobu

Surface Enhanced Raman Spectroscopy; Yluzeyde
Guclendiriimis Raman Spektroskopisi

Species; Turler

Kagit Hamuru ve Kagit Endustrisi Teknik Birligi
Gegcirimli Elektron Mikroskobu
(2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il) oksil

Ultraviyole Gorunlr Bolge

Xiv



1.GIRIS

Bakteriler; ekolojik dengenin korunmasi igin Kilit canhlardir ancak bazi turleri
insanlarda ciddi hastaliklara sebebiyet verirler. Bunlardan bazilari; bubonik veba
(Yersinia pestis), tuberkiloz (Mycobacterium tuberculosis), kolera (Vibrio
cholerae), streptokok enfeksiyonu (Streptomyces) sarbon (Bacillus anthracis) ve
gida zehirlenmesidir (Escherichia coli’nin ve Salmonella’nin belirli tarleri) [1].
Patojen olan bu bakteriler dokulara zarar vererek ya da salgiladiklari bakteriyel
urtnler olan endotoksin ve ekzotoksinlerle insan sagligini tehdit etmektedirler [2].
Ancak tum bakteriler insanlarda hastalik olusturmaz; aksine vicutta normal
olarak yerlesik bulunan bakteriler besinlerin sindiriminde yardimci rol oynar, bir
takim buyume faktorlerini salgilarlar, patojen mikroorganizmalara karsi vicudu
korurlar ve immun yanit olusumunu tetiklerler. Bu bakteriler, normal olarak
kolonize olduklari vucut bolgelerinde zararsiz ve hatta yararli iken dogal
ortamlarindan farkli bdlgelere vyayildiklarinda enfeksiyona sebep olma
potansiyeline sahiptir. Ornegin Escherichia coli (E. coli) insanlarin mide ve
bagirsaklarinda dogal olarak yasayan enterik bir bakteridir ancak E. coli ile
kontamine olmus su, meyve, sebze ya da sut gibi gidalarin tiketilmesi sonucu
gastrointestinal hastaliklara sebebiyet verebilir [3, 4]. Dinya Saghk Orgiiti’niin
2015 verilerine gore dunyada her yil gida ve su kaynakl ishalli hastaliklar

tahminen 2 milyon kisinin 6limune sebep olmaktadir [5].

Insan sagliginin korunmasi amaciyla su ve gida kaynaklarinin gtivenilirliginin test
edilmesi icin pek c¢ok bakteri tayin yontemi geligtiriimigtir. Bakteri tayininde
klasik/geleneksel yontemler uzun surede gergeklestirilen, zahmetli ve el becerisi
gerektiren yontemlerdir. Hizli ve hassas tani hasta hayati igin kritik Gneme sahip
oldugundan son yillarda ¢ok daha pratik yontemler gelistiriimistir. Bunlardan
bazilari; floresans, yuzey plazmon rezonansi, enzim bagli bagisiklik testi
(ELISA), imminosensor tabanl yéntemler, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR),

kuvartz kristal mikrobalans (QCM), amperometri ve yuzeyde zenginlestirilmis



Raman spektrometrisi (SERS) gibi hizli ve hassas yontemlerdir. SERS; altin,
glmus gibi metal yapilarin ylzeyleri lGzerinden birka¢ Angstrom mesafe kadar
uzaginda bulunan molekullerin elastik olmayan foton sagilmasina dayanir. Belirli
dalga boyunda gonderilen 1sin ile metal yuzeyin etkilesmesi sonucu metal yuzey
Uzerinde kuvvetlenmis bir elektromanyetik alan olusur. Olusan bu alan sonucu
sacgilmalara ait sinyaller kuvvetlendiriimis bir sekilde elde edilir ve daha hassas
Olcimlerin yapilmasi saglanir. Bu tez galismasinda SERS yontemi; yluksek
duyarlihga sahip oldugu, tekrarlanabilir sonuglar verdigi, hassas ve hizl tayine
olanak sagladigi ve saha iginde de kullanilabildigi igin secilmistir. Hassasiyeti ve
segciciligi yiksek SERS odlglimleriyle alinan sinyalleri, 10° ila 108 kez artirabilen

lokalize yuzey plazmonlari olusturan nanoyapilar kullanilir [6].

Ayrica bu tez c¢alismasinda temel bilimlerde, muhendislik alaninda ve medikal
sektorde oldukga sik kullanilan ve gelisen teknoloji ile arastirma alanini gun
gectikge arttiran nanoteknolojik UrGnlerden de faydalaniimistir. Nanoteknoloji;
nanometre boyutunda olan materyal ve aletlerin sentezi ve karakterize edilmesi
ile ilgili bir bilim dahdir. Nanoteknolojinin gelistiriimesi ve uygulanmasinin artmasi;
potansiyel yenilenebilir biyomateryallerin kullanimini arttirirken tedarik zincirinin
maliyetini azaltacak dolayisiyla ¢evresel agidan baktigimizda orman Urunleri
agisindan gelisebilecek sistemsel rekabetin azalmasi yoninde buyuk bir fayda

saglayacaktir.

GUnumuzde biyomalzemelerin arastiriimasi ve kullanilmasi konusundaki
¢alismalar olduk¢a artmis durumdadir. Son zamanlarda gelecek vaad eden
nanoseliloz malzemeler de bu konuda ilgi g¢ekici hale gelmigtir. Tiptan
muhendislige kadar genis bir alanda kullanim potansiyeline sahip olan ve
nanosellilozun bir cesidi olarak siniflandiriimis seliloz nanofibriller bu tez
¢alismasinda kullanilan materyaldir. Kolay temin edilebilir, ucuz, biyobozunur
olmasi sebebiyle bakteri tayininde kullanildiktan sonra bertaraf edilebilen seltuloz
nanofibril, modifikasyon islemleri sayesinde bakteri tayininde kullanilabilir bir

Ozellik kazanmistir.

Bu tez calismasinda secilen materyal olan sellléz nanofibril ise lignoselllozik

kaynaklardan uretilebilen ve kimyasal ve fiziksel 6zellikleri sayesinde son urline
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olumlu donanimlar kazandiran bir hammadde kaynadidir [7]. Ayrica esnek, tek
kullanimlik ve kullanilip atilabilen bir malzeme olmasi dolayisi ile de bakteri
tayininde gelecek vaad eden bir materyal oldugunu sdylemek mimkuanduir. SERS
substrati olarak kullanimiyla ilgili literatirde artan sayida ¢alismalar mevcuttur.
Ayrica, gumis ve altinin nano boyuta indirgenmis partikilleri de SERS
Olcimlerinde sinyal siddetini arttirmak ve yilzey modifikasyonlarini saglamak

amaciyla kullaniimaktadir.

Bu tez calismasinda; altin ¢gubuk nanopartikuller sentezlenmis ve daha sonra
altin nanogubuklar SERS sinyalleri alabilmek icin DTNB (5,5 -Dithiobis (2-
nitrobenzoic acid) molekulleri ile etiketlenmigtir. E. coli'ye spesifik olacak sekilde
modifikasyon iglemleri yapildiktan sonra miktar optimizasyonlari da yapiimistir.
Seluléz nanofibril malzeme Altin (lIl) klortr ¢ozeltisi (HAuCI4) ile etkilestirilip E.
coli'ye 6zgu olacak sekilde modifiye edilmistir. Bu sayede bakteri tayininde
kullaniimak Uzere tek kullanimlik ve esnek yapida bir ylzey elde edilmigstir. Bu
yuzeyden elde edilen SERS sinyal siddetleri yardimiyla kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. Ayrica SERS yonteminde haritalandirma metoduyla elde edilen
sonuglar karsilastiriimistir. Daha sonra bilinen miktarlarda E. coli’'nin eklendigi
marul numunelerinde geligtirilen yontem uygulanarak E. coli miktarlari
hesaplanmis ve LB kati besiyerinde sayimi yapilarak elde edilen sonuglar ile
karsilastirilmisgtir.  Boylelikle  gelistirilen  yontemin  gercek numunelere

uygulanabilirligi ve guvenilirligi gosterilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bakteriler
Canlilar; son bilimsel gelismelerle birlikte karsilastirmali ribozomal RNA dizileme

yontemiyle filogenetik olarak 3 ayri soy hattina ayriimaktadir. Bu soy hatlari yani
domainler; Arkealar (Archea), Bakteriler (Bacteria) ve Okaryalar (Eukarya) olarak

adlandiriimigtir [8] (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Karsilagtirmali ribozamal RNA dizileme yontemine gore ayriimis

soy hatti [9].

Arkealar ve Bakteriler prokaryot hicre tipine sahip canlilardan olusurlar.
Prokaryotik htcreler; plazma zari ile gevrili, gekirdek zarindan yoksun ve nispeten
basit yapili organizasyonlardan olugurlar. Bilinen prokaryotlarin baytk kismini
olusturan bakteriler tek hucrelidir. Bakterilerin zarla ¢evrili organelleri yoktur,



onlari gevrelerine karsi koruyan hucre duvarlarinda peptidoglikan bulunur. Hicre
duvari olmayan bakteriler de mevcuttur ve bu dezavantaji hipertonik ortamda ya
da konak hucrenin iginde yasamini surdurerek giderirler. 70S ribozomu

kullanirlar. Boyutlari genellikle 1-10 um arasindadir.

Bakteriler huicre duvari yapisina gore kalin peptidoglikan tabaka igerenler gram
pozitif; ince peptidoglikan tabaka ve Uzerini 6rten dis zarli olanlar gram negatif
olmak uzere 2 farkh sekilde adlandirilir [1, 3] (sekil 2.2). Bakteriler morfolojik
olarak 3 temel sekilden birine sahip olabilir; kiiresel (kok), cubuk (basil/rod) ya da

kavisli (virgul/vibrio, spiral ya da spiroket) [4].

Gram Pozitif Gram MNegatif

Dis Zar

embram

Sitoplazma

Periplasmik
alan

Peptidoglikan

Sekil 2.2. Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin hiicre duvari yapilari [10].

2.1.1. Sitoplazmik Yapi

Bakteri hucrelerinin sitoplazmasinda; proteinler, enzimler, karbonhidratlar, amino
asitler, ribozomlar, besleyici granuller metabolitler, lipidler ve DNA kromozomu
gibi yapilar bulunmaktadir. Nukleoid denilen bdlgede bulunan bakteri kromozomu
dairesel, tek ve cift iplikli bir yapidadir. Sitoplazmadaki plazmidler; birgok
bakteride cift iplikli, dairesel, kendi kromozomlari digsinda bulunan DNA
molekulleridir. Plazmidler gram negatif bakterilerde daha ¢ok bulunmaktadir ve

bakterinin yasami icin elzem degildirler. Ancak bakteriler; bunyelerinde



bulundurduklari plazmidler sayesinde pek ¢ok karakteristik 6zelliklerini kazanir ve

antibiyotiklere karsi direncli hale gelir.

2.1.2. Hiicre duvari

Bakterilerin hicre duvari bakteriyi cepecevre saran bir kiliftir ve sekerlerin ve
aminoasitlerin bir polimeri olan peptidoglikan tabaka igerir. Bu tabaka farkl
bakteri turlerine gore 10-25 nm degerleri arasinda degisebilir. Bakteriler, Gram
Boyama denilen bir teknikle mikroskop altinda goruntulenebilen boyanma

Ozelliklerine gore 2 gruba ayrilirlar.

Gram pozitif bakterilerin duvarindaki kalin peptidoglikan tabakasi kristal viyole ve
iyot ile boyanir ve sonrasinda alkolle yikanir. Bol miktarda bulunan peptidoglikan,
boyay! tuttugu igin alkolle yikansa bile mor renkte kalmaya devam eder.
Sonrasinda safranin gibi bir boyaya maruz kalsa bile mor rengi degismez. Gram
negatif bakteriler ise daha ince bir peptidoglikan tabaka igerdiginden kristal viyole
ve iyotla boyanip alkolle yikandiginda mor renk kolaylikla yikanip gider. Safranin
gibi bir boyayla boyandiginda ise boyay tutar ve kirmizi renkte gérunur. Boylece

mikroskop altinda incelendiginde farkli tipteki bakteriler ayirt edilmis olur [3].

2.2. Escherichia coli

Tek bir E. coli bakterisi 25 x 104 gr kuru agirliga sahiptir. Tek kromozomlu, gift
sarmalli, yaklagik 2 um uzunlugunda, 0.5 um eninde ve yaklasik 5 milyon baz ¢ifti
iceren dairesel deoksiribonukleik asit (DNA) yapisindadir. Cubuk sekilli bir bakteri
olan E. coli gevrede, yiyeceklerde ve normal sartlarda memelilerin bagirsaginda
bulunan enterik bir bakteridir [1, 3, 4].

Bu bakteri tir gram negatif bir bakteridir. Gram negatif bir bakteri oldugu igin
endospor olusturmazlar. Dolayisiyla gidalarin iyi pigiriimesi ya da pastérizasyonu
saglandiginda E. coli canhligini koruyamaz [11, 12]. insanlar; bagirsaklarinda
bulunan bu bakteri ile mutualist bir yasam gsekli surmektedir. Pek ¢ok E. coli sugu
zararsiz olmasina ve saglikh bir sindirim sistemi gdstergesi olmasina ragmen
patojenik suslari mevcuttur. Bu patojenik suslar pek ¢ok hastalia sebebiyet

vermektedir. Genelde ilk etkisini diyare olarak gostermektedir. Diyare harici bazi
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E. coli suglar ise idrar yolu enfeksiyonlarina, solunum yolu hastaliklarina ve
zatlrreye sebebiyet vermektedir [13]. Gunimizde Dinya Saglk Orguti
tarafindan aciklanan raporlarda E. coli kaynakli hastaliklardan olium orani
oldukga yiiksektir. Ozellikle 2018’den beri Amerika Birlesik devletleri (ABD) pek
cok eyaletinde Shiga toksin Ureten E. coli (STEC) ile basa ¢ikmaya ¢alismaktadir
[14]. E. coli O157:H7 en 6nemli STEC serotipidir. Bu bakteri susu yiyecekler
araciligi ile insanlara bulasmaktadir. Ornegin; az pismis et Griinleri, ¢i§ siit ya da
kontamine olmug sebze-meyvelerden gecebilir. STEC kaynakh hastaliklarin
baslica maruldan gectigi goézlenmigtir. ABD Hastalik Kontrol ve Korunma
Merkezine gore bilinen ilk 6lim Kaliforniya’da gergeklesmistir. Bu olayin akabinde
25 eyalette daha benzer durumlarin gézlemlendigi kaydedilmigtir. STEC toksin
uretebilmektedir ve bu urettigi toksin ise Shigella dizanterisine benzerdir. STEC
7 ile 50 °C’de Ureyebilmektedir. Optimum Ureme 1sisi ise 37 °C’dir [14], yani
memeli bir hayvanin viicut isisi, en iyi Ureyebildigi araliktir. STEC asidik besinlerin
varliginda da dreme gosterebilmektedir. pH’I 4,4 olan ortamlarda ve dugsuk su
varliginda da Ureyebilmektedir. STEC yaklasik 70 °C’lik bir 1siya ulasan pigirme
sureciyle yok edilebilir. STEC kaynakli hastalik semptomlarinda karin agrisi,
diyare ve hatta kanl diyare gozlemlenir. Bunlara ek olarak ¢ogunlukla ates ve
kusma belirtileri de gézlemlenir. Bu bakterinin inkibasyon suresi yaklasik olarak
3 ile 8 gun arasinda gozlemlenmektedir. Cogunlukla hastalar 10 gun icinde
iyilesirken, kuguk yas ya da ileri yas grubundaki insanlari kot etkilemekte ve
hayati tehdit edici boyutlara ulasabilmektedir. Bu durumun ilerlemesi durumunda
hemolitik Uremik sendromu godzlemlenir ve bu sendromun sonu akut bobrek

yetmezligi, hemolitik anemi ve trombopeniye dogru ilerler [13].

