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Beslenme, bireylerin saglikli ve kaliteli yasam kosullarina devam edebilmeleri i¢in ihtiyaglar
olan besin ogelerini yeterli ve dengeli miktarlarda almasidir. 2050 yilinda 9 milyar1 agmasi
beklenen diinya niifusunun beslenme ihtiyaglarinin karsilanabilmesi i¢in, kiiresel miicadele
baslatilmis ve iilkeler artan beslenme talebi i¢in gida iiretimini endiistriyellestirmistir. Gida
tiretiminde gelisen teknoloji, cevre kirliligi, kiiresellesme silirecinde degisen tiikketim
aliskanliklar, egitim ve gelir diizeyinin disiikliigt taseronlasma gida {iretim birimlerinde
gerekli fiziki yatirimlarin yapilmamasi gibi nedenlerden dolayi bireylerde, endiistiriyel gidalara
kars1 giivensizlik olmustur. Gida giivenligi, gidada olusabilecek fiziksel, kimyasal ve biyolojik
zararlarin engellenmesi i¢in alinan tedbirlerin biitintidiir. Diinya niifusunun %17.2’sinin
gidaya kars1 giivensizlik yasadigi ve gida gilivensizliginin en énemli nedenlerinden birisinin

gida bozulmasi nedeniyle karsilasilan gida zehirlenmelerine bagli oldugu bilinmektedir.



Tiiketim amagh gidalarda kalitenin ve giivenirligin korunabilmesi i¢in gida triinlerinin belirli
siirelerde belirli depolama kosullarinda muhafaza edilmesi gerekmektedir. Taze tahil
tirtinlerinde, et ve et tiriinlerinde, siit ve siit tirtinlerinde, meyve ve sebzelerde raf 6mrii olarak
belirlenen gida muhafaza siiresi sonunda genellikle kotii koku, lezzet, renk ve dokuda
degisiklilere neden olan protein, karbohidrat, yaglar, cesitli organik asitler, alkoller, aldehitler,
selilloz ve pektin gibi bilesiklerin yikilmasi sebebiyle gidalar da mikrobiyolojik, otolitik-
enzimatik ve oksidatif bozulma stireci gézlemlenmektedir Yapilan farkli arastirmalarda, gida
tirtinlerinde bozulmaya neden olan en 6nemli bakteri popiilasyonunun Psikrotrof olarak
adlandirilan mikroorganizmalardan, 6zellikle Pseudomonas spp. tarafindan gergeklestigini

rapor etmislerdir.

Pseudomonas tiirleri, su, toprak ve bitkilerle yaygin olarak bulunmasi nedeniyle yumurta, et,
stit, kiimes hayvanlari, deniz tirlinleri ve sebzeler gibi taze yiyeceklerle kontamine olmaktadir.
Psikrotrof grupta yer alan Pseudomonas bakterileri, enerji kaynagi olarak karbonhidrat yerine,
asitler, amino asitler, lipitler, pektin, peptitler, proteinler ve triasilgliserelleri kullanabilmeleri
nedeniyle ozellikle sogutulmus gidalarda 6nemli mikrobiyal bozuculardir. Mikrobiyallerin
insan saglig1 tizerindeki etkileri goz ontline alindiginda, mikrobiyal tespitin hizli tan1 ve tespiti,

gida kaynakli1 hastaliklarin kontroli i¢in kritik 6neme sahiptir.

Yiizey plazmon rezonans biyosensorler giinlimiizde, geleneksel kiiltiirel yontemlere alternatif
olarak kullanilabilir yontemlerdendir. Molekiiler baskilanmis polimer temelli yiizey plazmon
rezonans biyosensorler; diisiik maliyetli, hizli ve kaliteli tespit, yetkin personel gerektirmeyen
yiiksek analiz hassasiyetine sahip olmasi ve herhangi isaretleme basamagina ihtiyag duymadan,
es zamanli olarak ol¢lim yapabilmesi, Yiizey plazmon rezonans (SPR) temelli biyosensorlerin

mikrobiyal tespitlerde kullaniminin 6nemini artirmastir.

Yapilan calismada, Pseudomonas spp. bakterisinin tespiti ve kantitatif analizinin yapilabilmesi
icin Molekiiler baskilanmis polimer temelli yiizey plazmon rezonans biyosensor hazirlanmstir.
Mikrotemas baskilama metodu ile olusturulan polimer yapi, SPR sensor yiizeyine
baskilanmistir. Hazirlanan molekiiler baskilanmis polimer temelli ylizey plazmon biyosensorde

etkin baskilanma islemlerinin kontrolii ic¢in, karakterizasyon analizleri yapilmistir.
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Biyosensoriin, secicilik, afinitesi, tekrar kullanilabilirligi ve baglanma-ayrilma hiz kinetiginin
belirlenebilmesi i¢in baskilanmis ve baskilanmamis polimer temelli biyosensorlerde
karsilagtirmali ¢alismalar yapilmistir. Pseudomonas spp. bakterisinin analizinde kullanilan
kiiltiirel yontem ve hazirlanilan MIP temelli SPR biyosensoriine ait verilerin glivenirligi ve
dogrulunun karsilastirilabilmesi i¢in, pili¢ bonfile {irtiniinde es zamanli Ankara Gida Kontrol
Laboratuvarinda yapilan Kkiiltiirel metot ile SPR biyosensoriinde elde edilen veriler

degerlendirilmistir.

Tez calismasinda elde edilen verilere gore, hazirlanilan Pseudomonas spp, baskilanmis yiizey
plazmon rezonans biyosensoriin etkin baskilama kalitesi, segiciligi ve afinitisine sahip
olmasimin yani sira, giincel olarak tercih edilen kiiltiirel yonteme alternatif olarak

kullanilabilecektir.

Anahtar Kelime: Beslenme, Gida giivenligi, Mikrobiyal Bozulma, Pseudomonas spp,

Molekiiler Baskilanmig Polimer, Yiizey Plazmon Rezonans.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF PSEUDOMONAS SPP BACTERIA THAT CAUSE
MICROBIAL DETERIORATION IN FOOD PRODUCTS USING SURFACE
PLASMONE RESONANCE (SPR) BASED BIOSENSORS

Tugce YILMAZ

Master of Science, Department of Bioengineering
Supervisor: Prof Dr. Adil DENIZLi
June 2021, 111 pages

Nutrition is the intake of the nutrients they need in sufficient and balanced amounts in order to
maintain healthy and quality living conditions. In order to meet the nutritional needs of the
world population, which is expected to exceed 9 billion in 2050, a global struggle has been
started and countries have industrialized food production so that food can meet the needs of the
population. Industrialization caused insecurity against food due to reasons such as developing
technology in food production, environmental pollution, changing consumption habits in the
globalization process, low level of education and income, subcontracting, and lack of necessary
physical investments in food production units. Food safety is the totality of measures taken to
prevent physical, chemical and biological damages in food. It is known that 17.2% of the world
population is insecure about food and one of the most important causes of food insecurity is

due to food poisoning due to food spoilage.

In order to maintain the quality and reliability of food for consumption, food products must be

stored under certain storage conditions for certain periods of time. Fresh cereal products, meat
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and meat products, milk and dairy products, fruits and vegetables, protein, carbohydrate, fats,
various organic acids, alcohols, aldehydes, which usually cause malodor, flavor, color and
texture changes at the end of the shelf life. Due to the breakdown of compounds such as
cellulose and pectin, microbiological, autolytic-enzymatic and oxidative deterioration

processes are observed in foods. They reported that it was realized by.

Pseudomonas species are contaminated with fresh foods such as eggs, meat, milk, poultry,
seafood and vegetables due to their widespread presence with water, soil and plants.
Pseudomonas bacteria, which are in the psychrotroph group, are important microbial disruptors,
especially in refrigerated foods, as they can use acids, amino acids, lipids, pectin, peptides,

proteins and triacylglycerels as energy sources instead of carbohydrates.

In order to accelerate industrial production and to meet the consumption needs of a sufficient
amount of reliable food, techniques that allow fast, reliable and precise determinations are
required in order to determine food quality and contaminated products. Rapid diagnosis and

detection in food products is critical for foodborne disease control.

Surface plasmon resonance biosensors are among the methods that can be used today as an
alternative to traditional cultural methods. Molecular imprinted polymer based surface plasmon
resonance biosensors; Because of its low cost, fast and high quality detection, not requiring
competent personnel and having high analysis sensitivity, the ability of surface plasmon
resonance (SPR) based biosensors to measure simultaneously without the need for any marking

step has increased the importance of their use in microbial detections.

In the study, Pseudomonas spp. Molecularly imprinted polymer-based surface plasmon
resonance biosensor has been prepared in order to perform quantitative analysis of bacteria
bacteria simultaneously. The polymer structure is imprinted on the SPR sensor surface with the
microcontact printing method. Characterization analyzes were carried out in order to control
the effective suppression processes in the prepared molecular imprinted polymer-based surface
plasmon biosensor. In order to determine the selectivity, affinity, reusability and binding-
dissociation rate kinetics of the biosensor, comparative studies were carried out in suppressed

and non-suppressed polymer-based biosensors. Pseudomonas spp. In order to compare the



reliability and accuracy of the cultural method used in the analysis of the bacteria bacteria and
the prepared MIP-based SPR biosensor, the data obtained in the SPR biosensor with the cultural
method performed simultaneously in the Ankara Food Control Laboratory in the chicken fillet

product were evaluated.

According to the data obtained in the thesis study, the prepared Pseudomonas spp, suppressed
surface plasmon resonance biosensor can be used as an alternative to the current cultural

method, as well as having effective suppression quality, selectivity and affinity.

Keywords: Nutrition, Food safety, Microbial Spoilage, Pseudomonas spp, Molecular

Imprinted Polymer, Surface Plasmon Resonance.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

Kob Koloni Olusturan Birim
mL Mililitre

uL Mikrolitre

g Gram

mg Miligram

cm Santimetre

um Mikrometre

nm Nanometre

mM Milimolar

°C Santigrat

H,S Hidrojen siilfiir
ppm Milyonda bir

CO2 Karbondioksit

C Karbon

mV Milivolt

Eh Redoks Potansiyeli
PCA Plate Count Agar
CFC Cetrimide Fucidin Cephaloridine Agar
log Logaritma

Cu Bakir

NaOH Sodyum hidroksit
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HCl

AR

Rmaks

ka

kd

1/n

k')

Kisaltmalar

FAO

ABD

SPR

MIP

SPE

NIP

Hidroklorik Asit

Watt

Dakikadaki Devir Sayisi

Proton

Delta kirilma

Maksimum SPR sinyal kaymasi
Analit derisimi (RU/mL),
Baglanma hiz sabiti (RU/mL.s)
Ayrilma hiz sabiti (1/s)
Baglanma sabiti (RU/mL)
Ayrilma sabiti (mL/RU)
Freundlich yiizey heterojenite indeksi
Secicilik katsayisi

Bagil secicilik katsayisi

Zaman

Gida ve Tarim Orgiitii

Amerikan Birlesik Devletleri
Yiizey plazmon rezonans
Molekiiler Baskilanmis Polimerler
Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Molekiiler Baskilanmamis Polimerler
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HPLC
GC-MS
QCM
MAH
FTIR-ATR
NMR
H-NMR
SEM
AIBN
EGDMA
APTES
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1. GIRIS

Beslenme, bireylerin saglikli ve kaliteli yasam sartlarina devam edebilmeleri i¢in ihtiyaci olan
besin dgelerinin yeterli ve dengeli miktarlarda almasidir. Giiniimiizde yetersiz beslenmenin
insanlik tizerindeki olumsuzluklari, farkli etkiler ile kendisini gostermektedir. Diinya
niifusunun yaklasik %30’u temel besin 6gelerini yeterli diizeyde alamamasina baglh saglik
problemleriyle miicadele etmektedir. Hastalik yiikiiniin yarisindan fazlasi ac¢liga, dengesiz ve
yetersiz vitamin ve mineral alimmima baglanabilmektedir. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’a
gore, diinyadaki yetersiz beslenen birey sayis1 2017°de 821 milyona yiikselerek, insan
yasaminin kaliteli ve sosyal gelisimindeki olumsuz etkilerinin yani sira yikict hastalik ve

oliimciil etkilere neden olmaktadir.

Diinya genelinde beslenme sorununa problemine uygun miidahale ile ¢6ziim Onerileri
gelistirilmektedir. Birlesmis Milletler 2030 giindemi dahilinde kimsenin geride birakilmadigi
bir diinya insa etmek i¢in a¢lig1 sona erdirme, gida giivenligini saglama, beslenmeyi iyilestirme
ve stirdiirtilebilir tarimi tesvik etmek i¢in Stirdiriilebilir Kalkinma Hedef 'iyle aglik ve koti

beslenmeye kars1 kiiresel miicadeleye baslamistir [1].

Kiiresel niifusun 2050 yilina kadar en az 9 milyara ulagmast ve artan niifusun beslenme
ithtiyacinin karsilanmasi i¢in mevcut gida kaynaklarindan %70’den daha fazla gida talebi
olusmas1 beklenmektedir. Bu nedenle gida ihtiyacinin yeterli diizeyde karsilanabilmesi icin
gida endiistrisi biiyiik 6nem kazanmistir. Ulkeler, gida iiretiminde sadece kendi ihtiyaclarini
g6z oniinde tutmakla yetinmeyip, insanlik refah1 i¢in, gida tiretimine elverisli bulunan biitiin
imkanlarint kullanmak ihtiyac1 duymaktadirlar. Gida tiretim sistemlerinin ve gida zincirinin
tamamen siirdurtlebilir olmasi bir dizi problemi de beraberinde getirmektedir. Gida
endistriyellesmesinin yayginlasmasiyla, gida tedarik zincirlerinin karmasikliginin artmasi,
cevresel kisitlamalar, bliyliyen yaslanan bir niifus, tiiketici tercihlerinin degismesi ve gida

titkketiminin de dahil oldugu pek ¢ok problemi ortaya ¢ikarmaistir.

Gida iiretim sistemlerinde karsilagilan en onemli sorunlardan birisi de gida gilivensizligidir.
Gida giivenligi tiim insanlarin saglikli ve aktif yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in her zaman

yeterli glivenli besin degeri yiiksek gidalara ulasabilmeleri olarak tanimlanmaktadir. Gida
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giivenligine iliskin riskler, gelisen teknolojiye bagli cevre kirliligi, kiiresellesme siirecinde
degisen tiiketim aliskanliklari, egitim ve gelir diizeyinin diistikligii, taseronlasma, gida tiretim

birimlerinde gerekli fiziki yatirnmlarin yapilmamasi ve niifus artig1 gibi nedenlerle artmaktadir.

Toplumlar yetersiz dogal gida kaynagi eksikligine bagli beslenme problemleriyle miicadele
ederken bir yandan da gida kaynagi elde etmek amaciyla gelistirilen gida endiistrine karsi
olusan giivensizlik problemleriyle de miicadele etmektedir. Son tahminlere gore, diinya
niifusunun %9.2’s1 (700 milyondan fazla kisi) 2018’de siddetli gida giivensizligine maruz
kalmistir ve bu durum gida giivensizligi yasayan bireylerin besin kaynaklarindan yeterli

diizeyde faydalanamamadigi anlamina gelmektedir.

Gida giivensizliginin siddetli seviyeleri ve aglik 6tesindeki boyutu, diinya niifusunun
%17.2’sinin ya da 1.3 milyar insanin ek diizeyde gida giivensizligi yasadigini, yani besleyici
ve yeterli gidaya diizenli erisemediklerini gostermektedir [2]. Tim iilkeler, ulusal gida
kaynaklarinin giivenli, iyi kalitede olmasii ve tiim niifus gruplar1 i¢in kabul edilebilir bir
beslenme ve saglik durumu saglamak icin uygun fiyatlarla yeterli miktarda temin edilmesini
saglamak i¢in yeterli gida kontrol programlarina ihtiya¢ duymaktadir. Gida kontrolii, gidalarin
kalite, giivenlik ve diirtist sunumunu saglamak i¢in birincil {iretimden isleme, depolamaya,
pazarlama ve tilketime kadar tiim faaliyetleri icerir. Gida kontrolii, hiikiimetler arasinda
biitiinciil bir yaklasimi igceren toplam ulusal ¢abayr tanimlamak i¢in kullanilmistir. Gida
enddistrisinin tiim boliimleri ve sektorleri, gida kontrolii, niifus saghiginin iyilestirilmesi, bir
tilkenin ekonomik kalkinmasi potansiyeli ve bozulma ve gida kayiplarinin azaltilmas: ile

baglantilidir.

Gidalarda olabilecek fiziksel, kimyasal, biyolojik her tiirlii zararin ortadan kaldirilmasi i¢in
alinan tedbirlerin biitiinli gida giivenligi olarak tanimlanmaktadir. Gida Giivenligi, gidalarin
tiretiminden son tiiketiciye giivenli bir sekilde ulasmasi i¢in gereken biitiin asamalar1 prosesleri
kapsamaktadir. Kiiresel diinyada artan gida giivensizliginin, nedenlerinden biri de gida
bozulmasina bagli karsilasilan gida zehirlenmelidir. Kontamine olmus gidalar nedeniyle ortaya
cikan hastalik ve zehirlenmeler ciddi saglik sorunlari ve is giicii kayb1 yaninda tedavi giderleri

nedeniyle de 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Diinya Bankasi tarafindan yapilan



bir arastirmaya gore, diisiik ve orta gelirli tilkelerdeki gida kaynakli hastaliklar yi1lda en az 100
milyar ABD Dolar1 maddi kayba neden olmaktadir, bu maliyetin 28 {ilke i¢in 500 milyon ABD
dolarin1 astig1 belirtilmistir [3]. Diinyada FAO verilerine gore yillik et tiretiminin %20 sinde
(263 milyon ton) gida kaybr ile karsilasilmaktadir [4]. Diinya genelinde yillik ortalama, 122
milyon ton tavuk lretilmektedir ve bunlarin %80'1 taze iirlin olarak pazarlanmaktadir. Taze

tavuk etinde bozulmaya bagli tiretimin %2 ile %4'liniin imha edildigi tahmin edilmektedir [5,6].

Tiiketim amagli tretilen gidalarda kalitenin ve giivenirliginin korunabilmesi ic¢in gida
tirtinlerinin belirli siirelerde belirli depolama kosullarinda muhafaza edilmesi gerekmektedir.
Taze tahil {irtinleri, et ve et iirtinleri, siit ve siit tirlinleri, meyve ve sebzeler raf 6mrii olarak
belirlenen gida muhafaza siiresi sonunda genellikle kotii koku, lezzet, renk ve dokuda
degisiklilere neden olan protein, karbohidrat, yaglar, ¢esitli organik asitler, alkoller, aldehitler,
selilloz ve pektin gibi bilesiklerin yikilmasi sebebiyle gidalar da mikrobiyolojik, otolitik-

enzimatik ve oksidatif bozulma stireci gézlemlenmektedir [7].

Et ve et {riinlerinin su aktivite oraniin fazla olmasi nedeniyle bozulma siireci daha hizli
gerceklesmektedir. Yapilan farkli arastirmalarda, et ve et tirlinlerinde bozulmaya neden olan en
onemli bakteri popiilasyonunun Psikrotrof olarak adlandirilan mikroorganizmalar, 6zellikle

Pseudomonas spp. tarafindan gerceklestigini rapor etmislerdir [8].

Pseudomonas tiirleri, su, toprak ve bitkilerle yaygin olarak bulunmasi nedeniyle yumurta, et,
stit, kiimes hayvanlari, deniz iiriinleri ve sebzeler gibi taze yiyeceklerle kontamine olmaktadir.
Psikrotrof grupta yer alan pseudomonas bakterileri, enerji kaynagi olarak karbohidrat yerine,
asitler, amino asitler, lipitler, pektin, peptitler, proteinler ve triagilgliserolleri kullanabilmeleri

nedeniyle 6zellikle sogutulmus gidalarda 6nemli mikrobiyal bozuculardir [8].

Gida florasinda 6nemli yere sahip olan Pseudomonas bakteri tiirlerinin kontamine gidadaki
miktarmin belirlenmesi gidanin kalitesini belirlemede 6nemli bir etmendir. Pseudomonas spp
bakterisinin tespitinde tercih edilen en yaygin metot kiiltiirel yontemdir. Et ve et tirlinlerinde

Pseudomonas spp analizinin kiiltiirel yontem ile analizi toplamda 2 giinde tamamlanmaktadir.



Gidalardaki bakteri tiirlerinin tespit etmeye yonelik kullanilan geleneksel kiiltiirel yontemler;
besleyici ortamda canli bakteri biliytimesine dayanir. Gida triinlerinin kiiltiirel analizinde,
numune homojen hale getirilir, sonrasinda tiire 6zgii besiyeri ortaminda kiiltiire (¢ogaltilmasi)

edilir ve bakterinin varligiin kesinlestirilebilmesi i¢in biyokimyasal test uygulanir.

Kiilttirel bakteri tanima metotlari, teknik ve yetkin personele ihtiya¢ duyulan biyokimyasal
testlerden olusmas1 ve bu yontemlerin analiz ortam, personel yetkinligi gibi farkli kosullara
bagli olarak uzun siirede tamamlanmasi, yiiksek analiz maliyetine neden olmasi ve analizin
tekrarlanabilirliginde sorunlarla karsilagiimasi gibi dezavantajlara sahiptir [9]. Kiiltiirel

yontemle yapilan ¢alismalarin avantajlar1 ve dezavantajlar Cizelge-1’de gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Kiiltiirel yontem avantajlar1 ve dezavantajlari

Avantajlan Dezavantajlar

Kiltiirlenebilir mikroplar Kontaminasyon riski

Bir numunedeki canli hiicreleri taniyabilirlik | Personel yetkinligi

Analiz yonteminin kolay olmasi Analiz tamamlanma siliresinin uzun olmasi
Fenotipik biyokimyasal karakterizasyona

Uygun ortam ile yiiksek hassasiyet o
ihtiya¢ duyulmasi

Endistriyel tiretimin hiz kazanmasi ve yeterli miktarda gilivenilir gidanin tiiketim ihtiyaclarina
cevap verilebilmesi i¢in, gida kalitesin ve kontamine {irtinlerin belirlenebilmesi i¢in hizli,
givenilir ve hassas tespitlere olanak saglayan tekniklere ihtiyag duyulmaktadir. Gida

tirtinlerinde hizli tan1 ve analiz, gida kaynakli hastalik kontrolii icin kritik 6neme sahiptir.

Biyosensorler gilintimiizde, geleneksel kiiltiirel yontemlere alternatif olarak kullanilabilen
yontemlerdendir. Biyosensor temelli yontemler; yetkin personel gerektirmeyen, hizli tespit ve
yiiksek analiz hassasiyetine sahiptir. Yiizey plazmon rezonans (SPR) temelli biyosensorlerin
herhangi isaretleme basamagina ihtiyag duymadan, es zamanli olarak 6l¢tim yapabilmesi,

mikrobiyal tespitlerde kullaniminin 6nemini artirmistir.



Tez calismas1 kapsaminda; Pseudomonas spp. bakterisinin es zamanl kantitatif analizinin
yapilabilmesi i¢in molekiiler baskilanmis polimer temelli ylizey plazmon rezonans biyosensor
hazirlanmistir. Mikrotemas baskilama metodu ile polimer yapi, SPR sensor yiizeyine
baskilanmistir. Hazirlanan molekiiler baskilanmis polimer temelli ylizey plazmon biyosensorde
etkin baskilanma islemlerinin kontrolii i¢in, karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir.
Biyosensoriin, secicilik, afinitesi, tekrar kullanilabilirligi ve baglanma-ayrilma hiz kinetiginin
belirlenebilmesi i¢in baskilanmis ve baskilanmamis polimer temelli biyosensorlerde
karsilastirmali calismalar yapilmistir. Pseudomonas spp. bakterisinin analizinde kullanilan
kiiltiirel yontem ve hazirlanilan MIP temelli SPR biyosensoriine ait verilerin giivenirligi ve
dogrulunun karsilastirilabilmesi i¢in, pili¢ bonfile {irtiniinde es zamanli Ankara Gida Kontrol
Laboratuvari’'nda yapilan kiiltiirel metot ile SPR biyosensoriinde elde edilen veriler

degerlendirilmistir.

Elde edilen verilere gore; hazirlanilan nanofilm temelli biyosensor 1.0x10?—1.0x10* kob/mL

araliginda dogrulugu %99 ve tayin limiti 0.50x10? kob/mL olarak tespit edilmistir.

Adsorpsiyon izoterm modelleriyle yapilan hesaplar sonucunda, yiizeyindeki etkilesimler; tek
tabakali, homojen dagilimli, minimum yanal etkilesimli ve es enerjili oldugu goriilmistiir.

Yapilan calisma sonucunda tayin limiti 0.50%10% kob/mL olarak bulunmustur.

