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Penisilin en sik kullanilan beta antibiyotiklerden olup, insan, giftlik hayvanlari, kimes
hayvanlari ve su Urdnleri yetistiriciliginde c¢esitli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde uzun
suredir yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu ylzden, gida ve cevredeki bu antibiyotik
kalintilarinin tespiti halk saghdinin korunmasi agisindan hayati 6nem tasimaktadir. Bu
¢alismada, yuzey plazmon rezonans sensor ile molekuler baskilama teknigi kullanilarak
hem sulu ¢ozelti hem de sut 6rneklerinden secici ve hassas benzilpenisilin (PEN-G)
antibiyotiginin tayini gerceklestirilmistir. Bu amacla, PEN-G baskilanmis, poli(2-Hidroksietil
metakrilat- N-metakroil-(L)-sistein metil ester-altin  nanopartikuller-N-metakroil-(L)-
fenilalanin metil ester (MIP-AuNPs) nanosensor hazirlanmistir. Yizey plazmon rezonans
sinyal yanitini arttirmak amaciyla eklenen altin nanopartikillerin (AuNPS) etkisini
incelemek icin eklenmeden hazirlanan nanosensoér AuNPs (MIP) ile kontrol deneyleri
gergeklestiriimistir. Ayrica, baskilama verimliligini incelemek amaci ile, PEN-G
baskilanmamis (NIP-AuNPs) nanosensor, PEN-G molekulinin eklenmesi diginda ayni
polimerizasyon regetesi kullanilarak hazirlanmistir.  MIP-AuNPs nanosensorl igin
baskilamanin verimliligi (I.F 7.83), NIP- AuNPs nanosensoru ile karsilastinlarak tespit

edilmigtir. MIP-AuNPs nanosensorun, hedef PEN-G molekuld igin amoksisiline gore 9.87



kat ve ampisiline gore 16.78 kat daha segici oldugu belirlenmistir. MIP-AuNPs nanosensor,
0.01-5 ppb PEN-G konsantrasyon araligi igin, 0.9992 korrelasyon katsayisi ile dogrusal
iliski gosterdi. MIP-AuNPs nanosensortn tekrarlanabilirlik ¢alismalari, 0.25 ppb PEN-G
icin istatistiksel olarak analiz edilmis ve hesaplanan yuzde nispi standart sapma degeri
(RSD%<1.7), ayni sensorin dort adsorpsiyon-desorpsiyon déngusiunden sonra PEN- G
algilama yeteneginde kayda deger bir kayip olmadigini gostermistir. Ayrica gergek gida
numunesi olarak, sutlin igine 5 ppb PEN-G eklenerek sutteki PEN-G miktari tespit
edilmigtir. Validasyon c¢alismalari yuksek performansli sivi kromatografi (HPLC)

calismalari ile gergeklestiriimistir.

Anahtar kavramlar: altin nanopartikiller, molekuler baskilanmis polimer, nanosensor,

benzilpenisilin, yizey plazmon rezonans.
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Penicillin is one of the most commonly used beta antibiotics and has long been widely
used in the treatment of various bacterial infections in humans, livestock, poultry and
aguaculture. Therefore, the detection of these antibiotic residues in food and the
environment is vital for the protection of public health. In this study, selective and sensitive
Penicillin G (PEN-G) antibiotic detection from both aqueous solution and milk samples
using molecular imprinting technique was performed by surface plasmon resonance
sensor. For this purpose, PEN-G imprinted poly(2-Hydroxyethyl methacrylate-N-
methacroyl-(L)-cysteine methyl ester-gold nanoparticles-N- methacryloyl-L-phenylalanine
methyl ester (MIP-AuNPs) nanosensor was prepared. Control experiments were carried
out via the nanosensor without the addition of AUNPs (MIP) to examine the effect of gold
nanoparticles (AuNPs) incorporated to increase the surface plasmon resonance signal
response. Moreover, to evaluate the imprinting efficiency, non-imprinted (NIP-AuNPS)
nanosensor was designed using the same polymerization recipe except the addition of the
PEN-G molecule. Characterization studies of MIP-AuNPs, NIP-AuNPs and MIP
nanosensors were performed with FTIR- ATR spectrophotometer. Also, MIP-AuNPs and

NIP-AuNPs nanosensors were characterized by atomic force microscopy, ellipsometer



and contact angle measurements. Imprinting efficiency (I.F 7.83) for the MIP-AuNPs
nanosensor was determined by comparing it with the NIP-AuNPs nanosensor.
Characterization studies of MIP-AuNPs, NIP-AuNPs and MIP nanofilms were performed
with FTIR-ATR spectrophotometer. Also, MIP-AuNPs and NIP-AuNPs nanosensors were
characterized by atomic force microscopy, ellipsometer and contact angle measurements.
Imprinting efficiency (I.F 7.83) for the MIP-AuNPs nanosensor was determined by
comparing it with the NIP-AuNPs nanosensor. The MIP-AuNPs nanosensor was 9.87
times more selective for the target PEN-G molecule than amoxicillin, and 16.78-times than
ampicillin. A good linear relationship was obtained for the 0.01-5 ppb concentrations range
with the correlation coefficients of 0.9992 for the MIP-AuNPs nanosensor. Repeatability
studies of the MIP-AuNPs nanosensor were statistically analyzed for the 0.25 ppb PEN-
G, and the percent relative standard deviation of the intra-assays (RSD) of less than 1.7%
indicated a negligible loss of PEN-G sensing capability after four adsorption-desorption
cycles with the same sensor. In addition, the amount of PEN-G in milk selected as a real
food sample was measured by spiking 5 ppb PEN-G into the milk. Validation studies were

performed by high performance liquid chromatography (HPLC) studies.

Keywords: gold nanoparticles, molecularly imprinted polymer, nanosensor,

benzylpenicillin, surface plasmon resonance.
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1. GIRIS

Gida UrlUnlerinde, igme suyunda ve g¢evrede antibiyotik kalintilarinin  bulunmasi,
antibiyotie direncli bakteri suslarinin ortaya c¢ikmasina, normal ekolojik dengenin
bozulmasina ve alerjik reaksiyon insidansinin artmasi dahil olmak Uzere ciddi saghk
sorunlarina yol agmaktadir. En yaygin kullanilan antibiyotikler olan penisilinler, insanlarda,
ciftlik hayvanlarinda, kiimes hayvanlarinda ve su Urtnleri yetistiriciliginde cesitli bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde uzun suredir yaygin olarak kullaniimaktadir. Sonug olarak bu
gidalarda ve gevrede bulunan antibiyotik kalintilarinin tespiti halk saghginin korunmasi
acisindan hayati énem tasimaktadir [1]. Avrupa Birligi Yonetmelikleri, bu tehlikeleri
Onlemek igin sut ve etteki bazi antibiyotikler icin maksimum kalinti limitleri (MRL'ler)
belirlemistir [2]. Genellikle antibiyotikler, Bacillus stearothermophilus'un blyime
inhibisyonuna dayanan mikrobiyolojik tabanl tekniklerle tespit edilmistir [3]. Bu testler
genellikle uzun bir analiz suresi ve segicilik eksikligi gostermekle kalmaz, ayni zamanda
farkl B-laktam antibiyotikler ve hatta diger antibiyotik siniflari arasinda ayrim yapamazlar.
Penisilinlerin farkli matrislerden tespiti ¢cogunlukla ayirma yodntemleriyle gerceklestirilir.
Bugune kadar, penisilinin tespiti i¢in iki ana metodoloji olan kromatografik testler (HPLC,
LC-MS, vb.) [4-7] ve immuUnoassay yontemleri [8-9] ya da kapiler elektroforez [10]
kullaniilmaktadir. Ne yazik ki, tim bu yontemler hassas ve segici olmasina ragmen pahali
ve zaman alicidir, karmasik analitik ekipman, kirletici ¢dzlculer ve kalifiye personel
gerektirir. Bu sinirlamalarin tstesinden gelmek igin yeni sensorlerin gelistiriimesi gereklidir.
Bu nedenle, kolay uygulanabilecek, hizli, basit ve spesifik bir analiz yonteminin
gelistiriimesi blylk énem tasimaktadir. Simdiye kadar PEN-G tayini igin birkag hizli ve
hassas yontem bildirilmistir [11-13].

Sensorler, biyolojik tanima elemanlarini igeren basit ve kullanisl dontstartca alicilarin bir
kombinasyonuna sahip analitik cihazlardir [14]. Son yillarda, yuksek ozgullik ve
seciciliklerinden dolayr penisilin antibiyotiginin tespitinde elektrokimyasal [15-29],
florimetrik ve kolorimetrik dlgumlere [30-33] dayali optik sensorler kullaniimigtir. Yuzey
plazmon rezonansi (SPR), ince bir metal filmle kapl bir prizmada yansiyan isigin
yogunluguna dayanan optik bir tekniktir. SPR sensorleri, basitlikleri, yiksek 6zgullikleri ve

duyarliliklari, gergek zamanh olgumleri, dusuk maliyetleri ve  etiketlemeye ihtiyag



duymamalari nedeniyle cesitli biyomolekulleri saptamak igin kullanilmigtir [34]. Optik bir
teknik olarak SPR, hedef molekiil ligand kapli sensér yluzeyine baglandiginda veya absorbe
edildiginde sensorun altin  ylzeyindeki kirilma indisi degisikliklerini  dlger. SPR
nanosensorler, basitlikleri, dusuk maliyetleri, yuksek o6zgullik ve duyarliliklari, gercek
zamanl délgumleri, etiketlemeye gerek olmamasi ve minyattrlestirme kolayligi nedeniyle son

zamanlarda ¢esitli biyomolekullerin tespiti igin yaygin olarak kullaniimaktadir.

Kayma acilarindan elde edilen yanit birimleri ve SPR egrisinin degisim seviyesi, analit
miktarina bagh olup ve gercek zamanl olarak izlenebilir [35]. SPR biyosensorler, protein-
protein, nukleotidler ve ilag-albimin arasindaki etkilesimleri arastirmak icin kullaniimigtir.
Ayrica, cesitli faktorlerin neden oldugu hicresel morfolojik degisiklikleri incelemek igin

hicre ylzeyi isaretleyici-antikor problarinda kullanilirlar [36].

Cacciatore ve ark. beta-laktam antibiyotik penisilinin tespiti i¢in kullanilacak bir optik
biyosensdr geligtirmistir. Test, digoksigenin etiketli ampisilin'in, Streptococcus
pneumonia'nin ¢dzundr bir penisilin baglayici proteinine baglanmasinin inhibisyonuna
dayanmaktadir [37]. Son yillarda, maksimum dalga boyu zayiflamasi gibi rezonans
kosullarini tespit eden veya mikroskobik kiriima indeksindeki degisikligi olcen SPR
sensorleri, gida analizi alaninda giderek daha fazla kullanilmaktadir. Bunun nedeni, SPR
sensorlerin vitaminleri, mikotoksinleri, reseptor proteinleri, hormonlari ve veteriner ilag
kalintilarini ve ayrica salmonella gibi tim hucreleri analiz etmek icin kullanilabilmesidir.
Bununla birlikte, gida kontaminantlarinin yerinde tespiti i¢in kullanilacak yiksek verimli,
olduk¢a hassas, uygun maliyetli yontemlerin gelistiriimesi hala sinirlidir. Bunun nedeni,
benzer molekiler yapilara sahip farkli analitler arasindaki ¢oklu sinyal értismesi veya

karsilikli girisim ve ¢apraz reaksiyonlardir [38].

Ozel olarak hazirlanmis tanima bélgeleriyle antikor benzeri yapay malzemeler yaratan
molekuler baskilama teknolojisi, molekuler tanima igin iyi bir analitik ara¢ haline gelmigtir.
Mukemmel segicilik, yuksek kimyasal ve fiziksel stabilite, basit ve ucuz hazirlama
yontemleri gibi bircok degere sahip molekller baskilanmis polimerler (MIP'ler),
sensorlerde tanima elemanlari olarak biyolojik molekuller igin umut verici olarak kabul
edilir. MIP'ler hemen hemen her ilgili hedef icin tasarlanabilir. MIP tabanli sensorler,

farmasoétiklerin belirlenmesi igin basariyla gelistirilmistir [39].



Sunulan cgalismada, PEN-G baskilanmis SPR temelli nanosensor hazirlanarak, PEN-
G’nin hem sulu ¢ozeltiden hem de PEN-G spike edilmis sit 6rneginden segcici tayini
gerceklestiriimistir. Bu amagcla, PEN-G tanima bolgelerini iceren molekuler baskilanmis
SPR nanosensor hazirlanmig, sinyal yanitini artirici AUNPSs’in ortama eklenmesi ile diguk

tayin limiti (LOD) elde edilmistir.
Asagidaki basamaklar takip edilerek, ¢alisma plani tamamlanmistir.

Yiuzey plazmon rezonans sinyal yanitini arttirmak amaciyla eklenen altin nanopartikuller

(AuNPs) sentezlenmisgtir.

AuNPs ile kompleks yapici MAC monomerin karistirilarak etkilesmesi sonucu MAC-

AuNPs 6n-kompleksi olusturulmustur.

Molekuler baskilanmig nanosensor hazirlamak icin, PEN-G ile N-metakroil-(L)- fenilalanin
metil ester (MAPA) fonksiyonel monomerin koordine olarak MAPAPEN- G 6n-kompleksi

olusturulmustur.

SPR c¢ip altin yuzeylerin alil merkaptan ile modifiye edilerek ylzeye -vinil gruplari
takilmistir.

Olusan MAC-AuNPs ve MAPAPEN-G 6n-kompleksleri 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA)

monomeri ile karistirilarak goreceli hidrofilik karisim elde edilmistir.

Hazirlanan monomer karisimi alil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ip ylzeyine

damlatilarak spin kaplayici ile yizeye homojen yayilmasi saglanmigtir.

Polimerizasyon iglemi UV 151g1 altinda monomer karigiminin poli(2-Hidroksietil metakrilat-
N-metakroil-(L)-sistein metil ester-altin nanopartikiller-N-metakroil-(L)- fenilalanin metil
ester nanofiime donusturilerek SPR nanosensor (MIP-AuNPs) hazirlanmasi igin

kullaniimigtir.

PEN-G kalip molekuli polimerik matris filmden desorpsiyon ajani yardimi ile

uzaklastiriimigtir.

PEN-G baskilanmis ve baskilanmamis poli(2-Hidroksietil metakrilat-N-metakroil- (L)-
sistein metil ester-altin nanopartikuller-N-metakroil-(L)-fenilalanin metil ester nanofilmler,

FTIR-ATR spektrofotometre ile karakterize edilmistir.



PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin
karakterizasyonu, atomik kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre ve temas acisi (CA)

Olcumleriyle karakterize edilmistir.

Kinetik ¢calismalar icin 10 mM pH 4.0 asetat tamponu igerisinde hazirlanan PEN- G’nin
sekiz farkh konsantrasyon degeri (0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 ppb) igin adsorpsiyon
calismalari gergeklestiriimis olup reflektans degerlerindeki degisim plazmonik yanit olarak

Olgulmastar.

PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs SPR nanosensorin tekrar kulanilabilirligi, gun igi
tekrarlanabilirlik deneyleri ile gerceklestiriimis olup, U¢ farkll partide hazirlanan SPR
nanosensorler ile her analiz bes tekrarli yapilmigtir. Sonuglar istatiksel olarak

degerlendirilmigtir.

PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs SPR nanosensorun segiciligi, sekil ve boyut bakimindan
PEN-G ile benzerlik gosteren, amoksisilin ve ampisilin antibiyotikleri ile test edilmigtir.