E. coli ayni zamanda igme suyunun mikrobiyolojik agidan kalitesinin kontrolinde
kullanilan 6nemli bir indikatoérdlr. E. coli fekal koliform grubunun tyesidir ve diger
fekal koliformlardan daha spesifik bir kirlilik gdsterir. iki ana 6zellik E. coli'yi fekal
kontaminasyon belirleyicisi olarak kullanmaya yoneltmistir; E. coli i¢in gelistirilmis
test metotlarinin daha da gelistiriimesi ve bazi fekal koliformlarin fekal orijinli
oldugunun saptanmasi [15].

2.3. Bakteri Tayin Yontemleri



Gunumuzde patojenleri saptamak icin yuksek secicilik ve yuksek duyarlilik
saglayan geleneksel yontemler kullanilir. Bununla birlikte bu yontemler uzun
deneysel protokolleri, dogru ornekleme periyodunu geciktirmekte ve uzman
gereksinimini de beraberinde getirmektedir [16]. Yanlhg 6rneklenme olusmasi
durumunda ise organizma yanlis tanimlanir ve bu pek ¢ok sorunu da beraberinde
getirir. GUnumuzde ise biyosensorler bakteri tayini icin ¢ok sik tercih edilen
yontemler arasina girmektedir. Fakat henlz segicilik ve maliyet agisindan hala

istenilen noktaya ulasamamistir.

2.3.1. Kiltiir Temelli Metotlar

Kaltar temelli yontemler mikroorganizmalarin tayininde kullanilan en eski metot
oldugu gibi altin standart olarak kabul edilen metottur. Hem basari orani yuksektir
hem de ylksek maliyet gerektirmez. Fakat bu metodu avantajsiz kilan yonu
yavashgidir. Bazi bakteriler E. coli’'nin aksine yavas kiiltlr surelerine sahiptir. Bu
sure ise yaklasik 18 ile 24 saat arasinda degismektedir [17]. SUrenin uzamasi
olumcul sonuclara sebep olabilmektedir. Bakteriyel patojenlerin tespiti icin
geleneksel kultur yontemleri, var olan bakterilerin gogaltilmasina dayanir. Temel
olarak bir kultir sirasinda numune homojenize edilir, canh bakteri
konsantrasyonunun az olmasi durumunda canli patojenler zenginlestirilir ve
hedef patojenler segcici bir besi yeri kullanilarak ayristirilir. Bu prosedurleri ise
biyokimyasal testler takip eder. Biyokimyasal testler sonucu hedefin varhgi
kesinlestirilir (Sekil 2.3) [18].

Kaltar temelli tayin metodu igin en ylksek basari oranina ve yuksek maliyete
sahip bilinen 6rnek E. coli'nin O157:H7 susudur. Bu sus sorbitolin
fermantasyonu ilkesine dayandirilarak Sorbitol MacConkey Agar (SMAC) ile
kulture edilir. Bununla birlikte bu yontemdeki en dnemli dezavantaj, yavas geri
donus alma suresidir. Ayrica 0157 ve 0157 STEC digi sorbitol ile fermente
olabilen diger serotiplerin de ortaya ¢ikmasina sebep olup yanlis pozitif degerlerin

gOzlenmesine sebep olabilmektedir [17].



’ ‘ Zenginlestirme Kultari

\ 1giln

¥ Secici Zenginlestirme

\ 1-3gln

L Bakteri Ekimi

1-2gln

i‘
| Biyokimyasal Testler

Sekil 2.3. Kualtlr yéntemiyle tayin [18].

2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) nukleik asitlerin amplifikasyonuna dayanan,
1980’lerde gelistirilen bir yontemdir. Temelde bu metot kisa DNA dizilerinin
izolasyonu, amplifikasyonu ve olgimune dayanir. Diger geleneksel yontemlere
kiyasla daha az zaman kaybina sebep olur. PCR yaklasik olarak 5 saat ile 24
saat icinde sonu¢ alinmasini saglayan bir yontemdir. 3 temel adimdan olusur;
denatlrasyon, primer eslesmesi ve primer uzamasi (Sekil 2.4). Heterojen dagilim
ve dusuk patojen konsantrasyon varligindaki durumlarda bu yontem en uygun
tayin yontemi degildir. Tayin limitleri genellikle 10% - 10° militre basina koloni
olusturan birimdir (kob/mL) [18]. DUsuk konsantrasyonlarda tayin saglikli bir
sekilde gerceklestirilemedigi igin, uygulama oncesi uygun hicre yogunlugunu
elde etme icin kulturel zenginlestirme de esastir. Bu da zaman kaybina sebep
olmaktadir. PCR temelli bir tayinin basariya ulasmasi igin yuksek verim ve
kalitede niikleik asit elde etmek ve 102 - 10* kob/mL arasinda bakteriye ihtiyag

duyulmaktadir.



1 déngiiniin 3 agamasi
(30-40 dongii)

/WMW Asama | - denatirasyon
by v v

' |
I | |

L LA AR A i :
A 2 primer esl i
Mgy, "y b —
g 7
S'W 4 3 ol rimerler
» i gt gy s "
. ! 4 Asama 3 | primer uzamasi
S 7N o m MM i s
% L > | = I INN /
| N | {, | \ / /
N =12 11\ dNTPler
| N\

SVWI] ”””.“ . “
g Mg g gt
| | g

Sekil 2.4. PCR’in basamaklari [19].

2.3.3. Akim Sitometrisi

Akim sitometrisi optik bir tayin yontemi olup kompleks matriksler igerisindeki
hdcreleri saptamak igin kullanilan bir ydontemdir. Bu ydontemde numune, cihazda
akisin gergeklestigi alandan gecen bir siviya enjekte edilir ve akig Uzerinden

okuma gergeklestirilir (Sekil 2.5).

Florasan Isik - / Eksitasyon Isig
A/ll.t-nnnnnl-c

_~ Mikroskop

Bakterili Ornek -

v
.‘\ 000009 g,

Sekil 2.5. Florasan ve optik isaretleyicilerle akim sitometri yontemiyle bakteri
tayini [20].

10



Mikroorganizmanin tayininin temel prensibi goyledir; mikroorganizmalar sivi bir
matriks iginde askida kalir. Lazer odakli 1sik kaynagindan bu sivi gegirilir. Bu
gerceklestiginde ise 151k hem sagcilir hem de mikroorganizma tarafindan absorbe
edilir. Bu yontem sayesinde kisa surede hizli ve hassas bir 6lgum saglanmig olur.
Duguk konsantrasyondaki orneklerin bile olgcimunu hassas bir gsekilde
gerceklestirmeye uygun bir metottur. Bu yontemin en buyuk dezavantaji ise ayni
isaretleyicileri eksprese edecek bakterileri ayirmakta zorluk c¢ekilmesidir. Ayni
zamanda buyuk Olgulerde veri elde edilece@i igin bunlarin analizi de zor

olmaktadir.

2.3.4. Biyosensorler

Biyosensorler bakteri tayin metotlari arasinda en yeni yontem olup daha iyi tayin
limitine sahip bir metottur. Geleneksel ydntemlere kiyasla daha az
manipulasyonla tayin gergeklestirilebilir. Ayrica bir uzmana ihtiyag duyulmadan
da tayinin yapilmasina olanak saglar. Biyosensorlerin tayin metodu 3 temel
adima dayanir (Sekil 2.6). Oncelikle biyolojik bir molekiil yakalanir. Yakalanan bu
molekul bir sinyale dénusttrulir ve son olarak da sinyalin bir cihaz aracilidi ile es
zamanli olarak okumasi yapilir. Bu metoda dair en buylk sorun ise matriks

varliginda elde edilen sonuglarin etkilenmesidir.

Pek ¢ok analit igin biyosensor geligtiriimistir. Biyosensorler; genis bir spektrumda
iyon ve kuguk molekullerden nukleik asit ve proteinlerin okumasini
saglamaktadir. Bakteriyel bir okuma igin iki tip biyosensor gelistirilmistir. Birinci
tip higbir igleme gerek duyulmadan direk bakterinin varliginda tespitin
yapilabildigi sistemler ve diger tip ise bakterinin modifikasyonuna ya da liziz gibi
hicreyi parcalayacak islemlere tabi tutularak bakterinin bir birlesenini hedef
alarak tayinini yapan biyosensérlerdir. ikinci tip biyosensérlerde bu bilesenler
DNA, RNA ya da enzim gibi proteinler olabilir. Bu ydntemin sebep oldugu en

buyUk dezavantaj ise ek iglemlere ihtiyag duyulmasi ve maliyeti arttirmasidir [21].
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Sekil 2.6. Biyosensorlerin galisma prensibi [22].

2.4. Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi, molekullerin titresimli modlarinin elektromanyetik
radyasyonla etkilesimlerinden kaynaklanan Raman etkisine dayanmaktadir.
Raman spektroskopisi kullanilarak, c¢ok bilesenli bir ortamdaki molekullerin
tanimlanmasi kolayca gergeklestirilebilir. Raman kaymalari; fonksiyonel grup ve
grubun bagli oldugu molekul yapisi ile dogrudan iligkilidir. Buna ragmen bu etki
oldukga zayiftir; yaklasik bir milyon fotondan biri Raman sacilimidir (esnek
olmayan sacilma). Bir Raman spektrumunda, titresim frekanslari uyarma
frekansina gore olgulur ve sinyal yogunlugu 1/14 ile orantilidir. A; uyarma dalga
boyudur. Sinyal siddeti ve dalga boyu arasindaki bu iliski nedeniyle, kisa dalga

boylu bir lazer kullanimi tercih edilmektedir [23].

2.4.1 Raman Haritalandirma Yontemi

Raman haritalandirma yonteminde bir bilegenin bolgesel dagilimi, bir Raman
mikroskobu yardimiyla iki boyutlu olarak elde edilebilmektedir. Verilerin
gOsterilmesinin guc¢li ve gorsel bir yolu olmasinin yani sira parametrelerin
konumla nasil degistigini hizhca goérmenin gorsel bir yoludur [23, 24].
Haritalandirma teknigi gelismis bir yari otomatik veri toplama teknigi olarak da
tanimlanabilir. Tanimlanan alanin her pikselinde yuzlerce spektrum otomatik
olarak toplanabilir ve daha sonra belirlenmis bir zirvenin yogunluguna dayali

olarak yapay renkli goruntiler Uretmek igin entegre edilebilir [25].
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2.4.2. Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi

Yuzeyde zenginlestiriimis Raman spektroskopisi (SERS) molekuler parmak izi
Ozgullugunu potansiyel tek molekul duyarliligini birlestirir. Bu nedenle, SERS
teknigi, molekdullerin kimyasal ve biyokimyasal analitik alanindaki iz miktarlarinin

saptanmasinda kullanilan bir aractir [26].

Raman’in temelinde iki tip guglendirme mekanizmasi vardir. Bunlar
elektromanyetik ve kimyasal guclendirmelerdir. Ylzey plazmonlari belirli bir
nanopartikiallin varliginda plazmon absorbe profiline rezonant bir uyarma dalga
boyuyla uyarilir. Metal ylUzey zamanla azalan karakter gosteren guglu bir
elektromanyetik alanla induklenir. Metalik yuzeye yakin bir molekulin Raman
modlari buyUk oranlarda artigs gosterir. CUnlid Raman siddeti elekromanyetik
alaninin karesiyle orantilidir. Bir Hertz dipolinun emisyon 6zelliklerinin bir sonucu
olarak, Raman her yonden yayilan i1s131 mikroskop objektifi araciligi ile toplar ve
saptar (Sekil 2.7).

Cesitli yollarla guiclendirme mekanizmasina katkida bulunabilir. Bunlar cesitli
nanopartikil ve molekuler kimyasal bir etkilesimin olusturulmasiyla
geligtirilebilecek kimyasal etkilesimlere dayandirilabilir, nanopartikil arasindaki
yuk transfer durumundan kaynaklanan rezonant uyarilmayla sinyal guglendirme
ya da bir molekulun daha yuksek bir elektronik durumunun uyariimasi nedeniyle

olusan Raman rezonansinin arttiriimasiyla saglanabilir [26].

Raman Teknigi SERS Teknii

Lazer Igigi Rayleigh Sagilmasi
Lazer Isigi Rayleigh Sagilmasi

-

P J Gii¢lendirilmis Raman
,’! Raman Sagilmasi Analit Sacilmasi
- R (G (R £ A R (R
Analit @@ YooY

Metalik Nanoyapi

Sekil 2.7. Raman (solda) ve SERS (sagda) teknikleri [27].
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2.5. Nanoseliiloz

Seluloz, B-1,4- glikozidik baglarla birbirine bagli olan anhidro-D-glikoz
birimlerinden olugan lifli, yenilenebilir ve yeryuzinde en fazla bulunan dogal bir
polimerdir (Sekil 2.8). Tekrarlayan 2 anhidro-D-glikoz birimi sandalye
konformasyonuna sahiptir. Kimyasal formilt (CeéH1005)n (n <20,000) seklindedir.
Molekuller arasi ve molekul i¢i hidrojen baglarina sahiptir. Molekul i¢i hidrojen
baglar sellloza stabil bir yapi saglar ve su, etanol, eter ve seyreltik mineral
asitleri gibi ¢dzuculerde ¢ozinmez ya da az ¢ozunur 6zellik kazandirir. Sodyum
hidroksit ¢ozeltisinde ise ¢ozunurlugu azdir. Bu polimer; bitkilerin ana yapisal
bilesenidir ve deniz hayvanlari, algler, mantarlar, bakteriler, omurgasizlar ve

amipler tarafindan da uretilebilir [23, 28-30].

HO—C OH
G0y HO*’*‘“‘“** [
47 5 Ca— 1 N
Y- 0—C3 \2 C1 Og--— ===
B H OH In

Sekil 2.8. Tekli sellloz zincirin tekrar eden yapisi, 1-4 baglantisinin yonu ve

molekdl i¢i hidrojen bagi [23].

Biyolojik olarak yenilenebilir polimer bazli nano malzemeler arasinda,
“‘nanoseluloz ve seliloz nano kompozitleri’; biyobozunur, biyouyumlu ve
biyodonusumlu ozelliklerinin yani sira gevre dostu olma, kolay igleme ve uygun
maliyetli olma gibi 6zel avantajlari nedeniyle ayricalikli bir yer tutmaktadir. Bu
nano malzemeler, ilgili birgok farkli uygulama igin en etkileyici malzemelerden biri
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Optik, ve kozmetik Grunlerin paketlenmesi, otomotiv,

ingaat ve biyotip gibi pek ¢ok sektorde kullanimlari imit vadetmektedir [23].