Nanofilm temelli SPR biyosensor ile yapilan segicilik analizleri sonucunda, Pseudomonas spp.
bakterisine kars1 verdigi tepkinin baskilanmamis biyosensoriin, Staphylococcus aureus,
Salmonella paratyphi and Escherichia coli bakterilerine verdigi tepkiye gore sirasiyla 27, 9 ve
8 fazla olmasi hazirlanilan polimerin gercekten yiiksek ozgiil kaliteye sahip oldugunu

gostermektedir

Biyosensoriin tekrarlanabilirliginin degerlendirilebilmesi i¢in, adsorpsiyon-desorpsiyon-
rejenerasyon basamaklarindaki dongiilerinin yeniden kullanima uygunlugunun belirlenebilmesi
i¢in 1.0x10° kob/mL konsantrasyonundaki siispansiyon SPR sisteminden arka arkaya 5 defa

tekrarlanmistir ve tekrarlabilirliginin yliksek oldugu gozlemlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Pseudomonas spp.

Proteobacteia subesinin Gammaproteobakteria sinifinin - pseudomonadales takiminin
Pseudomonadacea ailesine dahil olan Pseudomonas cinsi bakteriler bakteriler ilk kez Gessard
tarafindan 1882’de bulunmustur [10-12]. Toprak ve suda yaygin olarak bulunan Pseudomonas
cinsi bakterilerin, bitki, hayvan ve insan i¢in patojen 6zelliklerde igermektedir [13]. Sekil-1’de
Pseudomonas spp. cinsi Dbakterilerin dogadaki yaygin olarak bulundugu ortamlar

gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Pseudomonas spp. cinsi bakterilerin habitat tizerindeki dagilimlari.

Yunanca psedo (yanlis) latince mono (tek birim) kelimelerinden tiiretilen Pseudomonas
kelimesi, en genis bakteri sinifindan olan Gammaproteobacteria sinifina dahildir. 16s ribozomal
riboniikleik asit (rRNA) gen dizilimlerine ve pigment olusumuna gore alt tiirlerine
siiflandirilan  Pseudomonas cinsi bakterilerin en yaygmn olarak bilinen alt tiirleri;
P.aeruginosa,  P.alcaligenes,  P.fluorescens, P.fragi, —P.mendocina, P.oleovorans,

P.pseudoalcaligenes, P. putida, P.stutzeri ve P.syringae’dir [10,11].



Pseudomonas cinsi; gram negatif, cubuk (basil) sekilli, genis, piirlizsiiz, diiz kenarli mukoid
koloni sekilli, 0.5-0.8 um ¢apinda ve 1.5-3.0 um boyutlarinda tek veya ¢oklu polar flagellaya
sahip hareketli, bakterilerdir. Mukoid koloni yapisi nedeniyle kolonilesme ve viriilans ile
iliskilidir. Pseudomonas cinsi ¢ogu alt tiirlerde zorunlu aeroblardir, metabolizma igin
fermantasyon zorunlu degildir. Oksijenin bulunmadigi ortamlarda nitrat1 solunumda
kullanabilmektedirler. Pseudomonas cinsi bakteriler, glikoz ve karbohidratlardan oksijenli
ortamlarda asit Uretebilmektedir. Genellikle katalaz ve oksidaz pozitiftir, liremeleri icin
minimum besin 6gesi yeterli olmaktadir. Karbon kaynagi olan asetat ve nitrojen kaynagi olan
stilfattin bulundugu ortamlar Pseudomonas cinsinin biiyiimesi i¢in yeterlidir. Nemli ortamlarda
kolaylikla gelisebildigi icin, toprak ve suda kolaylikla tireyebilmekte ve toprak, su ile temas

etmis yiizeylerde tiremeye devam edebilirler [14].

Pseudomonaslar 4°C ile 43°C arasinda gelisebilen, aside direng gostermeyen pH 5-6 altinda
nadiren biiyliyen bakteriler farkli fizikokimyasal kosullara dayaniklidir. Tiirlerinin ¢ogu
pigment lireten Pseudomonaslarin sinirlt demir kosullarinda pyoverdin (florosein) ad1 verilen
floresan siderofor salgilar. Radyasyon ve 1stya karsi direncli degillerdir. Indol ve Ha.S
olusturamamaktadirlar. Metil kirmizisi ve Voges proskauer testleri negatiftir. Pseudomonas
bakterileri, lipoprotein yapi, hidrokarbon zinciriyle akiskanlik veren 6zel bir lipid (LPS)’den
olusur. Lipopolisakkarit, hiicreye spesifik bir antijenik 6zellik kazandirmaktadir. % 0.010-0.50
konsantrasyonlardaki asetik asit ve tuzlari tire karsi etkilidir. Gidalara 200 ppm nitrit
eklenmesi, Pseudomonas tzerine azaltma oOzelligi gostermektedir. En onemli bozulma

etkenlerinden biri olan CO» gazina kars1 Pseudomonas cinsi hassastir.

Pseudomonas cinsi bakterilerin bazi tiirleri proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahiptir.
Pseudomnas bakterileri, poli-p-hidroksibutirat (PHB) graniillerine sahiptir. PHB grantillerini
gelistikleri ortamlarda besin eksikligi oldugunda kullanarak, yasamlarinin devamliligini
sagladiklar1 saptanmistir. Cesitli karbon kaynaklar1 igeren azotun yetersiz ortamlarda
endoselliiler graniillerde biriken PHB graniilleri, Pseudomonas cinsine ait tiyelerini birbirinden

ayirt etmede kullanilmaktadir.



Pseudomonas’larin floresan tyeleri glukanat, alkan, alkenler gibi karbon kaynaklarinda
gelistirildiklerinde, C6-C12 zincir ortasindaki monomerlerden olusan polihidroksialkanatlar
olusturabilmektedir. Pseudomonas bakterileri lipoprotein yapilari igerir, bu yapilar
tanimlanmalarinda kullanilmistir. Lipopolisakkaritin i¢ kismi1 hidrokarbon zinciriyle akigkanlik
veren Ozel bir lipid (LPS)’den olusur. Lipopolisakkarit, hiicreye 6zgii bir antijenik kimlik
kazandirir. Boylelikle bakterilerin dis membran1 antibiyotiklere karsi bariyer 6zelligi kazanir

[11-16].

Mezofilik bakteri grubunda yer alan psikofilik bakteriler, gida maddeleri tizerinde fosfolipidleri
ve notr lipitleri sentezleyerek, mikroorganizmalarin lipitlerinin erime noktalarinin azalmasini
saglayarak, mikroorganizmanin soguk ortam kosullarinda da gelisebilmesine neden olur. Soguk
ortam kosullarinda mikroorganizmanin lipit yapisint muhafaza edebilmesi, mikroorganizmanin
gida tizerinde canliligimi ve islevselligini devam ettirebilmesine olanak saglamaktadir.
Psikrotrof grubu mikroorganizmalar, gidalarda hiicre dis1 proteaz ve lipaz {ireterek gida tirtinleri

tizerinde ¢ogalmaya olanak saglamaktadir [10,11].

Psikotrofilik grup icerisinde yer alan Pseudomonas spp. ozellikle beyaz et ve et triinlerinde
bozulmaya neden olan ana mikroorganizmadir. Yapilan calismalar sonucunda, beyaz et
tirtintinde kesimin hemen sonrasinda, mikroorganizma yiikii kontrol edildiginde, sirasiyla;
Mikrokoklar (%50), gram-pozitif ¢ubuklar (%14), Flavobacteria (%14), Enterobacteriaceae
(%8), Pseudomonas (%?2), Acinetobacter (%7) ve tanimlanamayan organizmalar (%)5).
Ornekler, 1°C-10% -10 giin muhafaza edilmesinin ardindan mikrobiyal yiikii tekrar kontrol
edildiginde %90 Pseudomonas spp. (Pseudomonas ve Shewanella), %7 Acinetobacter ve %3

Enterobakteria igerdigi saptanmistir [12].

Pseudomonas tiirleri yumurta, balik, et, siit ve kiimes hayvanlarinda proteaz, lipaz ve pektinaz
enzimlerini kullanarak karbonhidratin olmadigi ortamlarda enerji kaynagi olarak asit,

aminoasitleri, lipit, peptit, ve proteini pargalayabilmektedir [17].

Bozulmaya neden olan Pseudomonas spp. bakterisi, glukoz metabolizmasi sonucu kotii koku

olusturmayan kisa zincirli yag asitleri, ketonlar ve alkoller agiga ¢ikmaktadir. Kotii kokuyu
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olusturacak bilesenler, mikroorganizma sayist >1.0x107 kob/cm? oldugu zaman, glukoz
seviyesi azalip, laktat ve amino asitler gibi bilesenler kullanilmaya baslandiginda agiga
cikmaktadir. Bunlar arasinda tipik kokusma kokusunu olusturanlar hidrojen siilfit, metil
merkaptan, dimetil siilfit gibi bilesenlerdir. Bunlarin disinda amino asit par¢alanmasi sonucu
kot kokuya neden olan basta amonyak olmak tizere 40’a yakin ucucu metabolitin olustugu

bildirilmektedir [18].

Mikroorganizma yiikii 1.0x10%-1.0x10° kob/g ulastiginda gida maddesi {izerinde mukoza yapi
olusmaktadir. Pseudomonaslar etin ylizeyinde +100/+500 mV diizeyindeki Eh (Redoks
Potansiyeli) degerinde kotii koku olusumuna sebebiyet vermektedir [19]. Et kalitesini etkileyen
bakteri limiti degerlendirme calismasinda 4°C’de muhafaza edilen kanatli eti {irtinlerinin

2/3’tinlin mikrobiyal yiikii log 3-8 kob/g degerleri arasinda degisiklik gostermistir [18].

M.Akan 2009 yilinda gergeklestirdigi ¢alismada, et ve et diriinlerine ait farkli tirtinlerin
maksimum ve minimum Pseudomonas spp. sonuglar1 degerlendirildiginde, <1.0-1.0x10*

kob/g’lik tireme saptanmistir [20]. Cizelge 2.1°de yapilan ¢alismaya ait veriler gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Et ve et urtinlerinde Pseudomonas spp. maksimum ve minumum degerleri

(kob/g).

Mikroorganizma  Uriin N n i Min Max Ortalama

Pseudomonas Tavuk But 15 12 14 <1  8.0x10* 2.0x10*

spp. Tavuk Gogiis 15 12 16 <1  5.0x10* 4.0x10°
Tavuk Sis 10 8 11 <1 2.0x10* 4.0x10°

Tavuk Inegol Kofte 10 9 11 <1 5.0x10*  7.0x10°
Tavuk Burger Kofte 10 8 10 <1 8.0x10* 3.0x10°

(N: calisilan 6rnek sayisi, n: Izolat sayis1 i: tanimlanan tiir sayis1 <1: {ireme olmadi (P<0.05))

N. Charles ve ark. yaptiklar1 ¢calismada farkli et tirtinleri pakatleme sistemlerindeki 8 giinliik

Pseudomonas spp. analiz sonuglar1 gozlemlenmistir. Analizde ilk giiniinde 3.0x10* kob/g 8.



Giin sonunda 4.0x10° kob/g degerinde iireme saptanmustir [21]. Cizelge 2.2°de yapilan

calismaya ait veriler gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Tavuk eti triinlerinin, 3 farkli paketleme sisteminde 1.2+1 C’deki 8 giinliik

analiz sonuglar1 (kob/g).

‘ ‘ Paketleme
Mikroorganizma '
Sistemi

Pseudomoanas FRP

STY
PAD
Psychrotrophs FRP
STY
PAD

Depolanma Siiresi

0 2
7.0x10°  7.0x10°

5.0x10°  8.0x10°
3.0x10°  4.0x10*
5.0x10*  7.0x10*
3.0x10*  1.0x10?
1.0x10*  5.0x10°

4
6.0x10*

2.0x10°
3.0xx10°
2.0x10°
5.0x10°
6.0x10°

6
1.0x10°

2.0x10°
8.0x10°
1.0x107
4.0x107
4.0x107

8
1.0x10°

5.0x10°
4.0x10°
5.0x10®
2.0x10°
5.0xx10®

Arthur Hinton ve ark. Yaptiklar1 calismada, Pili¢ etinde kesim islemi esnasinda Pseudomonas

bakteri yiikii ve 10.-14. Gunlerdeki Pseudomonas yiikleri karsilastirilmistir. Calisma

sonucunda, i¢ ¢tkarma ve dondurma islemleri esnasinda minimum 1.0x10° kob/g degerinde elde

edilen sonuglar, 14. giin sonunda 2.0x10° kob/g degerinde saptanmustir [22]. Cizelge 2.3 de

yapilan ¢alismaya ait veriler gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Pili¢ etinin kesim islem basamaklarinda, 10. ve 14. giinlerdeki Pseudomonas

sonuglar1 (kob/g).

Tavuk Eti islemleri

Islem Gormemis Tavuk Eti

Pseudomonas

Agar

1.0x10°

Kesim Islemi Esnasinda Tavuk Eti 7.0x10%

I¢ cikarilma islemi Esnasinda
Tavuk Eti
Dondurulma Islemi Esnasinda

Tavuk Eti

5.0

1.0

10

Demir

Agar

2.0x10!
4.0x10°

2.0x10!

0,00

Streptomycin-

Thallous Acetate-

Actidion Agar

0,00
0,00

0,00

0,00



Dondurulmus 10. Giindeki Tavuk

' 4.0x10° 5.0x10° 6.0x10°
Eti
Dondurulmus 14. Giindeki Tavuk
Ei 2.0x10° 2.0x10° 3.0x108
t1

Isabelle Arnaut-Rollier ve ark. yaptiklari ¢aligmada, 4 farkli gruba ayrilan tavuk etlerinde, PCA
(Plate Count Agar) agarda Toplam Mezofilik Aerobik Koloni ve CFC (Cetrimid Fucidin
Cephaloridin Agar) agarda Pseudomonas spp.analizler ilk 8 giindeki degisimleri incelenmistir.
0. Giinde et yiizeyinde %85 oraninda yayilma gosteren Pseudomonas spp. 8. Giiniin sonunda

% 98.3 degerine ulasmistir [23]. Cizelge 2.4’de yapilan ¢alismaya ait veriler gosterilmistir.

Cizelge 2.4. 4 farkli gruba ayrilan tavuk eti numunelerinin et tizerindeki 0. 3. ve 8. glinlerdeki

%/’lik dagilimlart.

Depolama Besiyeri Toplam Flora 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup
Gtinleri Yiizdesi (%)

0.glin PCA 19.2 2 14 2 5
PSA 85.0 22 79 1 0
3.giin PCA 44.2 20 28 4 1
PSA 94.2 34 77 2 0
8.giin PCA 87.5 36 69 0 0
PSA 98.3 25 92 1 0

Ana Cristina Pinesso Ribeiro ve ark. Baslangi¢ degerleri 1.0x10? ve 1.0x10° olan tam yagh
stittiin ilk 96 saatteki mikrobiyolojik bozulmasi kontrol edilmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda, maksimum 1.0x107 ve 3.0x10° kob/g degerine ulasiimustir [24]. Cizelge 2.5de

yapilan ¢alismaya ait veriler gosterilmistir.
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Cizelge 2.5.
degerleri (kob/g).

Baslangi¢
Mikrobiyal Yiiki

10°

10°

Sicaklik
°C

[ NI S RN I S )

0 saat

2.0x10?
2.0x10?
2.0x10?
4.0x10°
4.0x10°
4.0x10°

24 saat

1.0x10°
5.0x10*
2.0x10°
4.0x10°
2.0x108
5.0x107

48 saat

2.0x10°
2.0x10°
3.0x10°
1.0x10°
6.0x10’
1.0x108

72 saat

3.0x10°
5.0x10°
2.0x10°
2.0x107
4.0x107
3.0x10®

Steril tam yagh siitte, 0-24-48-72-96 saatlerdeki Pseudomonas spp. bakteri

96
saat
3.0x10°
6.0x10°
1.0x107
1.0x107
8.0x10’
3.0x10°

Amélie Rouger ve ark. yaptiklar1 ¢aligmasinda tavuk etine ait 13 farkli akademik ¢alismanin
degerlendirilmesi yapilmistir. Cizelge 2.6°de tavuk etindeki ortalama Pseudomonas bakteri
yiikii 3.0x10° kob/g degerinde saptanirken kokusma islemi gerceklesen tavuk eti {iriinlerinin

sonuglarinin gosterildigi Cizelge 2.7 *de maksimum 1.0x10° kob/g degeri tespit edilmistir [25].

Cizelge 2.6. Yapilan 7 farkli ¢alismadaki saptanan bakteri degerleri (kob/g).

YAPILAN
2 3 4. 5 6 7
CALISMALAR
Toplam Koloni 8.0x10%*
1.0x10°  8.0x10° ND 2.0x10* 5.0x10° ND
Sayist 3.0x10°
Psikrotrofik 2.0x10°-
ND ND ND ND ND 2.0x10%
Bakteriler 3.0x10°
Mezofilik 5.0x10°
ND ND ND ND ND 1.0x10°
Bakteriler -2.0x10°
Pseudomonas 3.0x10° 2.0x10° ND ND 2.0x10° ND 5.0x10*
4.0%10%-
Enterobakteriler ND ND ND ND 6.0x10?
3.0x10°
5.0- 4.0x10%-
Escherichia coli  2.0x10? ND ND ND
2.0x10>  4.0x103
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3.0x10°-

Koliform 2.0x10> ND ND ND 1.0x10°  7.0x10?
4.0x10*
4.0-
Stafilokok Aureus =~ ND ND ND ND ND ND
3.0x10%

(ND = Tespit Edilemeyen)

Cizelge 2.7. Yapilan 6 farkli calismadaki saptanan bakteri degerleri (kob/g).

YAPILAN
8. 9. 10. 11. 12. 13.
CALISMALAR
‘ Kokusana
Depolama Siiresi (giin) 4 5 9 11 15
Kadar
Sicaklik © 4-10 7 4 3 4 6
Toplam Koloni Sayis1 ~ 4.0x107  2.0x10% 4.0x10"  3.0x10° 1.0x10% 1.0x10°
Enterobakteriler 2.0x10%8 ND ND ND 1.0x10°  4.0x10’
Pseudomonas 1.0x10° ND 1.0x107  1.0x10° 1.0x10° ND
Koliform ND 2.0x10* ND 5.0x10° ND ND
(N.D.= Tespit Edilemeyen)
2.2 Molekiiler Baskilama

Antijen-antikor, enzim substrat vb., dogal biyomolekiil tanima elemanlarinin anahtar-kilit gibi
mitkemmel uyum gosteren biyolojik tanima sistemi canlilik i¢in biiyilk 6neme sahiptir.
Biyolojik olaylarin temel iskeletini olusturan biyolojik tanima, dogal biyomolekiil tanima
elemanlarinin ideal olmayan ortamlarda (yiiksek basing, sicaklik, farkli pH araligt ve ...)
kararsizlagmalar1 bilim diinyasinda sentetik biyo-tanima elemanlarinin gelistirilmesi

konusunda ilham kaynag1 olmustur [26,27].

Bu fikir, 1949'da boya molekiillerinin silikaya basilabilecegini bildiren Dickey i¢in ilham
kaynag1 oldu. Bu erken calisma, Pauling'in konseptinin ¢ok genis bir anlamda deneysel olarak
uygulamaya konulabilecegini gosterdi. Bu alan, yaygin olarak kabul edilen goriis olana kadar

geri plan ¢caligmalarinda devam ettirildi [28].
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Molekiiler baskilama teknolojisi (Molecular Imprinting Technology MIT), ilk olarak 1970’li
yillarda Wulff ve arkadaslari tarafindan, seker tiirevleri i¢in reseptor 6zelliklerine sahip sentetik
polimerlerin hazirlanmasina iligkin deneylerinin anlatilmaya baslanmasiyla modern alanda

ileriye dogru caligsmalarin hiz kazandigi bir alan olusturmustur [29].

Molekiiler baskilama teknolojisi ile yapilan ¢alismalarda gelistirilen sentetik polimerler, dogal
tanima elemanlarimi taklit ederek, dogada bulunan tanima stire¢lerinde dogal biyomolekiillerin

yerini alabilecek potansiye sahiptir [30].

Molekiiler baskilanmis polimerler; Farkli sicaklik, basing ve pH degerlerinde stabil
kalabilmeleri, dogal tanima elemanlarindan daha uygun maliyete temin edilmesi ve
hazirlanmasi, organik c¢oziiciiler icerisinde calisabilmesi, herhangi bilesik i¢in kolayca
hazirlanabilmesi asgari ¢alisma kosullarinin yeterli olmasi ve farkli sistemlere kolayca

uygulanabilmesi en 6nemli avantajlaridir [31,32].

Bu teknigi kullanarak, ¢ok yiiksek seciciliklere sahip malzemeler elde edilebilir ve yontem su
anda birka¢ potansiyel uygulama i¢in diisiiniildiigii noktaya kadar olgunlasmistir. katalitik
aktiviteyi molekiiler olarak baskili materyallere doniistiirmek i¢in girisimlerde bulunulmustur.
Baskili malzemelerle elde edilebilecek yliksek secicilik ve saglamligin kombinasyonu goz
ontine alindiginda, zorlu islemlerde kullanimlari, yiiksek sicaklik ve basingta islemler, asidik
veya bazik kosullar altinda reaksiyonlar ve organik ¢oziiciilerdeki reaksiyonlar gibi bir¢cok zorlu

kosula uyum saglayabilmektedir [33].

Molekiiler Baskilama Teknolojisi; kataliz, ayristirma, saflastirma, tespit, ilag, aminoasitler,
karbohidratler, niikleotidler, peptitler, hormonlar ve toksinler, pestisitler gibi yaygin olarak pek

cok alanda kullanilmaktadir.

2.2.1 Molekiiler Baskilama Teknolojisi ve Cesitleri

Molekiiler baskilama teknolojisi (MIT), secici tanima 6zelligine sahip, ¢apraz bagh sentetik

polimerlerin olusturuldugu bir tekniktir. MIT teknolojsinin temelinde, analit ve fonksiyonel
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monomer arasinda ¢apraz baglanma maddesi sayesinde 3 boyutlu polimer yapiin olugsmasina
dayanmaktadir (Sekil-2.2). Polimerizasyon islemi sonrasinda analit, boyut, sekil ve islevsel
ozellik bakimindan 6zel tanima bolgelerini sablona bastirarak polimerden uzaklastilir. Son

durumda elde edilen polimer yalnizca analite 6zel molekiillerin taninmasida kullanilir [34].

. N
w +«
4 < /‘\ A A
ol RS
(7 = i A Hedef Molekil w5
N s P Polimerizasyon \"/A\"/ Uzaklastirilir =
iR ~E3Y .
i A - ¢
‘ ’-\\ ~ 4
g . N
It -
Yeniden
Baglanma
Baglatici .K/ . ' . '. . '
3 v W )
Fonksiyonel Monomer b\
7}A§<\
GaprazBaglayici - N /,A
& y
(-
Hedef Molekul gl‘\ b <}/ﬁ<{~,,.‘
N
Sekil 2.2. Molekiiler baskilanmis polimer tasarimi.

Molekiiler baskilama islemi temelde 3 asama olugmaktadir;

1- On komplekslesme: Hedef analit ile fonksiyonel monomerler, kovalent ya da kovalent
olmayan etkilesimlerle baglanarak polimerize olabilir yapr olusturur. Hedef analitin
karakteristik yapisi bu asamada 6nem arz etmektedir.

2- Polimerizasyon: hedef analit ile fonksiyonel monomerin birleserek olustugu yapiya,

capraz baglayilarin eklenmesiyle polimerizasyon islemi baglatilir.

3- Uzaklastirma: Polimerizasyon iglemi sonrasinda olusan 3 boyutlu yapidan, hedef
analitin uzaklastirilmasi islemidir. Bu islemde ¢oziicii, matriks yapidaki bosluklarin
olusmasint (kalip yap1) saglar. Uygun kosullar altinda bu kalip yapi, hedef yapinin

boyutunu, yapisini ve kimyasal 6zelliklerini tanimaktadir [35].
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2.2.2 Molekiiler Baskilama Tekniginde Kullamilan Materyaller

Molekiiler baskilanmis polimerlerin tasarlanabilmesi i¢in gerekli 5 temel element; Hedef analit

(sablon), fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayicilar, baslaticilar ve ¢oziiciilerdir.

2.2.2.1 Hedef Analit

Baski islemi i¢in hedef analit, fonksiyonel organizasyonunu yonlendirmesi nedeniyle temel
oneme sahiptir. Hedef analitin ideal polimerizasyon i¢in, kimyasal olarak inert olmasi
gerekmektedir. Ideal hedef analitlerin tercih edilmesinde, 3 duruma dikkat edilmesi
gerekmektedir. (1) Hedef analit, polimerize olacak fonksiyonel grup igeriyor mu?. (2) Hedef
analit, serbest radikallerle etkilisim kurabilecek islevsellik tasiyor mu (3) Hedef analit ideal
olmayan kosullarda (6rn: Yiiksek sicaklik, Uv 1s1nina maruz kalma ve kimyasal baslaticilar)

kararl1 kalabiliryor mu? [36].

Kiictik boyutlu molekiillerin molekiiler baskilanmis polimer olarak kullanilanilirligi, basariyla
uygulanmistir. Optimizasyon esnasinda ¢ogu durumda aktif analitler kullanilmaktadir. Bu

durum baskilamanin dogrulugunun test edilebilmektedir.