Baskilamanin etkinligini tespit edebilmek amaci ile, PEN-G kalip molekulu eklenmeden
hazirlanan baskilanmamis poli(2-Hidroksietil metakrilat-N-metakroil- (L)-sistein metil
ester-altin nanopartikuller-N-metakroil-(L)-fenilalanin metil ester SPR nanosensoér (NIP-

AuNPs), baskilanmis (MIP-AuNPs) SPR nanosensor ile ayni kosullarda hazirlanmistir.

AuNPs’in sinyal artirici etkisi, AUNPs eklenmeden hazirlanan PEN-G baskilanmis poli(2-
Hidroksietil metakrilat-N-metakroil-(L)-sistein metil ester-altin nanopartiktller-N-metakroil-

(L)-fenilalanin metil ester (MIP) SPR nanosensor ile dogrulanmigtir.

Gergek oOrnek olarak, (MIP-AuNPs) SPR nanosensor ile PEN-G antibiyotiginin spike

edilmis sut 6érnegdinden segici tayini gergeklestirilmistir.

Gergek ornek olarak, (MIP-AuNPs) SPR nanosensor ile PEN-G antibiyotiginin segici

tayininin validasyon ¢alismalari, HPLC analizleri ile gergeklestirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Antibiyotiklerin siniflandiriimasi

Hayvancilikta antibiyotiklerin kullanimi 1940’h yillarin sonuna dogru uzanir ve ginimuzde
tetrasiklinler, aminoglikozidler ve pB-laktamlar veterinerlik sektoérinde tedavi amagh
kullanilan  antibiyotiklerdir  [40]. B-laktam  penisilin  tlrevleri  sefalosporinleri,
monobaktamlari ve karbapenemleri i¢cine alan genis antibiyotik sinifidir [41]. Ticari Grin
elde etmek icgin kullanilan sutler patojenik bakterilerden arindiriimak Gzere sterilizasyon
islemine tabi tutulmasi ragmen, sterilizasyon sonunda

%10-20 deger araliklarinda PEN-G kalintilara rastlamak mumkindir ve sitte bulunan
antibiyotik kalintilari IgE Uretimini tetikleyerek, antibiyotige duyarl bireyler de Kkinin,
histamin, |6kotrin gibi kimyasallarin salinmasina neden olarak doékintl, kurdesen gibi
durumlara sebep olurlar [42,43]. Antibiyotik kalintilar yalnizca sit kalitesi etkilemesinin
yaninda fermantasyon sonucu elde edilen (peynir, yogurt gibi) gida basglaticilarini da
etkileyerek hem arin kalitesini hem de tuketici saghgini olumsuz yonde etkiler. Ayrica
antibiyotik kullanimina bagh olarak, antibiyotige diren¢li mikroorganizmalarin da
gelismesinde dnemli bir unsurdur. Avrupa Birligi (AB) tarafindan 2012 verileri referans
alindiginda hayvansal alanlarda tedavi amagli kullaniimak Gzere 1776.9 ton penisilin tlrevi
uretilmis, bu deger Uretilmis olan diger antibiyotik tirevlerinin toplam %22.3’l0k kismini
olusturmaktadir [44]. Avrupa Birligi tarafindan tuketici sagligini korumak i¢in hayvansal
gidalarda bulunmasi gereken antibiyotik Ust sinir degerleri belirlenmistir. Tablo 1’de sltte

bulunan bazi antibiyotiklerin Ust degerleri gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. Sutte bulunan bazi antibiyotiklerin Ust degerleri [45].

Antibiyotik
Sinifi Aktif Bilesini Siitte Bulunmasi
Gereken Ust Deger
Penisilinler Benzilpenisilin, amoksisilin, 4
ampisilin 30
Oksasilin, nafsilin, kloxacillin,
dikloksasilin
Makrolidler
Eritromisin A 40
Spiramisin 200
Tilmikosin, tilosin 50
Polimiksinler
Kolistin 50
Aminoglikozitler
Streptomisin 200
Kanamisin A 150
Gentamisin 100
Neomisin B 1500
Tetrasiklinler
100

Tetrasiklin, oksitetrasiklin

klortetrasiklin

AB tarafindan yayinlanmig olan st antibiyotik sinir degerlerinin asilmasi hem tiketicileri
hem de besin zincirini olumsuz yonde etkilemektedir. Ayni zamanda antibiyotik kullanimi,
mikroorganizmalarin  antibiyotik kargi olan direngliligini de arttirarak, direngli
mikroorganizmalarin gelismesinde onemli paya da sahiptir. Bu veriler isiginda, sutte
bulunan antibiyotik kalintilarinin etkin bir sekilde tayin edilmesi hem besin zincirini hem

ekolojik ¢cevreyi hem de tuketici saghginin korunmasi agisindan son derece 6nemlidir.



2.2. Antibiyotiklerin tayin yontemleri

Literatar ¢alismalar incelendiginde, antibiyotik kalintilarinin tayin edilmesinde kullanilan
yontemleri G¢ ana baslik altinda toplamak mimkindur ve bu yéntemler sirasiyla mikrobiyal
inhibisyon testleri, kromatografik yontemler ve biyosensodrler olarak siniflandirilabilir.
Mikrobiyal inhibisyon testleri uygulama kolayhgdi bakimindan tercih edilen bir ydntemtir ve
yontem; mikroorganizmanin bulundugu ortama analiz edilecek (stt) numunenin konulmasi
ve mikroorganizmmanin gelisme gosterip gostermemesi temeline dayanir [46]. Delvotest
test; B-laktam grubu antibiyotik tayininde kullaniimak tzere 1970’li yillarda gelistirilen
mikrobiyal inhibisyon test ydntemidir (Kantiani vd. 2009). Yontemde Bacillus
stearothermophilus mikroorganizmasinin gelisim gosterdigi ve pH indikatorine sahip besi
yerine sut numunesi konulur, 64°C’de 2.5 saat boyunca inkubasyona birakilan
mikroorganizmanin gelisimi incelenir [47,48]. Sure sonunda analiz edilmek istenen sutte,
antibiyotik kalintilari bulunmazsa, mikroorganizmanin Uremesi gergeklesir ve ortama
birakmig oldugu asit tretimine bagh olarak, besi ortami mor renkten sari renge dontsdur.
Mikrobiyal inhibisyon testlerinin kolay uygulanabilirligi ve ekonomik olmalari avantaj olarak
karsimiza c¢ikarken, test sonuglarinin dogrulugun belirlenmesi icin analitik cihazlara
duyulan ihtiyag ve test i¢in gerekli olan uzun inkibasyon siresi yontemin dezavantajlari

olarak karsimiza ¢gikmaktadir [49].

Antibiyotiklerin tayin edilmesinde kullanilan diger bir yaklagsimda kromatografidir ve analitik
cihazlar kullanilarak dusuk tayin araliklarinda antibiyotik miktari tespit edilebilir (Lan vd.
2017). Literatur ¢calismalari incelendiginde; PEN-G kalintilarinin tayin edilmesinde ylksek
performansh sivi kromatografisi (HLPC) [50] MALDI-TOF kutle spektrometresi) [51], sivi
kromatografisi kitle spektrometrisi (LC-MS) [52] ve kapiller elektrokromatografisi-kitle
spektrometresinin [53] kullanildigr gorilmektedir. Analitik cihazlar yardimiyla, PEN-G'yi
dusuk tayin araliklarinda tespit etmek mumkunken, kromatografik yaklasimlar birtakim
dezavantajlari da beraberinde getirmektedir. Ornegin; analitik cihazlarda PEN-G
bulundugu dusunulen orneklerin 6n ayirma iglemine tabi tutulmasi gerekmektedir ve
genellikle 6n ayirma isleminde asetonitril gibi organik ¢ozuculere ihtiya¢ duyulur. Fakat B-
laktam grubu antibiyotiklerin uygun kosullar (pH ve sicaklik gibi) saglanmadig! takdirde
kararliliklarini kolayca kaybettikleri icin kromatografik tayinlerde sorun olarak kargimiza

cikmaktadir. Bunlara ek olarak analitik



cihazlarin pahali olmalari, metot gelistirme asamasinda uzman personele ihtiyag
duyulmasi ve oOzellikle sutlerde antibiyotik tayini Oncesinde 0Ornek hazirlama
basamaklarinin ¢oklugu (¢okturme-santriflj-ornegin analitik cihazda analizi) hem zaman

kaybini hem de maliyeti artiran etmenler olarak karsimiza ¢cikmaktadir.

2.3. Antibiyotiklerin biyosensorler ile tayini

Antibiyotik kalintilarinin tayin edilmesinde son yaklagim olarak biyosensorler literatlrde
sikhkla kullaniimaktadir. Biyosensorler (Sekil 2.1); biyolojik numuneleri algima o&zelligi
bulunan, biyolojik ve fizikokimyasal bilesenlerden meydana gelen analitik cihazlardir [54].
Biyolojik kisim (biyoreseptdr) analiz edilmek istenen drnegi taniyan ya da etkilesime giren
birimdir ve makromolekuller, enzimler, antibadiler biyoreseptor olarak kullanilirlar
(Khandpur, 2003). Fizikokimyasal kisim gevirici birim olarak da ifade edilir ve incelenmek
istenen Orneg@in derisimine bagh olarak meydana gelen etkilesimleri sinyale c¢eviren
kisimdir (Khandpur, 2003). Biyosensorlerin galisma prensibi incelendiginde; biyosensorin
dis katmaninin gecirgen oldugu gorulmektedir ve biyosensérin ic kisminda bulunan
biyolojik numune biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda bagka bir Urine doénusur ve
mekanik ya da elektriksel 6zelliklerin degismesiyle karakterize edilir. Ardindan gevirici
birimin tirdne bagli olarak ¢ikis sinyali elde edilerek analiz tamamlanir. Biyosensorlerin
biyoreseptdr kisminda enzimler, antibadiler ve isaretlenmis DNA'lar yuzeye tutuklanarak
kullanilirken, cevirici birimler olarak termal, elektrokimyasal, pizoelektrik ve optik geviriler
tercih edilmektedir [55].

BIYORESEPTOR CEVIRICI

Elektrokimyasallar
e Enzimler e Potensiyometrik
* Doku Kesitleri *  Amperometrik
. {C e  Organeller e Konduktometrik
e Tutucu ajanlar *  Transistorler
* Nukleik asitler Optik
c *  Mikroorganizmalar e  Fotometri
. ¢ - m ® Reseptir *  Florimetri
. molekulleri * Luminesans
( Kutle Degisimi
® Piczoelektrik
( p— Is1 Degisimi
e  Termistorier

Sekil 2.1. Biyosensorlerin temel bilesenleri ve ¢alisma prensibi.



Biyosensorlerin gida analizlerinde, klinik ¢calismalar ile gevre uygulamalarinda kullanildigi
goérmek mumkundldr ve kullanim kolayliklari, dusuk maliyetleri, pratik olmalarn ve
analizlerin es zamanl olarak izlenebilmesi biyosensorlerin yaygin olarak kullanilmasinda
ki tercih nedenlerinden bazilardir [41]. Literatirdeki c¢alismalar incelendiginde
immunosensor [9], elektrokimyasal [13], aptamer tabanl [41], kolorimetrik [56], ve optik
[57] temelli biosensorler kullanilarak PEN-G kalintilari dusuk tayin araliklarinda tespit
edilmistir. PEN-G’ye karsi 6zgulligun saglanmasi igin enzim ya da antibadilerden
yararlaniimigtir. Bu islemler iki dnemli dezavantaji da beraberinde getirir. Oncelikle enzim
ve antibadilerin analiz 6ncesinde yuzeye immobilize edilmeleri sirasinda aktive
kayiplariyla karsilasiilmasi mumkuandur. Diger bir dezavantaj da enzim ile antibadilerin
pahali olmalari nedeniyle maliyetin artmasidir. Son zamanlarda molekuler baskilanmig
polimerler diger bir degisle plastik antibadiler bu dezavantajlari ortadan kaldirmak Uzere

alternatif bir segenek olarak tercih edilmektedir.

2.4. Molekiiler baskilama yontemi

Molekuler baskilama yodntemi ile tayin edilmesi yada uzaklastiriimasi gereken hedef
molekdl igin segici tanima bdlgelerine sahip polimerler hazirlanir. Molekuler baskilama
yontemi kullanilarak hazirlanan destek matrislerinin hedef analit molekilinu yuksek
secicilikle tayin etmesi olduk¢ca 6nemlidir. Molekuller baskilama teknigi; herhangi bir
polimer matriks igerisinde, secilmis olan hedef moleklli (protein, iyon, pestisit gibi) sekil,
blayUklik ve geometrik yapi bakimindan taniyan hafiza bolgelerinin olusturulmasi olarak
tanimlanabilir. Molekiler baskilanmis polimerler 3 basamakta hazirlanir. ik basamakta
hedef molekullu taniyan ve hedef molekulle etkilesime girmesi igin uygun monomer yada
monomerlerin kullanildigi 6n-kompleks basamagidir. Bu basamagi takiben uygun capraz
baglayici kullanilarak polimerizasyona baslanir ve son basamakta; uygun desorpsiyon
cozeltisi kullanilarak hedef molekul polimer matriksten uzaklastirilir. Bu islem sonunda
polimer matrikse hedef molekult 3 boyutlu geometrik yapi, bayukluk ve sekil bakimindan
taniyan hafiza bolgelerinin elde edilir. Molekuler baskilanmis polimerler birgok avantaji da
beraberinde getirmektedirler; 6rnegin molekuler baskilanmig polimerlerin hazirlanmasi
kolay, ucuz ve hedef molekuline karsi oldukg¢a segicidir. Bu avantajlara ek olarak u¢ pH
ve sicaklik araliklarinda yapilarini koruyabildikleri gibi tekrar tekrar kullanima da

uygundurlar.



Bu bakimdan uygun polimerizasyon kosullari altinda hazirlanmig olan molekuler
baskilanmis polimerlerden ayirma iglemlerinde, gevre uygulamalarinda ve biyosensor

calismalarinda yararlaniimaktadir [58, 59].

Baskilanacak molekil, kovalent olmayan, kovalent, ya da ligand (L) aracili metal (M)
etkilesimleri ile tamamlayici fonksiyonel gruplar ile baglanir. Hedef molekdl ile fonksiyonel
monomer (IC) arasindaki etkilesimler ile kompleks olusturulur. Hidrojen baglari ya da van
der Walls etkilesimleri kompleks olugurken gerceklesen baglanmalarda (1) etkin olabilir; (1)
elektrostatik ya da iyonik etkilesimler ile baglanmalar gergeklesebilir; (Ill) baglanma
kovalent etkilesimler ile olabilir; (1V) uzatici kol (turuncu) kullanilarak kovalent etkilesimler
ile baglanma olabilir; (V) ligand-metal ya da metal-ligand koordinasyonu ile baglanma

gerceklesebilir [60].

Fonksiyonel monomerin gapraz baglayici varliginda c¢apraz baglanma reaksiyonuna
girebilecek fonksiyonel bir grup (Y) icermesi gerekir. Olusturulan kompleksin Capraz
baglayici varligindaki polimerizasyon reaksiyonu ile kati polimer matris (gri) elde edilir.
Baskilama ydntemi ile, baskilanan hedef molekul ile fonksiyonel monomer arasindaki
etkilesimler bozulmamaktadir. Baskilanan hedef molekullin uzaklastiriimasi icin aradaki
kimyasal baglarin kirllmasi ya da ligand degisimi isleminin uygulanmasi gerekir. Hedef
molekdl uzaklastirildiktan sonra hazirlanan matrisin ¢eperlerinde fonksiyonel gruplari
iceren hedef molekule 6zgul bosluklar kalir. Daha sonra bu 6zgul bosluklar tarafindan
hedef molekulin taninmasi kovalent olmayan etkilesimler (i, ii ve iv), kovalent bag olusumu
(i), ya da ligand degisimi (v) ile gerceklesir. Bununla birlikte, capraz baglanma
gergeklesirken hedef molekulin ¢evresindeki 6zgll olmayan yuzey 6zellikleri sayesinde
matriksin hedef molekulu taniyarak baglanmasi ihtimali bulunmaktadir [61,62]. Sekil 2.2

de molekuler baskilamada kullanilan bes ana yontem gdsteriimektedir.
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Sekil 2.2. Molekiler baskilama yontemleri (i) kovalent olmayan baglanma, (ii)
elektrostatik/iyonik etkilesimler, (iii) kovalent baglanma, (iv) yari kovalent baglanma (v)

metal selat koordinasyonu ile baglanma.