Seluloz; “yukaridan asagiya Uretim” yontemiyle mikro ve nano Olgekli
malzemelere donustarulebilir [31]. Donustartlen bu nanosellloz gesitleri,
selllozik kaynak ve igsleme kosullarina badli olarak; sekilleri, ebatlari,

fonksiyonlari ve hazirlama yodntemlerine gére farkli alt kategorilerde
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siniflandirilabilir. Nanosellloz cesitleri icin farkh isimlendirmeler mevcut
oldugundan Kagit Hamuru ve Kagit Endustrisi Teknik Birligi (TAPPI) nanosellloz
malzemenin buyukligune gore sellloz nano malzeme WI 3021 icin standart
terimler ve tanimlar 6nermistir [32]. Her bir alt gruba uygulanan adlandirma,

kisaltma ve boyutlar sekil 2.9’da gosterilmigtir.

Seliiloz nano malzeme

Nano boyutta nesneler Nano boyutta yapilar

Seliiloz mikrokristal
— (CMC)
Seliiloz nanofibril En: 10-15 mm
L/ID<2
|___|Seliiloz nanokristal (CNC) Seliiloz mikrofibril (CMF)
En: 3-10 nm En: 10-100 nm
L/D >5 Boy: 0.5-50 mm

Seliiloz nanofibril
(CNF)
En: 5-30 nm
L/D >50

Sekil 2.9. Seliloz nano malzemelerin siniflandirilmasi.

Yuksek kimyasal islevsellikleri; yuzeydeki biyopolimerler ile kolayca
degistirilebilen ve sellloz turevleri Ureten veya farkli malzemelere asilama
yapilabilen, olduk¢a fazla bulunan birincil ve ikincil hidroksillerden (sellloz
alkoller olarak adlandirilir) kaynaklanmaktadir [33]. Bu OH gruplari, elektrostatik
olarak (hidrojen bagdlariyla) birbirlerini gekebilir ve zincirlerin dizenli bir yapi

olusturmasina neden olur [34]. Hidrojen badlari, sellloz nanopartikuller ve diger
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malzemelerin birbirine baglanmasinda Kkilit role sahiptir [35] 6rnegin hibrit
kompozit ve kagit Uretiminde [36], ¢evre ve su ile ilgili alanlarda [37], enerji

depolama aygitlarinda [38] ve biyomedikal uygulamalarda [39].

Bitisik halkalarin oksijen ve hidrojen atomlari arasindaki elektrostatik ¢cekimler,
molekdl i¢i hidrojen bagdini uyarir, polar ¢ozlcllerde zayif ¢éziunurlige sebep
olmasina ek olarak, daha stabilize glikozidik baglanti motiflerine ve dogrusal
zincir konfigirasyonuna neden olur. Ayni zamanda, zincirler arasi hidrojen
baglar (polimer zincirleri arasinda meydana gelen), van der Waals kuvvetleri ile
birlikte, mikron dlgeginde toplanabilen selliloz temel fibriller olarak bilinen paralel

dizilimi saglamaktadir. [40]

Seluloz fibrilleri icinde kristal (cok dlizenli) ve amorf (dlizensiz) iki ayirt edici bélge
bulunmaktadir (sekil 2.10). Cesitli teknikler kullanilarak bu seltlozik maddeden
seluloz nanokristaller (CNC) ve seluloz nanofibriller ayrilabilir. Kimyasal
islemlerle kristal alanlarin izolasyonu yoluyla CNC Uretilmektedir. Diger yandan
mekanik islemlerle de seliloz nanofibril (CNF) uretilebilir. CNF ve CNC
uretiminde kullanilan yukaridan asagiya yaklasiminin aksine bakteriyel
nanoseltloz (BNC); bazi gram negatif bakteri turleri tarafindan dogal olarak
asagidan yukariya yaklasimla sentezlenmesi yonuyle diger iki tipten farklidir [41].
Ayrica sellloz nanomateryallerin tUm c¢esitleri seltloz nanopartikuller olarak da
adlandirilabilir [40]. Nanoselllozin; kristal nanosellloz, seliloz nanofibril ve

bakteriyal nanosellloz olmak Gzere Ug ayri genel ¢esidi bulunmaktadir.

Kristal yapi | 100 nm I

Amorf bolge

Sekil 2.10. Seluloz nanofibrilin kristal ve amorf bolgelerinin kuramsal

konfigurasyonu [40].
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2.5.1. Seliiloz Nanokristal

CNC; agac/bitki lifi selilozunun amorf bdlgelerinden, sellloz mikrofibril ya da
nanofibrilden izole edilerek elde edilebilir [42]. Resim 2.1’de CNC sUspansiyonu
ve TEM gériintist verilmistir [43]. izolasyon prosediiri, fibrillerin diizensiz
bdlgeleri boyunca ¢apraz hidroliz yoluyla asidik atak tepkimesine dayanir ve asit
hidrolizine direncli yuksek kristalli alanlar birakir [44]. CNF'lere kiyasla CNC’ler
daha dusik en boy oranlarina (100-500 nm uzunlugunda ve 10-50 nm
genisliginde) ve kimyasal islem durumuna bagli olarak, yiksek derecede kristallik
derecesine sahiptir (%50-90) [30, 45]. Daha kaliteli ve verimli Uretim igcin CNC
izolasyonunu optimize etmek adina farkl selllozik kaynaklar Gzerinde ¢alismalar
yapilmaktadir [44, 45]. Ornegin gesitli asitler arasindan, hidroklorik ve stilflrik asit
bu amag i¢in yaygin olarak kullaniimaktadir [46, 47]. Sulfurik asitle yapilan hidroliz

sirasinda, negatif yukli sdlfat gruplari, hidroksi esterlesmesi ile sellloz zincirine

eklenmektedir.

S A et §
Resim 2.1. CNC suspansiyonu (%12 kati igerik) (solda) ve TEM goérintisu
(sagda) [43].

2.5.2. Bakteriyel Nanoseliiloz

Bitkisel seltlozdan farkli olarak BNC; lignin, hemisellloz, pektin veya bitki 6zu
bilesiklerden yoksundur ve hayvansal kokenli bilesenler icermeyen saf formda
uretilir [48]. Anhidro-D-glikoz birimleri ve gesitli bakteri sellloz fibrilleri, i¢ ve dis
hidrojen baglari vasitasiyla kristal bir yapi olusturmak Uzere birbirleriyle yakin

etkilesime girer, suda tamamen c¢o6zinmeyen ancak hidratlanabilen liflerin

17



sikismasina sebep olur [49]. ince nanofibriller, birim basina genis bir ylizey
alanina sahip olan 20-100 nm ¢apa sahiptir; BNC'nin hidrofilik yapisi ile birlikte
bu 6zellik, su emme kapasitesinin yuksek olmasina, daha iyi yapigmaya ve artan
nem igerigine neden olur [50]. Bu 6zellikler, gozunmezligi, hizli biyobozunurlugu,
geriime mukavemeti, elastikiyeti, dayanikhligi, toksik ve alerjik olmamasi gibi
farkh fiziksel ve mekanik 6zellikleri ile birlestiginde BNC'yi yapay cilt olarak yanik
ve diger dermal yaralanmalarin tedavisinde kullanilabilir yapmakta ve katma

degeri yuksek olan birkag Grinun Uretimi igin ideal kilmaktadir [51-53].

BNC, esas olarak Gluconacetobacter xylinus tarafindan sentezlenen ylksek
kristalli bir dogrusal glikoz polimeridir. Her ne kadar BNC uretimi esas olarak G.
xylinus'ta calisiilmis olsa da diger Gluconacetobacter turleri, Rhizobium spp.
Agrobacterium tumefaciens ve gram pozitif Sarcina ventriculli gibi
mikroorganizmalar da BNC biyopolimerini sentezleyebilmektedir [54, 55].
Mikroorganizmalar kullanarak BNC iki farkli ortamda uretilebilir; hava-sivi ara
yuzinde kalin, deri benzeri beyaz bakteriyel sellloz topaginin birikkmesine neden
olan statik kultirde [56] ve icinde selllozun dagiimis bir sekilde sentezlendigi,

topaklar veya asili lifler olusturan karisik kulttrde [57, 58].

2.5.3. Seliiloz Nanofibril

CNF yuksek en boy oranina sahip nano dlgekli fibrillerdir; genislikleri 5 ila 30 nm
arasinda degismektedir (uzunluklari birkag mikrometredir) ve hidrojen baglari ile
indUklenen seluloz zincir istiflemesi sonucu olusurlar [59]. Hem kristal hem de
amorf bolgelerden olusan bu CNF’ler; fibrilleri, butunleyici mikrofiber
demetlerinden kuvvetli mekanik fibrilasyon iglemleri yoluyla serbest birakarak
uretilebilir [44, 60]. CNF’nin avantajli olmasini saglayan mekanik 6zellikleri olan
biyobozunurlugu, genis yuzey alani ve hafifligiyle ilgili pek ¢ok arastirmalar
yapilmistir. Hidroksil gruplari arasindaki hidrojen baglari, basit fibrillerde sellloz
zincirlerinin ¢cok duzenli bir sekilde dizilimesini saglar. Ayrica lignin veya protein
gibi diger polimerik bilesenlerle sulu ortamda bag olusturmak igin yapismayi
kolaylastirir [35, 61].

CNF aretimi, nanofibriller arasindaki oldukga genis hidrojen bagi etkilesimlerini

ureten ¢ok sayida yuzey hidroksil grubu nedeniyle onemli miktarda eneriji tuketir
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[62]. Yigiimis fibrilleri ayirmak icin enerji tiketen mekanik 6gutme iglemi
gerektiginden; alkali [63, 64], radyasyon [63], kimyasal [65, 66] ve enzimatik [67,
68] gibi farkl 6n iglem turleri, maliyet ve enerjiyi 6nemli 6lcude dustirmek igin tipik
olarak fibrilasyon isleminden 6nce uygulanir. Sik kullanilan bir Gretim teknigi;
mekanik 6gutme dongulerini azaltmak i¢in kuvvetli mekanik fibrilasyonu mikro-
akiskanlastirma ya da homojenizasyon ile uygulamadan énce TEMPO (2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-il) oksil kullanarak pre-oksidasyondur. Elde edilen
nanoseluloz fibriller, sudaki dusuk kati konsantrasyonlarinda (% 1-3) jel benzeri

bir gérinim verir (Resim 2.2).

Resim 2.2. Seluloz nanofibril jel formu (%3 kati igerik).

2.5.4 Nanoselilozun Yiizey Modifikasyonlari

Nanosellloz malzemelerin ylizey modifikasyonu Uzerine yapilan arastirmalarin
son zamanlarda bilim insanlarinin ilgisini ¢cekmis oldugu goérulmektedir [69].
Nanoselluloz ylUzeyinde, reaksiyona girebilen oldukga fazla sayida hidroksil
gruplart bulunmaktadir. Ayrica hidrojen bagi, yuzey hidroksil gruplarinin
reaktifligini oldukga etkiler. Ek olarak, glikozidik ve lignin fragmanlari gibi
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safsizliklarin nanoselulozun ylzeyinden giderilmesi, farkl gruplar arasinda kabul
edilebilir bir yeniden Uretilebilirligin gerceklestirilebilmesi agisindan elzemdir [70].
Termoplastisite 6zelligi olmamasi ve siradan ¢ozuculer iginde ¢ézinmemesi gibi
Ozellikleri, selulozun uygulamalarini sinirlandirmigtir.  Uygulama alanlarini
genigletmek amaciyla seltloze kuru ve 1slak haldeyken mekanokimyasal iglemler
uygulanmaktadir [71]. Seltlozun nano boyutta Uretilmesi de uygulama alanlarini

oldukga arttiran bir durumdur.

2.6. Altin nanopartikiiller

Boyutlari 100 nm'den daha kuguk olan altin nanopargaciklari, sadece analitik
kimya alaninda degil, ayni zamanda genel olarak nanobilim ve nanoteknoloji
alaninda son on yilda en ¢ok calisilan sistemlerden biridir. Altin nanopartikullerin
bu denli énemli olmasinin sebebi; ¢cok cesitli teknolojik uygulamalar igin
kullanilabilecek farkli boyutlarda, sekillerde ve dizeneklerde benzersiz optik,

elektriksel, katalitik ve molekuler tanima 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir [72].

Altin nanopartikullerin bir ¢ozeltide sentezlenmesinde (islak-kimyasal sentez
yontemi) genel yaklasim, altin 6ncuslU olarak kloroaurik anyonlarin (AuCls)
kimyasal indirgenmesini igerir. Bu konuda bildirilen iki ydontem, Turkevich metodu
[73]; sulu c¢ozeltide AuCls'Un sitrat indirgemesi ve Brust metodu [74]; sulu
cOzeltiden bir faz transfer maddesi (tetraositiamonyum bromur (TOABTr)) ile
transfer edilen organik bir ¢ozelti icinde AuCl4'Gn borohidrir indirgemesidir (Sekil
2.11).
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Sekil 2.11. Altin nanopartikil sentez ydntemleri: a) Turgevich metodu b) Brust
metodu [75].

2.6.1 Altin Cubuk Nanopartikuller

Altin  nanopartikullerin yluzey ozellikleri, boyutlari ve sekilleri dedgistirilerek
kullanim alanlari oldukga arttirilabilmektedir. Altin gubuk nanopartikuller de gubuk
benzeri sekle sahiptir ve boyutlari ve sekilleri sebebiyle bilimsel ¢alismalarda
sik¢a kullanilan bir nanomateryaldir. Altin nanorodlarin; guglu yuzey plazmon
rezonans emilimi sayesinde, kiiguk miktarlarda altin gubuk nanopartikullerde bile
daha fazla i1sik almalari [76, 77], tiyol grubu ve altin nanorod yuzeyinin
olusturdugu guglu Au-S baglari vasitasiyla tiyol bilesikleri ile daha kolay modifiye
edilebilmeleri gibi avantajlari vardir [78]. Bu 6zellikler, sayesinde altin gubuk
nanopartikillerin ylzeyi, istenilen modifikasyon islemleriyle modifiye edilip

hedefleme yapilabilmesine olanak saglamaktadir [79].

Altin cubuk nanopartikillerin kisa ve uzun yuzeylerinde bulunan elektronlarin
salinimindan dolayi iki ayri plazmon bandi gorunmektedir [80]. Altin gubuk
nanopartikullerin  biyoanalizlerde kullaniimasinin  sebeplerinden biri de
partiktllerin boy/en oranlari degistirilerek istenilen boyutta altin ¢ubuk
nanopartikil sentezlenebilmesi ve bu sayede partikalin farkli optik 6zelliklere
sahip olabilmesidir. Isimasiz durulma, altin gubuk nanopartikillerde boy/en orani
arttikga azalmaktadir. Bu durum, Raman verimliligin artmasina sebep olmaktadir.

Altin  ¢ubuk nanopartikullerin altin kire nanopartikillere kiyasla saciima
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verimliginin  yiksek olmasi altin  ¢ubuk nanopartikillerin  Raman

spektroskopisinde tercih edilmesini saglamaktadir [81].