Biiyiik boyutlu molekiiller, hedef analitin baskilanmas1 kiigiik molekiillere gore daha zordur.
Biiyiik molekiillerin daha yumusak olmasi ve bu nedenle baskilamanin tam olusmasina engel
olabilmektedir. Termal ve fotolitik islemler sirasinda biiyiik molekiiller etkilenebilmektedir.

Ayrica tekrarlanan ¢alismada etkili baglanama olusmayabilmektedir [37].

2.2.2.2 Fonksiyonel Monomerler

Fonksiyonel monomerler, hedef analit ve ¢apraz baglayicilar ile baglanma etkilesimlerinden
sorumludur. Molekiiler baskilamada kullanilan fonksiyonel monomerlerin sayis1 sinirlidir. Bu
durum, MIP’lerin se¢iciligini sinirlar. Fonsiyonel monomerler, 2 farkl: tip birimden olusur. Biri
tanima birimi, digeri vinil ¢ift bag ve silikon hidroksil gibi polimerize edilebilir birimdir. En
sik kullanilan asidik ve bazik fonksiyonel monomerler metakrilik asit ve 4-vinilpiridin olarak

belirtilebilir [36-41].
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Fonksiyonel monomerler ortama stoikiometrik olarak eklenir. Kovalent baglanmalarda, analit
baglanma icin gerekli monomer sayisi bellidir. Fakat kovalent olmayan baglanmalarda,
monomerler analit oranindan daha fazla miktarda ortamda bulundurulur. (1:4 oraninda) Bu
durum, farkli formiilasyonlarda polimer olusumununa neden oldugu gibi farkli heterojen
baglanma bolgelerini olusturmaktadir. Le Chatelier’in ilkesine goére bu durum yonetilen
islevsel monomerler ve hedef analit arasindaki ¢oziim kompleksinden kaynaklandigi

distiniilmektedir (Sekil 2.3) [38].

CHQ CHZ CH2 HQC/
OH OH OCH, OH
H,C H,C
o
o 0 0

Akrilik Asit Metakrilik Asit Metil Metakrilik Asit p-vinilbenzaik Asit
OH
/ == e
H,C H,C HQC / N
0 CH,
O OH =N
Itakonik Asit 4-etilstren 4-vinilpiridin
CH,
== N H ’/’/\N CH3
HC ™ 7\ .C O |~ CH,SOH
- =N CH,
O
2-vinilpiridin Fvinilpiridin Akrilamido-2-metil-1-propan-shlfonik Asit
NH, H,C NH,
O
J < > < / AT
/ H,C |_|o)\\/\©l
H,C o H,C o) =
Akrilamid Metakrilamid Stiren Trans-3-(3-piridil}- Akrilik Asit
Sekil 2.3. Fonsiyonel monomeler.
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2.2.2.3 Capraz Baglayicilar

Polimer baskilanmasinda capraz baglayicilar 3 islem i¢in kullanilmaktadir. (1) Polimer

matriksin morfolojik 6zelliklerinin kontrol edilmesinde Onemlidir. (2) Baskilama ortam

kosullarinin kararli kalmasini saglar. (3) Polimer matriksine mekanik dayaniklilik kazandirir

(Sekil 2.4). Capraz baglayicilar hazirlanan polimer yapiin biyo- tanima 6zelligi tizerinde

onemli etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle baskilanan polmerlerde mikro bosluklarin olugmasi,

analitin geri ¢ikarilabilmesi ve baskilanan yapinin hem sekil hemde kimyasal islevsellik

bakimindan 3 boyutlu yapisinin dayanikli olabilmesi i¢in ¢apraz baglanti oralar1 %80 asan

polimer yapilar tercih edilmektedir [36-38].

0.

R

(@)

etilen glikol dimetakrilat

divinil benzene

_/—\0
JaUad

1-4 bis(akriloil)piperazin

- -

)\{/‘3
o]
(o]
¢}
/T\{
tg metil propan Gg metakrilat

[} (e}
\JJ\N/\N JL/
H H

N, N’ = metilenbisakrilamit

Sekil 2.4. Capraz baglayicilar.

2.2.2.4 Coziiciiler (Porojenler)

Coziciiler, hedef analit, fonksiyonel monomer,

capraz baglayici ve baglaticilarin,

polimerizasyon islemi esnasinda ¢6ziinerek ayni faza gelmesine yardimer olur. Ayni zamanda

polimer matrikde gozenekli yapinin olugsmasinda 6nemli etkisi bulunmaktadir. Yaygin olarak

kullanilan ¢oziiciiler 2-metoksietanol, metanol, tetrahidrofuran (THF), asetonitril, dikloroetan,

kloroform, N, N-dimetilformamid (DMF) ve toluendir.
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Coziicliniin seviyesi ve yapisi buylik gozenekli polimerler hazirlarken gézenek hacmini
belirlemede kullanilabilir. Iyi bir ¢oziiciiniin kullanilmasi, polimerde 6zel yiizey alanlarma ve
gelismis gozeneklere sahip olmak icin kullanilabilmektedir. Zayif bir ¢6ziiciiniin kullanilmasi
ise diisiik etkinlikte ylizey alanlarina ve zayif gelismis gozeneklere sahip polimer olusumuna
neden olabilecektir. Coziiciiler ayn1 zamanda, kovalent olmayan baskilamalarda, analit-

fonksiyonel monomer etkilesimini etkilemektedir [36- 38].

2.2.2.5 Baslaticilar

Fonksiyonel monomere bagli polimer bilesik olusturabilmek ig¢in, reaksiyonu baglatan
kimyasallardir. Baslaticilar, fonksiyonel monomer arasinda matriks yap1 olusuma yardimei olan
etkileyen kimyasal tiirleridir (Sekil 2.5). Baglaticilar, hedef analit ve polimerizasyon tipine gore
secilmelidir. Hedef analit kararsiz olmasi halinde, baslatict ve polimerizasyon yontemi hedef

analitin karakterizasyonuna gore tecih edilmelidir [36-38].

CN CH, O ome O o
H.C ‘ N=N CH, @—40_0
‘ ‘ OMe
CH, CN d

azoisisobltironitril dimetil asetat benzil lenzoil peroksit

CH,

o]
H.C eN S N CH,
N=N OH N= NMO
CH,
CH, CN &l CH, CN
OH
CH

3
azoisdimetilvaleron nitril 4.4' - cizo{4-siyanovakrik asit)

Sekil 2.5. Kimyasal baslaticilar.
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2.2.3 Molekiiler Baskilama Teknolojisinde Kullanilan Baskilama Teknikleri

Yukarida islevleri detayli anlatilan molekiiler baskilama elemanlarinin se¢iminin etkin sekilde

yapilmast molekiiler baskilama igleminin basarili olmast i¢in ¢ok Onemlidir. Molekiiler

baskilama islemi hedef molekiil, fonksiyonel monomerlerin ve uygun ¢apraz baglayicilarin ayni

ortamda bulunmasi ile sentezlenebilmektedir. Olusan matriks yapinin boyut, sekil, fiziksel ve

kimyasal o6zellikleri bakimindan hedef molekiil ile birebir ayn1 yapida olugsmaktadir. Hedef

molekiiliin polimere baglanabilmesi veya polimerden uzaklagsmasi ve bu islemin tekrar tekrar

kullanilabilmesi kimyasal etkilesimlere baglidir. Molekiiler olarak olusturulmasinda kullanilan

baskilama teknikleri, Kovalent, Kovalent olmayan, Semi-Kovalent, Metal aracili olarak

siniflandirilmaktadir (Sekil 2.6.).

AN 4

Kovalent Clmayan Baglayicilar
>

‘o é’) ﬁ
*d Kovalent Baglayicilar
L
=] 6 ‘

Hedlef Molekdl

Gapraz Baglayiciier
ile Palimerizasyon

&
Ligand Degisimi

y\ Baglamc
Hedof Molekalin

Uzaklagtinimas: K e

Ayriima
|

Sekil 2.6. Molekiiler baskilama teknikleri.

2.2.3.1 Kovalent Baskilama Teknikleri

Bu yontem, hedef molekiil ve fonksiyonel monomerin kovalant olarak baglanmasidir. Bu tip

baglanma tersinir kovalent baglara dayanmaktadir. Capraz baglayici ile kopolimerizasyondan

sonra, baski molekiilii yiiksek oranda ¢apraz baglanmis polimerden kimyasal olarak ayrilir.

Baskilanmis polimere, hedef molekiil yeniden ayni1 bag olusmaktadir (Sekil 2.7.).
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Avantajlari: Fonksiyonel monomerlerin sadece hedef analitle birlesmesi ve ayrismasi arasinda
denge olusmasi nedeniyle, polimerde cesitli afinitelere sahip baglanma bolgeleri olusmaktadir.

Polimerizasyon kosullarina yiiksek adaptasyon saglar.

Dezavantajlari: Tersine ¢evrilebilir baglanma i¢in sirli sayida hedef molekiil olmasi

nedeniyle, Kovasinirli sayida bilesik olusturulabilmektedir. (alkoller, aldehitler, ketonlar,
aminler ve karboksilik asitler). Kovalent bag olusumunun giiclii yapida olmast ve hedef
molekiilin tekrarli baglanma-ayrilma isleminde engeller olusturmasi nedeniyle kullanish

degildir ve baglanma kinetigi yavastir [37,38].

mev

Kendiliginden i Cézict Anglitin

Buglanan Polimerizasyon Ekstrosyonu Baglanmasi
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KOVALENT OLMAYAN BASKILAMA

Kimycisal Analitin
Polimerizaisyon Ayrigma Baglanmasi
m— _ —_—

KOVALENT BASKILAMA

FAS

Kirmyasal
Sentez
_

Sekil 2.7. Kovalent ve kovalent olmayan baskilama teknikleri.

2.2.3.2 Kovalent Olmayan Baskilama Teknigi

Hedef molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda kovalent olmayan baglarin olugmasi

(hidrojen baglar, elektrostatik etkilesimler, koordinasyon bag olusumu) ile olusturulur.

Avantajlari: Polimerizasyondan sonra kalip molekiil polimerden kolayca uzaklastirilir, ¢iinkii
kovalent olmayan etkilesimler daha zayiftir. Kovalent olmayan baski yontemi bir¢ok bilesige
uygulanabilir olmalari, hizli kinetigi ve daha uygun kosullarda bag olusumu ve kirilma
ozellikleri gostermeleri nedeniyle en yaygin sekilde uygulanan yontemdir. Hedef molekiiliin

baglanma kinetigi hizlidir.
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Dezavantajlari: Kovalent olmayan baglanmada fonkdiyone monomer bag olusumunu

dengelemek icin hedef molekiile oranla fazla miktarda (1:4) kullanilmaktadir ve bu durum
polimer matrikste heterojen baglanma bolgelerinin olusmasina sebebiyet verir. Kovalent

olmayan etkilesimlerde, polimerizasyon kosullar1 6nemlidir [38-41].

2.2.3.3 Yan Kovalent Baskilama Teknigi

Yar1 kovalent bask1 kavrami, kovalent ve kovalent olmayan baskinin kombinasyonuna dayanir.
Bu yontemde, kovalent ve kovalent olmayan yaklasimlarin avantajlari birlestirilmeye
calisilmaktadir. Polimer baskilama islemi kovalent baglamada oldugu gibi diizenlenir fakat
baglanma kovalent olmayan etkilesimlerle gergeklesir. Boylece, hedef molekiiliin baglanma-

ayrilma islemi hizlandirilmis olmaktadir [42].

2.2.3.4 Metal Aracih Baskilama Teknigi

Metal iyonlar, elektronlarini ligandlara vermesiyle ¢ok ¢esitli fonksiyonel gruplara baglanma
yetenegine sahiptir. Metalin, etkilesim giicii, oksidasyon durumu ve ligand 6zelliklerine bagh
olarak kovalent baglanma gibi davrabilmektedir. Ozetle metaller, hedef molekiil ve fonksiyonel
monomer arasinda,alternatif baglanma yontemi olarak kullanilmistir. Bu metotta, baglanma
bolgelerinde giiclii heterojen yapilar olusurken, partiikiiller arasinda diftizyona engel
olabilmektedir. Durumda, hedef molekiillerin baglanmasinda aksakliklara sebebiyet

vermektedir [36-48].

2.2.4 Molekiiler Baskilama Teknolojisinde Kullanilan Polimerizasyon Cesitleri

Molekiiler baskilanmis polimerlerin, polimerizasyon islemleri, istenilen polimer yapinin
kullanim alanina uygun olarak farkli fiziksel formlarda hazirlanabilmektedir. Co6zeltinin
baslangigctaki homojen veya heterojen yapisina bagli olarak farkli alt gruplarda

siniflandirilabilmektedir.
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Bunun nedeni yine Le Chatelier'in ilkesine dayanilarak one siiriildii; bu, daha distik
sicakliklarin pre-polimer kompleksini karmasik olusuma siiriikleyecegini ve boylece olusan

baglanma yerlerinin sayisini ve muhtemelen kalitesini artiracagini1 6ngoriiyor [38].

2.2.4.1 Y12in Polimerizasyon Teknigi

Molekiiler baskilanmis polimerler i¢in kullanilan geleneksel yontem, 6n polimerizasyon
isleminden sonra, hedef molekiiliin dogrudan monomer karigimina eklenerek dagilimi saglanir.
Polimerizasyon islemi sonrasinda, polimer parcacik boyutunun mikrometre araliginda
olabilmesi i¢in mekanik Ogiitme ve eleme islemleri uygulanir (Sekil 2.8.). Bu teknigin
uygulanmas1 basit, pratik, gelismis ekipmana ihtiya¢c duymadan, hizli, parcacik boyutlari,
tekrarlanabilirligi, polimer sertligi ve dayanikligi bakimindan pek ¢ok avantaji olmasina
ragmen, mekanik 6giitme ve eleme islemleri nedeniyle baglanma bolgelerinde deformasyon
olusmasi, boyut ve bigimde diizensizlik olusmasi, fazla miktarda hedef molekiil gerekliliginde
otiirti polimer olusturma zorlugu, uzun stiregler gerektirmesi, 1s1 olusumu, diisiik performans ve

madde kayb1 nedeniyle dezavantajlart bulunmaktadir [38-48].
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2.2.4.2 In-suti Polimerizasyonu

In-suti polimerizasyon teknigi, kromotografik kolon igerisinde baskilanmis monolit polimer
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Kolon igerisinde monolit ve polimerizasyon malzemesi
eklenerek su banyosunda 1s1 ile veya Uv altinda polimerizasyon islemi baslatilarak yaklasik 3
saat polimerizasyon islemi siirdiiriilir. Kullanilan yontemin tek islem basamagi olmasi, diisiik
maliyetli olusu, gézenek yapisinin ideal olmasi, hazirlanilan polimerler, segicilik, hasssasiyet
ve reaksiyon hizi gibi avantajlara sahipken en biiyiik dezavantaji polimerin optimaze edilmesi

gereklidir [37-49].

2.2.4.3 Cok Asamahl Sisme Polimerizasyonu

Asamal1 sisme polimerizasyonu, kontrollii polimer biiyiikliigiine sahip olmak i¢in gelistirilmis
bir yontemdir. Ideal boyutlu partikiillerin elde edilmesinin polimer pargiklarinin sismesine bagl
olan teknik, 2 asamadan olugmaktadir. 1. Asamada, polimer boncuklari, hidrofobik ¢6ziicii ile
tamamen adsorbe edilir. 2. Asamada sismis polimer boncuklarin tekrar hidrofobik ¢oziicii ile
tamamen adsorbe edilmesi saglanir. 2. Asamanin sonunda polimerizasyon islemi baslatilarak,
polimerlesme i¢in 1 giin bekletilir. Polimerizasyon islemi sonunda boncuklarin boyutlarinda
yaklasik 5-100 kat biiytime gozlemlenir. Boyut ve sekil dagilimini kontrollii olusumunu
saglayarak, kiigiik partikiillii malzemelerin bosa gitmesini 6nlemesine ragmen, karmasik ve
uzun polimerizasyon basamaklari gerektirir ve sulu siispansiyonlar baskilanmis polimer yapiy1

olumsuz yonde etkileyebilir [37-49].

2.2.4.4 Siispansiyon Polimerizasyonu

Gozenekli, MIP’lerin hazirlanmasinda kullanilan yontem, organik fazli ortamin sulu ortamla
stirekli karistirilmasidir. Mikrometre -milimetre araligindaki polimer boncuklarin olugsmasinda
kullanilan yontem, karisim esnasinda siirekli karistirilarak elde edilir (Sekil 2.9.). Bu
polimerizasyon teknigi, polimerlesmede kararli yapida olmamasi nedeniyle ortama stabilizator
eklenir. Karisim igerisindeki tiim maddeler c¢oziinerek homojen karisim elde edilir.
Polimerizasyon yaklasik 3 saatte tamamlanir. Bu yontemle elde edilen polimer malzemeler
yiiksek verimlikte ve seciliktedir. Bu yontemin su ile elde edilmesi nedeniyle olusan polimer

malzeme ¢esidi azdir [36-49].
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Sekil 2.9. Siispansiyon polimerizasyon prosesi.

2.2.4.5 Emiilsiyon polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonu, sulu ortamda c¢apraz baglayicilarin sablonun ve fonksiyonel
monomerin emiilsiyonlastirilmasini igerir. Emiilsiyon polimerizasyonunu, kullanilan baslatici
tiirti stispansiyon polimerizasyonundan ayiran 6zelliklerdir. Olusan polimer parcaciklarinin
yapist siispansiyon polimerizasyona gore ufaktir, zaman alicidir ve kullanilan sulu
siispansiyonlar baskiy1r engelleyebilir ve bu nedenle secicilikte bir azalmaya neden olabilir

[36,41- 49].

2.2.4.6 Coktiirme Polimerizasyonu

Coktiirme polimerizasyonu, yi1gin polimerizasyonundan farkli olarak daha fazla miktarlarda
coziicii eklenmesi ile elde edilmektedir. Baslangicta homojen yapida olan ¢ozelti, polimer
yapmin sivi igerisinde ¢odziinemez olmasi ve c¢okelmesi sonucu olusur. Olusan polimer
boncuklar mikrometre boyutundadir. Hairlanmasi en basit yontemdir, herhangi ek islem

gerektirmez. Polimerizasyon kosullart pargacik boyutu {izerinde etkilidir.
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Coktiirme polimerizasyonun siispansiyon polimerizasyonu ile arasindaki en onemli fark ise
stabilizatore gerek duyulmamasidir. Bu teknikte hazirlanilan polimerlerde yiiksek verim elde

edilmesine ragmen, fazla miktarda hedef molekiil gerektirmektedir [36,37,48,49].

2.2.4.7 Yiizey Polimerizasyonu

Son yillarda, proteinler, hiicreler, bakteriler ve virtisler gibi makromolekiillerin
olusturulmasinda, ylizey baskilama teknigi kullanilmaktadir. Geleneksel polimerizasyon
cesitleri, fazla miktarda capraz baglayici icermeleri nedeniyle, makromolekiillerin baglanma
bolgelerine ulagsmasina engellemektedir (Sekil 2.10.). Hedef molekiiliin polimer yiizeyine
kovalent ve kovalent olmayan etkilesimlerle, baskilanmas1 sonucu olusan polimer yapi, yiiksek
secicilik, erisilebilir baglanma, hizli birlesme/ayrisma gibi 6nemli avantajlar saglamaktadir.
Polimerlesme yontemi basit, ucuz ve tekrar kullanilabilirlik orani yiiksektir. Bu yontemin en
onemli dezavantajlar1 polimerizasyon basamaklarinin  karmasik ve uzun siirede

tamamlanmasidir [37-49].
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Sekil 2.10.  Yiizey baskilama prosesi.
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2.2.5 Molekiiler Baskilama Teknoloji ile Hazirlanan Polimerlerin Kullanim Alanlar

Molekiiler baskilanmis polimerler, ilk olarak laboratuvar ¢alismalarda kullanilmis olmasina
ragmen, giiniimiizde endiistriyel / ticari kullanimina talep gittik¢e artmaktadir. Bu teknoloji i¢gin

“gelecegin gercek diinyasi” oldugu ongoriilmektedir [37].

Molekiiler baskilanmis polimerlerin kendilerine 6zgiil yapilar1 ve 6zellikleri sayesinde, ayirma,
saflastirma, se¢ici gecirgen membranlar, sensorler, ilag dagilimi, g¢evresel izleme, klinik
uygulamalar, gida ve sanayi gibi farkli uygulama alanlarinda oldukea ilgi ¢ekicidir. Gegtigimiz
10 yillik siiregte molekiiler baskilama teknolojisi i¢in zengin literatiir ¢alismast bulunmakta ve
bu calismalara hiz kesmeden devam edilmektedir. Molekiiler Baskilama teknolojisinin genel

olarak kullanildig1 uygulama alanlar sekil-2.11 de detaylandirilmistir [36,50].

Off-line SPE
SPE Oon-line SPE
DSPE
MSPD
S Coated SPME
Onlglem 2aink
— Teknikleri SPME Monolithic SPME
In-tube SPME
SBSE
Delgu Malzemesi HPLC
MIP .
uygulamalar Kromatografi CEC
| Monolit CcLC
Elektro-akim
Potansiyel
—— Elektrokimyasal
Keapasite/Emp 18
Floresan
iletkenlik
— Kemilimenesan
L Sensor -+ Kolorimetrik
——— SPR/FT-IR
——— SERS
Digerleri

Sekil 2.11.  Molekiiler baskilanmis polimerlerin uygulama alanlari.
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2.2.5.1 Kati-Faz Ekstraksiyon Uygulamalari

Geleneksel ayirma proseslerinde kullanilan sorbentlerin yerine kullanilabilecek MIP’lerin
maddeyi 0zel olarak tanima yetkinligi daha fazladir. Kati faz ayristirmalarinda MIP
uygulamalari, o6n islem basamaklarinin kullanilmasina gerek duymadan karmasik
numunelerdeki  ayristirmayr  kolaylastirmasimna  yardimcidir.  Kati-faz  Ekstrasiyonu

uygulamalarindan 6rnekler Cizelge 2.8’de gosterilmistir [51].

Cizelge 2.8. MIP’in kat1 faz ekstraksiyon uygulamalari.

. Polimerizasyon

Ornek Hedef Molekiil Analiz Metodu  Referans
Teknigi

. Yigin

Igme Suyu  Metsulfuron-methil MIP-SPE [52]
Polimerizasyon
Yigin

Stit Melamine o MI-MSDP [53]
Polimerizasyon

) Yigin

Stit Siilfametakzin o MIP-SPE [54]

Polimerizasyon

2.2.5.2 Kromatografik Uygulamalari

Kromotografik yontemlerde hedeflenen molekiilin, taninmasinda HPLC, GC-MS gibi
cihazlarin neden oldugu sinirlamalarin ortadan kaldirilmasinda yardimcidir. Kromotografi

uygulamalarindan 6rnekler Cizelge 2.9.’de gosterilmistir [51].

Cizelge 2.9. MIP’in kromatografik uygulamalari.

. Polimerizasyon

Ornek Hedef Molekiil Analiz Metodu  Referans
Teknigi
Stispansiyon

Domates Triazin HPLC [55]
Polimerizasyon

Portakal o Yiizey Baskilama

Vitaminler _ HPLC [56]
Suyu Y 6netmi
Stit Melamin Y1gin Polimerizasyon HPLC [57]
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2.2.5.3 Sensor Uygulamalari

MIP’lerin sensor uygulamalarinda, “teshis” amagh kullanimi gittikge yayginlasmistir. Sensor
uygulamalarinda kullanilan tanima materyali ve yanit sinyalinin algilama hassasiyeti en biiyiik

avantajlaridir. Sensor uygulamalarindan 6rnekler Cizelge 2.10.’de gosterilmistir [51].

Cizelge 2.10. MIP’in sensor uygulamalari.

. Polimerizasyon
Ornek Hedef Molekiil Analiz Metodu Referans
Teknigi
Insan Dopamin (DA) Yiizey Baskilama = Optik Sensor [58]
. Elektrokimyasal
Plazma Glikoz Yiizey Baskilama [59]
Sensor
Ure Siyalik Asit Yiizey Baskilama = QCM Sensor [60]

2.3 Biyosensorler

Biyosensorler, karisim igerisinde tespit edilmesi istenilen analitin molekiiler tanima araglariyla

tantyabilen analitik cihazlardir [61-66].

IIk kez 1906 yilinda M. Cremer’in elektrik potansiyel farkinina bagh sivi igerisindeki asit
konsantrasyonunu 6lgmesiyle baslamistir. 1900’1 yillarda gelisimi devam eden analitik cihaz,
1956°da oksijen tespiti i¢in C.Clark tarafindan tam gelismislikte kullanilmistir. Biyosensorler
1975 yili itibariyle ticari olarak kullanimina baglanmistir. Biyosensorler giincel olarak
literatiirde temel bilimler ve miihendislik bilimlerinin ortak caligmalarinda siklikla tercih

edilmektedir.

Biyosensorler, 3 temel yap1 sisteminden olusurlar (Sekil 2.12.).