2.5. Yuzey plazmon rezonans

Yuzey plazmon rezonans (SPR) temelli sensorler optik tabanli analitik cihazlardir ve SPR
sensorler kullanilarak herhangi bir molekuli es-zamanl olarak ve herhangi bir isaretleyici
molekulere ihtiya¢g duyulmadan incelenmesi mimkuindur. Yontem 1902 yilinda Wood’un
yapmis oldugu literatir ¢calismalarina dayanir ve biyomolekil etkilesimlerin incelenmesi ilk
kez 1983 yilinda Liedberg ve arkadaslari tarafindan literatire kazandiriimigtir [63]. Yuzey
plazmon rezonans; iletken film ile ayrilmig olan ve iki farkli kirilma indislerine sahip ortama
(metal ve dielektrik ortam) uygun dalga boyunda gonderilmis olan i1s1din metal yuzeyle
(SPR c¢ipi) etkilesmesi sonucu meydana gelir. Bu sirada goénderilen is1gin bir kismi
yansimaya ugrarken, bir kismi da ¢ip yuzeyinde bulunan metal atomlariyla etkilesime girer.
Plazmon; metal yuzey ile dielektrik bdlgenin sinir noktasinda meydana geldigi igin, bu sinir
bdlgesi yizeyde meydana gelen degisikliklere karsi oldukga hassastir ve SPR’nin analitik

uygulamalarda tercih edilmesinde en blyuk etkendir [64].

Analitik uygulamalar sirasinda isik kaynagi metalle kaplanmig olan (yaygin olarak altin)
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sensoOr yuzeyine gonderilir ve gonderilmis olan 1s1gin bir kismi yansimaya ugrayarak
dedektor tarafindan olgulir. Eger sensor ylzeyinde herhangi bir degisim olursa (6rnegin
tayin edilmek istenen analitin ylzeye baglanmasi gibi) bu durum 1si1gin da kirilma indisi
etkiler ve ilk durumda olgulen aginin degisimine sebep olur. Zamana bagli olarak bu
acillarda meydana gelen degisimler es-zamanl olarak izlenerek kinetik analizler
gergeklestirilir. SPR sensorlerin kullanimi birgok avantaji da beraberinde getirir. Ornegin
biyomolekul etkilesimleri es-zamanl olarak incelenirken, herhangi bir isaretleyici molekule
de gerek duyulmaz. Biyomolekul-biyomolekul etkilesimleri es- zamanl olarak izlendigi i¢in

elde edilen kinetik egrilerden etkilesim sabitlerinin saptanmasi da olduk¢a kolaydir.

Ayrica isaretli molekile gerek duyulmamasi hem analiz sdresinin kisalmasi hem de
incelenmek istenen biyomolekulin zarar gormesini de Onlemektedir. Tum bunlara ek
olarak SPR sensorler kullanilarak diguk tayin araliklarinda analiz yapmakta mumkuandur.
Son zamanlarda SPR optik sensorler gida ve cgevre analizleri ile teshis alanlarinda
kullaniimaktadirlar [65-67].

SPR sensoérlerde biyo-tanima sonrasinda hedef molekilin ylzeye tutunmasi sonucunda
yuzeydeki yodunlugu artar bu ise kirilma indisindeki yodunlugun artmasina neden
olmaktadir. Kirllma indisinin yogunlugunun artmasi sonucunda ise rezonans agisi
kaymaktadir. Kretschmann prizma yapisi en ¢ok tercih edilen Kretschmann prizma
yapisidir. Sekil 2.3 de i¢ kirilnim gergeklesmesi sonucu olusan elektron salinimlari agik bir
sekilde gorulmektedir. Ayrica gelen 1s1gin bir bolimUnin absorbe edilmesi ile yuzeyde
olusan plazmon sekildeki gibi gdzlenebilmektedir. Sekil 2.4 ise SPR ile elde edilen

sensorgram surecini ifade etmektedir.
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Sekil 2.3. Dielektrik sinirlarda gergeklesen toplam i¢ kirinim.

Metal filmde plazmon olusumuna sebep olacak elektrik alandaki vektdér salinimi sadece p-
polarize 1sik saglayabildigi icin ylUzeyde plazmon olugsmasini saglamaktadir. Metal
yuzeyine gelen elektron plazmalarinin yarattigi bu durum transvers manyetik dalgasi
olarak tanimlanmaktadir. S-polarize 1sik ise metal filme paralel olarak olusmasi dolayisiyla

yuzeyde plazmon olusturamamaktadir [68].
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Sensorgram ve Faz Gegisleri

Adsorpsiyon
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Sekil 2.4. Tipik bir SPR sensoru ile elde edilen sensorgraminin sematik gosterimi.

Plazmonik sensorler, optik temelli sensorlerin bir sinifi olup analitin baglandigi tanima
elemanlarini  iceren metal velveya metal-dielektrik yapilarin oldugu destek
malzemelerinden olusmaktadirlar [69]. Sensore bir analit ¢gozeltisi uygulandiginda, analitin
yuzeydeki bir alici tarafindan yakalanmasi gergeklesir ve algilama elemani kirilma
indisinde (RI) degisikligine neden olur. Sekil 2.5 kirilma indisindeki degisikligi
gostermektedir. Yuzey plazmonu, sensor yuzeyindeki Rl'deki degisikliklere karsi gok
hassastir. Bolgesel RI kaynakli degisiklikler, yuzey plazmonu ile baglantili isiktaki
degisiklikler incelenerek tespit edilebilir. Plazmonik sensorler, ultra dugsuk
konsantrasyonlardaki biyolojik ve kimyasal molekulleri hizli, gercek zamanl ve etiketsiz
tayin etmek igin kullaniimaktadir. Cizelge 2.2 optik temlli sensorlerin kullanim alanlarini
gostermektedir [70-74].
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Cizelge 2.2. Optik sensorlerin kullanim alanlari

Kullanim Hedef Sensor Referans
alani
Besin Mikotoksinler SPR [70]
kontrolU
Medikal Albumin SPR [71]
teshis
Cevre takibi Pestisit Optik [72]
temelli
Biyomolekule Anti-lizozim . [73]
r etkilesim tek- alan
antikor
Guvenlik Ugucu organik SERS [74]
bilesikler
Analitler , T
Tanima elemant /o /oy
Metal film
Isik siddeti

Hedef molekiil - YYYYYY YY?

baglanmasi Dalgaboyu

(a) (b)

Sekil 2.5. a) Plazmonik sensorlerin ¢alisma prensibinin sematik gdsterimi b) yakalanan
analit tarafindan induklenen sensor ylzeyindeki Rl artisina bagl olarak spektrumdaki
degisiklik.

15



Bu calismada, yuzey plazmon rezonans temelli sensor ile molekller baskilama teknigi
kullanilarak hem sulu ¢ozelti hem de sit drneklerinden segici ve hassas Penisilin G (PEN-
G) antibiyotiginin tayini gerceklestiriimigtir. Bu amagla, PEN-G baskilanmis, poli(2-
Hidroksietil metakrilat- N-metakroil-(L)-sistein metil ester-altin nanopartiktller-N-
metakroil-(L)-fenilalanin metil ester (MIP-AuNPS) nanosensor hazirlanmigtir. Yuzey
plazmon rezonans sinyal yanitini arttirmak amaciyla eklenen altin nanopartikullerin
(AuNPs) etkisini incelemek icin AuNPs eklenmeden hazirlanan nanosensér (MIP) ile
kontrol deneyleri gergeklestirilmistir. Ayrica, baskilama verimliligini incelemek amaci ile,
PEN-G baskilanmamig nanosensoér (NIP-AuNPs), PEN-G molekulinin eklenmesi diginda
ayni polimerizasyon regetesi kullanilarak hazirlanmistir. Sekil 2.6 PEN-G baskilanmis

SPR sensoru sematik olarak gostermektedir.

AuNPs {} MAC MAPA ,
£

AuNPs-MAC kompleksi

A

PEN-G

MAPAPEN-G kompleksi

Prizma

Sekil 2.6. PEN-G baskilanmis SPR sensoriun sematik gosterimi.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kimyasal malzemeler

Kompleks yapici N-metakroil-(L)-sistein metil ester (MAC) monomeri ve hidrofobik N-
metakroil-(L)-fenilalanin metil ester (MAPA) fonksiyonel monomer Nanoreg (ANKARA)
firmasindan satin alinmistir. Sodyum sitrat tribazik dihidrat ve altin (1ll) klordr trihidrat, 2-
hidroksietilmetakrilat (HEMA), azoizobisbutironitrii (AIBN), etilenglikol dimetakrilat
(EDMA), Penisilin G sodyum tuzu (PEN-G), Amoksisilin (AMX) ve Ampisilin (AMP)
antibiyotikleri, Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan temin edildi. SPR gipler (SPR-
1000-050 SPR CHIP GWC) Genoptics (Orsay, France) firmasindan alindi. Potasyum
bromur (KBr) ve analitik olarak saf olan diger kimyasallar Merck (Darmstadt, Almanya)
firmasindan temin edilirken, gergek 6rnek analizi igin gergeklestirilen deneylerde kullanilan
sut ornegi lokal marketden satin alinmistir. Deneylerde kullanilan ve direnci 18 MO/cm
olan deiyonize suyu elde etmek igin, sirasi ile yiksek akisli seliloz asetat membran
(Barnstead D2731), ters ozmoz Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure LP® birimi, Barnstead
D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon

sistem kullaniimigtir.

3.2. SPR biyosensoérlerin hazirlanmasinda kullanilan ¢ip ylizeyine alil grubunun

baglanmasi

SPR sensorun altin yuzeyini temizlemek amaci ile 10 mL asidik pirana ¢ozeltisi igine
sensor hazirlamada kullanilan giplerin altin yizeyleri daldirilarak 30 saniye ¢ozelti ile
etkilestiriimistir. Cozeltiden gikarilan SPR nanosensor saf etil alkol ile yikandiktan sonra,
vakum ettiviinde (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutularak ytzeye alil gruplarinin baglanmasi
icin hazir hale getirilmistir. Kurutma isleminden sonra, yuzeye alil gruplarinin baglanmasi
amaci ile alil merkaptanin ¢ozeltisi kuru yuzeye damlatilarak, 20 saniye suresince spin
coater ile dondurulerek yluzeyde ince tabaka halinde dagilmasi saglanmistir. 24 saat
yuzeyde kovalent baglanma igin bekletilen SPR ¢ip, etil alkol ile yikanmig ve baglanmayan

alil merkaptan gruplarinin uzaklagmasi saglanmigtir.
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3.3.  Altin nanopartikiillerin (AuNPSs) sentezi

PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs, ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensorler
poli(2-Hidroksietil metakrilat-N-metakroil-(L)-sistein metil ester-altin nanopartikuller-N-
metakroil-(L)-fenilalanin metil ester nanofilmlerin altin yuzeyine baglanmasi ile elde edildi.
Molekuler baskilamanin etkinligini ve AuNPs’in sinyal artirma o6zelligini incelemek igin
monomer karisimina sirasi ile PEN-G ve AuNPs eklenmeden SPR nanosensorler
hazirlandi. Kullanilan AuNPs, Turkevich metoduna gore [75] HAUCI, tuzunun Au’a sodyum
sitrat kullanilarak indirgenmesiyle sentezlenmistir. Sentezlenen AuNPs’in konsantrasyonu
zeta boyut analizi ile tespit edilen AuNPs’in ortalama boyut degerinin kullaniimasiyla
hesaplanmistir [76]. AuNPs’in boyutlarini dlgmek igin gergeklestirilen analiz igin Nano
Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, ingiltere) cihazi kullanilmistir. Analizde
deiyonize suyun yogunlugu; 0.88 mPa.s ve kirinma indeksi; 1.33 olarak kullaniimistir.
Sentezlenen nanopartikullerin ¢ozeltisi boyut analizériiniin 6érnek haznesine yerlestirilerek
zeta boyut analizi gergeklestiriimistir. Oda sicakligindaki 1sik sagilmasinin 90 lik gelis
acisinda Olgulmesi ile partiktl sayisi hesaplanmis olup, Olgimler Ug¢ kez tekrarlanarak
gerceklestirilmistir. Sekil 3.1 Zeta boyut analizériintin resmini gostermektedir. Denklem 3.1
nanopartikil basina dusen Au atomlarinin sayisini (N), Denklem 3.2, AuNPSs’in

konsantrasyonunu (C) hesaplamak igin kullanildi. Denklemlerde kullanilan (p) Au’in

yogunlugunu gosterirken (fcc, 19.3 g/cm3), (M) Au’nun atomik katlesini, (D) AuNPs’in
capini, (N7) Au atomlarinin toplam sayisini, V ¢ézeltinin hacmini, (Na) Avogadro sayisini

gOstermektedir.

v = PP’ (3.1)
6 M
N

C T (3.2)

~ NVN,
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Sekil 3.1. Nanopartikillerin boyut analizinin yapilmasi igin kullanilan Zeta—sizer analizor

programi.

3.4. PEN-G baskilanmigs MIP-AuNPs, baskilanmamis NIP-AuNPs, AuNPs’i

icermeyen MIP SPR nanosensorlerin hazirlanmasi

PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs, ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensorler
uretilirken,  poli(2-Hidroksietil  metakrilat-N-metakroil-(L)-sistein ~ metil  ester-altin
nanopartikuller-N-metakroil-(L)-fenilalanin metil ester nanofilmlerin sentezlenebilmesi icin
oncelikle MAC-AuNPs ve MAPAPEN-G 6n-komplekslerinin hazirlanmasi gerekmektedir.
Bu amagla MAC monomeri AuNPs ile koordine olarak MAC-AuNPs 6n- kompleks yapici
monomer olarak kullanmistir. MAC monomeri, sinyal artirici olarak kullanilan AuNPs ile
kompleksleserek MAC-AuUNPs &n-kompleks olusturur. Konsantrasyonu belirlendikten
sonra gerekli miktardaki MAC monomeri (6.75 pL) AuNPs (30 pL) ile 0.01 mmol:0.01 nmol
oraninda 1 saat etkileserek MAC-AuNPs o6n-kompleksi olusturuldu. MAC-AuNPs oOn-
kompleks olusumu UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japan) ile belirlendi.
Ayni komplekslesme prosedurl, fonksiyonel monomer MAPA (17 uL) ve kalip molekul
PEN-G (3.34 mg) nin 0.01 mmol: 0.01 mmol oraninda 1 saat etkilesimi sonucunda
MAPAPEN-G  6n-kompleksi  olusturulmasi i¢in uygulandi. MAPAPEN-G 0n-

komplekslesmesi de UV-VIS spektrofotometre ile tespit edilmistir.
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PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs SPR nanosensorin hazirlanmasi amaci ile dncelikle
monomer fazi olusturulmustur. Bu amacgla HEMA (0.01 mmol) ve EDMA (0.04 mmol)
monomerleri daha 6nce olusturulmus MAC-AuNPs ve MAPAPEN-G o6n-komplekslere

eklenmistir. 2 mg AIBN baslaticisini iceren PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs,

baskilanmamis NIP-AuNPs ve AuNPs’i icermeyen hazirlanan polimer karisimin ¢ozeltileri

(10 pL) daha onceden etil alkol ile temizlenmis ardindan N, ile kurutulmus, SPR cip

yuzeylerine damlatildi. Daha sonra SPR cipleri UV 1s1g1 altinda 1 saat slresince
polimerlesmek Uzere bekletildi. Hazirlanan metanol:asetik asit karisimi (80:20, v/v%) kalip
molekil PEN-G vyi uzaklastirmak ic¢in kullanildi. Bu amagla PEN-G baskilanmis MIP-
AuNPs nanosensor 20 mL desorpsiyon ¢ozeltine konularak ¢alkalamali banyoda kalip
molekulin uzaklasmasi saglandi. Desorpsiyon ¢ozeltisi PEN-G molekult 291 nm de UV-
VIS spektrofotometrede absorbans vermeyinceye kadar uygulandi. Baskilanmamig NIP-
AuNPs SPR nanosensorin hazirlanmasi icin, MIP-AuNPs SPR nanosensorin
hazirlandigi prosedurin aynisi PEN-G eklenmeden uygulandi. AuNPs’in eklenmedigi
PEN-G baskilanmis MIP nanosensor ayni sekilde MIP-AuNPs SPR nanosensoérin
hazirlandigi prosedurle AuNPs eklenmeden hazirlandi. Cizelge 3.1 PEN-G baskilanmis
MIP-AuNPs’in, baskilanmamis NIP- AuNPs’in ve AuNPS eklenmeden hazirlanan MIP

SPR nanosensorun hazirlanma regetelerini 6zetlemektedir.