22



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

Sodyum klorur (NaCl), potasyum klorlr (KCI), sodyum fosfat dibazik (Na2HPOa),
potasyum fosfat monobazik (KH2PO4), sodyum hidroksit (NaOH),
hekzadesiltrimetil amonyum bromur (CTAB), 11-Merkaptoundekanoik asit (11-
MUA), hidrojen tetrakloro aurat (HAuCls), N-(3-Dimetilaminopropil) — N —
etilkarbodimid hidroklortr (EDC), N-hidroksisulfosiksinimid tuzu (NHS), sigir
serum albumin (BSA), (5,5-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), 2- (N —
Morfolino) ethanosulfonik asit, 4-Morfolinoethonosulfonik asit monohidrat
(CeH13NO4S.H20), %99.9 Etanol (EtOH), askorbik asit, 2- (N-morfolino)
etanesulfonik asit (MES) Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, Amerika Birlesik
Devletleri) temin edildi. GUmuUs nitrat (AgNO3) ve sodyum borohidrir (NaBHa)
Merck’'ten (Darmstadt, Almanya) temin edildi. Biyotinlemis anti E. coli poliklonal
antikor Fitzgerald Inc. ‘ten (Kuzey Acton, MA, Amerika Birlesik Devletleri) temin
edildi. Avidin, Thermo Scientific'ten (Rockford, IL, Amerika Birlesik Devletleri)
temin edildi. Seltloz Nanofibril (CNF), kati madde orani %3, Revolution Arastirma
Inc. ten (Orono, ME, Amerika Birlesik Devletleri) temin edildi.

ligili gbzeltiler hazirlanirken deiyonize su kullanildi (18,2 MQ.cm).

3.2. Cozeltiler

Deneyler sirasinda kullanilan ¢ozeltiler;

Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS): pH degeri 7,4 olan fosfat tamponu NaCl, KCl,
Na2HPO4 ve KH2POas tuzlari kullanilarak hazirlanmistir. Tuzlar deiyonize su
kullanilarak ¢ozulmusgtir. 100 mL igin Na2HPO4'ten 1,42 gr, KH2PO4'ten 1,36 gr,
NaCl 0,8 gr, KCl'den 0,02 gr tartihp 100 mL deoiyonize su i¢inde ¢ozdurulup pH’i
7,4 olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0,1 M’dir. pH’1 ayarlamak igin
1 M’'lik NaOH c¢ozeltisi kullaniimisgtir.

MES Tamponu: 2 — N — morfolinoetanostilfonik asit hidrat (MES monohidrat)
deiyonize su iginde ¢oOzdurlulmustar. Coézelti pH’si 6,5 olacak sekilde
ayarlanmigtir. MES monohidrattan 1,0662 gr tartiip 100 mL deiyonize su
icerisinde ¢ozdurtulmustar. 0,05 M MES tamponu elde edilmigtir. pH’1I ayarlamak
icin 1 M’lik NaOH ¢dzeltisi kullaniimistir.
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NaOH Cozeltisi: pH’sI ayarlamak igin NaOH ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 2 gr NaOH
tartilip, 50 mL deiyonize su icinde ¢dzdurlimustir. 1 M NaOH c¢ozeltisi elde
edilmigtir.

Hidrojen Tetrakloro Aurat (HAuCls) Cozeltisi: HAuCl4'Un stok sisesinden 35 pl
alinarak 10 mL deiyonize suyla falcon tupunde homojenize edilerek 0,01 M
HAuCI4 ¢ozeltisi elde edilmigtir.

Soguk Sodyum Borohidrur (NaBH4) Coézeltisi: 1,9 mg NaBH4 sogutulmus 5 mL
deiyonize suda ¢ozdurulip 0,01 M NaBH4 ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Gumus Nitrat (AgNOs3) ¢ozeltisi: 8,45 mg AgNO3 5 mL deiyonize suda ¢ozdurulip
0,01 M gumus nitrat ¢ozeltisi hazirlanmigtir.

Askorbik Asit Cozeltisi: 88 mg askorbik asit 5 mL deiyonize suda ¢ézdurulap, 0,1
M askorbik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Hekzadesiltrimetil- Amonyum Bromur (CTAB) Cozeltisi: 1,84 g CTAB 50 mL
deiyonize suda isiticili manyetik karigtirict yardimiyla 50 °C’yi agsmayacak sekilde
manyetik ballk yardimiyla yavas bir sekilde kopuk olusturulmadan
¢ozduralmustar. 0,1 M CTAB cozeltisi elde edilmisgtir.

Nanogekirdek (Seed) Cozeltisi: Sirasiyla HAuCls, CTAB ve NaBHas ¢Ozeltileri
karistirilarak hazirlanmistir. 0,01 M HAuCls ¢dzeltisinden 250 uL, 0,1 M CTAB
¢Ozeltisinden 7,5 mL ve 0,01 M olan sogutulmus NaBHa4 ¢ozeltisinden 600 pL
eklenip karistinimigtir. NaBH4 ¢ozeltisinin de eklenmesiyle olusan seed ¢ozeltisi
aclk cay rengi olmaktadir. Renk degisimi gozlendikten sonra 30 °C’lik su
banyosunda seed ¢ozeltisi 30 dakika bekletilir.

11-MUA: Altin seluloz nanofibril ylizeylerin modifikasyonu sirasinda kullaniimak
uzere 11-MUA c¢ozeltisi hazirlanmigtir. 4,37 gr 11- merkaptoundekonik asit 1 mL
saf etanol icinde ¢ozulmustur. Elde edilen MUA ¢ozeltisi 20 mM’dir.

EDC/NHS: 5,75 mg NHS ve 19,17 mg EDC, 1mL pH’I 6,5 olan MES icinde
sonikator yardimiyla ¢ozduarulmustur.

BSA: Spesifik olmayan etkilesimleri 6nlemek amaciyla BSA ¢odzeltisi
hazirlanmistir. 50 mg BSA 1 mL PBS iginde ¢ozdurulmagtar.

Avidin Cozeltisi: 1 mg avidin 1 mL MES tamponu igerisinde ¢dzdurtlmasgtar.
Biyotinli Anti E. coli Antikor Coézeltisi: 5 mg/mL anti E. coli antikor stok
¢Ozeltisinden 2 uL alinip, 100 uL PBS ¢dzeltisiyle homojenize edilerek hazirlanir.

Cozelti 0,1 mg/mL derigsimindedir.
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DTNB: 7,93 mg DTNB 1 mL saf etanol icinde ¢dzdurulerek hazirlanmistir. Elde
edilen ¢ozelti 20 mM’dir.

SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) goruntuleri elde edebilmek igin bakterileri
sabitlemek amaciyla asagidaki ¢ozeltiler kullaniimistir:

Gluteraldehit Cozeltisi: PBS tamponu ile %2,5’luk gluteraldehit ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Modifiye edilmemis ve modifiye edilmis altin seliloz nanofibril
yuzeyle etkilestiriimis E. coli, modifiye edilmis altin seltuloz nanofibril yuzeyle
etkilestirilmis E. coli’'ye baglanan altin gubuk nanopartikil érnekleri kullaniimistir.
Yuzeyler, ayri ayri hazirlanan ¢ozeltide oda sicakliginda 2 saat bekletiimistir.
Sure sonunda yuzeyler 6nce PBS tamponu sonra da deiyonize su ile yikanmistir.

Boylece yuzeylerin kurutulmasi sirasinda tuzlarin kristallesmesi dnlenmistir.

Paraformaldehit Cozeltisi: PBS tamponu ile %4’lUk ¢ozelti hazirlanmistir.
Modifiye edilmemis ve modifiye edilmis altin seliloz nanofibril ylzeyle
etkilestirilmis E. coli, modifiye edilmis altin seltloz nanofibril ylzeyle etkilestiriimis
E. col’'ye baglanan altin gubuk nanopartikil érnekleri kullanilmigtir. Yazeyler, ayri
ayri hazirlanan ¢ozeltide oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir. Stire sonunda
ylzeyler 6nce PBS tamponuyla sonra da deiyonize su ile yikanmistir. Boylece

yuzeylerin kurutulmasi sirasinda tuzlarin kristallesmesi 6nlenmistir.

Metanol — Aseton Cozeltisi: Metanol ve asetonun 1:1 oraninda karistiriimasiyla
hazirlanmistir. Modifiye edilmemis ve modifiye edilmis altin selliloz nanofibril
yuzeyle etkilestiriimis E. coli, modifiye edilmis altin seltuloz nanofibril yuzeyle
etkilestirilmis E. coli’'ye baglanan altin gubuk nanopartiktl érnekleri kullaniimistir.
Yuzeyler, ayri ayri hazirlanan ¢ozeltide oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Sure
sonunda yuzeyler 6nce PBS tamponu sonra da deiyonize su ile yikanmistir.

Boylece yuzeylerin kurutulmasi sirasinda tuzlarin kristallesmesi dnlenmistir.

3.3. Altin Seliloz Nanofibril Yiizeyin Hazirlanmasi

0,6 g sellloz nanofibril tartilip 3 mL deiyonize su iginde ¢ozdurlimustar.
Hazirlanan ¢ozelti 120 °C dereceye kadar isitiimig sicak su banyosu igine
yerlestirilmistir. Vial icinde hazirlanmig olan bu ¢dzelti, 15 dakika boyunca sicak
su banyosunda bekletilmistir. 15 dakika sonunda ¢ozelti igcine 200 uL HAuCL4

cOzeltisi eklenmistir. Pipet yardimiyla homojenize edilmistir. HAuCls ¢ozeltisi
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eklendikten sonra homojenize edilen ¢ozelti 30 dakika daha sicak su banyosunda
bekletiimistir. Bekletme silresi sonunda normalde sarimsi beyaz olan ¢ozelti
pembe rengine donusunce seluloz nanofibril kullanima hazir hale gelmis
olmaktadir (Resim 3.1).

Resim 3.1. Altin sellloz nanofibril ¢ozeltisi.

Pembe renge donusmesi; selliléz nanofibril gozelti igindeki altin ¢gdzeltisinin nano
boyuta gectiginin bir gdstergesidir. Yuksek sicaklik yardimiyla olusan nano

boyutlu partikuller kire sekline sahiptir.

Hazirlanan bu c¢oOzelti lam Gzerine damlatilarak kurumaya birakilir. Sellloz
nanofibril ylzeyin lam Gzerinde daha hizli kurumasini saglamak igin 1sitici tabla
uzerinde yaklasik 40 °C’de kurumasi saglanir. Isitici tabla yardimiyla 10 dakika
icinde tamamen bir kuruma saglanmis olmaktadir (Resim 3.2). Bu islem
sonrasinda esnek ve kagit benzeri yapida altin sellloz nanofibril yizey

olusturulmus olmaktadir.
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Resim 3.2. Kurutulmus altin seliiloz nanofibril yiizey.

3.4. Altin Gubuk Nanopartikiil Sentezi

Bu tez calismasinda altin ¢ubuk nanopartikilleri; SERS substrati olarak
kullanilmak amaciyla sentezlenmistir. Oncelikle nanogekirdek (seed) gozeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢ozelti sirasiyla; 0,01 M 250 uL HAuCl4 ¢dzeltisi, 0,1 M 7,5 mL
CTAB ¢ozeltisi ve 0,01 M 600 uL NaBH4 sogutulmus ¢ozeltisinin karistiriimasiyla
elde edilmistir. GuglU bir indirgeme ajani olan NaBHa4 ¢ozeltisinin eklenmesiyle
seed ¢Ozeltisinin rengi agik gay rengi olarak gézlenmistir (Resim 3.3). Elde edilen

seed ¢dzeltisi oda sicakliginda yarim saat bekletilmigtir.

27



Resim 3.3. Seed ¢ozeltisi.

Altin gubuk nanopartikll sentezi igin sirasiyla; 0,1 M 4,75 mL CTAB ¢ozeltisi, 0.01
M 500 uL HAuUCls ¢ozeltisi, 0,01 M 60 uL AgNOs ¢ozeltisi, 100 uL askorbik asit
¢cozeltisi ve son olarak da 10 puL seed c¢ozeltisi karistinlmigtir. Bu ¢ozelti
hazirlanirken askorbik asit eklendikten sonra c¢ozelti renginin seffaflastigi
g6zlenmistir. Seed ¢ozeltisi eklendikten sonra ¢ozelti, oda sicakliginda bir saat
bekletilmistir. SUre sonunda ¢ozelti renginin koyu mavi/lacivert renge dondugu
g6zlenmistir. Bu renk degisimi; partikillerin gubuk sekilli oldugunun belirtisidir
(Resim 3.4).
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Resim 3.4. Altin gubuk nanopartikul ¢ozeltisi.

Sentezlenen altin ¢ubuk nanopartikiller, santrifijlenerek CTAB yuzey aktif
maddesi gibi fazla reaktifleri uzaklastirmak icin saflastiriimistir. Cozelti; altin
cubuk nanopartikulleri ¢okturmek icin 10.000 rpm hizinda 30 dakika boyunca
santrifijlenmistir. Santriflj sonunda, dipte kalan ¢okeltiye temas ediimemeye
dikkat ederek Ustte kalan seffaf ¢ozelti atilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmis ve
her asamada distile su kullanillarak yilkama islemi gerceklestiriimigstir.
Sentezlenen altin gubuk nanopartikillerin karakterizasyonu icin TEM (Gegirimli

Elektron Mikroskobu) ve UV-GB spektrofotometre cihazlari kullaniimigtir.

3.5. Altin Seluiloz Nanofibril Yuzeylerin Modifikasyonu

Bu tez calismasinda tek kullanimlik ve kagit benzeri bir yuzeyin sentezi ve bu
ylzeyin bakteri tayininde kullaniimasi hedeflenmistir. Bu amagcla hazirlanan altin
sellloz nanofibril ylzeyler; E. coli bakterisine 6zglu antikorlarla spesifik olarak

etkilesime girebilmesi icin modifikasyon iglemlerine tabii tutulmustur (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Au sellloz nanofibril ylzeylerin modifikasyon igleminin sematik

gOsterimi.

Yuzey modifikasyonlar;; 11-MUA molekulindeki tiyol ve karboksil gruplari
uzerinden gercgeklestirilir. Tiyol grubu altina baglanirken karboksil grubu,
modifikasyonun ileri basamaklarinda NHS ve EDC molekdlleriyle aktive edilerek
biyotinli anti E. coli antikor molekdllerinin yizeye baglanmasi saglamigtir.

Bu amagla; 20 mM 1mL 11-MUA c¢ozeltisi saf etanol ile hazirlanmistir. Bu ¢ozelti
ultrasonik banyoda 10 saniye bekletilerek homojen hale getirilmistir. Eppendorf
tipte hazirlanan bu ¢dzelti icine yerlestirilen altin selliloz nanofibril ylzey, oda
sicakliginda 150 rpm’de 8 saat boyunca karistiricida birakilmigtir. Bdylece altin
molekullerinin yuzeylerine 11-MUA molekulleri kovalent olarak baglanmis, altin
molekullerin ylzeyinde karboksil gruplari meydana gelmistir. 8 saatin sonunda
pH: 6,5 olan MES tamponu ile pipet yardimiyla ylzey 3 kez yikanmistir. Yikama
islemiyle altin molekullerinin ylzeyine baglanmayan 11- MUA molekulleri

ortamdan uzaklastiriimistir.

0,05 M ve pH 6,5 olarak hazirlanmis 1mL MES tamponu icine 19,17 mg EDC ve
5,75 mg NHS kimyasallari tartihp eklenmis ve ultrasonik banyoda 10 saniye
bekletilerek ¢ozdurtlmustir. Hazirlanan bu ¢ozelti 0,05 M’'dir. Bu ¢oézelti icine
altin sellloz nandfibril ylzey yerlestiriimis ve 45 dakika 150 rpm’de galkalayicida
bekletilmisti. NHS ve EDC kimyasallari ile yluzeye baglanmis molekillerin
karboksil ve amin gruplarinin aktive edilmesi saglanmistir.