Biyoreseptor: Analite 6zgtl tanima bolgeleri bulunan molekiillerdir. Enzimler, aptamerler,

DNA, antikorlar ve hiicreler en genel 6rneklerdendir.
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Cevirici: Biyoreseptoriin analtin etkilesimi sonucunda olusan kimyasal degisimin, dl¢iilebilir
bir sinyale doniistiiren (1s1k, 1s1, pH, kiitle degisimi vb.) elementlerdir. Bu doniistiirme stireci

sinyalizasyon olarak adlandirilir.

Sinyal Isleyici: Olgiilebilir sinyalin (1s1k, 151, pH, kiitle degisimi vb.) isleyen ve goriintiileyen
elemettir. Analitin derisimine bagl diisiik ve yiiksek orandaki sinyallerin analog formdan dijital
forma déniismesini saglayan elektronik devrelerdir. islenen sinyaller sonrasinda biyosensoriin
goriintiileme birimi tarafindan olgtliir. Goriintiileme son kullanicinin tercihine bagl sayisal

veri, grafik, tablo veya resim olabilir.

Bioreseptor Doénagtaricu Elektronik Gorintdleme
Enzim ’
Isik Foto "y
‘ .) Diyod
Hicre
st Termistér DéNigturict Andlogdain iglenmis
* o ) sinyal Dijitale sinyal
Donustirme ——
Aptamer [ —_ —_— —_—p 14
’ ’) Sinyal
‘ ’ .) PH Degisimi PH Elektrociu sartlan
DNA
®

e
Kutle Degigimi Kuvars Elektrociu | :

Nanapartikal

I 2SS

Bio tanima Sinyalizasyon Miktar Belirleme

Sekil 2.12.  Biyosesorlerin yapilari.

Ideal bir biyosensor tasariminda dikkat edilmesi gereken statik ve dinamik 6zellikler mevcuttur.
Bu sayesinde biyosensdriin ¢alisma aktivitesini anlasilabilmektedir. ideal bir biyosensor

tasariminda dikkat edilmesi gereken ozellikler;

- Secicilik, biyoreseptoriin karigim igerisindeki analiti tanima 6zelligidir. Biyosensorler
icin biyoreseptorii segerken secicilik en dikkat edilmesi gereken 6zelliktir.

- Tekrarlanabilirlik, biyoreseptor ile analit arasindaki biyo-tanima eyleminin tekrar tekrar
devam edebilmesidir. Tekrarlanabilirlik, ¢eviricinin ve sinyal isleyicinin hassasiyeti ve
dogrulugu ile ilgilidir.
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- Hassasiyet, biyo-tanima olay1 sonucunda elde edilen sonucun tekrarli caligmalarda da
elde edilebilmesidir.

- Kararlilik, biyo-tanimanin sistem igerisindeki ve c¢evredeki degisimlere duyarlilik
derecesidir. Kararlilik degisimleri 6l¢iilen sinyalin dogruluguyla iliskilidir.

- Duyarlilik, biyosensor tarafindan algilanabilen en alt tanima siiridir (LOD).

- Dogrusallik, 6l¢iilen sinyalin dogrulugunun matematiksel olarak yorumlanmasidir.

Biyosensorler yasam kalitesini iyilestirmek amaciyla genis bir uygulama alaninda tercih
edilmektedir. Biyosensorler, geleneksel yontemlere gore, kullanimi kolay, diisiik maliyet, hizli,
taginabilir, 6rnek hazirlama kolayligi ve kullaniminda 6zel yetkin personel gerekliligi
duyulmamaktadir (Sekil 2.13.). Biyosensorler, tip basta olmak iizere, kimya, fizik, biyoloji

tarim, savunma sanayi, ¢evresel algilama ve gida analizlerinde siklikla kullanilmaktadir [67].

Hastaligi
Belirleme

Su

Kalitesi BIOSENSOR ([ . -

Yonetimi Izleme

Savunma Topqu

Amacli Kalitesi
Toksinler Gida izleme
Kalitesi
izleme

Sekil 2.13.  Biyosensorlerin kullanildig: farkli uygulama alanlari.
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2.3.1 Biyosensorlerin Temeli ve Cesitleri

Biyosensorlerin ¢alisma prensibi; ¢ozelti igerisindeki hedef analitin, biyosensor reseptor
yiizeyine enjekte edilmesi ile baglar. Hedef analit reseptdr yiizeyinde bulunan tantyici
molekiillere tutunur. Tutunma islemine bagh olarak, ol¢iilebilir biyokimyasal tepkime olusur.
Bu sinyal analitin yogunlugu ile dogru orantilidir. Olusan biyokimyasal tepkime, sinyal
ceviricinin tlrline gore, elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ve kalorimetrik sinyale

donistiiriiliir (Sekil 2.14.) [65, 66].

o

—-é—

Yuzey Akustik
Dalga Cihcizlar
( Amperometrik ) ( Fiber Cptik ) Yizey Plazmon
Rezanon

Ylzey Enine
Kondaoktomeatrik Dalga Cihazi
Potansiyometrik

Sekil 2.14.  Biyosensor ¢esitleri.

2.3.1.1 Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal sensorler, biyolojik stireclerin takip ve teshisi i¢in ¢evre, tip, savunma ve
sanayi alanlarinda siklikla kullanilmaktadir. Elektrokimyasal sensorler elektrot yiizeyinde
gerceklesen biyolojik tanima olaylart siiresince, elektro-kimyasallarin yogunluguna bagl

olarak elektroaktif sinyallerin 6l¢timesi prensibine dayanmaktadir.
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Elektrokimyasal sensorler, Ol¢iim prensibine goére 3 gruba ayrilir. Amperometrik,
potansiyometrik ve empedimetrik sensorlerdir. Kullanilan elektrolide bagli olarak genis

sicaklik araliklarinda calisabilmektedir.

Elektrokimyasal sensorler, kii¢iik ebatlarda ve diisiik maliyetli olmas1 nedeniyle siklikla tercih
edilmektedir. Farkli derisimlerdeki molekiillerinde bulundugu ortamlarda daha etkin kullanilan
sensor, hassasiyeti, kararlilig1 ve segiciligi ortam kosullarina gore farklilik gostermektedir [68-

72]. Cizelge 2.11°de farkli Elektrokimyasal sensor uygulamalarindan bahsedilmistir.

Cizelge 2.11. Elektrokimyasal sensor uygulamalari.

Biyosensor Tiirti Analit Tespit Sinir1 (LOD) Referans
) Listeria [73]
Amperometrik 500 kob/mL
Monositogenez
Amperometrik Escherichia coli = 1.0 kob/mL [74]

2.3.1.2 Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler, biyolojik stireclerin takip ve teshisi i¢in ¢evre, tip, gida, kimya, biyoloji
ve eczacilik alanlarinda siklikla kullanilmaktadir. Optik Sensor ylizeyinde biyolojik
etkilesimlere bagli olarak olusan kirilma indisi degisimlerin Olclilmesi prensibine

dayanmaktadir.

Optik algilama 2 farkl sekilde gerceklesebilmektedir.

1. Etiketlemeye dayali optik ¢evirici; Optik sensor ylizeyine baglanan hedef analitin kiigiik
molekiil olmasi nedeniyle, hedef analit ile biyo-tanima bolgesi arasinda gerceklesen etkilesim
optik sensor tarafindan Ol¢iilemeyebilir. Bu nedenle, hedef analitin -biyo tanima bolgesine

baglandiginda sinyal olusumu kolorimetrik, floresan veya liiminesan bir yontemle algilanir.

2.Etiketsiz optik cevirici; Herhangi isaretleme basamagina ihtiya¢g duymadan optik sinyalin

Olctilebilmesidir.
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Etiketsiz optik ¢eviricilerin, herhangi isaretleme basamagina ihtiyagc duymamasi nedeniyle,
analizi siiresinde azalma saglanarak daha ucuza {iretilebilmesi nedeniyle daha avantajhidir [70-

72,75,83,84]. Cizelge 2.12°de farkli Optik sensér uygulamalarindan bahsedilmistir.

Cizelge 2.12. Optik biyosensor uygulamalari.

Biyosensor Tiirii Analit Tespit Sinir1 (LOD) Referans
Staphylococcus
SPR 1.0x10* kob/mL [76]
aureus
Listeria [77]
SPR 2.0x10° kob/mL
Monositogenes

2.3.1.3 Piezoelektrik Biyosensorler

Piezoelektrik biyosensorler, biyolojik siire¢lerin takip ve teshisi i¢in ¢evre, tip, gida, kimya,
biyoloji ve eczacilik alanlarinda siklikla kullanilmaktadir. Piezoelektrik Sensor ylizeyinde
biyolojik etkilesimlere bagli olarak olusan kiitle degisimlerin o6l¢iilmesi prensibine
dayanmaktadir. Kiitle degisiminin 6l¢tilmesi nedeniyle kii¢iik molekiillerin tespitinde olduk¢a
etkilidir. Tasmilabilirligi, 6zgiilliigii ve kararligi en biiylik avantajlarindandir.Bu sensorler,
farkli fazlarda c¢alisabilmektedir [78]. Cizelge 2.13’de farkli Piezoelektrik sensor

uygulamalarindan bahsedilmistir.

Cizelge 2.13. Piezoelektrik biyosensor uygulamalari.

Biyosensor Tiirti = Analit Tespit Siuir1 (LOD) Referans
QCM Kuinin 32.4 mg/L [79]
QCM Escherichia coli O157:H7 1.2 x 10*> kob/mL [80]

2.3.1.4 Kolorimetrik Biyosensorler
Kolorimetrik biyosensorler, biyolojik siireclerin takip ve teshisi i¢in ¢evre, tip, gida, kimya,
biyoloji ve eczacilik alanlarinda siklikla kullanilmaktadir. Kolorimetrik Sensor ylizeyinde

biyolojik etkilesimlere bagli olarak olusan 1s1 degisimlerin 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir

[81,82,85].
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2.3.2 Yiizey Plasmon Rezonans Biyosensor

Yiizey plazmon rezonansi, 2 farkli ortamin ara yiizeyinde olusan kirilma indisi degisimidir. Bu
teknik tarihsel olarak ilk kez, 1902 (Wood) yilinda, farkli dalga boylarina sahip 1s1k huzmesinin,
kirilmaya bagli 1518 spektrumunda farkliliklar gézlemlenmesine dayandirilmaktadir (Sekil
2.15). Gozlemlenen degisimin fiziksel olarak a¢iklanmasi ilk kez Otto tarafindan yapilan hava
ve metal ylizey ara yiiziindeki plazmon uyarilmasinin kesfedilmesi yapilabilmistir. 1968 yilinda
Kretschmann tarafindan yiizey plazmon resonansin optik diizeneginde kullanilmistir. 1983

yilinda ilk kez Liedberg ve arkadaslar tarafindan biyoalgilama amaciyla kullanilmistir [83].

Yiizey plazmon rezonans tekniginin herhangi isaretleme basamagina ihtiya¢ duyulmadan,
gercek zamanli olarak yiiksek hassasiyetle 6lciim yapabilmesi, giinlimiizde pek ¢ok firma
tarafindan ticari olarak {retilmektedir. Yiizey plazmon rezonans biyosensorler,
makromolekiillerin (protein-protein, enzim-substrat veya inhibitor, protein-DNA, reseptor-ilag,
lipid membran-protein, vb.) tespit edebilmesi sayesinde farkli multidisipliner alanlarda

kullanilabilmektedir [86,87].
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Sekil 2.15.  Yiizey plazmon rezonans ¢alisma prensibi.

2.3.2.1 Yiizey Plasmon Rezonans Biyosensoriin Calisma Prensibi

Yiizey plazmon, iki farkli kirilma indisine sahip malzemenin ara ytizeyinde olusan, dikey olarak
salman elektromanyetik dalgalanmalardir. Bu teknigin calisma prensibi; metal yiizeye
gonderilen 151k huzmesinin bir kisminda yansima olusurken bir kismin1 metal yiizey absorbe

ederek homojen olmayan dalga olusumuna dayanmaktadir (Sekil 2.16.).
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Sekil 2.16.  Yiizey plazmon rezonans ¢alisma prensibi.

Metal yiizeyde olusan elektromanyetik dalga, dielektrik yiizeye dogru yayilir. Bu yayilma
esnasinda ylizey plazmonun siddetine bagli olarak 1s181n dalga boyunda degisimlere neden olur.
Yiizey plazmon rezonans temelli sensorlerin en biiyiik avantaji dalga boyundaki degisimlere

kars1 yliksek hassasiyet gostermesidir.

Yiiksek kirilma indisli bir prizmadan gecen ve yansiyan 1sik dalgasi, metal yiizeyde dalga
boyunun kirilarak azalmasina neden olur (Sekil 2.17.). Metal yiizeyde olusan dalga dielektrik
yiizeye dogru yayilir. Metal ylizeyden diger ylizeye dogru yayilan plazmonun siddetine bagl
olarak 15181n dalga boyunda degisimler meydana gelir. Olusan bu degisimler sayesinde yiizey

plazmon rezonans teknigi, kinetik 6l¢timlerde kullanilma imkan1 saglamaktadir [88].
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Sekil 2.17.  Yiizey plazmon rezonans biyosensorlerin kirllma indisinin gosterimi.

Is1igin kirilma indisindeki degisiklik, ylizey plazmon rezonans sensorlerin yayilma sabitinde
degisime neden olur. Sekilde gosterildigi gibi metal yiizeye gonderilen 1s1k huzmesi, belli bir
ac1 derecesinde geriye dogru yansir ve yansiyan 1s18in siddeti optik dedektor tarafindan olgiiliir.
Metal yiizeye bagli biyotanima bolgesinde gerceklesen her degisim yansiyan 1s18in kirilma
indisinde degisime neden olur. Kirilma agisinda gézlemlenen farklilik es zamanli olarak tespit

edilebilir.

Biyomolekiiler etkilesimlerin ger¢eklesegi ortam metal ylizeye entegre edilir. Metal yiizey i¢in
genellikle altin veya giimiis malzeme kullanilir, metal yiizeyin <100 nm kalinliginda olmas1

tercih edilir.

Kirilma agisinin zamana bagli degisimi sensogram grafiginde es zamanli gozlemlenir. Bu grafik
sayesinde, molekiiler baglanma-ayrilma ve baglanan miktar es zamanli olarak

gozlemlenebilmektedir (Sekil 2.18.).
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Sekil 2.18.  Kiurilma acisinin zamana bagli degisimi sensdrgram grafiginde es zamanli

gosterimi.

Yiizey Plazmon Rezonans 6l¢limleri 6 asamada tamamlanir (Sekil 2.19).

1- Sensor yiizeyi tampon ¢ozelti ile temizlenerek baglanmaya hazir hale getirilir.
2- Hedef analiti iceren ¢6zelti sensor yiizeyine birakilarak baglanma baslar

3- Sensor yiizeyinde hedef molekiil yiizeye tam doygunlukla baglanir.

4- Baglanma doygunlugundan sonra hedef analit ylizeyden ayristirilir.

5- Yeniden baglanma i¢in yiizey hedef analitten temizlenir.

6- Baglanma kinetigi hesaplanir.
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Sekil 2.19.  Yiizey plazmon rezonans 6l¢iim asamalari.

Sonug olarak, sensogram grafiginde, rezonans sinyal degisimi sayesinde, ylizeye analit

baglanmasi—ayrismasi ve yiizey tizerindeki madde miktar1 6l¢tilmiis olacaktir.

2.3.2.2 Yiizey Plasmon Rezonans Biyosensoriin Kullanim Alani

Yiizey plazmon rezonans sensorleri, diisiik derisimlerdeki etkilesimleri herhangi isaretleme
basamagina ihtiyag duymadan es zamanli gozlemleyebilmesi ve bu etkilesimlerin
termodinamik ve kinetik veriler elde edilebilmesi nedeniyle ¢ok genis kullanim alanlari
bulunmaktadir. Literatiirde yiizey plazmon rezonans sensorleriyle ilgili ¢cok sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Bu calismalardan baslica yaygin kullanim alanlari; Farmosotik analizler,
proteomik-genomik calismalar, alerjenler, klinik uygulamalar, ¢evresel kirletici l¢timleri,

mikrobiyal dl¢limler ve gida analizlerinde siklikla tercih edilmektedir [89-92].

2.3.2.3 Yiizey Plasmon Rezonans Biyosensoriin Molekiiler Baskilama Teknolojisi ile
Kullanimi

Molekiiler baskilama teknolojisi, molekiiler diizeydeki tanima olaylarinin sentetik olarak taklit

edilebilmesidir. Molekiiler baskilama tekniginin en kolay ve etkili olarak uygulanabilme yolu
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polimerizasyondur. Bu teknikle hazirlanan 6zel tanima bolgelerine sahip polimerler,
kromatografik sabit fazlar, kat1 faz ektrasiyonlar1 ve biyosensor gesitleriyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Molekiiler baskilanmis polimerin entegre edildigi, optik sensor ¢esitlerinden
Yiizey plazmon rezonans sensorler, yiizeylerinde gergeklesen etkilesimlere oldukca hassastir

[93].

Teshiste kullanilan geleneksel yontemlerin eksikleri, alternatif yeni yontemlerin kullanilmasina
yol agmistir. Molekiiler baskilanmis polimer temelli yiizey plazmon rezonans sensorler, teshis
amaciyla son yillarda tercih edilen en popiiler uygulamalardandir. Bu teknik ile, biyo-
gorilintiileme, tibbi teshis, ¢cevresel izleme, gida kalite kontrolii, savunma sanayi ve ila¢ salinimi

gibi farkli pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. [94-101]

2.3.2.4 Yiizey Plasmon Rezonans Biyosensoriin Bakteri Tayininde Kullanimi

Gidalardaki bakteri tiirlerinin tespit etmeye yonelik kullanilan geleneksel kiiltiirel yontemler;
besleyici ortamda canli bakteri biiylimesine dayanir. Gida iriinlerinin kiiltiirel analizinde,
numune homojen hale getirilir, sonrasinda tiire 6zgii besiyeri ortaminda kiiltiire (¢ogaltilmasi)

edilir ve bakterinin varliginin kesinlestirilebilmesi i¢in biyokimyasal test uygulanir.

Kiiltiirel bakteri tanima metotlar1, teknik ve yetkin personele ihtiya¢ duyulan biyokimyasal
testlerden olusmasi ve bu yontemlerin analiz ortam, personel yetkinligi gibi farkli kosullara
bagl olarak uzun siirede tamamlanmasi, yiiksek analiz maliyetine neden olmasi ve analizin

tekrarlanabilirliginde sorunlarla karsilasilmasi gibi dezavantajlara sahiptir. [95-100]

Geleneksel bakteri tayininde kullanilan yontemlere alternatif olarak tercih edilen
biyosensorlerin en Onemli avantajlari; yetkin personel, analiz siliresinde kisalma ve
kontaminasyon riskini azalmasidir. Biyosensorlerin yiiksek hassasiyetle 6l¢tim yapabilmesi, es
zamanli analit ¢ozelti miktarinin tespit edilebilmesi ve tasinabilir 6zellikte olmasi son yillarda

popiiler tayin yontemleri arasinda yerini almasini saglamistir (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20.  Bakteri analizinde kullanilan tespit yontemleri.

SPR sensoérler doniistiirticii ylizeyindeki etkilesimleri dikkate aldigi i¢in, herhangi isaretleme
basamagina ihtiya¢ duymadan anlik tespit, yliksek tekrarlanabilirlik saglamasi nedeniyle, gida
tirtinleriyle kontamine olan bakteri tiirlerinin tayininde kullanilan en yaygin biyosensor tiirli
optik biyosensor turiidiir. Biacore ve Spreeta gibi ticari yiizey plazmon rezonanslarin bakteri

tayininde kullanimlar1 biyiik ilgi gérmustiir.

Yiizey plazmon rezonanas sensorlerin bakteri tayininde kullanimi hakkinda literatiirde fazla
sayida yayin bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalardan bazi ornekler Cizelge 2.14.°de

orneklendirilmistir [102].
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Cizelge 2.14. Ylizey plazmon rezonanas sensorlerin bakteri tayininde kullanimi hakkinda

yapilan ¢alismalar.

Hedef Bakteri

Campylobacter jejuni
Escherichia coli
0157:H7

Salmonella Enteritidis

Escherichia coli

Numune

Tavuk Eti
Elma
Suyu, Stit
Tavuk Eti
Ispanak

Tayin

Metodu

SPR

SPR

SPR
SPR
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Tespit Edilme Tespit Edilme

Siir1 (LOD)
1.0x10° kob/mL
1.0x10%-1.0x10°
kob/mL

1.0x10° kob/mL
1.0x10* kob/mL

Siiresi

60 dakika

30 dakika

20 dakika
2,5 saat

Referans
[103]
[104]

[105]
[106]



3. KIMYASAL DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kimyasal Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar tedarik bilgilerileri 4 baslik altinda detaylandirilmistir.

Mikroorganizmalar; Pseudomonas sp. (ATCC® 19151), Staphylococcus aureus (ATCC®
12600), Salmonella paratyphi (ATCC® 9150) ve Escherichia coli (ATCC® 11775) saf
kiltiirleri, Amerika, Amerikan tipi kiiltiir koleksiyonundan (ABD, American Type Culture
Collection, ATCC) tedarik edilmistir. Saf kiiltiirler (dondurularak kurutulmus) kullanima kadar
2°C ila 8°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Fonksiyonel Monomer; L-histidin metil ester, 2,2'-azobisizobiitironitril (AIBN) Sigma
Chemical Company'den (ABD) tedarik edilmistir. Capraz Baglayici; Etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA), Sigma Chemical Company'den (ABD) tedarik edilmistir. Diger kimyasallar; 3-
aminopropil-trietoksisilan (APTES), ve gluteraldehit (GA) Sigma Chemical Company'den
(ABD) tedarik edilmistir. Calismada kullanilan hirokinon, diklorometan, trietilamin, metakroil
kloriir ve diger kimyasal malzemeler analitik saflikta Merck AG'den (Darmstadt, Almanya)

tedarik edilmistir. Calismada kimyasal kullanima kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2 Ekipmanlar

Tez calismasinda kullanilan ekipmanlar sirastyla detaylandirilmistir.

FTIR-ATR spektrofotometre; Igerigi bilinmeyen karisimlarin, organik ve inorganik kimyasal
bilesenlen yapilarinin bir nevi parmak izinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Calismada Sekil
3.1’de cihaz gorseli mevcut bulunan, Shimadzu marka (Japonya), FTIR 8000, model cihaz

tercih edilmistir.
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Sekil 3.1. FTIR-ATR spektrofotometre cihaz gorseli.

Nikleer Manyetik Rezonans (NMR); Organik molekiillerin kimyasal yapisi, bilesenleri ve
iceriklerinin belirlenmesinde kullanilan spektroskopik yontemdir. Calismada, Bruker AV

marka (Amerika) cihaz tercih edilmistir

Elipsometre; Ince film yapilarm, piirtizliiliigti, kalmhgi, derinligini, kristalitesini, dielektrik
iletkenligini ve diger malzeme 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.Calismada Sekil
3.2°de cihaz gorseli mevcut bulunan, Nanofilm marka (Almanya), EP3 model cihaz tercih

edilmistir.
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Sekil 3.2. Elipsometre cihaz gorseli.

Temas Acist Olgiim Cihazi; Yiizey iizerindeki damla goriintiilerini alarak, damlanimn yiizey
tizerindeki yapisinin zamana bagl degisimini gozlemlemek i¢in kullanilmaktadir. Calismada
Sekil 3.3’de cihaz gorseli mevcut bulunan, Kriiss marka (Almanya), DSA100 model cihaz

tercih edilmistir.

Sekil 3.3. Temas agis1 6l¢lim cihaz gorseli.
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SEM Cihazi; Herhangi bir ylizeye elektron demeti gonderilerek yiizeyin 3 boyutlu olarak

goriintiilenemesi amaciyla kullanilmaktadir. Calismada, Field Emission marka (Amerika),

Quanta 400F model cihaz tercih edilmistir.

Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Cihazi; Metal yiizeye yakin 1s18in kirilma acgisindaki
degisimleri olcerek molekiiler baglanmalar1 basit ve dogrudan 6l¢iim yapabilmek amaciyla
kullanilmaktadir. Calismada Sekil 3.4’de cihaz gorseli mevcut bulunan, GWC Technologies

marka (Amerika), SPRimager Il model cihaz tercih edilmistir.

Sekil 3.4. Yiizey plazmon rezonans (SPR) cihazgorseli.

3.3 Deneysel Yontemler

3.3.1 Fonksiyonel Monomer Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu c¢alismada, N-metakriloil (L) histidinmetilester (MAH) monomeri ve Cu (II) iyonlarinin

etkilesimleriyle sentezlenen fonksiyonel monomer kullanilmaistir.

Fonksiyonel monomerin sentezlenmesi esnasinda asagidaki islem basamaklar1 sirasiyla

uygulanmistir.

- 100 mL diklorometan igerisinde, L-histidin metil ester (5.0 g) ve hidrokinon (0.2 g)

cOzilmustiir.
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- 0°C’ye sogutulan ¢ozelti igerisine trietilamin (12.7 g) ve metakroil kloriir (5.0 mL) ilave
edilmistir.

- Cozelti karisimi 25°C’de 120 dakika boyunca karistirilmistir.