Cizelge 3.1. PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs, baskilanmamis NIP-AuNPs ve AuNPs’siz

MIP SPR nanosensorlerin hazirlanma receteleri.

MIP-AuNPs

NIP-AuNPs

MIP

0.01 mmol PEN-G
0.01 mmol MAC

0.01 nmol AuNPs
0.01 mmol HEMA
0.04 mmol EDMA

0.01 mmol MAC

0.01 nmol AuNPs
0.01 mmol HEMA
0.04 mmol EDMA

0.01 mmol PEN-G
0.01 mmol MAC

0.01 mmol HEMA
0.04 mmol EDMA
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Sekil 3.2. nanofilm olusturmak Uzere c¢iplerin yuzeyine polimer olusturmak Uzere
hazirlanan karisimin damlatiimasini sematize etmektedir. Sekil 3.3. nanosensor

hazirlanirken ¢ip yuzeyinde nanofilm olusturulmasinda kullanilan sistemi géstermektedir.

<«
2

(a) (b)

Sekil 3.3. MIP-AuNPs, NIP-AuNPs ve MIP SPR nanosensorlerin hazirlanmasinda

kullanilan sistem a) spin kaplayici b) UV lamba.
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3.5. PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs, baskilanmamig NIP-AuNPs ve AuNPs’i

icermeyen MIP SPR nanosensorlerin karakterizasyonu

PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs, ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensorler
hazirlanirken sinyal artirici olarak ortama eklenen AuNPs’in karakterizasyonu zeta boyut
analizoru ile yapildi. Sentezlenen MIP-AuNPs in boyut analizi i¢in Nano Zetasizer (NanoS,
Malvern Instruments, Londra, ingiltere) cihazi kullanilmistir. Analizde kullanilan deiyonize
suyun yogunlugu; 0.88 mPa.s olup kirilma indis degeri ise 1.33 olarak uygulanmistir. Zeta
boyut analizi igin 90’ lik gelis agisinda 1sik sacgilmasi sinyallerinin tayini gerceklestirilerek
partikll sayisi tayin edilmistir. Bu amacla sentezlenen nanopartikullerin ¢dzeltisi boyut
analizérinin 6érnek haznesine yerlestirilerek zeta boyut analizi élgimleri yapilmigtir. Isik
sacllma sinyalleri lgimu partikul sayisinin hesaplanmasinda kullaniimis olup dlgumler tg¢

kez tekrarlanmigtir. Sekil 3.4 Zeta boyut analizérinin resmini gostermektedir.

Sekil 3.4. AuNPs’nin boyut analizinin yapilmasi amaciyla kullanilan zeta boyut analizér

cihazi.
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PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensorleri
olusturan  poli(2-Hidroksietil  metakrilat-N-metakroil-(L)-sistein ~ metil  ester-altin
nanopartikuller-N-metakroil-(L)-fenilalanin metil ester nanofilmleri olusturan MAC- AuNPs
ve MAPAPEN-G 6n-kompleksler FTIR-ATR spektrometresi (Thermo Fisher Scientific,
Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) ile karakterize edilmigtir. Analizden 6nce polimer
ornekleri vakum etivinde 24 saat kurutulmustur. FTIR-ATR spektrumlarinin elde edilmesi
amaci ile %1 lik érnek iceren karigim (99 mg KBr + 1 mg 6rnek) havanda doévulerek,
hidrolik preste 600 kg/cm basingta 10 dakika bekletiimis ve ince bir tablet haline
getirilmistir. Hazirlanan tabletin spektrumu 4600-400 cm-1 dalga sayisi araliginda

taranmisgtir.

3.6. Hazirlanan PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs

SPR nanosensorlerin karakterizasyonu

3.6.1. Atomik kuvvet mikroskobu analizi (AFM)

Yuzey plazmon rezonans nanosensorlerin yuzeyi, serbest kantileverli inferometre 6zelligi
ile 4096 x 4096 piksel ¢dzunurlukte 6lgim yapabilen atomik kuvvet mikroskobu (Veeco
MultiMode V, USA) ile karakterize edilmistir. PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs ve
baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensoérlerin yizey morfolojisinin karakterizasyonu
icin atomik kuvvet mikroskobunun yari degen mod 6zelligi kullaniimigtir. 5 x 5 ym’ lik bir
bdlgenin gorintisi 2 um/s tarama hizi kullanilarak, 256 x 256 piksel ¢ozunurllkte alinmig
olup, 6lcimler igin salinim rezonans frekansi 315 kHz, titresim genligi 1 VRMS, bos titresim
genligi 2 VRMS olacak sekilde ayarlanmistir. PEN-G baskilanmigs MIP-AuNPs ve
baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensoérlerin ylzey karakterizasyonu igin kullanilan

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) cihazinin géruntusu Sekil 3.5 te gdsterilmigtir.
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Sekil 3.5. PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR
nanosensorlerin ylzey karakterizasyonu igin kullanilan Atomik Kuvvet Mikroskobu

cihazinin goruntusa.

3.6.2. Elipsometre olglimleri

PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin
yuzeyini olusturan nanofilmlerin kalinligini  6lgmek icin EP3-Nulling Elipsometre
(Géttingen, Almanya) cihazi kullaniimistir. Kalinlik dlgiimleri icin gelis agisi 62°ve dalga
boyu 532 nm olarak ayarlanmigtir. SPR nanosensoérlerin kalinhi@ini élgmek igin lazer isik
kaynag! kullanilmig olup, yuzey kalinliginin hesaplamasini saglayan programda BK7 + 50
nm altin + 70 nm polimer katmani verisi sisteme tanimlanmigtir. Kalinhgi belirlemek icin
sensor yuzeyindeki 6 farkli noktadan 3 tekrarli dlgimler gergeklestiriimistir. Elde edilen
degerlerin ortalamasi hesaplanarak kalinlik degerleri rapor edilmistir. Sekil 3.6 poli(2-
Hidroksietil metakrilat-N-metakroil-(L)-sistein metil ester-altin nanopartikuller-N-metakroil-

(L)-fenilalanin metil ester nanofilmlerin kalinligini él¢cen cihazi géstermektedir.
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Sekil 3.6. PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR
nanosensorlerin  yuzeyinde bulunan nanofilmlerin kalinhigini  6lgmede kullanilan

Elipsometre cihazinin goruntusa.

3.6.3. Temas agisi olgumleri

PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensoérlerin
hidrofilitesini belirlemek amaci ile islanabilirligi dlgcen temas acisi degerleri KRUSS
DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi kullanilarak elde edilmistir. Bu amacla yapisik damla
metodu kullanilarak temas agisi belirlenmis olup, ylzey plazmon rezonans naosensorlerin
islanabilirligi ylzeylerine 1 damla su damlatilarak o6lgulmustar. 10 farkh bodlgeye su
damlatilarak, her bdlgedeki gorUntiler alinmis ve farkh temas agilari saptanmistir.
Saptanan temas agisi Olgumleri igin nanosensor yuzeyi ile damlacigin sol temas
noktasindan alinan temas agisi ve sag temas noktasindan alinan temas agisi degerleri
baz alinmigtir. Belirlenen sag temas agisi ve sol temas agisi noktalarinin verdigi temas
acilarinin ortalamasi alinarak, ortalama temas acgisi sonuglari tespit edilmistir.
Nanosensorlerin ylzeyinde bulunan nanofilmlerin su damlasi ile temasindan elde edilen

temas agisi dlgiimlerinin gergeklestirildigi cihaz Sekil 3.7 da gosterilmektedir.
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Sekil 3.7. PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR

nanosensorlerin  yuzeyinde bulunan nanofilmlerin temas agisi  olgUmlerinin

gercgeklestirildigi cihaz.

3.7. PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs ve baskilanmamig NIP AuNPs nanosensorler

ile kinetik analizler

PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs ve baskilanmamig NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin
kinetik analiz galismalarindan elde edilen ylzey plazmon egrilerini gortntilemek igin
SPRimager Il (GWC Technologies, WI, USA) cihazi kullaniimistir. MIP-AuNPs ve NIP-
AuNPs nanosensorlerin hazirlanmasinda kullanilan SPR ¢ipler (SPR-1000-050 SPR
CHIP GWC) Genoptics, Orsay, Fransa firmasindan satin alma yoluyla temin edilmistir. 50
nm kalinlikta altin kaplamadan olusan SPR c¢iplerin, yuzey alani 25.0x12.5 mm dir. Isigin
% kirilma degerlerini elde etmek icin goruntld alinirken nanosensoérlere ulagsma agisi
degistirilmistir (48.7-56.7°). Is1gin gelis acisina karsi elde edilen % kirilma miktari ve egimi

grafige gegirilerek rapor edilmigtir.
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PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs, baskilanmamis NIP-AuNPs ve AuNPs’ler eklenmeden
hazirlanan nanosensorlerin  kinetik calismalari farkli konsantrasyonlardaki PEN-G
cozeltileri ile gergeklestirilmistir. 10 mM pH 4.0 asetat tamponu igerisinde hazirlanan sekiz
farkli derigsimdeki (0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 ppb) drnek ¢dzeltileri kinetik analizler
icin cihazin 6rnek kismina sirasiyla verilerek adsorpsiyon- desorpsiyon calismalari
gercgeklestirilmistir. Sekil 3.8 PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs, baskilanmamis NIP-AuNPs
ve AuNPs’ler eklenmeden hazirlanan SPR nanosensodrlerin  kinetik analizlerinin
gerceklestigi SPR 6lgim cihazini ve SPRimager Il sistemini gdéstermektedir. Sistemin ana
elemanlarini, lazer kaynagdi, ayna sistemi, kamera, peristaltik pompa ve yazilim programini
iceren bilgisayar olusturmaktadir. Kinetik analizleri incelemek tzere; PEN-G baskilanmis
MIP-AuNPs, baskilanmamis NIP-AuNPs ve AuNPs eklenmeden hazirlanan SPR
nanosensorlerin yuzeyi deiyonize su ile yikandiktan sonra SPR sisteminden fosfat
tamponu gegirilerek, yuzey plazmon egrileri dlgulmis ve rezonans kirllma agisi tespit
edilmistir. Tespit edilen kirilma agisi, ¢alisma acisi olarak belirlenmis olup, bu agiya
ayarlanan cihaz ile kinetik analizler gercgeklestirilmistir. Kinetik analizler igin kinetik
goruntileme programini igceren SPRview yazilimi kullaniimigtir. Kullanilan program
dakikada yaklasik 150 olcim yaparak % kirilma miktarinin degisimini anlik olarak tespit
edebilmektedir. Rezonans kirilma agisi belirlendikten sonra, belirlenen rezonans acgisina
ayarlanan SPR sisteminden 10 dakika sure ile 10 mM pH 4.0 asetat tamponu gegirilmeye
devam edilmigtir. Sistem dengeye ulastiktan 50 saniye sonra farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan PEN-G c¢ozeltileri sirasiyla 0.2 mL/dk akis hizinda SPR sistemine peristaltik
pompa kullanilarak verilmigtir. Rezonans frekansindaki gézlenen kayma degerleri anlk
olarak rapor edilmis olup, sinyaller dengeye ulastiktan sonra sisteme desorpsiyon ¢ozeltisi
olarak metanol:asetik asit ¢ozeltisi (80:20, v/v%) uygulanmis ve kinetik analiz iglemi
tamamlanmigtir. Desorpsiyon isleminin tamamlanmasindan sonra dengeye gelmesi igin
sistemden tekrar deiyonize su ve ardindan 10 mM pH 4.0 asetat tamponu gegirilmistir.
SPR sistemi dengeye ulastiktan sonra, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan PEN-G

¢ozeltilerinin kinetik ¢calismalari ayni yontem kullanilarak gergeklestirilmigtir.

27



Sekil 3.8. PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs, baskilanmamis NIP-AuNPs ve AuNPs’ler
eklenmeden hazirlanan SPR nanosensoérlerin kinetik analizlerinin yapildigi SPR dlguim

cihazinin goruntusu.

3.7.1. Yanigmali kinetik analizler

PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs SPR nanosensorin PEN-G antibiyotigine olan segiciligini
gostermek igin 10 mM pH 4.0 asetat tamponu ile ayri ayri hazirlanan 0.25 ppb
konsantrasyonundaki AMX ve AMP c¢ozeltileri SPR sistemine ayri ayri verilerek
adsorpsiyon c¢alismalari incelenmigtir. Yarigmali analizler igin kinetik analizlerde
uygulanan ayni yontem izlenmis olup; sirasi ile rezonans frekansinin belirlenmesi,

adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢alismalarinin gergeklestiriimesi iglemleri takip edilmistir.

3.8. Baskilama etkinligini belirleme galigmalari

Calisma kapsaminda su o6rneklerindeki PEN-G’nin distk maliyetli hassas ve secici tespiti
icin SPR temelli etkin tayin yontemi gelistirildi. Bu amagla sistein aminoasidini iceren MAC

monomeri sulfir grubu saglayicisi olarak kullanilirken, fonksiyonel MAPA monomeri
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hidrofobik grup saglayicisi olarak kullaniimistir. Amino asit temelli tekrar kullanilabilir MIP-
AuNPs SPR nanosensorin PEN-G yi ppb konsantrasyon dizeyinde tayin edebildigi
gorulmektedir. Tanima elemani olarak gorev yapan MIPs sekil ve blyuklik bakimindan
kalip molekile benzeyen baskilanmis bolgeleri olusturmak icin kullanilir. Baskilanmis bu
bolgeler hedef molekulu segici taniyarak tekrar baglanma ve etkinligi artirmada goérev
alirlar [77]. PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs SPR nanosensorin baskilama segiciligini
belirlemek icin, PEN-G baskilanmamig NIP-AuNPs, MIP-AuNPs SPR nanosensor ile ayni
kosullarda hazirlanmistir. Bu kapsamda hazirlanan 0.25 ppb derisimdeki PEN-G ¢ozeltisi
MIP- AuNPs SPR ve NIP-AuNPs SPR nanosensor sistemine ayni kosullarda uygulanarak
kinetik analizler gerceklestiriimis ve baskilama segiciligi belirlenmistir. Ayrica PEN-G
baskilanmis MIP-AuNPs SPR ve baskilanmamigs NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin PEN-
G c¢ozeltisi icin gakistirilmis plazmon grafigi olugturulmustur. Denklem 3.3 AMX ve AMP

icin dagiima ve segcicilik katsayisini hesaplamada kullanilan denklemi gostermektedir;

Kqi=[(Ci.C.)/Ce]xV/m (3.3)
Segicilik katsayinin (k) hesaplanmasi Denklem 3.4 de gdsterilmektedir.

k= Kdtemplate /Kd nontemplate

(3.4)

Bagdil secicilik katsayisi (k’) nin hesaplanmasi ise Denklem 3.5 de gosterilmektedir.

k"= Kyp/ Kyip (3.5)

Baskilamanin etkinligi ise baskilama faktortinin (I.F) Denklem 3.6’ya gore hesaplanmasi

ile tespit edilmigtir.