Bu slre sonunda altin seltloz nanofibril yuzey; 1mL 0,05 M (pH: 6,5) olarak

hazirlanmis MES tamponu i¢inde 1 gr avidin ¢dzdurulerek hazirlanmis olan
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¢Ozeltiden alinan 100 mL ¢ozelti ve 900 uL 0,05 M pH: 6,5 olarak hazirlanmig
MES tamponu karisiminin igine vyerlestiriimigtir. 45 dakika 150 rpm’de
calkalayicida bekletilmistir. Bu sayede aktif hale gelen amin ve karboksil gruplari
ile avidin molekullerinin kovalent bag ile baglanmalari gerceklestiriimigtir. Stre
sonunda altin seltloz nanofibril yizeye baglanmamis olan EDC, NHS ve avidin
gibi molekiller 3 kez 0,05 M (pH: 6,5) olarak hazirlanmis MES tamponu
kullanilarak pipet yardimiyla yikanarak yldzeyden uzaklastiriimistir. Spesifik
olmayan etkilesimleri engelleyebilmek adina, avidin ile badlanmamis aktive
edilen gruplar kapatacak olan 0,1 M (pH:7,4) olacak sekilde hazirlanmig 1 mL
PBS tamponu iginde 50 mg ¢ozdurulmus BSA ile hazirlanan ¢ozelti igine altin
sellloz nanofibril ylizey yerlestiriimis ve 1 saat boyunca 150 rpm’de ¢alkalayicida
bekletilmistir. Bu stire sonunda yuzey ile etkilesime girmeyen BSA molekdllerini
uzaklastirmak amaciyla PBS tamponu kullanilarak pipet yardimiyla 3 kez yikama

yapilmigtir.

Modifikasyon isleminin son basamagi olarak altin seltloz nanofibril yizey; 0,1
mg/mL derisimde PBS tamponuyla hazirlanmig biyotinli anti E. coli antikor
¢ozeltisinden 100 uL alinmis ¢ozelti igine yerlestirilmigtir. 45 dk boyunca 150
rom’de galkaliyicida karistirilarak avidin ve biyotinin etkilesime girip gl¢li bir non
kovalent bag olusturmasi saglanmistir. Sire sonunda ylzeyde etkilesime
girmeyen fazlalik biyotinli anti E. coli antikorlarinin uzaklastiriimasi amaciyla pipet
yardimiyla PBS tamponu kullanilarak 3 kez yikanmistir. Sonug olarak hedef E.
coli bakterisine 6zgu yuzey modifikasyonlari gergeklestiriimis altin sellloz
nanofibril ylzey elde edilmistir. Tek parca ylzey, 6 esit parcaya kesilerek
deneylere hazir hale getirilmistir (Resim 3.5). Tium modifikasyon basamaklari

sirasinda yuzey, pens yardimiyla tutulmustur.
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Resim 3.5. Altin seluloz nanofibril yuzeyler.

3.6. Modifiye Altin Seluloz Nanofibril Yiizeyin Bakteri ile Etkilegtirilmesi

Yuzey modifikasyonlari tamamlanmig 6 adet altin seltloz nanofibril yuzey, bakteri
icermeyen PBS tamponu da dahil olmak tzere 1,5x10' — 1,5x10% kob/mL
derisimdeki birer mL E. coli bakterisi iceren ¢ozeltilere ayri ayri yerlestiriimistir.
30 dk boyunca 150 rpm’de galkalayicida bekletilmistir. Boylece biyotinli anti E.
coli antikorlarinin, E. coli bakterilerine 6zgu bolgeleriyle etkilesime gecip bu
bdlgelere baglanmasiyla kompleks bir yapi haline gelmeleri saglanmistir. Sure
sonunda yuzey ile etkilesime girmeyen E. coli bakterilerini uzaklastirmak
amaciyla pipet araciligiyla PBS tamponu kullanilarak 3 kez yikama iglemi

gerceklestirilmigstir.

3.7. E. coli Bagh Altin Seliiloz Nanofibril Yiizeylerle Modifiye Altin Gubuk
Nanopartikiillerin Etkilestiriimesi

6 ayri eppendorfa eklenmis 200 uL modifiye edilmis altin gubuk nanopartikil
¢Ozeltisi icine E. coli bakterisinin 1,5x10 — 1,5%10°% kob/mL derisimdeki birer mL
cozeltileri iginde etkilestiriimis 6 ayri altin seliloz nanofibril E. coli kompleks yuzey
eklenir. Cozeltiler 30 dk boyunca 150 rpm’de bekletilir. Bdylece biyotinli anti E.
coli antikorlari baglanmig altin gubuk nanopartikulleri, altin seliiloz nanofibril E.
coli kompleks ylzeydeki E. coli bakterilerine 6zgu bdlgelere baglanir. Boylece
altin sellloz nanofibril ylzey E. coli altin gubuk nanopartikil sandvi¢ yapisi
olusur. Etkilesim slresi sonunda ylzey ile etkilesime girmemis olan modifiye altin
cubuk nanopartikillerini uzaklastirmak amaciyla PBS tamponu kullanilarak pipet

yardimiyla 3 kez yilkama islemi gergeklestirilir.
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3.8. Altin Qubuk Nanopartikullerinin Modifikasyonu

Etiket molekul olarak segilen DTNB’nin SERS sinyali izlenmigtir. Sentezlenen
altin gubuk nanopartikdillerin altin seltloz nanofibril ylzeylerlerle etkilesime girmis
E. coli bakterilerine 6zgu baglanma bdlgeleri hazirlamak ve SERS sinyal siddetini
takip edebilmek icin secilen DTNB etiket moleklulini baglamak amaciyla

modifikasyon iglemine tabii tutulmustur (Sekil 3.1).

Biyotinli * *

. f‘ ‘& anti E. coli A A
DTNB / , AVIDIN / antikoru / /
EDC/NHS BSA
: Au cubuk / - DTNB A\ : AVIDIN * : Biyotinli anti
~ nanopartikiil E.coli antikoru

Sekil 3.2. Au gubuk nanapartikillerin modifikasyon isleminin sematik gosterimi.

Bu amagla 50 mM 1 mL DTNB c¢ozeltisi saf etanol ile hazirlanmistir. 1 gece
boyunca 150 rpm’de karistiricida bekletilmistir. Boylece hem SERS sinyal takibi
igin kullanilacak DTNB molekulu altin gubuk nanopartikulleriyle etkilestiriimis hem
de modifikasyon islemi, altin partiktllerinin DTNB molekulindeki tiyol gruplariyla

etkilesime girmesiyle baglatilabilmigtir.

Sure sonunda altin gubuk nanopartikiller MES tamponu (pH: 6,5) kullanilarak
14,000 rpm’de 9 dakika santrifij edilerek yikanmistir. Bu islem 2 kez
tekrarlanmigtir. Yikama islemiyle altin gubuk nanopartikillere baglanmayan

fazlalik DTNB molekulleri ortamdan uzaklagtiriimistir.

Yikanan partikullerin Uzerine 0,05 M (pH:6,5) olarak hazirlanmis 1mL MES
tamponu iginde 19,17 mg EDC ve 5,75 mg NHS kimyasallari tartilip eklenmis ve
ultrasonik banyoda 10 sn bekletilerek ¢ozdurtilmus ¢ozelti eklenir. Hazirlanan bu
¢Ozelti 0,05 M’'dir. Bu ¢ozelti 45 dk 150 rpm’de calkalayicida bekletiimistir. NHS
ve EDC kimyasallari ile yizeye baglanmig molekullerin karbonil gruplarinin aktive
edilmesi saglanmistir. Bu slre sonunda altin gubuk nanopartikiller MES
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tamponu (pH: 6,5) kullanilarak 14,000 rpm’de 9 dakika santrifij edilerek
yikanmigtir. Bu islem 2 kez tekrarlanmistir. BOylece etkilesime girmemis olan

fazlalik NHS ve EDC molekulleri ortamdan uzaklastiriimis olur.

Devam eden suregte altin gubuk nanopartikul tzerine 1mL 0,05 M pH: 6,5 olarak
hazirlanmis MES tamponu iginde 1gr avidin ¢ozdlrilerek hazirlanmis olan
¢ozeltiden alinan 100 mL ¢ozelti ve 900 uL 0,05 M pH: 6,5 olarak hazirlanmig
MES tamponu eklenmigtir. Hazirlanan ¢ozelti 45 dk 150 rpm’de calkalayicida
bekletilmistir. Bu sayede aktif hale gelen karbonil gruplari ile avidin molekdllerinin
kovalent bag ile baglanmalari gerceklestirilmigtir. Sure sonunda altin ¢ubuk
nanopartikullerine baglanmamis olan avidin molekullerini uzaklastirmak amaciyla
MES tamponu (pH: 6,5) kullanilarak 14,000 rpm’de 9 dakika santriflj edilerek
yikama islemi gercgeklestiriimistir. Bu islem 2 kez tekrarlanmistir.  Spesifik
olmayan etkilesimleri engelleyebilmek adina altin ¢ubuk nanopartikil Uzerine,
avidin ile baglanmamis aktive edilen gruplari kapatacak olan 0,1 M pH:7,4 olacak
sekilde hazirlanmigs 1mL PBS tamponu iginde 50 mg ¢ozdurtilmis BSA ile
hazirlanan ¢ozelti eklenmis ve 1 saat boyunca 150 rpm’de calkalayicida
bekletilmistir. Bu sure sonunda yuzey ile etkilesime girmeyen BSA molekullerini
uzaklastirmak amaciyla PBS tamponu kullanilarak 14,000 rpm’de 9 dakika

santriflj islemiyle yikama yapilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlanmistir.

Modifikasyon isleminin son basamaginda altin gubuk nanopartikule; 0,1 mg/mL
derisimde PBS tamponuyla hazirlanmis biyotinli anti E. coli antikor ¢ozeltisinden
100 pL alinmis c¢ozelti eklenir. 45 dk boyunca 150 rpm’de cgalkaliyicida
karistirilarak avidin ve biyotinin etkilesime girip guclu bir non-kovalent bag
olusturmasi saglanmigtir. Sure sonunda yuzeyde etkilesime girmeyen fazlalik
biyotinli anti E. coli antikorlarinin uzaklastiriimasi amaciyla ¢ozelti, PBS tamponu
kullanilarak 14,000 rpm’de 9 dakika santrifdj islemiyle yikanmistir. Bu islem 2 kez

tekrarlanmigtir.
Sonuc olarak hedef E. coli bakterisine 06zgu yuzey modifikasyonlari

gergeklestiriimis altin gubuk nanopartiktller elde edilmistir. Sekil 3.2’de gelistirilen

yontemin sematize edilmis gorseli verilmistir.
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Sekil 3.3. Altin seluloz nanofibril ylzeyin ve altin cubuk nanopartikilin
modifikasyonlari sonucunda gelistirilen bakteri tayin yénteminin

sematik gosterimi.

3.9. Kullanilan Mikroorganizmalar

Deneyler slresince E. colii’nin K12 susu, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis,
Enterobacter aerogenes bakterileri kullaniimistir. Bakteriler Refik Saydam
Hifzisihha Enstitisi’den (Ankara) temin edilmis ve Hacettepe Universitesi Gida
Muahendisligi Bolumu aracihigiyla tedarik edilerek deneylerde kullaniimigtir.
Deneyler suresince bakteriler LB (Luria-Bertani) besiyeri kullanilarak
cogaltilmistir. LB besiyeri toz halindeki ticari Gruntunun 30 gr'i 1 litre deiyonize su
ile gozdurulerek hazirlanmistir. Hazirlanan besi yeri otoklav kullanilarak sterilize
edilmistir. Besi yerleri 5 mL’lik tUplere bolusturtlup 121 °C’de 15 dakika olacak
sekilde otoklavlanmistir. Hazirlanan besi yerleri +4 °C’de muhafaza edilmistir.
Deneylerde kullanilacak besi yeri, kullanim oncesi oda sicakligina getirilerek

hazir hale getirilmigtir.

LB agar, tez kapsaminda kullanilan tum bakterilerin segici besi yerine ekiminde
ve yuzeye yayma yontemi ile elde edilen kolonilerin sayim isleminde
kullaniimistir. LB besi yeri gibi LB agarin hazirlanmasi da LB agarin ticari
artnunden 35 gr'1 1 litre suda ¢6zup, ayni kosullarda otoklav ile sterilizasyonuyla

saglanmistir. Sterilize edilmis besi yeri, petri kutularina aktarilir. Aktarilan besi
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yeri katilasmaya birakilmistir ve katilagacak olan besi yerleri ters bir sekilde
buzdolabina kaldiriimigtir. Bu hazirlanmis petri kutularinin igindeki besi yerleri

kullanilmadan 6nce kurutulmustur.

Hazirlanan agarli petri kutularina stoklardaki bakteriler ekilmistir. ideal
inkiibasyon ortami 37 °C olup, suresi yaklasik olarak 18-24 saattir. Bakterileri besi
yerinden uzaklastirmak amaciyla stoktan elde edilen 1 mL ¢Ozelti 10 dakika 8000
rom’de santrifij edilir. Uzaklastirma islemi 3 defa PBS tamponunda yikama
sadlanilarak yapilmigtir. Yikama sonrasi elde edilen, besi yeri uzaklastiriimig
bakteriler 1,5x10! — 1,5%x10° kob/mL olacak sekilde seyreltilir. Klasik sayim
yontemiyle bakteri sayimi gerceklestirildiginde E. coli 1,5x10°, M. luteus 5,8x10°,
E. aerogenes 1,5x10%, B. subtilis 7,3x10° kob/mL olarak bulunmustur.

3.10. Cihazlar ve Geregler

Raman Spektroskopisi (DeltaNu ExamineR Inc. Laramie, WY, Amerika Birlesik
Devletleri & Qimaging MicroPublisher-RTV-5.0, Kanada): 785 nm lazer
kaynagina sahip, ornekleri mikroskop altinda hareket ettirebilmek icin hareketli
lamel haznesi ve CCD detektdri olan Raman spektroskopisi, DTNB sinyalini
tespit ederek optimizasyon deneyleri ve kalibrasyon egrisini elde etmek igin
kullaniimistir. Cihaz parametreleri; 30 um lazer spot alani, 20x objektif, 150 mW
lazer gucu ve 60 saniye veri toplama suresi olarak ayarlanmistir. DTNB’nin
karakteristik dalga boyu (1330 cm™) segilerek E. coli'nin farkli konsantrasyonlari

icin (1,510 — 1,5%10° kob/mL) okuma gergeklestirilmistir.