- Reaksiyona girmeyen bilesikler NaOH (%10) ¢ozeltisi kullanilarak ¢6zeltiden
ayrilmstir.

- Son durumda ¢o6zelti karisimi ethanol i¢erisinde ¢6ziilmiistiir.

Sentezlenen fonksiyonel monomerin karakterizasyonu i¢in  FTIR spektrometre cihazi
kullanilmigtir. Karakterizasyon isleminde fonksiyonel monomer, KBr ile hazirlanarak o6l¢iim
analizleri gergeklestirilmistir. Fonksiyonel monomerin proton (H) spektrum olgtimlert NMR

cthazi ile yapilmistir [107-116].

3.3.2 On-Kompleks Hazirlanmasi

Pseudomonas spp. bakterisinin SPR ¢ip yiizeyinde segici kavitelerin olusumu i¢in uygun
fonksiyonel monomer olarak MAH se¢ilmistir. MAH amino asit temelli fonksiyonel monomer
ile Cu (II) ionlar1 metal selat koordinasyou yaparak Pseudomonas spp. bakterisine spesifik
baglanir. MAH monomeri ve Cu (II) ionlarinda hazirlanan siispansiyon 6n-kompleks karigimi
1:1 molar orani olarak se¢ilmistir. Bu 6n-kompleks karigimi rotatorda 20 rpm hizda 30 dakika

karistirillarak hazirlanmistir.

3.3.3 Nanofilm Temelli SPR Biyosensorlerin Hazirlanmasi

3.3.3.1 Cam Yiizeylerinin Modifikasyonu

Bu asamada mikro-temas teknigi ile Pseudomonas spp. kalip molekiili SPR c¢ipi iizerine
baskilanmistir. Bu yontemde ilk olarak mikroorganizma baskilanmis polimerin
hazirlanmasinda kullanilan cam malzemenin yiizeyinin temizlenerek modifiye edilmesi

gerekmektedir. Bu islem esnasinda uygulanacak adimlar sirastyla bahsedilmistir.

Cam malzemenin modifikasyon 6ncesinde asagidaki islemler sirasiyla uygulanmistir.
- 2.5 cmx7.5 cm ebatinda 1 mm kalinligindaki cam malzeme kullanilmistir.
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- 20 mL ethanol ¢ozeltirisinde cam malzeme 60 rpm’de 10 dakika g¢alkalanmaya
birakilmustir.

- Cam malzemeler sonrasinda saf su ile yikanarak ve 80°C’de kurultulmustur.

- 1.0 M hidroklorik asit (HCI) ¢6zeltisi i¢erisinde cam malzemeler 10 dakika bekletilerek
sonrasinda 3 kez saf su ile yikanmistir.

- 1.0 M sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi igerisinde cam malzemeler 10 dakika
bekletilerek sonrasinda 3 kez saf su ile yitkanmustir.

- Cam malzemeler son olarak ethanol ile yikanmuistir.

Temizlenen cam malzemenin modifiyesi esnasinda asagidaki islem basamaklar1 sirasiyla

uygulanmustir.

- 3-aminopropil-trietoksisilan (APTES) , %10’luk ethanol igerisinde ¢oziinmiistiir.

- Hazirlanilan ¢6zelti icerisinde cam malzemeler 60 rpm’de 60 dakika calkalanmaya
brrakilmistir.

- Buislemin amaci; amino gruplarin cam malzeme yiizeyine takilmasini saglamaktir.

- Cozeltiden ¢ikarilan cam malzemeler 3 kez ethanol ve 3 kez saf su ile yikanarak
kurutulmustur.

- PBS tamponu (pH 7.4) igerisinde %5’luk gluteraldehit (GA) ¢oziinmistiir.

- Hazirlanilan ¢ozelti igerisinde cam malzemeler 60 rpm’de 60 dakika ¢alkalanmaya
birakilmustir.

- Buislemin amaci; amino gruplarinin aktiflestirilmesi saglanmaktir.

- Cam malzemeler son olarak 3 kez PBS tamponu (pH 7.4) ve 3 kez saf su ile yikanarak

kurutularak cam malzeme yiizeyi modiye edilmistir.

3.3.4 SPR Cipin Yiizey Modifikasyonu

Kalip Pseudomonas spp. bakterisinin kullanilmasiyla hazirlanan MIP ve NIP SPR biyosensoriin
tasartmi GWC SPRimager II sisteminde gerceklestirilmistir. Ticari olarak hazir olarak temin
edilen ¢ip (SPRchipTM), 2.5 cmx2.5 cm ebatinda ve SF10 cam yiizey tizerinde 2.0 nm titanyum

ve 42.5 nm kalinliginda altin kaplama igermektedir.

48



SPR yiizeyinin modifikasyonu isleminde; ¢ip altin yiizeyi 6ncelikle temizlenmis, sonrasinda 12
saat stireyle 5.0 pL allil merkaptanla ylizeye damlatip ve bekletilerek hazirlanmistir. Bu islemin
amaci; altin ylizey Uzerinde polimerizasyon isleminin i¢in tiyol gruplarmin olusmasi
saglanmistir. Tiyol gruplarinin kuvvetli tutunmasi ile yogun ve diizenli zincir-zincir olusumlari
hazirlanmistir. Bu modifikasyon islemi sonucunda, doymamis gruplar disariya yonelik

diizenlenmistir.

3.3.4.1 Nanofilm Temelli SPR Biyosensorlerin Hazirlanmasi

Pseudomonas spp. baskilanmis nanofilm hazirlanmasi esnasinda asagidaki islem basamaklari

sirastyla uygulanmustir.

- Modifiye edilen cam malzeme yiizeyine 200 uL Pseudomonas spp. ¢ozeltisi (1x107
kob/mL) damlatilmistir.

- Cozelti cam malzeme ylizeyinde +4°C’de 18 saat bekletilmistir.

- Cam yiizeylerin tizerindeki tutunamayan bakterilerin uzaklastirilmasi i¢in PBS tamponu
(pH 7.4) ile cam yiizey yikanmistir.

- Cam yiizeylere tutturulmus bakteriler nanofilmin hazirlanmasinda kalip olarak

kullantlmistir.

Pseudomonas spp. baskilanmamis nanofilm hazirlanma isleminde; cam yiizeyler APTES ve
GA ile modifiye edilmis ve PBS tamponu (pH 7.4) igerisinde yikanip kurutulduktan sonra
kullanilmastir.

Baskilanmig/baskilanmamis nanofilm temelli SPR biyosensér hazirlanmasi esnasinda

asagidaki islem basamaklar1 sirasiyla uygulanmistir.

- 1:4 mol oraninda hazirlanmis 6n-kompleks ile etilen glikol dimetakrilat (EGDMA)
capraz baglayicisi ile hazirlanilan karisim 2 saat oda sicakliginda karistirilir.

- Hazirlan karisim igerisine baslatici olarak 1.0 mg azobisizobiitironitril (AIBN) eklenir.

- Onceden modifiye edilen SPR biyosensoriin yiizeyine, polimerizasyon karigimindan 10

uL eklenmistir.
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- Cam yiizey tizerinde hazirlanilan nanofilm kalip, polimerizasyon karisimi eklenmis ¢ip
yuizeyi ile tuturularak polimerizasyon islemi gergeklestirilir.

- Mikro-temas polimerizasyon yontemi kullanilarak hazilanilan polimer baskilamada
sistem UV 1s18inda (100 W, 356 nm) 40 dakika bekletilmistir.

- Polimerizasyon islemi sonrasinda cam malzemler ¢ip ytizeyinde uzaklastirilir.

- Baskilanmig/baskilanmamis SPR biyosensor ethanol ve ardindan saf su ile yikanarak

kurutulmustur.

3.3.5 Nanofilm Temelli Baskilanmis ve Baskilanmamis SPR Biyosensorlerin
Karakterizasyonu

Nanofilm temelli MIP ve NIP SPR biyosensorlerin karakterizasyonunu FTIR-ATR, temas acist
Olgtimleri, elipsometri Ol¢ctimler ve SEM gortntiileri ile yapilan sonuglara gore

degerlendirilmistir.

FTIR-ATR Spektrometresi; SPR biyosensor yiizeyindeki baglanma bolgelerinin istenilen

yapilarda olusup olusmadig1 kontrol edilmesi amaciyla kullanilmistir.

Temas Acist Olciimleri; SPR biyosensér yiizeyinin hidrofilik/hidrofobik ~karakterinin

belirlenebilmesi i¢in kullanilmistir.

Elipsometre; SPR biyosensor ylizeyinin kalinlik 6l¢timlerin  belirlenmesi amaciyla

kullanilmastir.

SEM: SPR biyosensor yiizeyindeki molekiiler baskilamanin belirlenmesi amaciyla

kullanilmistir.

3.3.6 Nanofilm Temelli SPR Biyosensorler ile Kinetik Analizler

Pseudomonas spp. baskilanmis SPR biyosensoriin karakterizyon analizleri tamamlanmasinin

ardindan kinetik analizleri yapilmistir.
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Kinetik analiz calismalarinda;

- Farkli konsantrasyonlarda (1.0x10%-1.0x10* kob/mL) Pseudomonas spp. hazirla
- nmistir.
- 2.5 mM Glisin:HCI (pH 2.5) ¢ozeltisi desorpsiyon asamasinda kullanilmak {izere

hazirlanmastir.

Hazirlanilan, fakli konsantrasyondaki bakteri soltisyonu SPR sisteminden kullanilarak

Ol¢timleri yapilmistir.

3.3.6.1 Adsorpsiyon izoterm Modelleri
Pseudomonas spp. baskilanmis SPR biyosensoriin etkinliginin incelenebilmesi i¢in Langmuir,
Freundlich ve Langmuir-Freundlich adsorpsiyon izoterm modelleri kullanilarak hesaplamalar

ve Ol¢timler yapilmistir.

3.3.7 Nanofilm Temelli SPR Biyosensoriin Tekrarlanabilirliginin incelenmesi

Pseudomonas spp. MIP SPR biyosensoriin tekrarlanabilirlik degerinin belirlenebilmesi i¢in;

- 1.0x10° kob/mL konsantrasyonundaki numune SPR sisteminden gecirilmistir.

- Gegis islemi esnasinda sistem uygun rezonans acisina ayarlanmistir.

- PBS tamponuyla (pH 7.4) sistemin dengeye gelmesi saglanmstir.

- Dengeye gelen sisteme 100 sn boyunca siispansiyon numune SPR sisteminden
gecirilmistir.

- Sonrasinda 2.5 mM Glisin:HCI ¢ozeltisi (pH 2.5) oranindaki desorpsiyon ¢ozeltisi 40-
45 sn SPR sisteminden gegirilmistir.

- 5 defaiglem bastan sona tekrar uygulanmstir.

3.3.8 Nanofilm Temelli SPR Biyosensorlerin Baskilama Seciciliginin Incelenmesi

Pseudomonas spp. MIP ve NIP SPR biyosensoriin  baskilama segicilik degerinin
belirlenebilmesi icin, Pseudomonas spp. konsantrasyon (1.0x10* kob/mL) degeri ile aym

oranda Staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi and Escherichia coli bakteri
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konsantrasyonu hazirlanilarak sistemden gecirilmistir. Elde edilen sensorgram verileri

degerlendirilerek, se¢icilik katsayilar1 hesaplanmistir.

3.3.9 Nanofilm Temelli SPR Biyosensoriin Ger¢ek Ornek Analizi

Hazirlanilan Pseudomonas spp. baskilanmis polimer temelli SPR biyosensoriiniin, giincel
olarak kabul goren kiiltiirel tayin yontemine gore alternatif olarak kullanilabilirliginin ve
kiiltiirel yontemde gozlemlenen dezavantajlara karsin kolayliklarinin degerlendirilebilmesi
yapilmas1 amaciyla kiiltiirel yontem ve hazirlanilan MIP temelli biyosensoérde Pseudomonas
spp. analizileri yapilmistir. Pseudomonas spp. analizinin kiiltiirel metot ¢aligmalar1 Ankara

Gida Kontrol Laboratuvari tarafindan gergeklestirilmistir.

Yapilan validasyon ¢alismasinda pili¢ bonfile tirtintintin 2., 5., 8., 10., 12., ve 15. giinlerinde es
zamanli olarak Pseudomonas spp. analizleri kiiltiirel metot ve hazirlanilan MIP temelli

biyosensorde yapilmistir.

ISO 13720 standardina gore gerceklestirilen kiiltiirel yontemde, numuneden 10 g homojen
aliarak 9 kat1 (90 mL) Buffer pepton water eklenerek homojen hale getirilmistir. Son durumda
numuneden analiz i¢in ondalik seyreltim hazirlanilmistir. Hazilanilan stispansiyondan
Pseudomonas spp. Selective Agara bakteri yogunluguna gore seyreltim miktar1 belirlenerek
ekim islemi tamamlanmustir. Inokiile edilen besyeri 25°C’de 2 giin boyunca inkiibe edilerek
inkiibasyon siiresinin sonunda olusan koloni sayisi sayilmistir. Oksidaz testi ile koloni
morfolojisi dogrulan koloniler genel hesaplama formiilii kullanilarak gram basina diisen koloni

olusturan birim hesaplanmustir.

Hazirlanilan MIP nanofilm temelli SPR biyosensorde gergeklestirilen analizde, pili¢c bonfile
tirtintinden 10 g homojen alinarak 9 kat1 (90 mL) pepton tamponu eklenerek homojen hale
getirilmistir. Sonra numuneden analiz i¢in ondalik seyreltim hazirlanilmistir. Hazirlanilan
siispansiyon sistemden gegirilerek, sensorgram grafigi elde edilmistir. Bu islem belirlenen her
raf omri gliniinde tekrarlanmigtir. Numune validasyon ¢aligmasi tamamlana kadar (15 giin)

+4°C’de muhafaza edilmistir. Belirlenen giinlerde SPR sisteminde yapilan islem sonucunda
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elde edilen sensogram grafiginden elde edilen denkleme gore numunenin gram basina diisen

koloni olusturan birim hesaplanmaistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Fonksiyonel Monomerinin Karakterizasyonu

Hazirlanilan fonksiyonel monomere ait karakterizasyon analizi FTIR Spektrumu ile yapilmistir.
Olgiimler; amid I bantlarma 1600-1700 cm™ araliginda, amid II bantlarina 1480-1580 cm™
araliginda, karbonil bantlarinal735-1765 cm™ araliginda ve hidroksil bantlarina 3250-3550 cm™
laraliginda esdegerdir. Hazirlanilan fonksiyonel monomerin 6lgiim sonuglarina gore, amid I
bantlarma 1655 cm™ dalga boyunda, amid II bantlarina 1520 cm™ dalga boyunda, ester
bantlarina 1735 cm™ dalga boyunda,hidroksil bantlarina 3347 cm™ dalga boyunda tespit

edilmistir.

Fonksiyonel monomerin kimyasal yapisinin kontrol edilmesinde, NMR spektrometresinde
incelenmistir. 'H-NMR spektrumunda; "H-NMR (CDCI3): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz, CH3), 1.42
(m; 2H, CHb»), 3.56 (t; 3H, -OCH3), 4.82-4.87 (m; 1H, methin), 5.26 (s; 1H, vinil H), 5.58 (s;
1H, vinil), 6.86 (8; 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (3; 1H, J=8.4 Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H, aromatik)
verileri tespit edilmistir. Karakterizasyon ol¢timleri sonucunda bulunan verilerin fonksiyonel

gruplarina uygun oldugu ve sentezleme isleminin basarili oldugu belirlenmistir. [107-116].

4.2 Nanofilm Temelli SPR Biyosensorlerin Karakterizasyonu

MIP ve NIP SPR biyosensoriin karakterizasyonu i¢in, FTIR-ATR, temas agist Ol¢iimleri ve

elipsometre cihazlari ile 6l¢lim yapilmistir. Yapilan ol¢timler sonucunda;

Temas agis1 dlgtimleri; yiizey lizerine damlatilan ¢ozeltinin (Su, tampon, ...) damla yapisinin
zamana bagli degisimini degerlendimek amaciyla kullanilmaktadir. Tasarlanilan SPR
biyosensoriin ¢ip yiizeyine damlatilan su damlasinin SPR ¢ip yiizey lizerindeki gerilimi, temas
ac1s1 yiizeyin sivi tutma 6zelligi hakkinda temas agis1 6lgtimleri bilgi edilnilebilmektedir. Sekil
4.1’de baskilanmig (MIP) ve baskilanmamis (NIP) yiizeylerdeki yiizey temas acilar
gosterilmistir. Ol¢iim sonucunda edilen degerler MIP ve NIP nanofilm temelli SPR ¢ipler igin
sirastyla; 68.7° ve 79.5° olarak bulunmustur. SPR yiizeyinde yapilan modifikasyon islemi

nedeniyle temas a¢isinda diisme gozlemlenmistir. Temas agisinin diismesi yiizeyin hidrofilik
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ozelliginin arttigin1  gostemektedir. MIP ve NIP nanofilm temelli SPR biyosensoriinde

kullanilan fonksiyonel monomerin histidin olmasi nedeniyle yliksek hidrofilik 6zellige sahiptir.

Buna bagli olarak, hidrofilik yapida bir malzemenin SPR yiizeyine baglanmasi yiizey

hidrofilikligini artirmis ve temas agis1 degerini diismesine neden olmustur.

Sekil 4.1. NIP: (A), MIP: (B) nanofilm temelli SPR biyosensorlerin temas agis1 dlgiimleri.

Elipsometrik ol¢timler; harhangi yapidan 1s18in 6lctimii sonucunda yapiin piriizliligi,
kalinligi, derinligini, kristalitesini, dielektrik iletkenligini ve diger malzeme o6zelliklerinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Elipsometrik 6l¢timlerde elde edilen veriler, 6l¢timii yapilan
malzemenin kalinligina baglh olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Yiizey kalinligi SPR
biyosensorlerde etkin analiz islemi i¢in oldukca 6nemlidir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda SPR
biyosensorler i¢in maksimum 200 nm kalinliga kadar etkin 6l¢tim yapilabildigi belirlenmistir.
Sekil 4.2’de MIP ve NIP nanofilm temelli SPR biyosensor yiizeyine ait elipsometrik 6l¢tim
gorselleri tanimlanmistir. Elipsometrik 6l¢iim sonuglarina gére MIP ve NIP nanofilm temelli
SPR biyosensor yiizeyinin kalinlig1 sirasiyla; 150.4 + 1.5 nm and 72.4 + 1.2 nm olarak tespit
edilmistir. Bu durum, baskilanmis ve baskilanmamis nanofilm yapi yiizeyinin homojen ve

sistemde etkin plazmon 6l¢timlerinin yapilmasina uygun olarak tasarlandigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.2. MIP: (A), NIP: (B) nanofilm temelli SPR biyosensorlerin elipsometre

gorintiileri.

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) ol¢timleri; Herhangi bir ylizeye elektron demeti
gonderilerek yiizeyin 3 boyutlu olarak goriintiilenemesi amaciyla kullanilmaktadir. SEM ile
yapilan oOlgiimlerde yiizey tizerindeki olusturulan yiizey sekilleri hakkinda detayli bilgi
edinilebilmektedir. Molekiiler baskilama isleminin etkin sekilde gergeklestirilip
gerceklestirilemedigi SEM ol¢iimleri ile belirlenmektedir. Sekil 4.3’de MIP nanofilm temelli
SPR biyosensor ylizeyine ait SEM goriintiileri mevcuttur. Goriintiileme sonucunda mavi renk
ile isaretlen alanlarda Pseudomonas spp. bakterisinin sensor yiizeyine etkin sekilde baskilandigi

belirlenmistir.
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4.3 Nanofilm Temelli SPR Biyosensorler ile Kinetik Analizler

SPR temelli MIP ve NIP nanofilm biyosensorler ¢calisma prensibi geregi, sensor yiizeyinde
olusan molekiiler etkilesimlerine bagli olarak kirilma indisindeki degisimleri olgerek, nicel
etkilesimleri nitel verilere doniistirebilmektedir. SPR biyosensorlerin dogrudan ve gercek
zamanli 6l¢tim yapabilmesinin yiiksek kalite olabilmesini saglamasi, analit ve ligand arasindaki
etkilesiminin karakterizasyonu, ve bu etkilesimin kantitatif olarak kinetik, termodinamik ve

konsantrasyon parametrelerinin belirlenmesiyle saglamaktadir.

Karakterizasyon islemleri tamamlanan nanofilm temelli SPR biyosensoriin - kinetik
parametrelerinin belirlenebilmesi igin Pseudomonas spp. bakterisiniden 1.0x10>-1.0x10%
kob/mL  konsantrasyon aralifinda farkli siispansiyon soliisyonlar1 hazirlanilarak SPR

sisteminden gecirilmistir.

Yapilan calisma sonucunda; Sekil 4.4’de sensorgram grafiginde belirtilen bakterinin sistemden
gecisi esnasindaki % kirilmanin AR zamana bagli degisimi verilmistir. Pseudomonas spp.
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bakterisinin konsatrasyonundaki artis oranma bagli olarak, SPR kirilma indisinde de artis
olmustur. Bu durum, analit ile ligandin etkilesiminin yiliksek afinite ve secicilikle

gerceklestigini gostermektedir.

Sekil 4.4°deki sensorgram grafigine goére dogrunun denklemi y=0.13x+1.21 ve dogrusallig1
R?=0.99 olarak bulunmustur. Dogrunun denklemi (y=ax+b) ve dogrusallik verileri analizin

tayin limitini ve dogrulugunu belirlemektedir.

Elde edilen dogrunun denklemi nanofilm temelli SPR biyosensoriin 1.0x10%-1.0x10* kob/mL
araliginda dogrulugu %99 ve tayin limiti 0.5x10* kob/mL olarak tespit edilmistir.

10 e 1, 0% 1012
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9 ——2.0x10"2
8 kob/mL
e 4 0% 1012
7 kob/mL
5.0x1072
6 kob/mL
g . 7.5x102
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4 e 1. 0% 1013
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3 /
2
1
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Zaman, sn

Sekil 4.4. Farkli derisimlerdeki Pseudomonas spp. ¢ozeltileri ve MIP nanofilm temelli

SPR biyosensor arasindaki etkilesimlerin zamana gore kirilma degerleri.

Analit-ligand arasindaki gergek zamanli etkilesimlerin degerlenderilmesi kinetik analizi ve
adsorpsiyon kinetik analize dayanmaktadir. Kinetik analizler i¢in 4.1°deki denklem

kullanilarak, SPR sinyalinin zamana bagli degisim orani1 hesaplanmaktadir.
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dAR / dt = kaC(ARmaks — AR) — ksAR (4.1)

Adsorpsiyon kinetik analizleri molekiiler baskilanmis SPR biyosensoriin, yiizey homojenligini
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Adsorpsiyon kapasitesini belirlemek i¢in 3 farkli model

kullanilmaktadir.

1- Freundlich Modeli;

Freundlich modeli, ylizey heterojenite degerini belirlemek icin kullanilmaktadir. Tutunmanin,

birden fazla adsorpsiyon tabakasi olusturarak gerceklestigini varsayar.

AR:ARmaksC 1/n (4 2)

Denklemi kullanilanirak hesaplanilan modelde, heterojenlik indesi (1/n) , 0-1 degeri arasinda
degismektedir. Heterojenlik indeksi 1 degerine yaklastikca, homojenite artmaktadir. 1

degerinde sistem homojen oldugu séylenebilmektedir.

2- Langmuir Modeli;

Langmuir modeli, yiizey homojenite degerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Molekiillerin,
her birinin yalnizca bir molekiilii tutabilen sabit sayida iyl tanimlanmis yiizeye tutundugunu

varsayar.

AR={ARmaxC / Ka+C} (4.3)

3- Langmuir-Freundlich Modeli;

Langmuir-Freundlich modeli, Langmuir ve Freundlich modellerininde uygun oldugu
sistemlerde uygulanabilmektedir. Bu model hem heterojen hem de homojen yiizeylerdeki

etkilesimleri agiklamak i¢in kullanilmaktadir.
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AR={ARnaxC""/ Kg+C""} (4.4)

Bu modelde genis derisim araliklarinda SPR biyosensorii ile Pseudomonas spp. bakterisi
arasindaki denge ve baglanma kinetik oOl¢timleri gosterilmistir. SPR biyosensorii ile
Pseudomonas spp. bakterisi arasindaki etkilesimi belirlemek i¢in Langmuir, Freundlich ve
Langmuir-Freundlich adsorpsiyon izoterm modelleri ile hesaplama yapilmistir. Elde edilen
veriler sonucunda baglanma sabitinin (Ka) baglanma kinetik analizinde ve adsorpsiyon izoterm
modellerinde benzer oldugu goriilmiistiir. Maksimum kirilma degerinin  (AR=7.4) kinetik
analizler sonucu elde edilen maksimum kirilma degerlerine (ARmaks=9.04) yakin degerde
olmas1 deney sonucunun literatiir verilerine uyustugunu goriilmiistiir. Sekil 4.5 , Sekil 4.6 ve
Sekil 4.7° da verilen izoterm modellerine gore korelasyon katsayilar (R?) Freundlich; 0.98 ,
Langmuir; 0.93 Langmuir-Freundlich; 0.87°dir (Cizelge 4.1). Langmuir tipi izoterm modeli
icin korelasyon katsayisinin diger modellerden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Langmuir
modeline gére K,=8.33 (kob/mL)! ve K4=0.11 kob/mL oldugu bulunmustur. Bu sonug, analitin
sisteme tek tabakali/homojen olarak baglandigin1 géstermektedir ve baglanmanin dogrusalligi
R?=0.98 olarak bulunmustur. Ozet olarak, elde edilen verilerle bu afinite sisteminin ekstra
etkilesimin kabul edilmemesine ve Langmuir adsorpsiyon modeline daha uygun oldugunu
sOyleyebiliriz, bu da islevsel monomerlerin, MAH, polimerik zincir boyunca homojen olarak
dagildig1 anlamina gelmektedir. Ayrica, neredeyse enerjisel olarak esittirler ve adsorpsiyon

islemi sirasinda higbir yanal etkilesim meydana gelmemistir [117].