LF'= /]mip/ /Jknip (3.6)
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3.9. Tekrar kullanilabilirlik galigmalar ve istatistiksel analizleri

PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs SPR nanosensorun tekrar kullanilabilirligini incelenmek
amaciyla 0.25 ppb derisiminde PEN-G igeren ¢oOzeltler SPR nanosensor sistemine
uygulanmistir. SPR nanosensor sistemi uygun rezonans frekansina ayarlandiktan sonra
10 mM pH 4.0 asetat tamponu ile dengeye getirilmistir. SPR nanosensor sistemi dengeye
geldikten sonra hazirlanan PEN-G c¢oOzeltisi sisteme uygulanarak rezonans kayma
degerleri anlik olarak gézlenmigtir. Sistem tekrar dengeye ulasinca desorpsiyon ¢ozeltisi
gecirilerek baglanan PEN-G desorbe olarak ortamdan uzaklastiriimistir. Bu islemler
sistemde gun icinde 3 kez 5 tekrarli gercgeklestiriimis olup sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs SPR nanosensorin gdn igi
tekrarlanabilirlik  ¢aligmalarinin  istatiksel degerlendiriimesi  gergeklestiriimis  ve
tekrarlanabilirligi gosteren kesinlik degerleri yizde bagil standart sapma (%RSD) olarak

hesaplanmigtir.

3.10. Sinyal artinmina AuNPSs’ nin etkisi

iletken monomerler, Grafen, karbon nanotiipler (CNTs), AuNPs ve digerleri ylizey plazmon
rezonans sinyal yanitini artirmada yaygin olarak kullaniimaktadir. Calisma kapsaminda
PEN-G’nin tayininde sinyal yanit artirici olarak ve AuNPs ler kullaniimigtir. Kontrol deneyi
olarak, AuNPs’in sensitiviteyi artirici etkisi AUNPs eklenmeden hazirlanan MIP SPR
nanosensorin PEN-G tayininde kulaniimasiyla tespit edilmistir. Calisma kapsaminda
aminoasit bazli monomerler ve AuNPs ile molekuler baskilama teknigi kullanilarak PEN-
G’nin segici tayini igin yeni MIP-AuNPs SPR nanosensor gelistiriimistir. 0.5 ppb PEN-G
cozeltileri MIP-AuNPs ve MIP SPR nanosensorlere sirasi ile uygulanarak kinetik analizler
gerceklestiriimis sonuglar AuNPs’in  sinyal artirici  etkisini tespit etmek amaci ile

degerlendirilmigtir.

3.11. Sut orneklerindeki PEN-G nin igin kinetik analizler

Sutun ana Ureticisi olan sut inekleri enfeksiyon hastaliklari agisindan risk altinda
olduklarindan antibiyotik kullanimi sarttir. istatistiklere ve son arastirmalara gére, ilaglarin

yanhs kullaniimasi, sutte ilag kalintilarinin varliginin ana kaynagidir [78].
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Sutteki ilag kalintisi konsantrasyonunun 1969 yilinda FAO/WHO tarafindan belirlenen
limitin altinda olmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Veteriner ilaclari icin maksimum kalinti
limiti birkag kez degistirilmis olup surekli olarak ortaya yeni ilaglar ¢ikmaktadir. St ve sut
urtnleri halk arasinda saglikh ve kapsamli bir besin maddesi olarak kabul edildiginden, bu

mevcut durumlara gore girisimlerde bulunulmasi énemlidir [79].

Matriks etkisini incelemek icin, gida drnegi olarak, sit icerisindeki PEN-G’ nin MIP- AuNPs
SPR nanosensor ile tayini gerceklestiriimistir. Bu amacla lokal marketten alinan sit
ornegine, belli konsantrasyondaki PEN-G spike edilerek PEN-G baskilanmig MIP- AuNPs
SPR nanosensor sistemine uygulanmis ve kinetik analizler gergeklestirilmistir. Ancak
sisteme uygulanmadan once bilinen bir PEN G konsantrasyonuna sahip inek sutu
numunesine numune on-isleme islemi uygulandi. Bu amagla sitl deproteinize etmek igin
surekli karistirarak asetonitril ilave edildi [80]. Ortaya ¢ikan karisimi filtrelemek igin bir filtre
kagidi (Whatman, 125 mm) kullanildi ve supernatant geri kazanildi. SUpernatan, herhangi
bir asili kalmig maddeyi uzaklastirmak icin icin MSE 869-Minor santrif(j kullanilarak 30
dakika boyunca 10.000 rpm'de santrifljlendi. Hazirlanan SPR nanosensor, PEN-G'yi sut
numunesinde bulunan diger molekulllerden yuksek spesifiklik ve submikromolar
hassasiyetle tayin etmek igin kullanildi. Uygulanan yontem, PEN-G miktarinin 5 ppb
konsantrasyon degerinde oldugu sit numunesindeki PEN-G seviyesini izlemek igin

kullanildi.

3.12. PEN-G tayini igin validasyon galigmalari

PEN-G molekulinin sut oérneklerindeki MIP-AuNPs SPR nanosensor ile tayini HPLC
sistemi ile dogrulandi. 1, 6.25, 12.5, 25 ppb konsantrasyonundaki PEN-G c¢ozeltileri
kalibrasyon egrisinin  olusturulmasinda kullanildi.  PEN-G'nin  her bir farkl

konsantrasyondaki ¢ozeltisi, 10 mM amonyum asetat:asetonitril (75:25, viv%) icinde 1

mgmL_1 konsantrasyonundaki stok PEN-G ¢oOzeltisinden hazirlandi.
PEN-G antibiyotigini iceren sut 6rnegi, PEN-G antibiyotiginin marketten alinmis sute
eklenmesiyle (5 ppb) hazirlandi ve hazirlanan ornek ters faz bir C18 kolonu ile HPLC

sisteminde 220 nm de izokratik elisyon sistemi ile analiz edildi. Mobil faz, 10 mM

amonyum asetat ve asetonitril solisyonunun (75:25, h/h %) bir karigimiydi.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Altin nanopartikillerin (AuNPs) sentezi ve karakterizasyonu

Sinyal artirici olarak kullanilan AuNPs’in konsantrasyonunu belirlemek amaci ile 6ncelikle
AuNPs’in  boyut dagilminin analizi Nano Zetasizer boyut analizord kullanilarak
gerceklestiriimistir. Sekil 4.2 AuNPs’in zeta boyut analizérd ile boyut o6lgimunu
gOstermektedir. Sekilde goéruldugu Uzere dusuk polidispersite indeks degerinden
(PDI=0.116), homojen bir ortalama boyut dagilimina sahip monodispers AuNPs’in elde
edildigi ve farkli boyutlardaki partikullerin olmamasi nedeniyle sistemde agregasyonun
gorulmedigi tespit edilmistir. AUNPSs'in ortalama boyutu G¢ kez (n=3) tekrarlanan élgimler

sonucunda 23.88 nm olarak belirlendi. AUNPs’in konsantrasyonu, zeta boyut analizi ile

belirlenen AuNPs’in ortalama boyutu kullanilarak 3,3><10_7 M olarak hesaplandi.

4.2. MAC-AuNPs ve MAPAPEN-G on-komplekslerin karakterizasyonu

Plazmonik sinyalde artisa neden olarak sensitiviteyi artirmak amaci ile kullanilan AuNPs
MAC monomeri ile etkilesime sokularak MAC-AuNPs 6n-kompleks olusturulmustur. Sekil
4.3.A, UV-VIS spektrofotometre kullanilarak AuNPs ve MAC monomer arasindaki
kompleks olusumunu goéstermektedir. MAC-AuNPs’in 6n kompleksinin spektrofotometrik
Olcumleri incelendiginde, AuNPs ile MAC monomerin komplekslesmesi dalga boyu
kaymasi ile dogrulanmaktadir. Ayni sekilde fonksiyonel MAPA monomeri ve kalip PEN-G
molekulinin komplekslesmesi, Sekil 4.3.B de goruldugu Gzere, UV-VIS spektrofotometre
kullanilarak dogrulanmistir. AuNPs ile MAC monomerin komplekslesmesi ve MAPA
monomeri ile kalip PEN-G molekulinin komplekslesmesi sekil 4.1.A. ve sekil 4.1.B. de
sirasi ile gosterilmigtir.

MAC monomeri ile AuNPs’in kompleksleserek MAC-AuNPs on-kompleks olusturmasi

FTIR-ATR spektroskopisi ile dogrulanmistir. MAC monomerinin amid | ve amid Il
bantlarina ait karakteristik titregsim bantlari sirasiyla 1452 cm’ ve 1523 cm de gorulurken,
-OH grubuna ait bant ise 3347 cm “'de gozlenmektedir. Karboksilik asite ait (C=0) gerilme

bandi 1726 cm 'de iken —SH grubuna ait gerilme bandi 2867 cm “'de gorulmektedir. MAC-

AuNPs 6n kompleksine ait spektrumda -SH bagi gerilme bantlarinin
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olmamasi, AuNPs’in MAC monomerindeki sistein grubu ile koordinasyon yaptigini
gOstermektedir. Sekil 4.4, MAC monomeri ve MAC-AuNPs on-komplekse ait FTIR-ATR
spektrumunu  gosterirken, olusturulan MAC-AuNPs 6n kompleksi, MIP-AuNPs
nanosensorunun polimerik yapisina basariyla dahil edildi. MAPA monomerinin ve

MAPAPEN-G 6n-kompleksinin FTIR-ATR spektrumunu gostermektedir.

o 0 o SH
YLC, + HS/YLOH — \()LN O
NH, H

Metakrioil Kloriir L-sistein Metakroil-(L)-sistein metil ester
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Sekil 4.1. a. MAC-AuNPs 6n-kompleksin molekuler formald. b. MAPAPEN-G 6n-

kompleksin molekuler formalu.
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Sekil 4.2. AuNPs’in zeta boyut analizérd ile boyut 6lgima.
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Sekil 4.3. A) AuNPs'in ve MAC-AuNPs 6n-kompleksin spektrofotometrik élgima.

B) MAPA monomerin ve MAPAPEN-G 6n-kompleksin spektrofotometrik dlgtim.
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Sekil 4.5. MAPA monomeri ve MAPAPEN-G 6n-komplekse ait FTIR-ATR spektrumu.
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4.3. MIP-AuNPs, MIP ve NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin karakterizasyonu

PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs nanosensorun, yuzey plazmon rezonans sinyal yanitini
artirmak amaciyla eklenen AuNPs’in etkisini incelemek igin AuNPs eklenmeden
hazirlanan MIP nanosensorin ve baskilama verimliligini incelemek amaci ile,
baskilanmamig NIP-AuNPs nanosensorun karakterizasyonu islemi sirasi ile FTIR- ATR
spektrofotometre, atomik kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre ve temas agisi
dlctimleriyle saglanmistir. Oncelikle MIP, MIP-AuNPs ve NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin
yuzeyindeki nanofilmlerin yapi tayini FTIR-ATR spektrofotometresi ile gerceklestirilmistir.
MIP, MIP-AuNPs ve NIP-AuNPs SPR nanosensorlerinin  FTIR-ATR spektrumu
kargilastirildiginda, polimerik yapiya PEN-G molekuli ve AuNPs girdigi tespit edilmigtir.
Hazirlanan MAC-AuNPs 6n-kompleksin, MIP-AuNPs nanosensorinin polimerik yapisina
basariyla dahil oldugu FTIR-ATR spektrumu ile dogrulanmistir. Sekil 4.6 FTIR-ATR

spektrumu incelendiginde 1643 cm ' ve 1596 cm dalga sayilarinda gérulen amid | ve amid
Il bantlari PEN-G molekulinin yapiya entegre oldugunu gostermektedir. MIP-AuNPs, MIP
ve NIP-AuNPs SPR nanosensdrlere ait FTIR-ATR spektrumu Sekil 4.6 da gorulmektedir.
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Sekil 4.6. MIP-AuNPs, MIP ve NIP-AuNPs SPR nanosensorlere ait FTIR-ATR spektrumu.
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MIP-AuNPs ve NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin yizey morfolojisi yari degen modda
atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmistir. PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs
nanosensorunun ylzey derinligi AFM goruntuleri ile 51.37£2.46 nm olarak tespit edilirken
baskilanmamis NIP-AuNPs nanosensorun yuzey derinligi 70.68+1.39 nm olarak tespit
edilmigtir. MIP-AuNPs ve NIP-AuNPs nanosensorlerin yuzey derinlik degerleri arasindaki
fark baskilama isleminin basariyla gergeklestirildigini gosterir. Ote yandan, MIP-AuNPs
SPR nanosensorun ¢ip yuzeyi boyunca gorulen purtzlaluk dagilimindan, PEN-G'nin SPR
nanosensor ¢ip yuzeyine homojen olarak baskilandigi anlagiimaktadir. MIP-AuNPs ve
NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin yari degen modda oOlgtlen AFM goruntuleri Sekil 4.7.A
ve Sekil 4.8.A gosterilmektedir.

PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin
ortalama ylzey kalinhgi elipsometre cihazi kullanilarak dlgtiimustir. Olgiimler 532 nm
dalga boyunda, 62° lik bir gelis agisinda gerceklestirilmigtir. MIP-AuNPs ve NIP-AuNPs
SPR nanosensorler i¢in hesaplanan ortalama kalinlik degerleri sirasi ile 77.5£0.4 ve
66.5+0.2 nm’dir. Sekil 4.7.B ve Sekil 4.8.B PEN-G baskilanmigs MIP-AuNPs ve
baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin elipsometre dlgimlerini gostermektedir.
Ellipsometre olgimlerinden ortaya cikan yuzey kalinliklarinin daha buyuk olmasinin
muhtemel sebebi AUNPSs'’in zeta boyut analizinde de goéruldugu gibi boyut dagilhiminin 50

nm’ye kadar ¢ikabilmesindendir.

PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin
yuzey islanabilirlikleri hidrofilik 6zelliklerinin Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya) temas
acisi cihazi kullanilarak tespit edilmesiyle gergeklestiriimistir. Temas agisi degerleri DSA2
yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 4.1’de PEN-G baskilanmis MIP- AuNPs ve
baskilanmamig NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin  ylUzeylerinin  su temas acilari
Ozetlenmistir. Su temas agisi olcumlerinden goruldugu gibi PEN-G baskilanmig MIP-
AuNPs SPR nanosensor yuzeyin temas agisi degeri 76.6°+0.5 olarak kaydedilirken,
baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensor igin su temas agisi 70.2°+0.7 dir. PEN-G
baskilanmasi sonucu temas agisinin artmig olmasinin sebebi molekuler baskilama ile
PEN-G'nin MAPA'ya koordinasyonu sonucunda yuzeyin hidrofobikliginin artmis omasidir.
Sekil 4.7.C ve Sekil 4.8.C PEN-G baskilanmis MIP- AuNPs ve baskilanmamigs NIP- AuNPs

temas agisi olgumlerine ait goruntuleri gostermektedir.
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Sekil 4.7. MIP-AuNPs nanosensorin. A. Atomik kuvvet mikroskop goruntisu; B.

Elipsometre dlgim goruntusi; C. Temas agisi 6lgim goruntisu.
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Sekil 4.8. NIP-AuNPs nanosensorin. A. Atomik kuvvet mikroskop goériintiisu; B. Elipsometre

Olgim goéruntusu; C. Temas agisi 6lgiim goruntusa.
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Cizelge 4.1. PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs nanosensorin ve PEN-G
baskilanmamig NIP-AuNPs nanosensorun yuzeylerinin su temas agcilari.