Fourier Donusumli (FT) Raman Haritalamasi (Thermo Fisher Scientific Co.,
Waltham, MA, ABD): Nicolet iS50 spektrometresi 'nin numune bélmesine monte
edilmis bir Raman modulu kullanilarak FT-Raman spektrumlari kaydedilmistir.
Eksitasyon kaynagi, bir InGaA dedektoru ile donatiimis yaklasik 50 mikron spot
blayukliginde 1064 nm diyot lazerdir. Tum numunelerin Raman spektrumu oda
sicakhginda toplanmigtir. Lazer gucu 200 mW'a ayarlanmistir. Numune
uzerinden segilen dogrusal bir hat boyunca 500 um’lik araliklarla 3 ayri noktadan
Raman sinyalleri toplaniimisg ve haritalandirma yapilmistir. Spektral haritalar

OMNIC™ Atlus programi kullanilarak analiz edilmigtir. (Thermo Electron Co. ,
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Wisconsin, ABD). Numunelerin FT-Raman spektrumlari 8 cm ¢ozlnurliik ve her

Olgum noktasinda 64 taramasi sayisi ile elde edilmistir.

SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) (Tescan Orsay Holding, Kohoutovice, Cek
Cumbhuriyeti): Altin sellloz nanofibil ylizeyin agsi yapisi gosterilmistir. Ylizeyle
etkilestiriimis olan altin gubuk nanopartikullerin varhgir gosterilmistir. Ylzeye

tutunan E. coli bakterisi gosterilmigtir.

TEM (Gegirimli Elektron Mikroskobu) (JEOL Ltd., Japonya): Altin gubuk
nanopartikil karakterizasyon analizleri JEOL JEM 1400 cihazinda yapilmistir.
Ultrasonik Banyo (Sonorex RK 156, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin,

Almanya): Hazirlanan ¢ozeltileri homojenize etmek icin kullaniimigtir.

Stomacher (Interscience, Bag Mixer 400P, Saint Nom, Fransa): Biyolojik érnek
denemeleri sirasinda marullarin PBS ¢ozeltisi icinde homojen bir sekilde fiziksel

parcalanmasini saglamak icin kullaniimistir.

pH metre (Senova LabTech Co. Ltd. Pen Type Sx— 610, Sangay, Cin):

Hazirlanan ¢dzeltilerin pH’inin dlgtlup ayarlanmasi igin kullaniimigtir.

Calkalayici (N-BIOTEK Co. Ltd. Gyeonggi-do, Kore): Hazirlanan c¢oézeltilerde

kimyasallarin en etkin sekilde etkilesebilmeleri i¢in kullaniimistir.

UV-GB Spektrofotometre (Thermo Electron Co. , Spectronic™ GENESYS™
model, Wisconsin, Amerika Birlesik Devletleri): Tek 1sin yollu UV-GB
Spektrofotometre ile sentezlenen altin ¢ubuk nanopartikillerin absorbsiyon
spektrumlari kaydedilmigtir. Partikullerin karakterizasyon  analizinde

kullanilimistir.

Santrifij Aletleri: Partikullerin ¢gdkmesini, sentezlenen partiklllerden istenmeyen
kimyasallarin uzaklastiriimasi sirasinda kullaniimigtir.
» (Eppendorf 5418, Eppendorf Orta Dogu ve Afrika FZ-LLC, Dubai,
Birlesik Arap Emirligi)
» (Sigma, 2-16P, Osterode, Almanya)
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Hassas Terazi (Shimadzu Inc., Kyoto, Japonya), Deiyonize Su Cihazi (Millipore
Simplicity 185, Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya), Isiticili
Manyetik Karistirici (AM4, VELP Scientifica, Usmate Velate (MB), italya),
Mikropipet (1-10, 10-100, 100-1000 pL), Eppendorf tup, Pens.

3.11. Yontem

Bakteri tayinine yeni bir yaklasim amaciyla bu tez ¢alismasi gergeklestirilmistir.
Seluloz nanofibril; ylizey modifikasyonlarini gergeklestirmeye uygun, esnek, tek
kullanimlik, ucuz, dogada bolca bulunan ve dogada c¢ozulebilir bir malzeme

oldugu igin tercih edilmistir.

Seluloz nanofibril ile HAuCIls c¢oOzeltisi etkilegtiriimesi suretiyle ylzey
modifikasyonlari gerceklestirilip sadece E. coli bakterisini tutabilen bir ylzey
geligtiriimigtir. Sentezlenen altin gubuk nanopartikilleri, SERS etiketi olan DTNB
molekdll etkilestiriimigtir. Altin gubuk nanopartikillerinin yuzeyleri NHS/EDC
¢Ozeltisiyle aktif hale getirilmistir. Daha sonra avidin ¢ozeltisi ortama eklenmisgtir.
Eklenen bu avidin ¢ozeltisine biyotinli anti E. coli antikoru eklenmistir. Altin gubuk
nanopartikul ¢ozelti ile avidin biyotin antikorlu ¢ozelti karigtirildiktan sonra daha
onceden hazirlanmis olan E. coli bagh altin seluloz nanofibril ylzey ¢dzeltinin
icine eklenmistir. YUzeyler hazirlandiktan sonra DNTB sinyalleri SERS
araciligiyla okunmustur. Ayni yontemle marul Gzerinde biyolojik 6rnek denemeleri

gerceklestiriimistir.

3.11.1. Optimizasyon Deneyleri

3.11.1.1. Seliuloz Nanofibril Cozeltisine Eklenen HAuCl:s Cozeltisi
Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Bu optimizasyon deneyinde hazirlanan sellloz nanofibril ¢ozeltisine belirli
konsantrasyonlardaki HAuCls ¢ozeltisi eklenmistir. Bu amagla seltloz nanofibril
¢Ozeltisi icine 50, 100, 200, 250, 300 uL HAuCl4 ¢cozeltisi eklenmigtir (Resim 3.6).
Deneyde kullanilan E. coli; 1,5 x 10° kob/mL konsantrasyonundadir. Elde edilen
SERS sinyal siddetleri karsilastirildiginda optimum miktar 200 uL olarak tespit

edilmigtir.
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Resim 3.6. Soldan saga sirasiyla 50, 100, 200, 250, 300 uL HAuCIl4 ¢ozeltisi

eklenmis sellloz nanofibril ¢ézeltileri.

3.11.1.2. Altin Qubuk Nanopartikiil Miktarinin Optimizasyonu

Bu optimizasyon deneyinde sentezlenen altin gubuk nanopartikillerin ylzey
modifikasyonu gergeklestiriimistir. Daha 6énceden hazirlanan modifiye altin
seluloz nanofibril yizeye bagl E. coli igeren yuzeyler 50, 100, 150, 200 ve 250
uL olacak sekilde farkli miktarlarda altin ¢ubuk nanopartikil ¢dzeltisi igine
daldinimistir. Deneyde kullanilan E. coli; 1,5x10° kob/mL konsantrasyonundadir.
Elde edilen SERS sinyal siddetleri karsilastirildiginda optimum miktar 200 uL

olarak bulunmustur.

3.11.1.3. Modifiye Seluloz Seliiloz Nanofibril Yuzeyle E. coli’nin Etkilegim
Siuresi Optimizasyonu

Bu optimizasyon deneyinde sentezlenen ve ylzey modifikasyonlari yapilan
selliloz nanofibril ylzey E. coli ile etkilestirilmistir. Etkilesim suresinin
optimizasyonu amaciyla etkilesim suresi 1, 15, 30, 45 ve 60 dakika olarak
belirlenmistir. Elde edilen SERS sinyal siddetleri karsilastirildiginda optimum
surenin 30 dk oldugu belirlenmistir.
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3.11.2. Geligtirilen Yontemin Segiciliginin Test Edilmesi

Tez calismasi kapsaminda gelistirilen tayin yonteminin hedef bakteri olarak E.
coli'ye segici olmasi amagcglanmigtir. Geligtirilen tayin yonteminin, E. coli
bakterisine olan segiciligini test etmek igcin 3 farkli bakteri tirine daha ayni
yontem uygulanmigtir. Kullanilan diger bakteriler; M. luteus, B. subtilis, E.
aerogenes’tir. Deneyler siresince E. coliigin 1,5 x 10° kob/mL, M. luteus i¢in 5,8
x 10% kob/mL, E. aerogenes igin 1,5 x 10° kob/mL ve B. Subtilis igin 7,3 x 10°
kob/mL derigimindeki bakteri ¢ozeltileri kullanilmigtir. Her bir bakteriden elde

edilen SERS sinyal siddetleri karsilastiriimigtir.

3.11.3. SERS Olgiimleri

SERS cihazi ile DTNB etiketi sinyalleri alinmistir. Kalibrasyon egrisi
olusturulurken, optimizasyon deneyleri, secicilik deneyi, biyolojik 6rnek deneyi ve
haritalandirma deneyinin sonucunda elde edilen Raman spektrumlarinin
takibinde DTNB molekulinin en iyi gdzlenen pikini olusturan NO2 bandinin dalga
boyu olan 1330 cm segilmistir. 1,5x10* — 1,5%10° kob/mL derigimlerinde E. coli
bakteri ¢ozeltileri kullaniimigtir. Olglimler, lam (zerine yerlestirilen altin sellloz
nanofibril ylzeylerden (Resim 3.7) elde edilen sinyal siddetlerinin okunmasiyla
gerceklestiriimistir. SERS sinyal siddetlerinin goruntilenmesinde NuSpec
programi kullaniimig ve mikroskop goéruntileme programi olarak da QCapture
Pro 6.0 kullanilmigtir. Sinyal dlcimleri 20x objektifte, 60 sn olarak alinmistir.

Lazer spot alani 30 um ve lazer gicu 150 mW olarak ayarlanmigtir.
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Resim 3.7. Raman spektroskopi cihazi.

3.11.4. Raman Haritalandirmasi

3.7'deki gibi hazirlanan 6 farkli altin seliloz nanofibril ylzey Nicolet iS50
spektrometresi 'nin numune haznesine yerlestiriimistir. Elde edilen SERS sinyal
siddetleri aracilhigiyla haritalandirma metodu kullanilarak yuzeyler Uzerinde
DTNB’den elde edilen sinyal yogunlugu renk skalasi yardimiyla gorsel olarak

gOsterilmigtir.

3.11.5. Biyolojik Ornek Denemesi

Tez kapsaminda gelistirilen yontemin biyolojik numunelerde de uygulanabilir
oldugunu kanitlamak icin marul yapraklari kullaniimistir. Yapilan deney sonuglari
LB (Luria-Bertani) kati besiyerinde bakteri sayimi yapilarak karsilastiriimistir.
Marul yapraklarindan elde edilen marul suyu ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiyi
hazirlamak igin orta buyUklikte 3 adet marul yapragl deiyonize su ile iyice
yikanmistir. Deney suresince steril ortamda calisiimistir. pH'1 7,4 olarak
hazirlanan 0,1 M PBS tamponundan 250 uL kullaniimistir. 15 g olarak tartilan
marul, 250 uL PBS tamponu iginde steril Stomacher poseti kullanilarak fiziksel

olarak parcalanmistir (Resim 3.8).
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Resim 3.8. Stomacher cihazi (solda), PBS ¢ozeltisi icinde homojenize‘ edilmis

marul ¢ozeltisi (sagda).

Karisim, yaklasik 1 dk icinde homojen hale gelmistir. Homojen hale gelen marul
suyu c¢oOzeltisinden 5 mL alinarak, igeriginde bakteri olup olmadiginin tespit
edilmesi amaciyla Hacettepe Universitesi Gida muhendisligi bolimine
gonderilmistir. Hem oOrnekten direkt olarak alinan hem de O6rnekten genel
zenginlestirme yapilarak ekim yapilmis ve 6rnegin mL’sinde 10 dan az bakteri

bulundugu saptanmistir.

Biyolojik 6rnek denemesinde kor c¢ozelti olarak PBS tamponu ve 1,5x102 —
1,5x10° kob/mL konsantrasyonlarindaki E. coli ¢ozeltileri kullaniimistir.
Dilisyonlar hazirlanirken 1,5 x 10% kob/mL konsantrasyonundaki E. coli
¢ozeltisinden 100 puL, 0,1 M pH: 7,4 olarak hazirlanmis PBS tamponundan 900
uL karistinimistir. Boylece 10 kat seyreltme yapilmis olup bakteri konsantrasyonu
1,5 x 10° olarak elde edilmistir. Bu ¢ozelti altin selliloz nanofibril yiizey
yerlestirilmis ve karigtiricida 30 dk boyunca 150 rpm de etkilesmesi amaciyla
calkalayicida bekletilmigtir. Bu sayede yuzey ile bakterilerin etkilestiriimesi
saglanmistir. Ayni prosedir 1,5x104, 1,5x10% ve 1,5%x10? kob/mL bakteri
konsantrasyonlarinda olacak sekilde hazirlanan tum ¢ozeltilere de uygulanmistir.
Bu islemler sonucunda hazirlanan ylzeylerin sinyal siddetleri SERS kullanilarak

OlgUlmastar.
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3.11.6. SEM Gériintiisii igin Orneklerin Hazirlanmasi

Modifiye edilmemis ve modifiye edilmis altin selUloz nanofibril yizey, modifiye
edilmis altin sellloz nanofibril yizeye baglanmis E. coli kompleks ylzey ve E.
coli baglanmis altin sellloz nanofibril ylzeye baglanmigs altin gubuk nanopartikil
kompleksinin ylzey goruntulerini elde etmek amaciyla Taramal Elektron
Mikroskobu (SEM) cihazi kullanilmistir. Bakteri hucrelerinin morfolojilerini ve
yuzeyel vyapilarinin  butunligunt korumak amaciyla sabitleme iglemi
uygulanmigtir. Bakteri ile etkilestiriimis olan ytzeyleri sabitlemek amaciyla farkh

fiksatif ¢gozeltileri hazirlanmistir.

Numunelerin goruntiulenmesini saglamak ve goéruntuleri iyilestirmek igin
numunelerin kaplanmasi gerekmektedir. Numunelerin Uzerine iletken bir metal
tabakasi olusturmak termal hasari azaltir ve SEM deki topografik inceleme igin
gereken ikincil elektron sinyalini iyilestirir. Kullanilan kaplama teknigi cozunarlagu
arttinr. Deneyler sirasinda bu ¢ozunurlugu arttirmak icin puskurtmeli altin
kaplama yodntemiyle kaplama yapilmistir. SEM gorintileri Hacettepe Hunitek

merkezinden alinmigtir.
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4. DENEYSEL CALISMALAR VE BULGULAR

4.1. Altin Cubuk Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen altin  gubuk nanopartikullerinin  karakterizasyonu UV-GB
Spektrofotometre ve TEM cihazlari kullanilarak yapilimigtir. Sekil 4.1°de altin
cubuk nanopartikillerin UV-GB Spektrofotometre cihaziyla kaydedilen iki ayri
karakteristik ~ absorbsiyon  spektrumu  gbzlenmektedir.  Altin  gubuk
nanopartikullerin gorunen ilk absorbsiyon piki yaklagik 524 nm’deki banttir ve
enine (¢apraz) plazmon (rezonans) bandi olarak adlandirilir. Gorunen ikinci
absorbsiyon piki ise yaklasik 670 nm’deki banttir ve boyuna plazmon bandi olarak

adlandirilir.
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400 500 600 700 800
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Sekil 4.1. Altin gubuk nanopartikillerin UV-GB absorbsiyon spektrumu.

Sentezlenen altin g¢ubuk nanopartikillerin  TEM goérintileri incelendiginde

boyutlarinin yaklasik 50x10 nm oldugu goérulmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Altin gubuk nanopartikillerin TEM gorantusu.