2.5

In/ AR

y =0.4386x + 0.1143
R? = 0.9668

Inc

Sekil 4.5. Nanofilm temelli SPR biyosensorii i¢in adsorpsiyon Freundlich izoterm modeli.
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15 o y =0.2124x +0.3476
- R? = 0.9883

1/c

Sekil 4.6. Nanofilm temelli SPR biyosensorii i¢in adsorpsiyon Langmuir izoterm modeli.

4 y = 1.2315x - 0.3487

1/AR
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1/c(1/n)

Sekil 4.7. Nanofilm temelli SPR biyosensorii i¢in adsorpsiyon Langmuir- Freundlich

izoterm modeli.

Sonug¢ olarak; Pseudomonas spp. baskilanmig nanofilm temelli SPR biyosensoriiniin
yiizeyindeki etkilesimler; tek tabakali, homojen dagilimli, minimum yanal etkilesimli ve es
enerjili oldugu goriilmiistiir. Yapilan calisma sonucunda tayin limiti 0.5x10? kob/mL olarak

bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich adsorpsiyon izoterm modelleri

nin hesaplamasi.

Langmiur Izotermi Freundlich Izotermi Langmiur-Freundlich izotermi
ARma_ks 7 .4 ARmaks 3 . 67 ARmaks 2 ,9
K, (kob.mL)'  8.33 1/n 0.58  Ka(kob.mL')! 3,6
K4 kob.mL"! 0.11 R? 0.93  Kgkob.mL"! 0,27
R? 0.98 R? 0.87

4.4 Nanofilm Temelli SPR Biyosensorlerinin Seciciliginin Incelenmesi
Molekiiler baskilanmis polimer temelli SPR biyosensorlerin en 6nemli 6zelligi herhangi
isaretleme basamagina ihtiya¢g duymadan dogrudan istenilen molekiiliin tespit edilmesidir. Bu

nedenle hazirlanilan molekiiler baskilamanin kalitesi sensor segicigi ile dogru orantilidir.

Hazirlanilan molekiiler baskilanmis sensorlerin segicigi , segicilik katsayisi ve baskilama

secicilik katsayilarina gore hesaplanmaktadir.

Segicilik katsayist, k= ARkanp/ AR girigimei (4.4)

Baskilama segicilik katsayisi, k'= MIP/NIP 4.5)

Yapilan ¢alismada, nanofilm temelli SPR sensoriin segicilik etkinliginin belirlenebilmesi i¢in,
MIP ve NIP temelli SPR biyosensor kullanilmistir. Hedef bakteri Pseudomonas spp. ‘den farkl
olarak secicilik kontrolii i¢in Staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi and Escherichia
coli bakterilerinde kullanilmistir. 4 farkli tiire ait 1x10* kob/mL konsantrasyonda hazirlanan

siispansiyonlar SPR sisteminden geg¢irilmistir (Cizelde 4.2).
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Cizelge 4.2. MIP SPR biyosensoérlerinin Staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi and

Escherichia coli bakterileri i¢in secicilik (k) ve bagil se¢icilik (k) katsayilari.

Bakteri Tipi

Bakterin Morfolojik Ozellikleri

MIP SPR

Biyosensor

NIP SPR

Biyosensor

AR

K

AR

K

Pseudomonas spp

-Gram Negatif.

-0.51a 0.8, um ve 1.5 1la 3.0
pum ebatlarinda.

-cubuk (basil) sekilli genis,
plirtizsiiz, diiz kenarl1.

- tek veya ¢oklu flagellaya sahip.
(Hareketli)

8.3

0.25

Staphylococcus

aureus

- Gram Pozitif.

- 0.5 x 2.0 um ebatlarinda.
- Yuvarlak (kok), genellikle
diizenli yapidadir.

-Tek basina veya zincir
yapidadirlar.

- Hareketsizdir.

0.31

26.7

0.21

1.19

22.5

Salmonella

paratyphi

- Gram Negatif.

-2.0x 5.0um

0.7 x 5.0um ebatlarinda.

- Cubuk (basil) yapidadir.

- Peritrih kiprikli yapiya sahip.
(Hareketli)

0.97

8.55

0.21

1.19

7.18

Escherichia coli

- Gram Negatif.

- 1.1ila1.5 um ve 2.0 ila 6.0 um
ebatlarinda.

- Cubuk (basil) yapidadir.

- Peritrih kiprikli yapiya sahip.
(Hareketli)

1.07

7.75

0.16

1.56

4.96
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Sonu¢ olarak; elde edilen sensorgram verilene gore 2 asamada segilik etkinligi

degerlendirilmistir.

1. asamda; Sekil 4.8’deki sensorgram verileri ve Cizelge 4.2°de verilen sayisal degerlere gore
Pseudomonas spp. bakterisi i¢in hazirlanilan MIP ve NIP nanofilm temelli SPR biyosensorlerin
Pseudomonas spp bakterisine gosterdigi secicilik verilerine gore, MIP temelli biyosensorde
%AR degeri 8.3 olarak saptanirken NIP nanofilm temelli biyosensérde %AR degeri 0.25°dir.
Bu verilere gére MIP nanofilm temelli biyosensoriin NIP nanofilm temelli biyosensoriin

secicigi yaklasik 8 kat daha fazladir.

%AR

= MIP

~——NIP

0 50 100 150

Zaman, Sn

Sekil 4.8. MIP ve NIP nanofilm temelli SPR biyosensorlerinin 1x10* kob/mL derisiminde,

zamana kars1 verdigi kirilma degeri (%).

2. asamda; Sekil 4.9°deki sensorgram verileri ve Cizelge 4.2°de verilen sayisal degerlere gore
Pseudomonas spp. bakterisi i¢in hazirlanilan MIP ve NIP temelli SPR biyosensorlerin
Staphylococcus, Salmonella paratyphi ve Escherichia coli bakterilerindeki segicilik kosullart
degerlendirilmistir. Sonuglardaki bu farkliliklar, bakteri morfolojilerinin farkli yapisal ve fiziko
kimyasal 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Elde edilen verilere gore farkli bakterilerin MIP
ve NIP temelli biyosensorde %AR degerleri Pseudomonas spp bakterisi i¢in; MIP: 8.3 NIP:
0.25, Staphylococcus aureus bakterisi i¢cin; MIP: 0.31 NIP: 0.21, Salmonella bakterisi i¢in;
MIP: 0.97 NIP: 0.21, Escherichia coli bakterisi i¢in; MIP: 1.07 NIP: 0.16’dur.
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Secicilik katsayisi (k) verilere gore;
MIP temelli SPR biyosensoriiniin Pseudomonas spp bakterisine segiciligi

- Staphylococcus aureus bakterisine gore yaklasik 27 kat (k= 26.7)
- Salmonella paratyphi bakterisine gore yaklasik 9 kat (k=8.55)
- Escherichia coli bakterilerine gore yaklasik 8 kat (k=7.75) daha fazladur.

Bagil secicilik katsayisi (k’) verilere gore;

- Staphylococcus aureus bakterisi i¢in k’= 22.5
- Salmonella paratyphi bakterisi i¢in k’= 7.18
- Escherichia coli bakterisi i¢in k’= 4.96’d1r.

Hazirlanilan MIP nanofilm temelli SPR biyosensoriinde Pseudomonas spp. bakterisinin
Staphylococcus aureus bakterisine gore yaklagik 27 kat daha se¢ici oldugu belirlenmistir, bu
durum Staphylococcus aureus bakterisinin , gram pozitif , yuvarlak sekilli ve herhangi kamgili
yapiya sahip olmamasi yani morfolojik yap1 olarak birbirlerinden tamamen farkli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

MIP nanofilm temelli SPR biyosensoriinde Pseudomonas spp. bakterisinin Salmonella
paratyphi bakterisine gore yaklasik 9 kat daha secici oldugu belirlenmistir, bu durum
Salmonella paratyphi bakterisinin gram negatif , ¢ubuk sekilli ve ebat 6zelliklerinin birbirine
benzer morfolojik yapiya sahip olmasi nedeniyle se¢iciligin Staphylococcus aureus bakterisine
gore daha az fakat Pseudomonas spp. bakterisinin Salmonella paratyphi bakterisinden farkli
kamg1 yapiya ve polimerdeki yiiksek secicilige sahip kavitelere sahip olmasin nedeniyle

(AR:0.97) daha segici sinyal verdigi gézlemlenmistir.

Son olarak MIP nanofilm temelli SPR biyosensoriinde Pseudomonas spp. bakterisinin
Escherichia coli bakterisine gore yaklasik 8 kat daha se¢ici oldugu belirlenmistir, bu durum
Escherichia coli bakterisinin gram negatif , cubuk sekilli ve ebat 6zelliklerinin birbirine benzer

morfolojik yapiya sahip olmasi nedeniyle seciciligin Staphylococcus aureus bakterisine gore
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daha az fakat Pseudomonas spp. bakterisinin Escherichia coli bakterisinden farkli kamg1 yapiya
ve polimerdeki yiiksek secicilige sahip kavitelere sahip olmasin nedeniyle (AR:1.07) daha

secici sinyal verdigi gézlemlenmistir.

Baskilamadaki secicilik etkinligini gosteren k’ degerine gore, sonu¢ 1 degerinin ne kadar
tizerindeyse baskilama isleminin basarist o oranda yiiksektir. Buna gore Pseudomonas spp
bakterisi Staphylococcus aureus bakterisi i¢in k’=22.5, Salmonella paratyphi bakterisi i¢in k’=
7.18 ve Escherichia coli bakterisi i¢in k’= 4.96’dir. Bu sonuglara gore hazirlanilan nanofilm

temelli SPR biyosensoriiniin Pseudomonas spp bakterisi i¢in segiciligi oldukea ytiksektir.

10 Pseudomonas spp.
9 Staphylococcus aureus
8 Salmonella paratyphi
7 Escherichia coli
6
o
g 5
x
4
3
2
1
0 Jr j_\\—
0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman, Sn

Sekil 4.9. MIP SPR biyosensorlerinin  Pseudomonas spp. Staphylococcus aureus,
Salmonella paratyphi ve Escherichia coli bakterilerinin 1x10* kob/mL derisiminde, zamana

kars1 verdigi kirilma degeri (%).

Sonug olarak; Nanofilm temelli SPR biyosensoriin, Pseudomonas spp. bakterisine kars1 verdigi
tepkinin baskilanmamis biyosensore, Staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi ve
Escherichia coli bakterilerine verdigi tepkiye gore sirasiyla 27, 9 ve 8 kat daha fazla olmasi

hazirlanilan polimerin gergekten yiiksek 6zgiil kaliteye sahip oldugunu gostermektedir.
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4.5 Nanofilm Temelli SPR Biyosensoriin Tekrar Kullanilabilirliginin Incelenmesi

SPR biyosensorlerin, tani/tespit alanlarinda oncelikli olarak tercih edilmesini saglayan,
herhangi isaretleme basamagma ihtiyagc duymadan dogrudan ve gercek zamanli 6l¢iim
yapabilme 6zelliklerinin yani sira, 6n islem gerektirmeden tekrar tekrar kullanima uygun olmasi

SPR biyosensorleri diger tani/tespit yontemlerinden daha avantajli kilmaktadir.

Polimer baskili hazirlanilan biyosensorlerin olumsuz ¢evre kosullarina daha dayanikli olmasi,
beraberinde biyosensoriin raf dmrii siliresini de uzatmaktadir. Polimerik yapiya bagl olarak
kullanim siiresi uzayan SPR biyosensorlerin, 6l¢iim kalitesi tekrar kullanilabilme yeterliligine

bagli olarak degerlendirilmektedir.

Yapilan c¢aligmada; biyosensoriin adsorpsiyon-desorpsiyon-rejenerasyon basamaklarindaki
dongiilerinin yeniden kullanima uygunlugunun belirlenebilmesi i¢in Pseudomonas spp.
baskilanmis nanofilm temelli SPR sensoriiniin tekrarlanabilirligini gozlemlemek amaciyla
1.0x10* kob/mL konsantrasyonundaki siispansiyon SPR sisteminden arka arkaya 5 defa

tekrarlanmustir.

Sonu¢ olarak; Sekil 4.10A’te gosterilen verilere gore Ol¢tim verilerinde herhangi sapma

gozlemlenmemis ve hazirlanilan sensoriin tekrarli kullanima uygun oldugu belirlenmistir.

Ayrica, gelistirilen sensoriin 4°C’deki muhafaza kosullari ile 12 aylik ¢calisma siiresi esnasinda
farkli araliklarla calismalar tekrarlanmistir  (1.0x10° kob/mL  konsantrasyonundaki
siispansiyon). Bu kosullar dikkate alindiginda sensoriin depolama siiresi stabiliteside teyit
edilmistir ve uygun muhafaza kosullarinda en az 1 yil siire kullanima uygun oldugu

gozlemlenmistir (Sekil4.10B).
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Sekil 4.10. A. MIP nanofilm temelli SPR biyosensorlerinin tekrarlanabilirligi, B. Farkh

Aylarda MIP nanofilm temelli SPR biyosensorlerinin tekrarlanabilirligi.

4.6 Nanofilm Temelli SPR Biyosensoriin Gercek Ornek Analizleri

Hazirlanilan Pseudomonas spp. baskilanmis polimer temelli SPR biyosensoriiniin, giincel
olarak kabul goéren kiiltiirel tayin yonteme alternatif olarak kullanilabilirliginin ve kiilttrel
yontemde gozlemlenen dezavantajlara karsin kolayliklarinin degerlendirilebilmesi amaciyla
kiltirel yontem ve hazirlanilan mip temelli biyosensérde es zamanli Pseudomonas spp.
validasyon analizileri ger¢eklestirilmistir. Pseudomonas spp. analizinin kiiltiirel metot
calismalar1 Ankara Gida Kontrol Laboratuvar tarafindan yapilmistir. Calismada pili¢ bonfile
tiriinii kullanilmustir. Uriiniin 2., 5., 8., 10., 12, ve 15. giinlerinde Pseudomonas spp.analizleri
kiiltiirel metot ve hazirlanilan mip temelli SPR biyosensorde gerceklestirilmistir ve calisma

toplamda 17 glinde tamamlanmustir.

Yapilan Calisma Sonucunda;

Kiiltiirel metot ile gerceklestirilen analiz sonucunda pili¢ bonfile iiriiniinde 2. giiniide 1.0x102
kob/g, 5. giiniide 6.4x10° kob/g, 8. giiniide 1.2x10® kob/g, 10. giiniide 6.9x10% kob/g kob/g,
12. giiniide 1.2x10” kob/g, 15. giiniide 5.0x10° kob/g Pseudomonas spp. tespit edilmistir.

Pseudomonas ssp. baskilanmis nanofilm temelli SPR biyosensor ile yapilan calismada, pili¢

bonfile {iriiniinden 10 g homojen alinarak 9 kati (90 mL) Buffer pepton water eklenerek
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homojen hale getirilmistir. Son durumda numuneden analiz i¢in ondalik seyreltim hazirlanilan
stispansiyon, 2., 5., 8., 10., 12., ve 15. giinlerinde SPR sisteminden gec¢irilmistir. Sekil 4.11°daki
sensorgram grafiginde, analiz ic¢in belirlenen raf Omrii giinlerindeki, ondalik seyreltimi
hazirlanilan pili¢ bonfile siispansiyonun sistemden gecisi esnasindaki % kirilmanin AR zamana
bagl degisimi verilmistir. Pseudomonas spp. bakterisinin konsatrasyonundaki artis oranina
bagl olarak, SPR kirilma indisinde de artis olmustur. Sensorgram grafigine gore dogrunun
denklemi y = 0.0315x+25.374 ve dogrusalligi R?=0.95 olarak bulunmustur. Dogrunun

denklemi (y=ax+b) ve dogrusallik verileri analiz miktar1 belirlenmistir.

40
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01 e y =0.0315x + 25.374

R?=0.9471
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Derisim
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o V=1.2456x
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Sekil 4.11.  MIP nanofilm temelli SPR Biyosensoriiniin, Pili¢c Bonfile {irtintindeki 2., 5., 8.,

10., 12., ve 15. giinlerindeki sensorgramin dogrusal garfigi.

Pili¢ bonfile ile muamele edilen pepton ¢ozeltisi, 6nerilen sensoriin fizibilitesini incelemek i¢in
dogal bir kaynak olarak se¢ildi ve bu amagla, farkli giinlerde hazirlanan 6rnekler SPR sensor
algilama yiizeyine uygulandi. SPR sensoriiniin tanima yetenegi, R? (0.95) degerine sahip pilig
bonfile olduk¢a olumluydu (Sekil 4.11, 4.12) ve ilerleyen giinlerde, SPR sensor yanitlarinda
(Sekil 4.12) artisa neden oldu. SPR sensorii, mikroorganizma algilama i¢in gida giivenligi
calismalarda kullanilan biiyiik bir potansiyeldir. Ayrica Pseudomonas spp. analizinin kiiltiirel
metot calismalar1 Ankara Gida Kontrol Laboratuvari tarafindan dogruluk yapilmistir. Ornegin,

10. Giin’de Pseudomonas spp. Gida Kontrol Laboratuvari tarafindan 6.9x10% kob/g rapor
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edilirken, SPR sisteminden elde edilen sensogramin karsilig1 6.3x10% kob/g gézlemlenmistir.
SPR'nin dogruluk sonucu (%94) gida kontrol labratuvarlarda kullanilmak i¢in oldukca tatmin
ediciydi.
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Sekil 4.12.  MIP nanofilm temelli SPR Biyosensoriiniin, Pili¢c Bonfile {iriintindeki 2., 5., 8.,

10., 12., ve 15. gtinlerindeli sensorgram garfigi.

Sonu¢ olarak; Pseudomonas spp. bakterisinin toprakta, suda yaygin bulunmasi ve gida
irtinleriyle kontamine olmasi nedeniyle, gida iirlinlerinin mikroflorasinda yaygin olarak
bulunmaktadir. Taze tiriinde genellikle mikrofloranin %2’sini kapsamaktadirlar, Pseudomonas
spp. bakterisinin Onemi bu siliregten sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir. Psikrofik olan
Pseudomonas spp. tiirii +4°C’de bile tiremeye devam edebilmektedir ve yapilan caligmalara
gore bozulan bir gidanin mikroflorasinin %96’sim1 kapsadigi belirlenmistir. Bu durumda
Pseudomonas spp. bakterisini raf dmrii kalitesini belirlemede 6nemli bir ayra¢ olmasina olanak
saglamaktadir. Yapilan ¢alisma ile her taze gida i¢in mikroflora oran1 degismekle birlikle tavuk
{iriinii i¢in, yapilan literatiir calismalarma gére bu oran 10%-10% kob/g’dir. Kisaca taze/yeni
islem gormiis bir iiriinde, beklenilen baslanging Pseudomonas spp. bakteri yiik oran1 10%-10°
kob/g’dir. Baslangig yiikiinden sonrasinda Pseudomonas spp. yiikiiniin 10’-10® kob/g gelene
kadar tiiketim i¢in uygun oldugu literatiirlerde belirtilmistir. 10® kob/g’dan sonrasinda artik raf

omri stirecinin doldugu bozulmanin basladigini, belirtebiliriz.
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Ankara gida kontrol laboratuvarinda yapilan ¢aligmaya ve MIP nanofilm temelli SPR
Biyosensére gore 2. giiniindeki bir tiriinde 1 x 10? kob/g’lik iireme tespit edilmis olmas1 ve bu
durum 5., 8., 10., 12., ve 15., giinlerde yapilan farkli metotlarda benzer sonuglar elde edilmesi
ve tespit edilen sonuglarin, literatiir ¢alismalar tarafindan desteklendigi gézlemlenmektedir.

(Cizelge 4.3) karsiladigin1 gostermektedir.

Cizelge 4.3. Pili¢ bonfile iiriiniinde farkli glinlerde yapilan kiiltiirel yontem ve MIP SPR

biyosensore ait Pseudomonas spp. analiz sonuglari.

Pseudomonas spp. Analiz Metotlarinin Karsilastirilmasi
Pili¢ Bonfile Uriinii Kiiltiirel Y6ntem MIP Temelli SPR Literatiir
Raf Omrii Siiresi (ISO 13720) Biyosensor Caligmalart [118]
2. giin 1.0x10% kob/g 0.5x10° kob/g 3x10° kob/g
5. giin 6.4x10° kob/g 6.0x10° kob/g 2x10° kob/g
7x10° kob/g
8. glin 1.2x108 kob/g 0.9x10% kob/g
(7.gtin)
1x10°kob/g
10. giin 6.9 x10® kob/g 6.3x108 kob/g
(9.gtin)
7x10° kob/g
12. giin 1.2x10° kob/g 1.0x10° kob/g
(11.giin)
1x10'"! kob/g
15. giin 5.0x10° kob/g 4.5%10° kob/g
(14.giin)

Cizelge 4.4’de Biyosensor temelli cihazlarla tespit edilen Pseudomonas spp. bakterlerine ait
literatiir calismalar1 degerlendirilmistir. Bu c¢alismalar incelendiginde, Z. Zhong ve arkaslari
[120] Pseudomonas aeruginosa aptamerlerinin ile polidopamin-polietilenimin (PDA-PEI)
kopolimer ile isaretlenerek florasan biyosensoriinde, yagsiz siit, portakal suyu ve buzlu seker
gida oOrneklerinde analiz ¢alismalart yapmislardir. Elde edilen sonuglara goére florasan
biyosensoriin tayin limiti 1.0 kob/ml, tayin aralgr ise 1.0x10'-1.0x107 kob/ml olarak

hesaplanmustir.

71



Cizelge 4.4. Biyosensor temelli cihazlarla tespit edilen Pseudomonas bakterlerine ait literatiir
caligmalari.
. Tayin Tayin
Sensor Tl Ornek Analit o Referans
Aralig Limiti
0.27 uM,
Elektrokimyasal | Pseudomonas )
Insan 1-100 uM 1.34 uM, [119]
Sensor aeruginosa
2.30 uM
Polidopamin-
o 1.0x10'-
polietilenimin - | Pseudomonas | Stit-Portakal
1.0x107 1.0 kob/ ml [120]
based aeruginosa Suyu
. kob/ml
biyosensor
Piezoelektrik | Pseudomonas . 1.9x10% to
Insan 52 kob/mL [121]
Sensor aeruginosa 1.0x10°
Yiizey
Pseudomonas 90 ng/ml-
Plazomon - [122]
putida 170 pg/ml
Rezonans
I¢me Suyu, 1.28x10°-
Florasan Pseudomonas
. Portakal 2.0xx107 | 100 kob/ml [123]
Biyosensor aeruginosa
Suyu Seker, kob/ml
Florasan Pseudomonas | 10-1.0x107
Icme Suyu 9.0 kob/ml [124]
Biyosensor aeruginosa kob/ml
Kan Ornegi,
Elektrokimyasal | Pseudomonas
Tukirik,Atik | 1-100 pM 0.33 uM [125]
Sensor aeruginosa
su
Yiizey
Pseudomonas 187.43
Plazomon - 2.05 deg-1 [126]
spp. deg/RIU
Rezonans
1.30x107-
Piezoelektrik | Pseudomonas . 1.3x107
Et Urlinleri 1.30x108 [127]
Sensor aeruginosa kob/g
kob/g
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Yiizey 1.0x10'-
Pseudomonas
Plazomon - 1.0x10° 10 kob/g [128]
aeruginosa
Rezonans kob/g
Yiizey
Pseudomonas 0.01-100
Plazomon - 10 pg/ml [129]
aeruginosa ng /ml
Rezonans
Siit, Seker,
Florasan Pseudomonas 8.0-10!
] Portakal 1.5 kob/ml [130]
Biyosensor aeruginosa kob/ml
Suyu
Cevresel
. 4.0x10°-
Florasan Pseudomonas Ornekler
‘ ‘ 1.8x10* 46 kob/ml [131]
Biyosensor aeruginosa (Gol -Nehir
kob/ml
Suyu)
Yiizey
Pseudomonas 30.85 0.21156
Plazomon - [132]
aeruginosa deg/RIU deg-1
Rezonans
Yiizey
Pseudomonas 33.98 0.2987 deg-
Plazomon - [132]
aeruginosa deg/RIU 1
Rezonans
. o 1.5x10%-
Quarz kristal | Pseudomonas Klinik 1.5x10?
. . 1.0x108 [133]
mikrobalans aeruginosa Ornekler kob/ml
kob/ml
Optik Pseudomonas 0.5-5.0
] (Toprak) 0.5 mg/L [134]
Biyosensor spp. mg/L
Optik Pseudomonas 0.5-5.0
) (Toprak) 0.2 mg/LL [134]
Biyosensor Spp. mg/L
Yiizey 1.0x10%-
Pseudomonas | 0.50x10?
Plazomon Pili¢ Bonfile 1.0x10* Bu Caligma
spp. kob/g
Rezonans kob/g

X. Shi ve arkaglar1 [121] tarafindan, Pseudomonas aeruginosa tespiti i¢in manyetik boncuk /

aptamer / poliadenile DNA'nin sandvi¢ tipi kompleksi ile diizenlenen piezoelektrik kuvars
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kristali biyosensoriinde, insan kan 6rneklerinde analiz ¢alismalar1 yapmislardir. Elde edilen
sonuglara gore hazirlanilan piezoelektrik biyosensoriiniin tampon ¢ozeltilerde tayin limiti, 9.0

kob/mL iken kan 6rneklerinde 52 kob/mL olarak degerlendirilmistir.