Yuzey Su temas agisl, °
NIP-AuNPs 70.2°+0.7
MIP-AuNPs 76.6°+0.5

4.4. SPR biyosensorlerle kinetik analizler

GUnUmuzde, SPR temelli sensorler herhangi bir isaretleme islemine ihtiya¢g duymadan
molekuler analizlerin gerceklestiriimesinde kullaniimaktadir [81]. Kisa analiz suresi ve
dusuk maliyetli olma gibi ¢esitli avantajlara sahip olan SPR bazli sensorler ile molekullerin
kinetik, nicel ve nitel olarak karakterizasyonu gerceklestiriimektedir [82]. Bu tez
kapsaminda PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR
nanosensorler hazirlanmis ve PEN-G’nin 0.01-5 ppb konsantrasyon araliginda
hazirlanan ¢ozeltileri icin kinetik analizler gergeklestiriimistir. Sekil 4.9’da  farkh
konsantrasyonlarda hazirlanmis PEN-G c¢dzeltilerinin MIP-AuNPs SPR nanosensor

tarafindan verilen sensor cevaplarinin sensorgramlari verilmistir.

0,9
0,7

—0.01 ppb
0,5

0,3

0,1

% Reflektivite degisimi

0,1 20 40 60 80 100 120 140 16 80 200

Zaman, saniye

Sekil 4.9.a. 0.01 ppb PEN-G konsantrasyonu icin elde edilen sensorgram.
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0.05 ppb

% Reflektivite degisimi
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Zaman, saniye

Sekil 4.9.b. 0.05 ppb PEN-G konsantrasyonu igin elde edilen sersorgram.

— 0.1 ppb

% Reflektivite degisimi

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zaman, saniye

Sekil 4.9.c. 0.1 ppb PEN-G konsantrasyonu igin elde edilen sersorgram.
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14

% Reflektivite degisimi

—0.25 ppb

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zaman, saniye

Sekil 4.9.d. 0.25 ppb PEN-G konsantrasyonu igin elde edilen sersorgram.

19

14

% Reflektivite degisimi

— 0.5 ppb

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zaman, saniye

Sekil 4.9.e. 0.5 ppb PEN-G konsantrasyonu i¢in elde edilen sersorgram.
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14
-1 ppb
n 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

-1

o

% Reflektivite degisimi

Zaman, saniye

Sekil 4.9.f. 1 ppb PEN-G konsantrasyonu i¢in elde edilen sersorgram.

Vo]

% Reflektivite degisimi

24
19
14 ——2.5ppb
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zaman, saniye

Sekil 4.9.9. 2.5 ppb PEN-G konsantrasyonu i¢in elde edilen sersorgram.
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Sekil 4.9.h. 5 ppb PEN-G konsantrasyon

u igin elde edilen sersorgram.
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Sekil 4.10. Farkl derisimlerdeki PEN-G c¢o6zeltileri ve MIP-AuNPs nanosensor arasindaki

etkilesimlerin zamana gore AR degerleri.
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Sekil 4.10'da farkli derisimlerde PEN-G c¢ozeltilerinin MIP-AuNPs SPR nanosensoére
uygulanmasi ile elde edilen zamana karsilik yizde kiriimay! (AR) gosteren grafikler (a)
0.01 ppb; (b) 0.05 ppb; (c) 0.1 ppb; (d) 0.25 ppb; (e) 0.5 ppb; (f) 1 ppb (g) 2.5 ppb

(h) 5 ppb PEN-G konsantrasyonlari icin verilmistir. Sekilden anlasildigi Uzere AR
degerinin PEN-G nin biyosensor yuzeyine uygulanmasiyla birlikte arttigr gériimektedir.
Sensorgramlar elde edilirken, SPR sisteminden 6ncelikle denge tamponu, sonra farkli

konsantrasyonlardaki PEN-G ¢ozeltisi ve en son desorpsiyon ¢ozeltisi gecirilmistir.

Sekil 4.11 MIP-AuNPs SPR nanosensorun PEN-G igin, derisim-ylzde kirilma
dogrusalhgini gostermektedir. Sekil 4.11 a ve 4.11.b’ de goruldugu gibi 0.01-0.25 ppb

arahgindaki dogrunun denklemi ve dogrusalligi y=32.643x+0.6395, R°=0.9992 iken 0.5-

5 ppb PEN-G konsantrasyon araligi igin dogrunun denklemi ve dogrusalligi y=

3.5122x+5.7072, R’ = 0.9048 olarak hesaplanmistir. iki farkli konsantrasyon aralidi igin
iki farkli dogru denkleminin olmasi, PEN-G molekdllerinin iki farkli baglanma kinetigi
gosterdigini  aciklamaktadir. Dusuk konsantrasyonlar i¢in  ¢izilen dogrununun
denkleminden elde edilen regresyon katsayisinin degerinin yiksek olmasi dusuk
konsantrasyonlardaki baglanmanin afinitesinin ytksek oldugunu géstermektedir. Diger
bir ifade ile; hazirlanan MIP-AuNPs SPR nanosensoér, 0.01-0.25 ppb konsantrasyon
arahginda % 99.92 dogdrulukta 6lcim yapabilmektedir. Sekil 4.11.e de bitin PEN-G
konsantrasyonlarina karsilik gelen SPR yaniti ile AR arasindaki iligki gosterilirken, Sekil
4.11.b de iki farklil PEN-G konsantrasyon aralgdi (0.01-0.25 ve 0.5- 5 ppb) icin elde edilen
SPR yaniti arasindaki iligki gosterilmektedir.
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(b)
Sekil 4.11. MIP-AuNPs nanosensorun farkli PEN-G konsantrasyonlarina verdigi SPR
yaniti, (a) Butin PEN-G konsantrasyonlarina karsilik gelen SPR yaniti AR arasindaki
iligki (b) iki farkli PEN-G konsantrasyon arahgi (0.01-0.25 ve 0.5-5 ppb) icin verilen SPR

yaniti arasindaki iligki.
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4.4.1. Denge analizi

PEN-G nin farkli derigsimlerin baglanmasi ile elde edilen SPR yanitinin verdigi sinyal
asagida belirtildigi gibi ifade edilmektedir.

dAR /dt = kaC (ARmaks -AR)-kdAR (4.2)
ARdenge /C = KaARmaks — KAARdenge (4-2)

Birinci denklemde dAR /dt sinyalin degisim hizi, R ve Rmax baglanma sinyali, C analit
derisimi K baglanma hiz sabit oranini ifade etmektedir. badlanma sabiti olan Ka,
ARdenge/C’ye karsi ARgenge grafiginin cizilmesi ile hesaplanir. 1/Ka esitligi kullanilarak ise

ayrilma sabiti KD hesaplanabilir.

4.4.2. Baglanma kinetik analizi

Esitlik 4.1 tekrar ifade edildiginde 4.3 esitligi elde edilir. Ayrica baglanmanin hiz sabitlerinin

hesaplanmasinda esitlik 4.4 den faydalanilir;

dAR/dt = kaCARmaks - (kaC + kd) AR (43)

S =kaC + kg (4.4)
Bu esitlikte ka dogru egimini kq ise kesim noktasini ifade etmektedir. Kd’nin hesaplanmasi

kaC >> kq oldugunda dogruluk bakimindan kesinlik olusturmamaktadir. Bu noktada en

kesin ¢6zim esitlik 4.5 teki denklemde ifade edildigi gibidir [65].

IN(ARo/ARY) = Kg (t — to) (4.5)

Sekil 4.12.a ve 4.12.b’de denge analizi ve baglanma kinetik analizi igin gizilen dogrular

gosterilmektedir. ARmaks, ka, kd, KA ve Kp degerleri Cizelge 4.2’ te ifade edilmistir.
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Sekil 4.12. (a) Denge analiz yaklasimi (Scatchard) (b) Baglanma kinetik yaklasimi ile

kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi.
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Cizelge 4.2. Kinetik hiz sabitleri

Denge Analizi (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi

AR max 36.15+0.23 ka, (ng.MLY)Ls? 0.0327+0.0019

Ka, (ng.mL?)? 1.0879+0.1156 ke, s 0.0321+0.0009

Ko, ng.mL* 0.9192+0.0142 Ka, (Ng.mL7)2 1.0186+0.0031

R? 0.9861 Kp, ng.mL* 0.4230+0.0023
R? 0.9900

4.4.3. Denge izoterm modelleri

MIP-AuNPs nanosensorun PEN-G ile etkilesim mekanizmasinin belirlenmesi amaciyla
Scatchard, Langmuir; Freundlich ve Langmuir-Freundlich adlariyla farkli izoterm modelleri
olusturulmustur. Esitlik 4.6, Esitlik 4.7, Esitlik 4.8 ve Esitlik 4.9 sirasi ile Scatchard;
Langmuir;  Freundlich ve  Langmuir-Freundlich  izotermlerinin ~ denklemlerini

gOstermektedir.

Scatchard; ARdenge/[C]=Ka(ARmaks-ARdenge) (4.6)
Langmuir; AR={ARmaks[C]/Kp+[C]} (4.7) 4.7)
Freundlich; AR=ARmaks[C]*" (4.8)
Langmuir-Freundlich;  AR={ARmaks[C]¥"/Kp+[C]*"} 4.9)

Sekil 4.13 incelendiginde PEN-G adsorpsiyonunu igin en uygun modellemenin en buyuk
regresyon katsayisina sahip Langmuir adsorpsiyon modeli oldugu tespit edilmigtir
(Regresyon katsayisi = 0.9999). Modellemelere iligkin sonuglar Cizelge 4.3'de ifade

edilmistir. Baglanmanin hizini belirleyen hiz sabitleri esitlik 4.4 ile hesaplanmistir.
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Sekil 4.13. (a) Langmuir (b) Freundlich (c) Langmuir- Freundlich adsorpsiyon modelleri.

Cizelge 4.3. Denge baglanma izoterm parametreleri.

Langmiur Freundlich Langmiur-Freundlich

ARmax 31.25+0.29 ARmax  18.30+0.09 AR max 17.03+0.85
Ka, (ng.mL?Y)? 1.3278+0.0346 1/n 0.7653+0.0124  Ka, (ng.mL™)?  0.8141+0.0408
Kb, ng.mL™* 0.7531+0.0015 R? 0.9727 Kp, ng.mL™* 1.2282+0.0391
R? 0.9999 R? 0.9923

4.5. Segicilik Caligmalar

Calisma kapsaminda dusuk maliyetle PEN-G tespiti icin hassas ve segici SPR tayin
yontemi gelistiriimis ve uygulanmistir. Bu amacla AuNPs'e sulfhidril grubu saglayicisi
sistein amino asitini iceren MAC monomeri ve hidrofobik fonksiyonel fenilalanin grubu

tedarikgisi MAPA monomeri kullaniimistir. Amino asit bazl yeniden kullanilabilir MIP-
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AuNPs nanosensorun, su numunelerindeki PEN-G antibiyotigini pikomolar konsantrasyon

dizeyinde tayin edebildigi tespit edilmigtir.

Bir tanima elemani olarak gorev yapan MIP'ler, boyut ve sekil olarak sablon molekdllere
benzeyen baskilanmis bolgeler olusturmak igin kullanilir. Bu baskilanmis bolgeler hedef
molekull segici taniyarak hedef molekulin yeniden baglanmasi agsamasinda verimliligi
arttinir [83]. Sekil 4.14'de gosterildigi gibi, MIP-AuNPs nanosensdrin PEN-G antibiyotigini
segici tayinini incelemek icin, AMX ve AMP gibi bazi yapisal analoglarin varliginda
yarismacl adsorpsiyon ¢alismalari yapildi. Bu amagla, AMX (0.25 ppb) ve AMP c¢ozeltileri
(0.25 ppb), MIP-AuNPs nanosensoru ile test edildi. Tablo 3'te gosterilen, MIP-AuNPs SPR
nanosensorin AMX ve AMP icin segicilik katsayilarinin sirasiyla 9.87 ve 16.78 olarak
hesaplandidi tespit edildi. Sekil 4.14 incelendiginde MIP-AuNPs SPR nanosensoérin
verdigi cevabin sersorgrami incelendiginde, AMX ve AMP icin non-spesifik baglanmalarin
oldugu ve bunun dusuk AR sinyal yanitlari ile dogrulandigi gézlenmistir. Sonug olarak MIP-
AuNPs SPR nanosensoérin, PEN-G antibiyotigini segici tayin ettigi goérilmektedir. Sekil
4.14 MIP- AuNPs SPR nanosensorin AMX ve AMP igin verdigi SPR sinyal yanitlarinin

zamana karsi AR cevaplarinin grafiklerinin gakistiriimasini géstermektedir.

% Reflektivite degisimi
N

0 50 100 150 200
Zaman, saniye

Sekil 4.14. MIP-AuNPs SPR nanosensoérin 0.25 ppb PEN-G, AMX ve AMP ¢dzeltileri igin

verdigi SPR sinyal yanitlarinin zamana kargi AR degerleri.

52



4.6. MIP-AuNPs SPR nanosensorun baskilama etkinliginin belirlenmesi

MIP-AuNPs nanosensorunun baskilama verimliligi PEN-G kullanilmadan hazirlanan NIP-
AuUNPs nanosensor ile gosterilmistir. NIP-AuNPs nanosensorun segicilik katsayisi ayni
sekilde AMX ve AMP (0.25 ppb) cozeltileri icin hesaplandiginda, NIP-AuNPs
nanosensorun PEN-G igin segiciliginin AMX e gore 2.74 kat, AMP ye gore 3.70 kat daha
fazla oldugu gorulda. Sekil 4.15 incelendiginde; NIP-AuNPs nanosensorun sirasi ile AMX

ve AMP cozeltileri icin verdigi sinyal yanitlari gorulmektedir.
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Sekil 4.15. NIP-AuNPs SPR nanosensorin 0.25 ppb PEN-G, AMX ve AMP c¢dzeltileri igin

verdigi SPR sinyal yanitlarinin zamana kargi AR degerleri.

MIP-AuNPs nanosensorunun baskilama verimliligi, NIP-AuNPs nanosensorin PEN-G
tayini icin verdigi sensor cevabi ile karsilastiriimasiyla incelendi. Bu amagla hem MIP-
AuUNPs nanosensor hemde NIP-AuNPs nanosensor 0.25 ppb PEN-G ile etkilestirildi. Sekil
4.16 PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs nanosensorinin ve PEN-G baskilanmamis NIP-
AuNPs nanosensorun 0.25 ppb PEN-G igin verdigi sinyal cevaplarinin % Reflektivite-
Zaman grafiklerinin gakistiriimasini géstermektedir. Sekil 4.16 grafigi incelendiginde; NIP-
AuUNPs nanosensorun, PEN-G ile kayda deger bir etkilesime girmedigi ve sinyal siddetinin
dusuk oldugu tespit edilmigtir. PEN-G baskilanmis  MIP-AuNPs ve  baskilanmamis
NIP-AuNPs SPR  sensorler kargilastirildiginda; PEN-G igin verilen sinyal yanitinin
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8.39dan 1.07’ye dustugl gorulmektedir. PEN-G igin MIP-AuNPs ve NIP-AuNPs
nanosensorlerin bagil secicilik degerleri AMX ile kiyaslandiginda 3.60 kat, AMP ile
kiyaslandiginda 4.53 kat fazla bulunmustur. Baskilamanin etkinligi ise, baskilama faktor
ise, kmr/knip=7.83 olarak hesaplanmis, elde edilen sonug¢ baskilama igleminin etkin bir
sekilde basarnldigini gostermektedir. Cizelge 4.5, MIP-AuNPs ve NIP-AuNPs
nanosensorlerin AMX ve AMP igin gosterdigi segicilik ve bagil segicilik katsayilarinin tablo

halinde 6zetlenmesidir.
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Sekil 4.16. MIP-AuNPs ve NIP-AuNPs SPR nanosensorin 0.25 ppb PEN-G ¢ozeltisi igin

verdigi SPR sinyal yanitlarinin zamana kargi AR degerleri.