Altin selliloz nanofibril ylizeye ait SEM goéruntileri 500 nm, 1 um ve 2 uym
skalasinda verilmistir. Altin kaplanan numuneler farkh fiksatiflerle sabitlenmistir.
Goruntuler; seluloz nanofibril ylzey, altin seltloz nanofibril yizey ve E. coli
bakterisinin altin sellloz nanofibril ylzey Uzerine tutunmus oldugu SEM
goruntaleridir (Sekil 4.3).
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SEM HV: 3.0 kV WD: 4.34 mm
View field: 8.48 ym Det: In-Beam SE 2um
SEM MAG: 24.5 kx jDate(mldly): 03/19/19

b)

SEM HV: 3.0 kV WD: 4.35 mm
View field: 8.84 ym Det: In-Beam SE
SEM MAG: 23.5 kx Date(m/dly): 03/19/19
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SEMHV: 3.0kV | WD: 4.17 mrh
View field: 5.01 pm Det: In-Beam SE
SEM MAG: 41.4 kx |Date(m/dly): 03/19/19

d)

SEM HV: 3.0 kV WD: 4.29 mm GAIA3 TESCAN

View field: 2.57 ym Det: In-Beam SE 500 nm
SEM MAG: 80.7 kx |Date(m/dly): 03/19/19
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Sekil 4.3. Seluloz nanofibril yizeyin TEM goéruntuleri a) sellloz nanofibril ylizey
ve agsl yapisli b) altin seltloz nanofibril yizey c) Modifiye altin selliloz
nanofibril yizeye tutunmus E. coli bakterisi d) Modifiye altin sellloz
nanofibril yuzeye tutunmus ve altin gubuk nanoparitikil ile

etkilestirilmis E. coli bakterisi.

4.2. Optimizasyon Deneyleri

4.21. Seliloz Nanofibril Cozeltisine Eklenen HAuCls Cozeltisi
Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Bu optimizasyon deneyinde hazirlanan sellloz nanofibril ¢ozeltilerine 50, 100,
150, 200, 250 uL HAuUCl4 ¢gozeltisi eklenmigstir ve Raman spektroskopi siddetleri
kargilagtirilarak optimum miktarin tayin edilmesi amaclanmigtir. Diger
parametreler sabit tutulmustur. Deneyde kullanilan E. coli; 1,5%10° kob/mL’dir.
DTNB etiketinin en belirgin piki olan 1330 cm™ bandindan elde edilen Raman
spektroskopi sinyal siddetleri, oransal olarak grafige aktariimistir (Sekil 4.4). Elde
edilen sonuglara goére; artan miktarda eklenen HAuCIs ¢ozeltisi belli bir
konsantrasyona kadar sinyal siddetinde artisa neden olmustur. Ancak belli
konsantrasyondan sonra eklenen HAuCls ¢gbzeltisi doygunluga ulasip, Raman
sinyal siddetinin dismesine sebep olmustur. Sonuglara gore elde edilen SERS

sinyal siddetleri karsilastirildiginda optimum miktar 200 uL olarak tespit edilmigtir.
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Sekil 4.4. Artan miktarlarda eklenen HAuCls ¢ozeltisinin sabit E. coli

HAuCI, ¢ozeltisi miktari (uL)

derigimlerinde elde edilen SERS sinyallerinin oransal olarak
karsilastiriimasi a)50 uL HAuCla ¢ozeltisi b)100 uL HAuCl4
¢Ozeltisi ¢)150 uL HAuUCI4 gozeltisi d)200 uL HAuUCl4 gozeltisi
€)250 uL HAuCl4 gozeltisi.

4.2.2. Altin Gubuk Nanopartikiil Miktarinin Optimizasyonu

Bu optimizasyon deneyinde hazirlanan altin seltloz nanofibril yuzeylerle E. coli
bakterisi etkilestiriimis ve bu yuzeyler 50, 100, 150, 200, 250 uL altin gubuk
nanopartikil gozeltisi igine yerlestirilmistir (Sekil 4.5). Deney sonunda elde edilen
Raman spektroskopi siddetleri karsilastirilarak optimum miktarin tayin edilmesi
amagclanmistir. Diger parametreler sabit tutulmustur. Deneyde kullanilan E. coli;
1,5%10° kob/mL’dir. DTNB etiketinin en belirgin piki olan 1330 cm bandindan
elde edilen Raman spektroskopi sinyal siddetleri, oransal olarak grafige
aktarilmigtir. Elde edilen sonuglara gore 200 pL ve 250 pL altin gubuk

nanopartikul ¢dzeltisi icine eklenen yuzeylerden en iyi sinyal siddetleri alinmigtir.
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Partikil miktarini en iyi sonug gdézlenen konsantrasyona yakin duzeyde
kullanmak amaciyla deney verilerine gore en iyi sinyal siddetinin gozlendigi
konsantrasyonlardan biri olan 200 uL altin gubuk nanopartikiil miktari optimum

miktar olarak belirlenmis ve deneylerde bu miktar kullaniimistir.

100 -

-

4

80

60

40

Lig—
y

e

20 -~

Relatif SERS Siddeti (a.u.)

0 ] Ll : ' . L [ L . l L [
a b c d 4

Au cubuk nanopartikiil miktari (L)

Sekil 4.5. Artan miktarlarda altin ¢ubuk nanopartikil ¢ozeltisinin sabit E. coli
derisimlerinde E. coli ile etkilestiriimig altin sellloz nanofibril ylzeyden
elde edilen Raman sinyallerinin oransal olarak karsilastiriimasi a)
50pL altin gubuk nanopartikul ¢gozeltisi b)100 pL altin gubuk nanopar-
tikal ¢)150 uL altin gubuk nanopartikil ¢ézeltisi d)200 uL altin gubuk

nanopartikil ¢gdzeltsi €)250 uL altin gubuk nanopartikul ¢gdzeltisi.

4.2.3. Modifiye Altin Selliloz Nanofibril Yiizeyle E. coli’nin Etkilesim Suresi
Optimizasyonu
Bu optimizasyon deneyinde modifiye edilmis altin sellloz nanofibril yuzeyler ile

E. coli bakterisinin farklh surelerdeki etkilesiminin SERS sinyal siddetine etkisi

50



gosterilmistir (Sekil 4.6). Bakteriler; 1, 15, 30, 45 ve 60 dakika sure ile
calkalayicida etkilesime birakiimistir. Deneyde kullanilan E. coli; 1,5x10°
kob/mL’dir. Diger parametreler sabit tutulmustur. Bakteri etkilestiriimesi; oda
sicakhginda ve 1mL bakteri igeren eppendorf tlp igine yerlestirilen modifiye altin
selliloz nanofibril ylzeyin calkalayicida 150 rpm’de bekletiimesi ile
gerceklestiriimistir. Oransal olarak SERS sinyal siddetleri karsilastirildiginda E.
coli bakterisinin modifiye altin sellloz nanofibril yuzeye hizla baglandigi
gorulmektedir. Geligtirilen yontemin hizli sonug vermesi hedeflendiginden; elde
edilen sonuglar incelendiginde 30 dakika sonunda bakterilerin yuzey ile tamamen
etkilestigi sonucu gorulmektedir. En iyi sonuglarin 30 dakika etkilesim suresi
sonucunda elde edilmesi sebebiyle optimum etkilesim suresi olan 30 dakika sure,

deneylerde modifiye altin sellloz ile bakterilerin etkilesim suresi olarak segilmistir.
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Sekil 4.6. Artan slrelerde modifiye altin seltloz nanofibril ylzey ile etkilesime
birakilan sabit E. coli derisimlerinde elde edilen Raman sinyallerinin
oransal olarak karsilastiriimasi a)1 dakika b)15 dk ¢)30 dk d)45 dk )60
dk.
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4.3. Geligtirilen Yontemin Segiciliginin Test Edilmesi

Tez calismasi kapsaminda gelistirilen tayin yonteminin E. coli bakterisine olan
segiciligini test etmek icin M. luteus, B. subtilis, E. aerogenes gibi 3 farkli bakteri
turine daha ayni yontem uygulanmigtir (Sekil 4.7). Deneyler siresince E. coliigin
1,5%x10° kob/mL, M. luteus icin 5,8x10° kob/mL, E. aerogenes igin 1,5x10°
kob/mL ve B. Subtilis igin 7,3x10° kob/mL derisimindeki 1’er mL hacimdeki bakteri
cOzeltileri kullanilmistir. Her bir bakteriden elde edilen SERS sinyal siddetleri
kargilasgtinimistir (sekil 4.7). Elde edilen sonuglara gore kor numune yani
herhangi bir bakteri icermeyen numunenin SERS sinyal siddeti ile E. coli
haricindeki bakterilerin verdikleri SERS sinyal siddetleri arasinda anlamli bir fark
olmadigdi1 gozlenmistir. Elde edilen dusik Raman sinyallerinin, spesifik olmayan
baglanmalarin bir sonucu oldugu bilinmektedir. Deney sonuglarina gore yontemin

E. coli bakterisine segici oldugu kanitlanmistir.
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Sekil 4.7. M. luteus, B. subtilis, E. aerogenes, E. coli ve kdr numune kullanilarak
gerceklestiriien deneylerden elde edilen SERS sinyal siddetlerinin

kargilastirilmasi.
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4.4. SERS Sonuglan ve Kalibrasyon Egrisi

Gerekli optimizasyon deneyleri gergeklestirildikten sonra gelistirilen ydntem igin
optimum konsantrasyonlar tespit edilmistir. Bu yontem ile tayin edilecek bakteri
olarak secilen E. coli bakterisinin K12 susunun 1,5x10%, 1,5x10%, 1,5x103,
1,5%x10%, 1,5x10°%, 1,5%10°, 1,5%x107 kob/mL derisimleri ve kontrol olarak da kor
numune kullaniimigtir. Kér numunede bakteri yerine 1mL pH: 7,4 fosfat tamponu
kullanilmig ve diger deney prosedurli ayni sekilde uygulanmistir. Grafige
aktarilan sonuglarda DTNB molekuliunin kendine 6zgu SERS karakteristik
spektrumlari gortlmektedir (Sekil 4.8). Her spektrum; modifiye altin sellloz
nanofibril ylzey Uzerinde rastgele secgilen 10 noktanin ortalama &lgim

sonuglarini temsil etmektedir.

1330 cm* ve 1558 cm™’de goriinen SERS bantlari sirasiyla DTNB molekilinin
nitro grubunun (NO2) simetrik gerilmesi ve aromatik halka yapisinin gerilmesi
sonucu olugmaktadir [82]. 1139 cm™ ve 1048 cm™deki pikler ise CH3'teki
salinimlar, C-N gerilmesi ve C-N bukulmesinden kaynaklanmaktadir [83]. DTNB
etiketinin en belirgin piki olan 1330 cm™ bandindan elde edilen Raman

spektroskopi sinyal siddetleri, butin deneysel sonuglarda kullaniimistir.
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Sekil 4.8. Artan E. coli konsantrasyonuna karsi DTNB etiket molekulinden elde
edilen SERS spektrumlari ve sinyal siddetleri a) kor b) 1,5x10* ¢) 1,5x%
102 d) 1,5%x103% e) 1,5x10%f) 1,5x10° g) 1,5x10% h) 1,5x107.

Kor numuneden gelen sinyallerin spesifik olmayan baglanmalar sebebiyle oldugu
bilinmektedir. Artan bakteri konsantrasyonuna paralel olarak sinyal siddetlerinin
de artmasi; antikor bagh altin ¢ubuk nanopartikillerin artan E. coli
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak daha ¢ok bakteriye baglanmasi ve DTNB
molekulinden gelen spektrumlarin sinyal siddetlerinin dogru orantili olarak
artmasi sebebiyledir. Grafikte goriilmektedir ki; 1,5x10° konsantrasyonuna kadar
bakteri konsantrasyonu arttikga SERS sinyal siddeti de artmaktadir. Ancak; 1,5x
108 ve 1,5x107 bakteri konsantrasyonunda sinyal siddetindeki artis durmakta ve

hatta dusmektedir.

Bunun sebebi olarak modifiye altin CNF ylzey uzerindeki antikorlarin
baglayabilecegi maksimum bakteriyi bagladigi ve doygunluk noktasina ulastigi

sdylenebilir. Bir diger sebep olarak etiket molekil olan DTNB miktarinin yetersiz
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kalmis olabilecegi sdylenebilir. Ayrica antikor miktarinin da yeterli olmamasi
yuksek konsantrasyonlarda sinyal artigi gozlenememesine sebep olmus olabilir.
Antikor malzemesinin pahali olmasi sebebiyle daha dnceki galismalarda optimize
edilen antikor miktari kullanilmigtir  [82]. Gelistirilen yontemin duguk
konsantrasyonlarda bakteri tayini yapabilmesi bu tez ¢alismasinin amaglarindan
oldugu icin, cok yuksek konsantrasyonlarda tayin yapmaya gerek duyulmamis ve

deneylerde antikor miktarinda artis yapiimamistir.

Bakteri tayininin dogrusal olarak gercgeklestirilebildigini gostermek adina
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Lineer kalibrasyonun 1,5x10° kob/mL
noktasina kadar saptanabildigi, daha yuksek bakteri konsantrasyonlarinda ise

kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan saptigi gézlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. 1,5%x10%- 1,5x107 kob/mL E. coli bakterisinin dogrusal olmayan

kalibrasyon egrisi.
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Kalibrasyon egrisi E. coli derigimlerine kargi alinan DTNB etiket molekulinin en
belirgin piki olan 1330 cm* bandindan elde edilen SERS sinyal siddetlerinden kor
numune sinyal siddeti cikarilarak olusturulmustur (Sekil 4.10). Kalibrasyon
egdrisinde; farkli E. coli (1,5%x10- 1,5%x10° kob/mL) konsantrasyonlarina karsi

DTNB molekulinden gelen SERS sinyal siddetlerinin degisimi gdsterilmektedir.
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Sekil 4.10. Farkh E. coli (1,5x10%- 1,5%x10% kob/mL) konsantrasyonlarina karsi
DTNB molekilinin 1330 cm bandindan elde edilen SERS sinyal

siddetlerinin gdsterildigi kalibrasyon egrisi.

Geligtirilen yontemin tayin ve dlgim limitlerini belilemek amaciyla kalibrasyon
edrisi yardimiyla LOD (limit of detection, tayin limiti) ve LOQ (limit of
quantification, Olgim limiti) degerleri hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerlerini
tanimlamak icin kullanilan birkag¢ terim vardir. Genel olarak LOD; testin belirtilen
kosullari altinda tespit edilebilecek ancak zorunlu olarak olgiimeyen bir
numunede analitin en dusuk konsantrasyonu olarak alinir. LOQ, belirtilen test

kosullari altinda kabul edilebilir dogruluk ve hassasiyetle belirlenebilen bir
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numunedeki analitin en dusik konsantrasyonudur [84]. LOD ve LOQ degerlerinin

hesaplanmasi, verilen esgitlikte gosterilmigtir.

330 10 o
LOD = == LOQ= —-

O :regresyon katsayisinin standart sapmasi

S : kalibrasyon egrisinin egimi

Bu esitlikler kullanilarak tayin limiti 2 kob/mL, 6lgim limiti ise 6 kob/mL olarak
hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisi yardimiyla R? degeri de (Regresyon katsayisi)
0,995 olarak hesaplanmistir. Yontemin dogrusal arahgi 1,5%x10*- 1,5x10° kob/mL
olarak bulunmustur. Deneyler 3 kere tekrarlanmis ve sinyal ortalamalari
kullaniimistir. Bu sayede yontemin tekrarlanabilir oldugu gdsterilmistir.
Hesaplanan tayin limiti; geligtirilen yontemin E. coli bakterisini hassas bir sekilde

tespit edebildigini gostermektedir.