R. Gao ve arkaglar1 [123] tarafindan, Pseudomonas aeruginosa tespiti i¢in 5-karboksifloresein
etiketli tamamlayict DNA (FAM-cDNA), aptamerin florasan biyosensoriinde, icme suyu,
portakal suyu ve buzlu seker gida 6rneklerinde analiz ¢alismalar1 yapmislardir. Elde edilen
sonuglara gore florasan biyosensdriin tayin limiti 100 kob/ml, tayin aralg1 ise 1.28x10% —2.00x

107 kob/ml olarak hesaplanmustr.

H. Wang ve arkaslar1 [124] tarafindan, Pseudomonas aeruginosa tespiti i¢in aptamer temelli
florasan biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensorde, igme suyu orneklerinde analiz
calismalar1 yapilmistir ve elde edilen sonuglara gore florasan biyosensoriin tayin limiti 9.0

kob/ml, tayin aralgi ise 1.0x10! —1.0x 107 kob/ml olarak hesaplanmustr.

N. Kim ve arkaglar1 [127] tarafindan, Pseudomonas aeruginosa tespiti i¢in antikor temelli
piezoelektrik biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensorde, et iirtinleri 6rneklerinde
analiz calismalar1 yapilmistir ve elde edilen sonuglara gore piezoelektrik biyosensoriin tayin

limiti 1.3x10” kob/g, tayin aralg1 ise 1.3x107-1.3x108 kob/g olarak hesaplanmistir.

J. Hu ve arkaslar1 [128] tarafindan, Pseudomonas aeruginosa tespiti i¢in aptamer temelli
lokalize yilizey plazmon rezonans (LSPR) biyosensori gelistirilmistir. Gelistirilen
biyosensorde, hazirlanilan bakteri soliisyonlarinda analiz caligmalar1 yapilmistir ve elde edilen
sonuclara gore lokalize yiizey plazmon rezonans (LSPR) biyosensoriin tayin limiti 10 kob/g,

tayin aralg ise 1.0x10'-1.0x10% kob/g olarak hesaplanmistir.

S. Ellairaja ve arkaglar1 [130] tarafindan, Pseudomonas aeruginosa tespiti i¢in monoklonal
antikor temelli florasan biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensorde, su, toprak ve siit,

seker kamisi ve portakal suyu gibi gida iirlinlerinde analiz ¢alismalar1 yapilmistir ve elde edilen
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sonuglara gore florasan biyosensdriin tayin limiti 1.5 kob/mL, tayin aralg1 ise 8.0-1.0x10! kob/g

olarak hesaplanmustir.

G. Kaur ve arkaglar1 [131] tarafindan, Pseudomonas aeruginosa tespiti i¢in pirimidin temelli
florasan biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensorde, su, gibi c¢esitli ¢evresel
orneklerde analiz ¢alismalar1 yapilmistir ve elde edilen sonucglara gore florasan biyosensoriin

tayin limiti 46 kob/mL, tayin aralgi ise 4.0x103-1.8x10* kob/g olarak hesaplanmistir.

J. Cai ve arkaslar1 [133] tarafindan, Pseudomonas aeruginosa tespiti i¢in ITS hibridizasyon
temelli kuvars kristali mikro terazi (QCM) DNA biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen
biyosensorde, klinik 6rneklerde analiz ¢aligmalar1 yapilmistir ve elde edilen sonuglara goére
kuvars kristali mikro terazi (QCM) DNA biyosensériin tayin limiti 1.5%10? kob/mL, tayin aralg
ise 1.5x10%-1.5x10% kob/g olarak hesaplanmistr.
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5. YORUM

Hazirlanilan fonksiyonel monomere ait karakterizasyon analizi FTIR Spektrumu ile yapilmistir.
Olgiimler; amid I bantlarma 1600-1700 cm™ araliginda, amid II bantlarina 1480-1580 cm™!
araliginda, karbonil bantlarinal735-1765 cm™! araliginda ve hidroksil bantlarina 3250-3550 cm™
! araliginda esdegerdir. Hazirlanilan fonksiyonel monomerin 6l¢iim sonuglarina gére, amid 1
bantlarina 1655 cm™ dalga boyunda, amid II bantlarina 1520 cm™ dalga boyunda, ester
bantlarina 1735 cm™ dalga boyunda,hidroksil bantlarina 3347 cm™ dalga boyunda tespit

edilmistir.

Fonksiyonel monomerin kimyasal yapisinin kontrol edilmesinde, NMR spektrometresinde
incelenmistir. 'H-NMR spektrumunda; 'H-NMR (CDCI3): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz, CH3), 1.42
(m; 2H, CHb»), 3.56 (t; 3H, -OCH3), 4.82-4.87 (m; 1H, methin), 5.26 (s; 1H, vinil H), 5.58 (s;
1H, vinil), 6.86 (3; 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (6; 1H, J=8.4 Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H, aromatik)
verileri tespit edilmistir. Karakterizasyon 6l¢timleri sonucunda bulunan verilerin fonksiyonel

gruplarina uygun oldugu ve sentezleme isleminin basarili oldugu belirlenmistir. [107-116].

Temas agis1 Olgtimleri; yiizey tizerine damlatilan ¢6zeltinin (Su, tampon, ...) damla yapisinin
zamana bagli degisimini degerlendimek amaciyla kullanilmaktadir. Tasarlanilan SPR
biyosensoriin ¢ip yilizeyine damlatilan su damlasinin SPR ¢ip ylizey tizerindeki gerilimi, temas
acis1 ylizeyin sivi tutma 6zelligi hakkinda temas agis1 6l¢timleri bilgi edilnilebilmektedir. Sekil
4.1’de baskilanmig (MIP) ve baskilanmamis (NIP) yiizeylerdeki yiizey temas agilari
gosterilmistir. Ol¢iim sonucunda edilen degerler MIP ve NIP nanofilm temelli SPR ¢ipler i¢in

sirastyla; 68.7° ve 79.5° olarak bulunmustur.

Elipsometrik 6l¢iim sonuglarina gére MIP ve NIP nanofilm temelli SPR biyosensor yiizeyinin
kalinlig1 sirasiyla; 150.4 £ 1.5 nm and 72.4 + 1.2 nm olarak tespit edilmistir. Bu durum,
baskilanmis ve baskilanmamis nanofilm yap:1 yilizeyinin homojen ve sistemde etkin plazmon

Ol¢timlerinin yapilmasina uygun olarak tasarlandigin1 gostermektedir.
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Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) o6lctimleri; Herhangi bir yiizeye elektron demeti
gonderilerek ylizeyin 3 boyutlu olarak goriintiilenemesi amaciyla kullanilmaktadir. SEM ile
yapilan oOlgiimlerde yiizey iizerindeki olusturulan ylizey sekilleri hakkinda detayli bilgi
edinilebilmektedir. Molekiiler baskilama isleminin etkin gsekilde gerceklestirilip
gergeklestirilemedigi SEM ol¢timleri ile belirlenmektedir. Sekil 4.3’de MIP nanofilm temelli
SPR biyosensor yiizeyine ait SEM goriintiileri mevcuttur. Goriintiilleme sonucunda mavi renk
ile isaretlen alanlarda Pseudomonas spp. bakterisinin sensor yiizeyine etkin sekilde baskilandigi

belirlenmistir.

Karakterizasyon islemleri tamamlanan nanofilm temelli SPR biyosensoriin  kinetik
parametrelerinin belirlenebilmesi igin Pseudomonas spp. bakterisiniden 1.0x102-1.0x10*
kob/mL  konsantrasyon aralifinda farkli siispansiyon soliisyonlar: hazirlanilarak SPR

sisteminden gecirilmistir.

Elde edilen dogrunun denklemi nanofilm temelli SPR biyosensériin 1.0x10%-1.0x10* kob/mL
araliginda dogrulugu %99 ve tayin limiti 0.5%10% kob/mL olarak tespit edilmistir.

Bu modelde genis derisim araliklarinda SPR biyosensorii ile Pseudomonas spp. bakterisi
arasindaki denge ve baglanma kinetik Olglimleri gosterilmistir. SPR biyosensorii ile
Pseudomonas spp. bakterisi arasindaki etkilesimi belirlemek i¢in Langmuir, Freundlich ve
Langmuir-Freundlich adsorpsiyon izoterm modelleri ile hesaplama yapilmistir. Elde edilen
veriler sonucunda baglanma sabitinin (K.) baglanma kinetik analizinde ve adsorpsiyon izoterm
modellerinde benzer oldugu goriilmiistiir. Maksimum kirilma degerinin (AR=7.4) kinetik
analizler sonucu elde edilen maksimum kirilma degerlerine (ARmas=9.04) yakin degerde
olmas1 deney sonucunun literatiir verilerine uyustugunu goriilmiistiir. Sekil 4.5 , Sekil 4.6 ve
Sekil 4.7° da verilen izoterm modellerine gore korelasyon katsayilar (R?) Freundlich; 0.98 ,
Langmuir; 0.93 Langmuir-Freundlich; 0.87°dir (Cizelge 4.1). Langmuir tipi izoterm modeli
icin korelasyon katsayisinin diger modellerden daha yiiksek oldugu goériilmektedir. Langmuir
modeline gére K,=8.33 (kob/mL)! ve K4=0.11 kob/mL oldugu bulunmustur. Bu sonug, analitin
sisteme tek tabakali/homojen olarak baglandigini godtermektedir ve baglanmanin dogrusalligi

R?=0.98 olarak bulunmustur. Ozet olarak, elde edilen verilerle bu afinite sisteminin ekstra

77



etkilesimin kabul edilmemesine ve Langmuir adsorpsiyon modeline daha uygun oldugunu
soyleyebiliriz, bu da islevsel monomerlerin, MAH, polimerik zincir boyunca homojen olarak
dagildigr anlamina gelmektedir. Ayrica, neredeyse enerjisel olarak esittirler ve adsorpsiyon

islemi sirasinda higbir yanal etkilesim meydana gelmemistir [117].

Sonu¢ olarak; Pseudomonas spp. baskilanmis nanofilm temelli SPR biyosensoriiniin
yiizeyindeki etkilesimler; tek tabakali, homojen dagilimli, minimum yanal etkilesimli ve es
enerjili oldugu goriilmiistiir. Yapilan calisma sonucunda tayin limiti 0.5x10> kob/mL olarak

bulunmustur.

Yapilan ¢alismada, nanofilm temelli SPR sensoriin secicilik etkinliginin belirlenebilmesi igin,
MIP ve NIP temelli SPR biyosensor kullanilmistir. Hedef bakteri Pseudomonas spp. ‘den farkl
olarak secicilik kontrolii i¢in Staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi and Escherichia
coli bakterilerinde kullanilmistir. 4 farklr tiire ait 1x10* kob/mL konsantrasyonda hazirlanan

stispansiyonlar SPR sisteminden gecirilmistir (Cizelde 4.2).

Secicilik katsayisi (k) verilere gore;
MIP temelli SPR biyosensoriiniin Pseudomonas spp bakterisine se¢iciligi

- Staphylococcus aureus bakterisine gore yaklasik 27 kat (k= 26.7)
- Salmonella paratyphi bakterisine gore yaklasik 9 kat (k=8.55)
- Escherichia coli bakterilerine gore yaklasik 8 kat (k=7.75) daha fazladur.

Bagil seg¢icilik katsayisi (k”) verilere gore;

- Staphylococcus aureus bakterisi i¢in k’= 22.5
- Salmonella paratyphi bakterisi i¢in k’= 7.18
- Escherichia coli bakterisi i¢cin k’=4.96’dr.

Hazirlanilan MIP nanofilm temelli SPR biyosensoriinde Pseudomonas spp. bakterisinin
Staphylococcus aureus bakterisine gore yaklagik 27 kat daha segici oldugu belirlenmistir, bu

durum Staphylococcus aureus bakterisinin , gram pozitif , yuvarlak sekilli ve herhangi kameili
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yapiya sahip olmamasi yani morfolojik yap1 olarak birbirlerinden tamamen farkli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

MIP nanofilm temelli SPR biyosensoriinde Pseudomonas spp. bakterisinin Salmonella
paratyphi bakterisine gore yaklasik 9 kat daha segici oldugu belirlenmistir, bu durum
Salmonella paratyphi bakterisinin gram negatif , ¢ubuk sekilli ve ebat 6zelliklerinin birbirine
benzer morfolojik yapiya sahip olmasi nedeniyle seciciligin Staphylococcus aureus bakterisine
gore daha az fakat Pseudomonas spp. bakterisinin Salmonella paratyphi bakterisinden farkli
kam¢1 yapiya ve polimerdeki yiiksek segicilige sahip kavitelere sahip olmasin nedeniyle

(AR:0.97) daha segici sinyal verdigi gézlemlenmistir.

Son olarak MIP nanofilm temelli SPR biyosensoriinde Pseudomonas spp. bakterisinin
Escherichia coli bakterisine gore yaklasik 8 kat daha segici oldugu belirlenmistir, bu durum
Escherichia coli bakterisinin gram negatif , cubuk sekilli ve ebat 6zelliklerinin birbirine benzer
morfolojik yapiya sahip olmasi nedeniyle seciciligin Staphylococcus aureus bakterisine gore
daha az fakat Pseudomonas spp. bakterisinin Escherichia coli bakterisinden farkli kamg1 yapiya
ve polimerdeki yiiksek secicilige sahip kavitelere sahip olmasin nedeniyle (AR:1.07) daha

secici sinyal verdigi gozlemlenmistir.

Baskilamadaki secicilik etkinligini gosteren k’ degerine gore, sonu¢ 1 degerinin ne kadar
tizerindeyse baskilama isleminin basaris1 o oranda yiiksektir. Buna gore Pseudomonas spp
bakterisi Staphylococcus aureus bakterisi icin k’= 22.5, Salmonella paratyphi bakterisi i¢in k=
7.18 ve Escherichia coli bakterisi i¢in k’= 4.96’dir. Bu sonuclara gore hazirlanilan nanofilm

temelli SPR biyosensériiniin Pseudomonas spp bakterisi igin seciciligi oldukca yiiksektir.

Sonug olarak; Nanofilm temelli SPR biyosensoriin, Pseudomonas spp. bakterisine kars1 verdigi
tepkinin baskilanmamis biyosensore, Staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi ve
Escherichia coli bakterilerine verdigi tepkiye gore sirasiyla 27, 9 ve 8 kat daha fazla olmasi

hazirlanilan polimerin gergekten yiiksek 6zgiil kaliteye sahip oldugunu gostermektedir.
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Yapilan calismada; biyosensoriin adsorpsiyon-desorpsiyon-rejenerasyon basamaklarindaki
dongiilerinin yeniden kullanima uygunlugunun belirlenebilmesi i¢in Pseudomonas spp.
baskilanmig nanofilm temelli SPR sensoriiniin tekrarlanabilirligini gézlemlemek amaciyla
1.0x10° kob/mL konsantrasyonundaki siispansiyon SPR sisteminden arka arkaya 5 defa

tekrarlanmustir.

Ayrica, gelistirilen sensoriin 4°C’deki muhafaza kosullari ile 12 aylik ¢alisma siiresi esnasinda
farkli araliklarla calismalar tekrarlanmistir  (1.0x10° kob/mL  konsantrasyonundaki
stispansiyon). Bu kosullar dikkate alindiginda sensoriin depolama siiresi stabiliteside teyit
edilmistir ve uygun muhafaza kosullarinda en az 1 yil siire kullanima uygun oldugu

gozlemlenmistir (Sekil4.10B).

Kiiltiirel metot ile gerceklestirilen analiz sonucunda pili¢ bonfile iiriiniinde 2. giiniide 1.0x10?
kob/g, 5. giiniide 6.4x10° kob/g, 8. giiniide 1.2x10® kob/g, 10. giiniide 6.9x10% kob/g kob/g,
12. giintide 1.2x10° kob/g, 15. giiniide 5.0x10° kob/g Pseudomonas spp. tespit edilmistir.

Pili¢ bonfile ile muamele edilen pepton ¢ozeltisi, Onerilen sensoriin fizibilitesini incelemek i¢in
dogal bir kaynak olarak se¢ildi ve bu amagla, farkli giinlerde hazirlanan 6rnekler SPR sensor
algilama yiizeyine uygulandi. SPR sensériiniin tanima yetenegi, R? (0.95) degerine sahip pilic
bonfile olduk¢a olumluydu (Sekil 4.11, 4.12) ve ilerleyen giinlerde, SPR sensor yanitlarinda
(Sekil 4.12) artisa neden oldu. SPR sensorii, mikroorganizma algilama i¢in gida giivenligi
caligmalarda kullanilan biiyiik bir potansiyeldir. Ayrica Pseudomonas spp. analizinin kiiltiirel
metot ¢alismalar1 Ankara Gida Kontrol Laboratuvari tarafindan dogruluk yapilmistir. Ornegin,
10. Giin’de Pseudomonas spp. Gida Kontrol Laboratuvari tarafindan 6.9x10% kob/g rapor
edilirken, SPR sisteminden elde edilen sensogramin karsilig1 6.3x10% kob/g gézlemlenmistir.
SPR'nin dogruluk sonucu (%94) gida kontrol labratuvarlarda kullanilmak i¢in oldukc¢a tatmin

ediciydi.

80



6. KAYNAKLAR

. Food And Agriculture Organization Of The United Nation, The Spectrum Of

Malnutriation
http://Www.Fao.0Org/Worldfoodsummit/English/Fsheets/Malnutrition.Pdf (Erisim
Tarihi: 01 Subat 2021).

Food And Agriculture Organization Of The United Nation, Prevalence Of Moderate Or

Severe Food Insecurity, http://www.fao.org/state-of-food-security-nutrition/en/ (Erisim

Tarihi: 01 Subat 2021).

World  Healty  Organization,  International  Food  Safety  Conference,
https://Www.Who.Int/News-Room/Events/International-Food-Safety-Conference
(Erisim Tarihi: 01 Subat 2021).

Food And Agriculture Organization Of The United Nation, Save Food: Global Initiative

On Food Loss And Waste Reduction, http://www.fao.org/publications/sofi/en/ (Erisim
Tarihi: 01 Subat 2021).

Besd-Bir, Diinya Et Uretimi, https://besd-bir.org/uploads/dunya-et-uretimi.pdf (Erisim
Tarihi: 01 Subat 2021).

Wattagnet, Understanding Poultry Products Spoilage
https://www.wattagnet.com/articles/4207-understanding-poultry-products-spoilage

(Erisim Tarihi: 01 Subat 2021).

F.D. Ozkaya, M. Cémert, Gida zehirlenmelerinde etken faktérler, Tiirk Hijyen ve
Deneysel Biyoloji Dergisi, 65 (2008) 149-158.

C.E.R. Dodd, PSEUDOMONAS | Introduction, in: C.A. Batt, M.L. Tortorello (Eds.)
Encyclopedia of Food Microbiology (Second Edition), Academic Press, Oxford, 2014,
pp. 244-247.

D. Figdor, K. Gulabivala, Survival against the odds: Microbiology of root canals
associated with post-treatment disease, Endodontic Topics, 18 (2011) 62-77.

10. N. Charles, S.K. Williams, G.E. Rodrick, Effects of Packaging Systems on the Natural

11.

Microflora and Acceptability of Chicken Breast Meat, Poultry Science, 85 (2006) 1798-
1801.

Doudorof, M., Gram-Negative Aerobic Rods And Cocci, Genus 1: Pseudomonadaceae”,
In Krieg, N. R., Holt, J. G. (Eds), 1984, Bergey“S Manual Of Systematic Bacteriology,
William&Wilkins, Baltimore, London 1: 114-219

81



12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

. Z. Hossain, Bacteria: Pseudomonas, in: Y. Motarjemi (Ed.) Encyclopedia of Food
Safety, Academic Press, Waltham, 2014, pp. 490-500.

C. Jeppesen, Media for Aeromonas spp., Plesiomonas shigelloides and Pseudomonas
spp. from food and environment, International Journal of Food Microbiology, 26 (1995)
25-41.

M.A. Cousin, PSEUDOMONAS | Introduction, in: R.K. Robinson (Ed.) Encyclopedia
of Food Microbiology, Elsevier, Oxford, 1999, pp. 1864-1867.

C. Jeppesen, Chapter 8 Media for Aeromonas spp., Plesiomonas shigelloides and
Pseudomonas spp. from food and environment, in: J.E.L. Corry, G.D.W. Curtis, R.M.
Baird (Eds.) Progress in Industrial Microbiology, Elsevier 1995, pp. 111-127.

N.D. LEVINE, Buchanan, R. E. & Gibbons, N. E., eds. 1974. Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology. 8th ed. Williams & Wilkins Co., Baltimore, Md. 21202.
xxvi + 1246 pp. $45.00, The Journal of Protozoology, 22 (1975) 7-7.

R.A. Benner, Organisms of Concern but not Foodborne or Confirmed Foodborne:
Spoilage Microorganisms, 2013, pp. 245-250.

Hinton Jr.A., Cason J.A., Kimberly D., 2003, Ingram Tracking Spoilage Bacteria In
Commercial Poultry Processing And Refrigerated Storage Of Poultry Carcasses

F.B. Whitfield, Microbiology of food taints, International Journal of Food Science &
Technology, 33 (1998) 31-51.

Akan M., 2009, Et Ve Baz1 Et Uriinleri ile Soguk Hava Depolarinda Pseudomonas
Tiirlerinin izolasyonu Ve Identifikasyonu, (Yiiksek Lisans Tezi)

N. Charles, S.K. Williams, G.E. Rodrick, Effects of packaging systems on the natural
microflora and acceptability of chicken breast meat, Poult Sci, 85 (2006) 1798-1801.

Z. Hossain, Bacteria: Pseudomonas, in: Y. Motarjemi (Ed.) Encyclopedia of Food
Safety, Academic Press, Waltham, 2014, pp. 490-500.

I. Arnaut-Rollier, L. De Zutter, J. Van Hoof, Identities of the Pseudomonas spp. in flora
from chilled chicken, International journal of food microbiology, 48 (1999) 87-96.

A. Cristina, P. Ribeiro, Samera, R. Bruzaroski, F. Almeida, B. Pereira, F. Paido, R. Poli-
Frederico, J. Sifuentes, J. Santos, E. Helena, E. Santana, Proteolytic behavior of isolated
Pseudomonas spp. from refrigerated raw milk in different concentrations and storage
temperatures Comportamento proteolitico de Pseudomonas spp. isoladas de leite cru
refrigerado em diferentes concentragdes e temperaturas de estocagem, Semina: Ciéncias

Agrarias, 39 (2018) 419-424.

82



25

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

. A. Rouger, O. Tresse, M. Zagorec, Bacterial Contaminants of Poultry Meat: Sources,
Species, and Dynamics, Microorganisms, 5 (2017) 50.
K. Haupt, Molecularly imprinted polymers: the next generation, Anal Chem, 75 (2003)
376a-383a.

S.A. Piletsky, N.W. Turner, P. Laitenberger, Molecularly imprinted polymers in clinical
diagnostics—Future potential and existing problems, Medical Engineering & Physics,
28 (2006) 971-977.

S.C. Zimmerman, N.G. Lemcoff, Synthetic hosts via molecular imprinting—are
universal synthetic antibodies realistically possible?, Chemical Communications, (2004)
5-14.
M.C. Blanco-Lépez, M.J. Lobo-Castafidon, A.J. Miranda-Ordieres, P. Tufiéon-Blanco,
Electrochemical sensors based on molecularly imprinted polymers, TrAC Trends in
Analytical Chemistry, 23 (2004) 36-48.

G. Vasapollo, R.D. Sole, L. Mergola, M.R. Lazzoi, A. Scardino, S. Scorrano, G. Mele,
Molecularly imprinted polymers: present and future prospective, Int J Mol Sci, 12 (2011)
5908-5945.

S.A. Piletsky, N.W. Turner, P. Laitenberger, Molecularly imprinted polymers in clinical
diagnostics—Future potential and existing problems, Medical Engineering & Physics,
28 (2006) 971-977.
Y. Hongyuan, K. Row, Characteristic and Synthetic Approach of Molecularly Imprinted
Polymer, Int J Mol Sci, 7 (2006).