Cizelge 4.4. MIP-AuNPs ve NIP-AuNPs nanosensorlerin PEN-G igin segicilik ve bagil

segicilik katsayilari.

MIP-AuUNPs NIP-AuNPs
AR k AR k Kk’
PEN-G 8.39 - 1.07 - -
AMX 0.85 9.87 0.39 2.74 3.60

AMP 0.50 16.78 0.27 3.70 4.53
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4.7. MIP-AuNPs SPR nanosensorunun tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

Biyolojik molekullerin sensor sistemlerinde tanima elemani olarak kullanimi, rejenerasyon
asamasindaki denaturasyonlari ve g boyutlu yapilari nedeniyle sinirlidir. Kararli polimerik
yapilari nedeniyle yeniden kullanilabilirlik kapasitesine sahip molekuler baskili SPR
nanosensorler, zorlu c¢evre kosullarina kargi dayanikhdir. MIP-AuNPs nanosensor
sisteminin tekrarlanabilirlik calismalari 0.25 ppb PEN-G c¢ozeltisinin SPR sistemine bes
tekrarli uygulanmasiyla incelendi ve sensor yaniti Sekil 4.17'de gosterildigi gibi
%Reflektivite degisimi-Zaman grafigi olarak cizildi. Onerilen ydntemin tekrarlanabilirlik
calismalari kesinlik ¢calismalari ile belirlendi. MIP-AuNPs nanosensorindn sinyal yaniti
tekrarlanabilirlik ¢calismalari, gun ici testler icin (Ug grup halinde bes tekrarh) istatistiksel
olarak deg@erlendirildi ve tekrarlanabilirligin dogrulugu, yuzde goreli standart sapma
(%RSD) degeri hesaplanarak incelendi. %RSD olarak ifade edilen gun i¢i deneylerin
sonuglarinin, <1.1'den daha dusuk olarak rapor edilmesi ylksek tekrarlanabilirlige isaret
etti. Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7 sirasi ile, 0.25 ppb konsantrasyonunda PEN-G ¢ozeltisi igin
tekrarlanabilirlik g¢alismalar igin yapilan 5 6lgumuin sonuglarini ve gun igin kesinlik
calismalari (Sekil 4.18) icin ayni konsantrasyonda 3 kez gergeklestirilen o6lgimin

sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 4.17. MIP-AuNPs nanosensorunudn yanitinin 0.25 ppb PEN-G ¢ozeltisi igin

tekrarlanabilirlik calismalari.
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Sekil 4.18. Farkh partiler ile hazirlanmis PEN-G baskilanmisg MIP-AuNPs nanosensori
icin gun ici deneyler; 0.25 ppb PEN-G analizi i¢in kullanilan her G¢ parti seklinde

hazirlanmis sensoér igin bes tekrarli analiz.

Cizelge 4.5. Tekrarlanabilirligi gdsteren kesinlik degerleri

Konsantrasyon AR istatiksel Analiz
(ppb)

0.25 8,01

0.25 8,11 Ortalama-8,04
0.25 7,98 STD-0,08

0.25 8,15 % RSD-1,008
0.25 7.97

Cizelge 4.6. Gun ici kesinlik

Konsantrasyon AR AR AR Ortalama
(ppb) %RSD
0.25 8,01 7,91 7,92

0.25 8,11 7,88 7,93

0.25 7,98 7,94 7,90

0.25 8,15 7,92 7,92

0.25 7,97 7,93 7,93

% RSD 1,008 0,290 0,154 0,484
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4.8. AuNPs’in SPR nanosensoruniun hassasiyetini artirici etkisi

iletken monomerler, grafen, karbon nanotiipler (CNT'ler), AuNPs ve benzerleri, sinyal
yanitini artirmak amaci ile yaygin olarak kullanilir. MIP-AuNPs nanosensoru, beklenen
algilama mekanizmasi ile tutarli olarak artan PEN-G konsantrasyonuna artan bir SPR
acisi yaniti verdi. Ayrica MIP-AuNPs nanosensor ile PEN-G tayininde kullanilacak, AUNPs
eklenmeden hazirlanan MIP nanosensor karsilastirildiginda, AuNPs'in sinyal siddetini

arttirmada etkili oldugu gosterilmistir.

Bu calismada, molekuiler baskilama teknigi ile secgici PEN-G tayini icin AUNPs ile modifiye
edilmis amino asit bazli monomerler kullanilarak yeni bir SPR nanosensoru gelistiriimistir.
AuNPs'lerin sinyal yaniti artirici etkisi, PEN-G tayini i¢in kullanilan MIP- AuNPs
nanosensorunun hassasiyetini artirir. Sekil 4.19, sirasiyla MIP-AuNP'lere ve MIP
nanosensorlerine uygulanan 0.25 ppb PEN-G ¢dzeltileri igin zamana kargi AR degerlerini
goOsterir.  Sekilde goéruldugu  Gzere, AuNPs tarafindan artirlmis sinyal yaniti

g6zlemlenmektedir.

7 MIP-AuNPS

6 ——MIP

% Reflektivite degisimi

0 50 100 150 200

Zaman, saniye

Sekil 4.19. AuNPs’in PEN-G igin sinyal yanitini artirici etkisi. PEN-G konsantrasyonu:0.25
ppb.
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4.9. Siit orneginden Penisilin-G tayini

PEN-G; B-laktam grubu antibiyotikler i¢erisinde yer alir ve sit ineklerinde gorulen mastitis
(meme iltihabi) gibi bakteriyel enfeksiyonlardan korunmada ve tedavide siklikla tercih
edilen antibiyotiktir [9]. Parenteral yani damar yoluyla verilmis olan PEN-G’nin %60-90’lik
kismi idrar yoluyla 6 saatlik stre sonunda uzaklastiriimasina ragmen, 90 saat ya da daha
uzun sure zarfinda sut ineklerinin memelerinde antibiyotik kalintilarina rastlaniimaktadir.
Basta mastitis olmak Uzere sutin ana ureticisi olan sut inekleri enfeksiyon hastaliklari
acisindan risk altinda olduklarindan antibiyotik tiketimi sarttir. istatistiklere ve son
arastirmalara gore, Mastitis'i kontrol etmek igin ilaglarin yanhs kullanilmasi, sitte ilag
kalintilarinin varliginin ana kaynagidir [78]. Sutte ila¢ kalinti konsantrasyonunun 1969
yihnda FAO/WHO tarafindan belirlenen limitin altinda olmasi gerektigi kuvvetle
belirtiimektedir. Veteriner ilaglari icin maksimum kalinti limiti birka¢ kez degistiriimis olup
surekli olarak yeni ¢ikan ilaglar temin edilmektedir. Stt ve sut Grtnleri halk arasinda saglikli
ve kapsamli bir besin maddesi olarak kabul edildiginden, bu gorusler lehinde girisimlerde

bulunulmasi énemlidir [79].

MIP-AuNPs nanosensoru ile PEN-G'nin segici tayini Uzerindeki matris etkisi, gergek bir
ornek olarak segilen sut ¢ozeltisi icin incelendi. PEN-G antibiyotigini iceren sut numunesi
¢oOzeltisi, bilinen bir PEN-G konsantrasyonunun eklenmesiyle hazirlandi ve bir MIP-AuNPs
nanosensore uygulandi. Uygulama isleminden 6nce, bilinen bir PEN-G konsantrasyonuna
sahip inek sutl numunesine 6n-islem uygulandi. Bu amagla sutu ¢okturerek proteinden
arindimak ¢in 20 dakika boyunca surekli karigtirarak asetonitril ilave edildi [80]. Elde edilen
karigsimi sizmek icin bir filtre kagidi (Whatman, 125 mm) kullanildi ve stpernatant geri
kazanildi. Geri kazanilan supernatan, herhangi bir askida kalan maddeyi uzaklastirmak
icin MSE 869-Minor santrifij kullanilarak 30 dakika boyunca 10.000 rpm'de santrifujlendi.
Hazirlanan MIP-AuNPs SPR nanosensor, PEN- G'yi sut numunesinde bulunan diger
molekullerden ayirt ederek, spesifik ve submikromolar hassasiyetle PEN-G'yi tayin etmek
icin kullanildi. Uygulanan yontem, PEN-G’nin konsantrasyonunun 5 ppb olacak sekilde
eklendigi sut numunesindeki PEN-G miktarini izlemek igin kullanildi. PEN-G seviyesini
belirlemek igin, MIP-AuNPs nanosensorl, PEN-G eklenmis sUt numunesi c¢ozeltisi ile

etkilestirimesiyle AR degerinin 28.54 oldugu belirlendi. Bu sonucun, 5 ppb PEN-G igeren
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sulu c¢oOzelti uygulanarak elde edilen sinyal degerinden daha dusik sinyal siddeti
(AR=30.10) igerdigi kaydedildi. Bunun nedeni, sut numunelerinde dogal olarak bulunan
molekullerin sterik bir etki sergilemesi veya yarismaci bir ajan gibi davranmasidir. 5.0 ppb

PEN-G katkili sut numunesinin sensorgrami Sekil 4.20 de gosterilmigtir.

30
25 — PEN-G katkilanmigsiit
PEN-G katkilanmamissit

20

1

5

1

0

5

0 50 100 150 200
Zaman, saniye

Sekil 4.20. MIP-AuNPs nanosensorin PEN-G katkili (5 ppb) ve katkisiz st 6rnegi icin sinyal yaniti.

Bu c¢alisma, hem sulu ¢ozelti hem de sit numunelerinden segici PEN-G tayini igin MIP
tabanh bir SPR nanosensor sistemi tasarlamayi ve gelistirmeyi amaglamaktadir. AUNPs
kullanilarak etiketsiz ve yeniden kullanilabilir islevsellestiriimis nanomalzeme tabanl SPR
nanosensor, herhangi bir referans malzemeye ihtiyag duymadan karmasik matris
ortaminda PEN-G yi tanima yetenegine sahip olacak sekilde gelistiriimistir. Bu amagla, tek
bir modda hem hidrofobik matris hem de fonksiyonel grup saglayici igeren ikili yetenege
sahip amino asit bazl bir MIP-AuNPs nanosensor hazirlandi ve PEN-G'yi bagka bir uzatici
kol, fonksiyonel monomer yada herhangi bir ligand immobilizasyonu gibi karmasik ekstra

prosese ihtiya¢ duymadan ilk kez tespit etmek i¢in kullanildi.

MIP, hedef molekillerin spesifik olarak taninmasi icin baskilama bogluklarina sahip
oldukca gekici fonksiyonel malzeme olarak kullanilir. Enzimler, antikorlar, ntkleik asitler,

aptamerler ve tam hucreler gibi geleneksel tanima elemanlariyla karsilastirildigi zaman,
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MIP'lerin sentez yontemleri daha ucuz, daha basit, daha hizli ve gesitli tayin ortamlarinda
onemli stabiliteye sahip oldugu goérilmustir. PEN-G'nin segici taninmasi igin afinite
malzemeleri biyoteknoloji alaninda buyuk o6nem tasimaktadir. Fenilalanin bdlgesi
tarafindan ¢ok sayida baglanma vyeri ile PEN-G molekiline baglanan MAPA, diger
elektrokimyasal sensorlere kiyasla PEN-G baskili MIP-AuNPs nanosensorune daha dusuk
tayin limiti ve daha yuksek hassasiyet saglar [15,16,18,20,21,23-25,28]. Birkag
elektrokimyasal sensorin literatirde daha iyi [22,26] tayin limit degerlerine sahip oldugu
bilinmesine ragmen, MIP-AuNPs nanosensorl, optik tabanh sensorlere kiyasla daha
disuk tespit limit degerleri gostermektedir (Cizelge 4.8) [31,32,34,37]

Wang ve arkadasglar penisilinin disuk konsantrasyonlarini tespit etmek icin tayin elemani
olarak penisilinaz (Pen X)-eskenar dortgen gdzenekli karbon kullanan bir elektrokimyasal
sensor tasarladi [15]. Baezzat ve arkadaslari ise bir karbon iyonik sivi Elektrot ve TiO>
Nano Pargaciklar (NP'ler)/iyonik Sivi (IL) (oktilpiridinyum iyodiir) kullanarak PEN-G'nin
tayini icin yeni bir sensor tasarladi [16]. Welden ve is arkadaslari, potansiyometrik sensor
(LAPS) kullanarak penisilini tayin ettiler [17]. Bir alan etkili cihaz platformu kullanilarak film
olusturan grafen oksit ve polianilin bazl biyosensér, Oliveira ve is arkadaslar tarafindan
tasarlandi [18]. Pen X adsorpsiyon tasiyicisi olarak manyetik mezo gozenekli igi bos
karbon mikro kurelere (MHM) dayali yeni bir tar elektrokimyasal sensor, Wang ve
arkadaslari tarafindan penisilin hizla saptanmasi icin hazirlandi [19]. Yu ve arkadaslari
tarafindan sutteki Pen-G kalintisinin kantitatif tayini icin katlanan tip elektrokimyasal
aptasensor geligtiriimistir [20]. Grafen/tionin (GO/TH) kompozitine dayali spesifik bir
elektrokimyasal reseptor sensoru, Wang ve arkadaslari tarafindan sut érneklerinde PEN-
G tayini igin kullaniimigtir [21]. Iki katmanh bir lipid membran tarafindan desteklenen beta-
laktamaz ve fullerene dayal bir elektrokimyasal PEN-G biyosensor, Zhang ve digerleri
tarafindan gelistirilmigtir [22]. Xiu ve arkadaslari tarafindan kobalt bazli mezo gézenekli
karbon malzeme (Co@C) hazirlandi ve karboksil iglevsellestirmesinden sonra COOH-
Co@C, elde edildi. Daha sonra, PEN-X ve PEN-G'yi [23] tayin etmek i¢in kovalent
baglama ile taglyici malzeme Uzerinde immobilize edildi. Sigir sttt drneklerindeki PEN-
G'nin elektrokimyasal tespiti i¢in Salihu ve arkadaslari nikel nanopartiktl modifiye elektrod
kullandi [24]. Li ve arkadaslari elektrokimyasal biyosensorler olarak multisegment
nanotel/nanopartikdl hibrit diziler hazirlamis ve bunlari penisilinin tayininde kullanmiglardir

[25]. Mohammad ve arkadaslari deneyde indirgenmis grafen oksit (RGO) ve altin
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nanopargaciklar kullanarak impedimetrik aptasensor hazirlamis ve Penisilin G yi yuksek
hassasiyetle tayin etmslerdir [26]. Nanoyapili karbon malzemeye (NSCM) dayali kimyasal
direncli sensorler, geleneksel sensorlere kiyasla yuksek hassasiyetleri, disuk maliyetleri
ve basit yapilari nedeniyle farkli analitlerin tespiti igin populerdir [27]. Jablonski ve
arkadaslari Al-P-Si-SiO2-Ta>0s-TMV modifiyeli EIS sensoru dretmis ve Penisilin G tespiti
icin kullanmiglardir [28]. Schol ve arkadaglari CNT'ler/enzim-lipid LB filmleri geligtirerek
Penisilin G'yi tespit etti [29]. Penisilinin floresan bazh bir fiber optik biyosensor ile tayini Xie
ve arkadaslari [30] tarafindan gelistirilmistir. Celili ve arkadaglari ikili floroforlar olarak farkh
renkli karbon noktalari (CD'ler) ve bir reseptor (B/'YCDs@mMIP) olarak mezo gdzenekli
yapili molekuler olarak baskilanmis bir polimer iceren floresan sensoér hazirlamig ve sutteki
PEN-G tespiti icin kullanmiglardir [31]. Amin baglanmig cam ve dendritik platin
nanoparcgaciklar kullanilarak sutteki PEN- G kalintisi kolorimetrik yontem ile Kwon ve
arkadasglari [32] tarafindan gercgeklestirilmistir. PEN-G'nin kolorimetrik tayini i¢in penisilinaz
ile fonksyonlandiriimis iki boyutlu fotonik kristal hidrojel (2DPPCH) biyosensoériu
gelistirilmistir [33]. Aghamirzaei ve grubu altin nanopartikiller ile bir konjuge antikor
kullanarak beta- laktam antibiyotik olan penisilini tespit etti. Bu amagla, penisilinin
kolorimetrik tespiti icin Cin marul yapragi ekstraktindan (indirgeyici olarak) sentezlenen
altin  nanopartikaller kullanildi.  Sonuglar, antikorun incelenen penisilinin 1 nM
konsantrasyonuna duyarli oldugunu goésterdi [34]. Cacciatore ve arkadaslari penisilin
baglayici proteini kullanarak sutte B-laktam antibiyotiklerin tespiti igin bir optik biyosensor

gelistirdi [37] ve 5.2 ug/kg LOD degeri ile tayin etti.