4.5. Raman Haritalandirmasi

Raman haritalandirma yontemi ile etiket molekil olan DTNB’nin numune
uzerinde dogrusal bir hat boyunca 500 um’lik araliklarla 3 ayri noktadan Raman
sinyalleri toplaniimig ve renk skalasi yardimiyla dagilim, gorsel olarak
gosterilmistir (Sekil 4.11). DTNB molekilin en belirgin piki olan 1330 cm™
bandindan elde edilen SERS sinyal siddetleri kullaniimistir. DTNB molekulinin
en yogun dagildigi noktalar kirmizi renkli bolgelerdir. En seyrek dagilm gosterdigi
noktalar ise mavi renkli bdlgelerdir. Haritalandirma c¢alismasinda E. coli
bakterisinin 1,5x10*- 1,5%10° kob/mL gibi artan konsantrasyonlari ve kor numune
kullaniimistir. Haritalandirma sonucunda DTNB molekuliinin numune Gzerindeki
dagihmi gorsel olarak da gosterilmis, bu tez galismasi ile gelistirilen yontemin

guvenilirligi kanitlanmistir.
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Sekil 4.11. Farkli E. coli konsantrasyonlarinda DTNB molekdlinin 1330 cm™

bandindan elde edilen sinyaller kullanilarak elde edilen Raman
haritalandirma gorselleri a) kor b)1,5x10% ¢)1,5%x102 d)1,5x103
e)1,5x10%f)1,5x10°.
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4.6. Biyolojik Ornek Denemesi

Tez kapsaminda gelistirilen bakteri tayin yontemini biyolojik érnek Uzerinde de
uygulanabilirligi arastirilmig ve bu sayede yontemin guvenilirligi test edilmigtir.
Biyolojik 6rnek olarak segilen marul yapraklar fiziksel olarak pargalanip ph: 7,4
PBS tamponuyla homojen hale getirilmis ve bilinen konsantrasyonlarda E. coli
bakterisiyle etkilestirilmigtir. Deney sonucunda geri kazanim degeri
hesaplanmigtir. Kalibrasyon egrisi denklemi yardimiyla elde edilen sonuglar
klasik sayma yontemiyle karsilastiriimigtir. Geri kazanim degerleri gizelgede
belirtiimigtir. 1,5 x 10% kob/mL bakteri konsantrasyonunun geri kazanimi %38’dur.
1,5 x 10* kob/mL bakteri konsantrasyonunun geri kazanimi %66,7’dir. 1,5 x 10°

kob/mL bakteri konsantrasyonunun geri kazanimi 94,7°dir. (Cizelge 4.1)

Eklenen E. coli (kob/mL) Bulunan E. coli (kob/mL)
1500 575
15000 10000
150000 142000

Cizelge 4.1. Eklenen ve bulunan E. coli bakteri sayisi.
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5.SONUGLAR ve TARTISMA

Bakteri tayini, toplumsal saglik agisindan énemini koruyan bir konudur. Hizli ve
etkin bakteri tayin yontemleri gelistirmek amaciyla arastirmacilar tarafindan ¢ok
sayida calisma gergeklestiriimektedir. E. coli gibi fekal kaynakh kirlilikten
dogabilecek bakterileri, icme suyunda ya da sebzelerdeki kontaminasyonlarini
tespit etmek hayati 6nem tasimaktadir. SERS uygulamalari i¢cin nanosellloz bazli
substrat kullanimiyla ilgili ¢alismalar da gun gectikgce artmaktadir. Bu tez
calismasinda, SERS substrati olarak yeni CNF bazli yuzey gelistirimesi ve

bakteri tayininde kullanilmasi amacglanmistir.

Bu tez kapsaminda hizli ve etkin E. coli bakteri tayini gerceklestirebilmek igin;
altin sellloz nanofibril malzeme Uretiimis, DTNB etiketli altin ¢ubuk
nanopartikiller E. coli bakterisine 6zgu antikorlarla modifiye edilmis ve son olarak
SERS olgtimleri alinarak E. coli tayini yapilmistir. Deneylerde 1,5x10%-1,5x10°
kob/mL E. coli kullanilmistir. Oncelikli olarak seliiloz nanofibril ¢dzeltisi icine
HAuCls eklenmis ve yuksek sicaklikta etkilesime birakiimis ve yeterli sire
sonunda ¢ozelti iginde su buharlastirilarak kati, kagit benzeri, esnek bir yuzey
elde edilmistir. Etkilesim oncesi agik sari renkli olan ¢ozelti etkilesim sonucunda
acglk pembe renge donmustur. Bu renk degisimi altin molekullerinin nano boyuta
indirgenmig oldugunun gostergesidir ve bu partikuller sellloz nanofibrilin agsi
yapisina entegre olmustur. Bu sayede E. coli bakterisinin ylzeye tutunmasini
saglayacak modifikasyon islemleri gercgeklestirilebilir hale gelmistir. 11-MUA
molekulleri ylUzeyindeki tiyol gruplari altin nanopartikullerle kuvvetli baglar
olusturur. 11-MUA molekulleri Uzerindeki karboksil gruplar sayesinde
modifikasyon islemleri gergeklesetirilebilir. 11-MUA ile muamele edilmis altin
seluloz nanofibril yizey, NHS/EDC molekilleri ile etkilestirildiginde ylzeydeki
karboksil gruplari aktif hale gelmektedir. Son asamada ise E. coli'ye 6zgl
antikorun yuzeye baglanabilmesi igin avidin molekulld kullanilmistir. Avidin ile
etkilesim sonunda spesifik olmayan etkilesimleri engelleyebilmek adina, avidin ile
baglanmamis aktive edilen gruplari kapatacak olan BSA c¢o6zeltisi kullaniimistir.
Avidin, biyotinli anti E. coli antikoruna ylksek afinitesi sayesinde spesifik olarak

baglanir ve bdylece altin sellloz nanofibril ylzey Uzerinde E. coli bakterisine 6zgu
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antikorlar yer edinmis olur. Modifiye edilmis bu yuzeyler, konsantrasyonlari
bilinen farkli E. coli derisimlerindeki ¢ozeltiler igine yerlestirilip etkilesmeleri
saglandiktan sonra E. coli bakterileri, yuzeye tutunmaktadir. Elde edilen E. coli
tutturulmusg yuzeylerden SERS 06lcuimu yapabilmek ve sinyal siddetini arttirmak
amaciyla altin gubuk nanopartikiller sentezlenmis ve oOncelikle SERS etiket
molekull olan DTNB ile etkilestirilip E. coli bakterisine baglanabilmesi icin ylzey
modifikasyonlari gerceklestiriimigtir. Sentezlenen altin ¢ubuk nanopartikillerin
karakterizasyonu TEM ve UV-GB spektrofotometre cihazlariyla yapilmistir. UV-
GB spektrofotometre cihazlariyla yaklasik 524 nm’de goérilen pik, altin gubuk
nanopartikullere 6zgudur, bu sayede altin gubuk nanopartikil tanimlanmistir.
Seluloz nanofibrilin  modifikasyon basamaklari ayni sekilde altin c¢ubuk
nanopartikillere de uygulanmis ve sonugta E. coli bakterisine 6zgu antikorlar
altin gubuk nanopartikil ylizeyine entegre olmustur. Modifiye edilmis altin selliloz
nanofibril ylzey, modifiye edilen altin c¢ubuk nanopartikil c¢ozeltisi igine

yerlestirilmis ve etkilesim sonucunda yuzeydeki E. coli bakterilerine tutunmustur.

Deneysel kosullarin optimize edilmesi icin ¢alismalar gergeklestirilmistir. Sellloz
nanofibril ¢dzeltisine 50, 100, 200, 250, 300 uL HAuUCls ¢ozeltisi eklenmis SERS
sinyal siddetleri yardimiyla optimum miktar 200 pL olarak tespit edilmistir. Seltloz
nanofibril ¢dzeltiye eklenen altin ¢ozeltisinin yiksek konsantrasyonlarda sinyal
siddetinde dismeye sebep oldugu goérulmustir. Modifiye edilmis altin seliloz
nanofibril yuzeyler ile E. coli bakterisinin etkilesim siresinin SERS sinyal
siddetine etkisi arastinimistir. Bakteriler; 1, 15, 30, 45 ve 60 dakika sure ile
calkalayicida etkilesime birakilmistir ve optimum sdrenin 30 dakika oldugu
g6zlenmistir. Etkilesim slresi daha fazla uzatildiginda SERS sinyal siddetinde
anlamli bir artis olmadigi gézlenmigtir. 30 dakika gibi kisa bir strenin bakterilerin
yuzeye baglanabilmesi igin yeterli oldugu gorulmus, tezin amaglarindan biri olan
hizli bakteri tayini gergeklestiriimistir. Modifiye altin c¢ubuk nanopartikdl
konsantrasyonunu optimize etmek igin modifiye altin seltloz nanofibril ylzeye
bagdli E. coli igeren yuzeyler 50, 100, 150, 200 ve 250 uL altin gubuk nanopartikil
cOzeltisi iginde etkilestirilmistir. Elde edilen SERS sinyal siddetleri
kargilastirildiginda optimum miktar 200 pL olarak bulunmustur. Partiktl miktarinin

optimum konsantrasyondan fazla olmasi durumunda anlamli bir SERS sinyal
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siddet farki gdézlenmediginden minimum partikl kullanimi i¢in optimum miktar
200 plL olarak segilmigtir. Kimyasal maddelerin tasarruflu kullaniimasi amaciyla
daha onceki ¢alismalarda optimize edilen antikor miktari, DTNB konsantrasyonu,
avidin konsantrasyonu ve NHS/EDC konsantrasyonu gibi parametreler tekrar

optimize edilmemistir.

Tez calismasi kapsaminda gelistirilen tayin yonteminin E. coli bakterisine olan
seciciligini test etmek igin M. luteus, B. subtilis, E. aerogenes bakteri turline daha
ayni yontem uygulanmistir. Her bir bakteriden elde edilen SERS sinyal siddetleri
karsilagtinidiginda koér numuneden gelen SERS sinyal gsiddeti ile E. coli
haricindeki bakterilerin verdikleri SERS sinyal siddetleri arasinda anlamli bir fark
olmadidi gozlenmistir. Gelistirilen ydntemin E. coli bakterisine secici oldugu

kanitlanmistir.

Alinan SERS o6lgtimleriyle DTNB molekdliniin 1330 cm-Y'deki en belirgin dalga
boyundan elde edilen spektrumlar yardimiyla kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Raman haritalandirma metoduyla da DTNB molekulin ylzey Uzerindeki
dagihiminin  gorseli elde edilebilmistir. Tayin limiti 2 kob/mL, olarak
hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisi yardimiyla R? degeri 0,995 olarak
hesaplanmistir. Yontemin dogrusal arah@r 1,5%x10%- 1,5x10° kob/mL olarak
bulunmustur.  1,5%x10°>  kob/mL  bakteriden daha yiiksek bakteri
konsantrasyonlarinda gelistirilen yontemle tayin gergeklestiriliememistir. Bunun
sebebi olarak da yluzeyde baglanilabilecek antikor miktarinin yetersiz gelmesi
gOsterilebilir. Ancak bu tez kapsaminda disuk konsantrasyonlarda bakteri tayini
hedeflendiginden antikor miktari arttirrmi yapiimamistir. Hesaplanan tayin limiti;
geligtirilen yontemin E. coli bakterisini hassas bir sekilde tespit edebildigini

gOstermektedir.

SEM goruntuleriyle sellloz nanofibril ylzeyin agsi yapisi ve igine entegre olmus
altin nanopartikuller gosterilmistir. E. coli bakterisinin ylzeye tutunmasi da
goruntulenebilmistir. Literaturde, arastirmalarimiza gore, bu goruntu ilk kez
gOsterilmektedir. Gelistirilen tayin yonteminin avantajlari ise; kagit benzeri bir

yuzey Uzerinde bakteri tayinine olanak saglanabilmesi, yaklasik 1 saat gibi bir
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surede analizin gergeklestirilebilmesi, SERS ydntemi kullanilarak hedef bakteri

konsantrasyonlarinin hassas bir sekilde tayin edilebilmesidir.

Zhang ve arkadaslar; seliloz nanofiber malzemeyle altin ¢ubuk
nanopartikullerini etkilestirip kiiguk molekulleri ve hucreleri yakalayabilen bir
filtrasyon membrani olusturmus ve SERS ydntemiyle elde ettikleri sonuglari
paylasmistir. 2 farkh lazer glcunde yapilan deneyler sonucunda kisa dalga
boyunda (532 nm) Rodamin B6G boyasinin pikomolar konsantrasyonlarinin
Olcllebildigi, daha uzun dalga boyu lazer (785 nm) kullanildiginda ise E. coli
bakterisinin 107 ve 108 kob/mL konsantrasyonlarinin yakalanabildigini ve
entegrasyon suresinin saatler suresinden dakikalar stresine kisaldigi bildirilmigtir
[85].

Liu ve arkadaslari; kus I6kozu virisu J alt grubu tayini i¢in nanoseluloz-altin
nanopartikal hibrit malzemesi ve diger malzemelerle ¢oklu sinyal ¢ogaltmasi
yoluyla sandvig tipi elektrokimyasal immunosensor gelistiriimigtir. Elde edilen
sonuglarda 10298 ve 104 DKIDso/mL (DKIDso: Doku kdltirl infektif doz) arasi
dogrusal yanit gosterdigi ve LOD degerinin 101°¢ DKIDso/mL (S/N :3) oldugu
gOsterilmigtir [86].

Xiong ve arkadaslari; SERS yontemi ile sutteki melamini tespit edebilen NFC-
altin nanopartikul bazli substrat gelistirmiglerdir. Bu analiz yonteminde regresyon

katsayisi 0.9464 ve LOD degeri 1ppm olarak verilmigstir [87].

Huang ve arkadaslari; GUmus-nanoseliloz kompozitler gelistirerek SERS
yontemiyle karbendazim pestisitini tayin edebildiklerini bildirmislerdir. LOD degeri

1.0 x 1078 M, Regresyon katsayisi 0.98 olarak verilmistir [88].

Luo ve arkadaslari; E. coli O157: H7 bakterisinin hizli tespiti icin seluloz nitrat
nanofiber ve iletken manyetik nanopartikuller kullanarak kagit tabanl yanal akis
immunobiyosensoru gelistirmislerdir. Bu biyosensorle, 8 dakikalik bir toplam
tespit stresinde LOD degerini 67 kob/mL olarak bildirmisler ve test sonuglarinin

10%-10% kob/mL araliginda dogrusal oldugunu gdostermislerdir [89].
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Bu tez calismasinda bakteri tayini amaciyla SERS oélgiminde guclu
elektromanyetik alan olusturmak icin esnek bir SERS substrati ve oldukga
gOzenekli ags! yapisi sayesinde altin gubuk nanopartikulleri yiklemek amaciyla
NCF kullaniimistir. Hassas ve hizli bakteri tayini i¢in geligtirilen bu yontemin,

literature katki saglayacagi dusunulmektedir.
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