G. Vasapollo, R.D. Sole, L. Mergola, M.R. Lazzoi, A. Scardino, S. Scorrano, G. Mele,
Molecularly imprinted polymers: present and future prospective, Int J Mol Sci, 12 (2011)
5908-5945.
Y. Saylan, O. Erdem, F. Inci, A. Denizli, Advances in Biomimetic Systems for Molecular
Recognition and Biosensing, Biomimetics, 5 (2020) 20.
H. Dibekkaya, Ccp Antikorlarinin Tayini Igin Yiizey Plazmon Rezonans Temelli
Biyosensérlerin Hazirlanmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Ankara, 2015.
L. Chen, X. Wang, W. Lu, X. Wu, J. Li, Molecular imprinting: perspectives and
applications, Chemical Society Reviews, 45 (2016) 2137-2211.

M. Erdem, R. Say, A. Ersoz, A. Denizli, H. Tiirk, Biomimicking, metal-chelating and
surface-imprinted polymers for the degradation of pesticides, Reactive and Functional

Polymers, 70 (2010) 238-243.

83



37

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Y. Hongyuan, K. Row, Characteristic and Synthetic Approach of Molecularly Imprinted
Polymer, Int J Mol Sci, 7 (2006).

A.C. Dias, E.C. Figueiredo, V. Grassi, E.A. Zagatto, M.A. Arruda, Molecularly
imprinted polymer as a solid phase extractor in flow analysis, Talanta, 76 (2008) 988-
996.

E. Birlik, A. Ers6z, A. Denizli, R. Say, Preconcentration of copper using double-
imprinted polymer via solid phase extraction, Analytica Chimica Acta, 565 (2006) 145-
151.

H. Yavuz, V. Karakog¢, D. Tiirkmen, R. Say, A. Denizli, Synthesis of cholesterol
imprinted polymeric particles, International Journal of Biological Macromolecules, 41
(2007) 8-15.

G. Ertiirk, B. Mattiasson, Molecular Imprinting Techniques Used for the Preparation of
Biosensors, Sensors (Basel, Switzerland), 17 (2017) 288.

C. Alexander, H. Andersson, L. Andersson, R. Ansell, N. Kirsch, I. Nicholls, J.
O'Mahony, M. Whitcombe, Molecular Imprinting Science and Technology: A Survey of
the Literature for The Years Up to And Including 2003, Journal of molecular recognition
: JMR, 19 (2006) 106-180

I. Per¢in, N. Idil, A. Denizli, Molecularly imprinted poly(N-isopropylacrylamide)
thermosensitive based cryogel for immunoglobulin G purification, Process
Biochemistry, 80 (2019) 181-189.

B. Unliier O, A. Ersoz, A. Denizli, R. Demirel, R. Say, Separation and purification of
hyaluronic acid by embedded glucuronic acid imprinted polymers into cryogel, J
Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, 934 (2013) 46-52.

E.B. Ozkiitiik, A. Ersoz, A. Denizli, R. Say, Preconcentration of phosphate ion onto ion-
imprinted polymer, Journal of Hazardous Materials, 157 (2008) 130-136.

E. Birlik, A. Ersoz, E. Acikkalp, A. Denizli, R. Say, Cr(III)-imprinted polymeric beads:
Sorption and preconcentration studies, J Hazard Mater, 140 (2007) 110-116.

J. Ashley, M.-A. Shahbazi, K. Kant, V.A. Chidambara, A. Wolff, D.D. Bang, Y. Sun,
Molecularly imprinted polymers for sample preparation and biosensing in food analysis:
Progress and perspectives, Biosensors and Bioelectronics, 91 (2017) 606-615.

M. Javanbakht, S.E. Fard, A. Mohammadi, M. Abdouss, M.R. Ganjali, P. Norouzi, L.
Safaraliee, Molecularly imprinted polymer based potentiometric sensor for the
determination of hydroxyzine in tablets and biological fluids, Analytica Chimica Acta,

612 (2008) 65-74.
84



49. E. Yilmaz, Molekiiler Baskilama Temelli Lizozim Sensorlerin Hazirlanmasi, Doktara
Tezi, Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 2013.

50. G. Vasapollo, R.D. Sole, L. Mergola, M.R. Lazzoi, A. Scardino, S. Scorrano, G. Mele,
Molecularly imprinted polymers: present and future prospective, Int J Mol Sci, 12 (2011)
5908-5945.

51. M. Zhao, G. Shen, The Application of Molecularly Imprinted Polymers, Journal of
Materials Science and Chemical Engineering, 03 (2015) 87-89.

52. R. Lahsini, M.R. Louhaichi, N. Adhoum, L. Monser, Preparation and application of a
molecularly imprinted polymer for determination of glibenclamide residues, Acta
Pharm, 63 (2013) 265-275.

53. H. Yan, X. Cheng, N. Sun, T. Cai, R. Wu, K. Han, Rapid and selective screening of
melamine in bovine milk using molecularly imprinted matrix solid-phase dispersion
coupled with liquid chromatography-ultraviolet detection, Journal of Chromatography
B, 908 (2012) 137-142.

54. A. Guzman-Viazquez de Prada, P. Martinez-Ruiz, A.J. Reviejo, J.M. Pingarrén, Solid-
phase molecularly imprinted on-line preconcentration and voltammetric determination
of sulfamethazine in milk, Analytica Chimica Acta, 539 (2005) 125-132.

55.Y. Hu, R. Liu, Y. Zhang, G. Li, Improvement of extraction capability of magnetic
molecularly imprinted polymer beads in aqueous media via dual-phase solvent system,
Talanta, 79 (2009) 576-582.

56. A. Ostovan, M. Ghaedi, M. Arabi, Q. Yang, J. Li, L. Chen, Hydrophilic Multitemplate
Molecularly Imprinted Biopolymers Based on a Green Synthesis Strategy for
Determination of B-Family Vitamins, ACS Appl Mater Interfaces, 10 (2018) 4140-4150.

57. H. Yan, X. Cheng, N. Sun, T. Cai, R. Wu, K. Han, Rapid and selective screening of
melamine in bovine milk using molecularly imprinted matrix solid-phase dispersion
coupled with liquid chromatography-ultraviolet detection, J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci, 908 (2012) 137-142.

58. X. Zhou, X. Gao, F. Song, C. Wang, F. Chu, S. Wu, A sensing approach for dopamine
determination by boronic acid-functionalized molecularly imprinted graphene quantum
dots composite, Applied Surface Science, 423 (2017) 810-816.

59. S.J. Cho, H.-B. Noh, M.-S. Won, C.-H. Cho, K.B. Kim, Y.-B. Shim, A selective glucose
sensor based on direct oxidation on a bimetal catalyst with a molecular imprinted

polymer, Biosensors and Bioelectronics, 99 (2018) 471-478.

85



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

X. Qiu, X.Y. Xu, X. Chen, Y. Wu, H. Guo, Preparation of a molecularly imprinted sensor
based on quartz crystal microbalance for specific recognition of sialic acid in human
urine, Anal Bioanal Chem, 410 (2018) 4387-4395.

K. Erol, K. Koése, L. Uzun, R. Say, A. Denizli, Polyethyleneimine assisted-two-step
polymerization to develop surface imprinted cryogels for lysozyme purification,
Colloids Surf B Biointerfaces, 146 (2016) 567-576.

O. Cakir, M. Bakhshpour, F. Yilmaz, Z. Baysal, Novel QCM and SPR sensors based on
molecular imprinting for highly sensitive and selective detection of 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid in apple samples, Materials Science and Engineering: C, 102
(2019) 483-491.

A. Ersoz, S.E. Diltemiz, A.A. Ozcan, A. Denizli, R. Say, Synergie between molecular
imprinted polymer based on solid-phase extraction and quartz crystal microbalance
technique for 8-OHdG sensing, Biosensors and Bioelectronics, 24 (2008) 742-747.

R. Say, M. Erdem, A. Ersoz, H. Tirk, A. Denizli, Biomimetic catalysis of an
organophosphate by molecularly surface imprinted polymers, Applied Catalysis A:
General, 286 (2005) 221-225.

N. Verma, A. Bhardwaj, Biosensor technology for pesticides--a review, Appl Biochem
Biotechnol, 175 (2015) 3093-3119.

J.A. Goode, J.V. Rushworth, P.A. Millner, Biosensor Regeneration: A Review of
Common Techniques and Outcomes, Langmuir, 31 (2015) 6267-6276.

N. Bhalla, P. Jolly, N. Formisano, P. Estrela, Introduction to biosensors, Essays
Biochem, 60 (2016) 1-8.

U. Guth, W. Vonau, J. Zosel, Recent developments in electrochemical sensor application
and technology—a review, Measurement Science and Technology, 20 (2009) 042002.
Y. Saylan, F. Yilmaz, E. Ozgiir, A. Derazshamshir, H. Yavuz, A. Denizli, Molecular
Imprinting of Macromolecules for Sensor Applications, Sensors (Basel, Switzerland), 17
(2017) 898.

Y. Saylan, S. Akgéniillii, H. Yavuz, S. Unal, A. Denizli, Molecularly Imprinted Polymer
Based Sensors for Medical Applications, Sensors (Basel, Switzerland), 19 (2019) 1279.
Y. Saylan, O. Erdem, S. Unal, A. Denizli, An Alternative Medical Diagnosis Method:
Biosensors for Virus Detection, Biosensors (Basel), 9 (2019) 65.

Y. Saylan, O. Erdem, N. Cihangir, A. Denizli, Detecting Fingerprints of Waterborne

Bacteria on a Sensor, Chemosensors, 7 (2019) 33.

86



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

G. Guan, B. Liu, Z. Wang, Z. Zhang, Imprinting of Molecular Recognition Sites on
Nanostructures and Its Applications in Chemosensors, Sensors (Basel), 8 (2008) 8291-
8320.

I. Benhar, I. Eshkenazi, T. Neufeld, J. Opatowsky, S. Shaky, J. Rishpon, Recombinant
single chain antibodies in bioelectrochemical sensors, Talanta, 55 (2001) 899-907.

T. Neufeld, A. Schwartz-Mittelmann, D. Biran, E.Z. Ron, J. Rishpon, Combined Phage
Typing and Amperometric Detection of Released Enzymatic Activity for the Specific
Identification and Quantification of Bacteria, Analytical Chemistry, 75 (2003) 580-585.
R.J. Leatherbarrow, P.R. Edwards, Analysis of molecular recognition using optical
biosensors, Curr Opin Chem Biol, 3 (1999) 544-547.

S. Balasubramanian, I.B. Sorokulova, V.J. Vodyanoy, A.L. Simonian, Lytic phage as a
specific and selective probe for detection of Staphylococcus aureus--A surface plasmon
resonance spectroscopic study, Biosens Bioelectron, 22 (2007) 948-955.

V. Nanduri, S. Balasubramanian, S. Sista, V. Vodyanoy, A. Simonian, Highly sensitive
phage-based biosensor for the detection of B-galactosidase, Analytica chimica acta, 589
(2007) 166-172.

K.K. Dar, S. Shao, T. Tan, Y. Lv, Molecularly imprinted polymers for the selective
recognition of microorganisms, Biotechnology Advances, 45 (2020) 107640.

H. Sun, Z.H. Mo, J.T.S. Choy, D.R. Zhu, Y.S. Fung, Piezoelectric quartz crystal sensor
for sensing taste-causing compounds in food, Sensors and Actuators B: Chemical, 131
(2008) 148-158.

S.-H. Chen, V.C.H. Wu, Y.-C. Chuang, C.-S. Lin, Using oligonucleotide-functionalized
Au nanoparticles to rapidly detect foodborne pathogens on a piezoelectric biosensor,
Journal of Microbiological Methods, 73 (2008) 7-17.

K. Ramanathan, B. Danielsson, Principles and applications of thermal biosensors,
Biosens Bioelectron, 16 (2001) 417-423.

C. Cigek, F. Yilmaz, E. Ozgiir, H. Yavuz, A. Denizli, Molecularly Imprinted Quartz
Crystal Microbalance Sensor (QCM) for Bilirubin Detection, Chemosensors, 4 (2016)
21.

B.D. Gupta, R. Kant, [INVITED] Recent advances in surface plasmon resonance based
fiber optic chemical and biosensors utilizing bulk and nanostructures, Optics & Laser

Technology, 101 (2018) 144-161

87



84

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

. T. Inanan, N. Tiizmen, S. Akgol, A. Denizli, Selective cholesterol adsorption by
molecular imprinted polymeric nanospheres and application to GIMS, Int J Biol
Macromol, 92 (2016) 451-460.

D. Battal, S. Akgonilli, M.S. Yalcin, H. Yavuz, A. Denizli, Molecularly imprinted
polymer based quartz crystal microbalance sensor system for sensitive and label-free
detection of synthetic cannabinoids in urine, Biosensors and Bioelectronics, 111 (2018)
10-17.

N. Khansili, G. Rattu, P.M. Krishna, Label-free optical biosensors for food and
biological sensor applications, Sensors and Actuators B: Chemical, 265 (2018) 35-49.
H.H. Nguyen, J. Park, S. Kang, M. Kim, Surface plasmon resonance: a versatile
technique for biosensor applications, Sensors (Basel), 15 (2015) 10481-10510.

E. Wijaya, C. Lenaerts, S. Maricot, J. Hastanin, S. Habraken, J.-P. Vilcot, R.
Boukherroub, S. Szunerits, Surface plasmon resonance-based biosensors: From the
development of different SPR structures to novel surface functionalization strategies,
Current Opinion in Solid State and Materials Science, 15 (2011) 208-224.

DHVI Biomolecular Interaction Analysis (BIA) Core Facility, https://shared-
resources.dhvi.duke.edu/dhvi-core-facilities/dhvi-bia-core (Erisim Tarihi: 07.02.2021)
F. Yilmaz, Y. Saylan, S. Akgoniilli, D. Cimen, A. Derazshamshir, N. Bereli, A. Denizli,
18 - Surface plasmon resonance based nanosensors for detection of triazinic pesticides
in agricultural foods, in: A.M. Grumezescu (Ed.) New Pesticides and Soil Sensors,
Academic Press 2017, pp. 679-718.

M. Bakhshpour, A. Denizli, Highly sensitive detection of Cd(II) ions using ion-imprinted
surface plasmon resonance sensors, Microchemical Journal, 159 (2020) 105572.

J. Homola, Surface Plasmon Resonance Sensors for Detection of Chemical and
Biological Species, Chemical Reviews, 108 (2008) 462-493.

L. Ping, H. Yan, H. Junze, Y. Chunwei, L. Baoping, Surface Plasmon Resonance Studies
on Molecular Imprinting, Sensors, 2 (2002).

B. Osman, L. Uzun, N. Besirli, A. Denizli, Microcontact imprinted surface plasmon
resonance sensor for myoglobin detection, Materials Science and Engineering: C, 33
(2013) 3609-3614.

E. Yilmaz, D. Majidi, E. Ozgur, A. Denizli, Whole cell imprinting based Escherichia
coli sensors: A study for SPR and QCM, Sensors and Actuators B: Chemical, 209 (2015)
714-721.

88



96. F. Kartal, D. Cimen, N. Bereli, A. Denizli, Molecularly imprinted polymer based quartz
crystal microbalance sensor for the clinical detection of insulin, Materials Science and
Engineering: C, 97 (2019) 730-737.

97. S.D. Mazumdar, B. Barlen, P. Kédmpfer, M. Keusgen, Surface plasmon resonance (SPR)
as a rapid tool for serotyping of Salmonella, Biosensors and Bioelectronics, 25 (2010)
967-971.

98. I. Per¢in, N. Idil, M. Bakhshpour, E. Yilmaz, B. Mattiasson, A. Denizli, Microcontact
Imprinted Plasmonic Nanosensors: Powerful Tools in the Detection of Salmonella
paratyphi, Sensors, 17 (2017) 1375.

99. M. Bakhshpour, E. Tamahkar, M. Andag, A. Denizli, Affinity binding of proteins to the
modified bacterial cellulose nanofibers, Journal of Chromatography B, 1052 (2017) 121-
127.

100.G. Ertiirk, H. Ozen, M.A. Tiimer, B. Mattiasson, A. Denizli, Microcontact imprinting
based surface plasmon resonance (SPR) biosensor for real-time and ultrasensitive
detection of prostate specific antigen (PSA) from clinical samples, Sensors and Actuators
B: Chemical, 224 (2016) 823-832.

101.S.D. Mazumdar, M. Hartmann, P. Kdmpfer, M. Keusgen, Rapid method for detection
of Salmonella in milk by surface plasmon resonance (SPR), Biosensors and
Bioelectronics, 22 (2007) 2040-2046.

102.Food Matrices, Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 15 (2016)
183-205.

103.D. Wei, O.A. Oyarzabal, T.S. Huang, S. Balasubramanian, S. Sista, A.L. Simonian,
Development of a surface plasmon resonance biosensor for the identification of
Campylobacter jejuni, J Microbiol Methods, 69 (2007) 78-85.

104.J. Irudayaraj, C. DebRoy, Direct Detection of E. Coli O157:H7 in Selected Food
Systems by a Surface Plasmon Resonance Biosensor, LWT - Food Science and
Technology, 40 (2007) 187-192.

105.J.R. Son, G. Kim, A. Kothapalli, M.T. Morgan, D. Ess, Detection of Salmonella
enteritidis Using a Miniature Optical Surface Plasmon Resonance Biosensor, 2007, pp.
1086.

106.M. Linman, K. Sugerman, Q. Cheng, Detection of low levels of Escherichia coli in fresh
spinach by surface plasmon resonance spectroscopy with a TMB-based enzymatic signal

enhancement method, Sensors and Actuators B: Chemical, 145 (2010) 613-619.

89



107.S.D. Giir, M. Bakhshpour, A. Denizli, Selective detection of Escherichia coli caused
UTIs with surface imprinted plasmonic nanoscale sensor, Materials Science and
Engineering: C, 104 (2019) 109869.

108.S. Koyun, S. Akgoniillii, H. Yavuz, A. Erdem, A. Denizli, Surface plasmon resonance
aptasensor for detection of human activated protein C, Talanta, 194 (2019) 528-533.
109.S. Akgol, D. Tirkmen, A. Denizli, Cu(Il)-incorporated, histidine-containing, magnetic-
metal-complexing beads as specific sorbents for the metal chelate affinity of albumin,

Journal of Applied Polymer Science, 93 (2004) 2669-2677.

110.N. Karoonuthaisiri, R. Charlermroj, M.J. Morton, M. Oplatowska-Stachowiak, I.R.
Grant, C.T. Elliott, Development of a M13 bacteriophage-based SPR detection using
Salmonella as a case study, Sensors and Actuators B: Chemical, 190 (2014) 214-220.

111.E. Makhneva, Z. Farka, P. Skladal, L. Zajickova, Cyclopropylamine plasma polymer
surfaces for label-free SPR and QCM immunosensing of Salmonella, Sensors and
Actuators B: Chemical, 276 (2018) 447-455.

112.M. Park, J. Jose, J.C. Pyun, E.coli outer membrane with autodisplayed Z-domain as a
molecular recognition layer of SPR biosensor, Procedia Chemistry, 1 (2009) 1475-1478.

113.P. Singh, Surface plasmon resonance (SPR) based binding studies of refolded single
chain antibody fragments, Biochemistry and Biophysics Reports, 14 (2018) 83-88.

114.E. Eser, H. Ibrahim Ekiz, Antibody fragmentation technique for salmonella detection
by SPR based biosensor, Journal of Biotechnology, 256 (2017) S21.

115.1. Percin, N. 1dil, M. Bakhshpour, E. Yilmaz, A. Denizli, Microcontact imprinted based
SPR biosensors for the detection of Salmonella paratyphi, Journal of Biotechnology, 256
(2017) S20.

116.A. Denizli, M. Alkan, B. Garipcan, S. Ozkara, E. Piskin, Novel metal-chelate affinity
adsorbent for purification of immunoglobulin-G from human plasma, Journal of
chromatography. B, Analytical technologies in the biomedical and life sciences, 795
(2003) 93-103.

117.G. Ertiirk, L. Uzun, M.A. Timer, R. Say, A. Denizli, Fab fragments imprinted SPR
biosensor for real-time human immunoglobulin G detection, Biosensors and
Bioelectronics, 28 (2011) 97-104.

118.H. Meredith, V. Valdramidis, B.T. Rotabakk, M. Sivertsvik, D. McDowell, D.J. Bolton,
Effect of different modified atmospheric packaging (MAP) gaseous combinations on
Campylobacter and the shelf-life of chilled poultry fillets, Food Microbiology, 44 (2014)
196-203.

90



119.J.1.A. Rashid, V. Kannan, M.H. Ahmad, A.A. Mon, S. Taufik, A. Miskon, K.K. Ong,
N.A. Yusof, An electrochemical sensor based on gold nanoparticles-functionalized
reduced graphene oxide screen printed electrode for the detection of pyocyanin
biomarker in Pseudomonas aeruginosa infection, Materials Science and Engineering: C,
120 (2021) 111625.

120.Z. Zhong, R. Gao, Q. Chen, L. Jia, Dual-aptamers labeled polydopamine-
polyethyleneimine copolymer dots assisted engineering a fluorescence biosensor for
sensitive detection of Pseudomonas aeruginosa in food samples, Spectrochimica Acta
Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 224 (2020) 117417.

121.X. Shi, J. Zhang, F. He, A new aptamer/polyadenylated DNA interdigitated gold
electrode piezoelectric sensor for rapid detection of Pseudomonas aeruginosa,
Biosensors and Bioelectronics, 132 (2019) 224-229.

122.R. Sarkar, C. Anil Kumar, P. Kumbhakar, T. Mandal, Aqueous synthesis and
antibacterial activity of Silver nanoparticles against pseudomonas putida, Materials
Today: Proceedings, 11 (2019) 686-694.

123.R. Gao, Z. Zhong, X. Gao, L. Jia, Graphene Oxide Quantum Dots Assisted Construction
of Fluorescent Aptasensor for Rapid Detection of Pseudomonas aeruginosa in Food
Samples, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 66 (2018) 10898-10905.

124.H. Wang, Z. Chi, Y. Cong, Z. Wang, F. Jiang, J. Geng, P. Zhang, P. Ju, Q. Dong, C.
Liu, Development of a fluorescence assay for highly sensitive detection of Pseudomonas
aeruginosa based on an aptamer-carbon dots/graphene oxide system, RSC Advances, 8
(2018) 32454-32460.

125.A. Cernat, M. Tertis, I. Gandouzi, A. Bakhrouf, M. Suciu, C. Cristea, Electrochemical
sensor for the rapid detection of Pseudomonas aeruginosa siderophore based on a
nanocomposite platform, Electrochemistry Communications, 88 (2018) 5-9.

126.A.S. Kushwaha, A. Kumar, R. Kumar, M. Srivastava, S.K. Srivastava, Zinc oxide, gold
and graphene-based surface plasmon resonance (SPR) biosensor for detection of
pseudomonas like bacteria: A comparative study, Optik, 172 (2018) 697-707.

127.N. Kim, L-S. Park, D.-K. Kim, Characteristics of a label-free piezoelectric
immunosensor detecting Pseudomonas aeruginosa, Sensors and Actuators B: Chemical,
100 (2004) 432-438.

128.J. Hu, K. Fu, P.W. Bohn, Whole-Cell Pseudomonas aeruginosa Localized Surface
Plasmon Resonance Aptasensor, Analytical Chemistry, 90 (2018) 2326-2332.

91



129.F. Melaine, M. Saad, S. Faucher, M. Tabrizian, Selective and High Dynamic Range
Assay Format for Multiplex Detection of Pathogenic Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, and Legionella pneumophila RNAs Using Surface Plasmon
Resonance Imaging, Analytical Chemistry, 89 (2017) 7802-7807.

130.S. Ellairaja, N. Krithiga, S. Ponmariappan, V.S. Vasantha, Novel Pyrimidine Tagged
Silver Nanoparticle Based Fluorescent Immunoassay for the Detection of Pseudomonas
aeruginosa, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 65 (2017) 1802-1812.

131.G. Kaur, T. Raj, N. Kaur, N. Singh, Pyrimidine-based functional fluorescent organic
nanoparticle probe for detection of Pseudomonas aeruginosa, Organic & Biomolecular
Chemistry, 13 (2015) 4673-4679.

132.A. Verma, A. Prakash, R. Tripathi, Performance analysis of graphene based surface
plasmon resonance biosensors for detection of pseudomonas-like bacteria, Optical and
Quantum Electronics, 47 (2015) 1197-1205.

133.J. Cai, C. Yao, J. Xia, J. Wang, M. Chen, J. Huang, K. Chang, C. Liu, H. Pan, W. Fu,
Rapid parallelized and quantitative analysis of five pathogenic bacteria by ITS
hybridization using QCM biosensor, Sensors and Actuators B: Chemical, 155 (2011)
500-504.

134.P. Gavlasova, G. Kuncova, L. Kochankova, M. Mackova, Whole cell biosensor for
polychlorinated biphenyl analysis based on optical detection, International

Biodeterioration & Biodegradation, 62 (2008) 304-312.

92