Bu calismada, MIP-AuNPs nanosensoérunun duyarlligi ve segiciligi, AUNPs’in SPR sinyal
artirici etkisi ve PEN-G molekiillerinin baskilanmasiyla arttirildi. MIP-AuNPs nanosensor,
ekstra uzatici kol veya ligand immobilizasyonu gerekmeden PEN-G'yi tayin etmek igin
kullaniimigtir. PEN-G'nin, AMX ve AMP i¢in sirasiyla 4.45 ve 3.12 olarak belirlenen yuksek
bir bagil secicilik degeri ile molekuler baskilama yontemiyle benzer molekullerinden segici

olarak saptandigi kanitlanmigtir.
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Cizelge 4.7. Penisilin G tayini i¢in kullanilan sensorler.

Malzeme

Pen X-rhombus gozenekli karbon

TiO, Nano-Partikiil (NPs)/Tyonik Sivi
(IL) (oktilpiridinyum iyodiir)

n—Si/SiOZISi3N4
polianilin:poli(2-akrilamido-2-metil-
1-propansiilfonik asit)
(PANI:PAAMPSA)

magnetic hollow carbon microspheres
(MHM)

Tiyollenmis ve MB-modifiye
aptamerler

Grafen/Tiyonin

beta-Laktamaz bagli fulleren (C-60)
destekli iki tabakali lipid membran
(C-60-s-BLM)

Co@C/penisilinaz

NiNPs/APTES

Au(L-sistein)-Pt(penisilinaz)
nanokablo

GNP/RGO/PGE
MWCNT
Al-p-Si-Si0,-Ta,05-TMV

CNTs/enzim-lipid LB film
penisilinaz
B/YCDs@mMIPs

platin-nanopartikiil

penisilinaz fonksiyonlu fotonik kristal
hidrojel

Altin nanopartikiiller ile konjuge
antikor

Metod

elektrokimyasal

elektrokimyasal

elektrokimyasal

elektrokimyasal

elektrokimyasal

elektrokimyasal

elektrokimyasal

elektrokimyasal

elektrokimyasal
elektrokimyasal
elektrokimyasal
elektrokimyasal
elektrokimyasal

elektrokimyasal

elektrokimyasal
floresan
floresan

kolorimetrik

kolorimetrik

LSPR
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LOD

2.68x10"mg mL*

2.09nM

10x10°°M

2.655x 107 mg mL*

1.7nM

0.06 pg L.

0.6ngL?

0.64 ng mL*

0.00031 uM
10.5 uM

0.8 M

50 uM

0.34 nM

1ngmL?

1nM

Ref.
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penisilin-bagli protein 2x SPR 52 ngkgt [37]

) [Bu
MIP-AuNPs SPR 0.0017 ppb calismal

4.10. PEN-G tayininin validasyon ¢aligmalari

Penisilinler ve sefalosporinler gibi beta-laktam antibiyotikler, insan enfeksiyonlarinin
tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu antibiyotiklere yiyecek ve su yoluyla surekli
istenmeyen maruziyetin, insanlarda yuksek morbidite ve mortaliteye neden olan
antibiyotige direngli bakterilerin patogenezini destekledigi bilinmektedir. Glnumuzde
veterinerlik endustrisinde, ¢iftlik hayvanlarinin buyimesini ve tedavisini tesvik etmek igin
dinya capinda ayrim gozetmeksizin gesitli tiplerde antibiyotikler kullaniimaktadir. Sat
hayvanlarinin sutiine degismeden gecen dnemli miktarda antibiyotik insan saghgina ciddi
zararlar vermektedir. Halk saghgi risklerini ve mali kayiplari 6nlemek icin gida sektoru ve
ilgili makamlar tarafindan gidalarda ila¢ kalintisi izleme ve kontrol programlari
yurutilmektedir. Sltte antibiyotik kalintilarini tespit eden birkag¢ tarama testi ticari olarak
mevcuttur. Maksimum kalinti limitlerinde (MRL) veya Uzerindeki penisilin veya
sefalosporinlerin varligi ¢esitli yontemler ile gosterildi.

GUnUumuzde, PEN-G tayini icin HPLC, kapiler elektroforez, spektrofotometre ve
elektrokimyasal yontemler gibi geleneksel teknikler kullanilmaktadir. Ayrica, spektroskopi
ile birlestirilmis bir gok gelismis tayin yontemi vardir. Bu metodolojiler yliksek hassasiyet ve
segiciligine sahip olmalarina ragmen, uzun ve karmasik numune hazirlama suregleri
gerektirmesi, maliyetli olmasi, uzun analiz sureleri, karmagsik cihazlar gerektirmesi ve
yuksek vasifli personel ihtiyaci gibi dezavantajlari vardir. Ayni sekilde, sut Urlnlerindeki
antibiyotik kalintilarini aninda tespit etmek ¢dzilmesi gereken zorluklardan biri olarak kald1.
Son zamanlarda antibiyotiklerin gida ve suda hizli ve yerinde tespiti icin bir optik temelli

biyosensolerr gelistiriimig ve test edilmigtir.

Sensoérler, bazi nanomalzeme veya polimeri kullanarak deteksiyon sinirini distrme,
spesifik ve secici olma avantajina sahiptir [84]. SPR teknigi, bir metal film Gzerinde meydana
gelen cesitli islemlere karsi oldukga hassastir ve yuzeyde meydana gelen molekuler
baglanma iglemlerini incelemek icin guglu bir etiketsiz yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Bu
arastirma ile, SPR tabanli PEN-G tayini i¢in basit, etkili, hassas, toksik olmayan, cevre
dostu bir yontem rapor edilmistir. Deneyler, sensor c¢ipine PEN-G antibiyotiginin

baskilanmasindan sonra yapildi. Farkli konsantrasyonlarda PEN-G ¢ozeltileri hazirlayarak
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ve SPR ¢ip sisteminden gegirilerek 3 dakika boyunca rezonans agisindaki kayma ol¢ulda.
Ayrica, sensor cipine PEN-G baskilandiktan sonra, reaksiyon sirasinda rezonans
acisindaki kaymay olctik. Rezonans acgisindaki kayma, SPR nanosensoru ile reaksiyona
giren PEN-G'yi saptamak icin olculmustur. MIP-AuNPs nanosensorl tarafindan st
numunelerindeki PEN-G'nin segici olarak tayin edilmesi, HPLC sistemi kullanilarak
dogrulandi. MIP-AuNPs nanosensoru tarafindan PEN-G tayininin validasyonu, HPLC
analizleri ile gergeklestiriimigtir. Kalibrasyon egrisi i¢in 1, 6.25, 12.5, 25 ppb
konsantrasyonlarinda PEN-G c¢ozeltileri hazirlanarak HPLC sistemine verildi. PEN-G
antibiyotigini iceren sut numunesi ¢ozeltisi, PEN-G antibiyotigi eklenerek hazirlandi ve ters

fazli C18 kolonu ile analiz edildi.

PEN-G'nin stok olarak hazirlanan ¢ozeltisi, 10 mM amonyum asetat:asetonitril (75:25, h/h)
karisimi igcinde 1 mg.mL* konsantrasyonunda hazirlandi. Kalibrasyon igin kullanilan
gOzeltiler hazirlanan stok ¢ozeltinin  asetat:asetonitril  (75:25, h/h) karisimi ile
seyreltimesiyle hazirlanmistir. HPLC sistemi kullanilarak 220 nm'de yapilan analizler ile
PEN-G miktar izokratik elisyon sistemi ile belirlendi. Mobil faz olarak, 10 mM amonyum
asetat ve asetonitril ¢ozeltisinin (75:25, h/h) karisimi kullanildi. 5 ppb konsantrasyonda
olacak sekilde PEN-G eklenmis st ¢dzeltisindeki PEN-G miktarinin, SPR tarafindan tahmin
edilen sonuglarla dogru orantili oldugu tespit edildi. Kalibrasyon egrisinin kromatogrami ve

5 ppb PEN-G katkilanmig sit numunesi Sekil 4.21' de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. PEN-G’nin HPLC ile analizi A) 1.0-25 ppb PEN-G ¢ozeltisi igin kalibrasyon egrisi
B) 5 ppb PEN-G katkilanmis ve katkilanmamig sut 6rnegi.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

e Calisma kapsaminda PEN-G tayininde kullanilan MIP-AuNPs SPR nanosensor sinyal
artirict AuNPs’in eklenmesiyle hazirlanmigtir. Tayin limitini dUsurerek hassasiyeti artirmak
icin eklenen AuNPs’in konsantrasyonunu belirlemek amaci ile dncelikle AUNPs’in boyut
dagihmi Nano Zetasizer boyut analizéru kullanilarak olgulmastir. Duguk polidispersite
indeks degerinden (PDI=0.116) homojen bir ortalama boyut dagilimina sahip monodispers
AuNPs'’in elde edildigi ve AuNPs'in ortalama boyutu U¢ kez (n=3) tekrarlanan élgimler
sonucunda 23.88 nm olarak belirlendi. AUNPs’in konsantrasyonu, zeta boyut analizi ile

belirlenen ortalama AuNPs’in ortalama boyutu kullanilarak 3,3><10_7 M olarak hesaplandi.

e PEN-G tayini icin hazirlanan MIP-AuNPs SPR nanosensor icin kullanilan MAC monomeri,
AuNPs ile MAC-AuNPs on-kompleks yapici, MAPA ise hedef molekal PEN-G ile
MAPAPEN-G 6n-kompleks yapici olarak fonksiyonel monomer olarak kullaniimigtir. MAC-
AuNPs ve MAPAPEN-G o6n-komplekslerin olusumu UV-VIS spektrofotometre ve FTIR-

ATR spektrometre ile dogrulandi.

e MAC-AuUNPs’in 6n kompleksinin spektrofotometrik dlgimleri incelendiginde, AuNPs ile
MAC monomerin komplekslesmesi dalga boyu kaymasi ile dogrulanmaktadir. Ayni sekilde
UV-VIS spektrofotometrede goruldigu Uzere, fonksiyonel MAPA monomeri ve kalip PEN-
G moleklulinin komplekslesmesi ise MAPA monomerine ait 280 nm de goérilen omuzun

MAPAPEN-G koplekslesmesinden sonra yok olmasiyla dogrulanmistir.

e MAC monomeri ile AuNPs’in kompleksleserek MAC-AuNPs on-kompleks olusturmasi
FTIR-ATR spektroskopisi ile dogrulanmistir. MAC monomerinin amid | ve amid Il
bantlarina ait karakteristik titresim bantlari sirasiyla 1452 cm ve 1523 cm-1'de gortillrken,
-OH grubuna ait bant ise 3347 cm'de gdzlenmektedir. Karboksilik asite ait (C=0) gerilme
bandi 1726 cm'de iken —SH grubuna ait gerilme bandi ise 2867 cm-t‘de gorilmektedir.
MAC-AuUNPs 6n kompleksine ait spektrumda -SH gerilme bantlarinin olmamasi, AuNPs’in

MAC monomerindeki sistein grubu ile koordinasyon yaptigini géstermektedir.
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MAPA monomerine ve MAPAPEN-G o6n-kompleksine ait FTIR-ATR spektrumu
inclendiginde ise MAPA monomerindeki benzen halkasinin 2950 cm-Y'deki —C=C grubuna
ait bandin 2975 cm-Y’e kaymasi, 1652 cm-Y’'deki bandin 1661 cm'e kaymasi ve 1615 cm-
Ydeki bandin siddetinin azalmasi MAPAPEN-G  o6n-kompleksin  olusugunu

dogrulamaktadir.

MIP-AuNPs SPR nanosensori hazirlanmak icin, MAC-AuNPs ve MAPAPEN-G 0n-
komplekslerden, hidrofilik monomer HEMA, ¢apraz baglayici EDMA ve AIBN baslaticisi

varliginda nanofilm elde edilmistir.

Kalip molekil PEN-G’nin, MIP-AuNPs SPR nanosensorden uzaklastirilmasi igin

metanol:asetik asit karigimi (80:20, v/v%) desorpsiyon ¢ozeltisi olarak kullaniimistir.

PEN-G baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensor, kalip molekil PEN-G eklenmeden,
MIP-AuNPs SPR nanosensor hazirlanmasi igin kullanilan recete kullanilarak

hazirlanmistir.

Calisma kapsaminda, AuNPs ile modifiye edilmis amino asit bazli monomerler kullanilarak
hazirlanan SPR nanosensoérinidn duyarlihdini artirmak igin deneysel bir metodoloji
geligtirildi. Deteksiyon limitini diglUrmek igin polimer karigsimina sinyal artirici olarak
eklenen AuNPs’in etkisini gérmek amaciyla uretilen MIP nanosensoér, MIP-AuNPs SPR

nanosensor hazirlanirken kullanilan recete ile hazirlanmis, sadece AuNPs eklenmemistir.

PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs ve PEN-G baskilanmis ama AuNPs eklenmemis MIP ve
PEN-G baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin  fonksiyonel  grup

karakterizasyonlari FTIR-ATR ile gergeklestiriimistir.

MIP-AuNPs ve MIP, NIP-AuNPs SPR nanosensorlerinin  FTIR-ATR spektrumu
kargilastirildiginda, polimerik yapiya PEN-G molekuli ve AuNPs girdigi tespit edilmistir.
Hazirlanan MAC-AuNPs on-kompleksin, MIP-AuNPs nanosensorunun polimerik yapisina
basariyla dahil oldugu FTIR-ATR spektrumu ile dogrulanmigtir. FTIR-ATR spektrumu
incelendiginde 1643 cm-! ve 1596 cm! dalga sayilarinda gorutlen amid | ve amid Il bantlari
PEN-G molekulinin yapiya entegre olarak baskilama igleminin basarili bir sekilde

gerceklestigini gostermektedir.
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e MIP-AuNPs ve NIP-AuNPs SPR nanosensdrlerin yuzey 6zellikleri ise AFM, Ellipsometre

ve Temas agisi olgumleriyle karakterize edilmistir.

e PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs nanosensorunun yuzey derinligi AFM gorintaleri ile

51.371£2.46 nm olarak tespit edilirken, baskilanmamis NIP-AuNPs nanosensorin yuzey
derinligi 70.68£1.39 nm olarak tespit edilmistir. MIP-AuNP'ler ve NIP-AuNPs
nanosensorlerin yuzey derinlik degerleri arasindaki fark baskilama isleminin basariyla
gerceklestirildigini gdostermektedir.
PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs ve baskilanmamig NIP-AuNPs SPR nanosensorlerin
ortalama yuzey kalinhgi elipsometre cihazi kullanilarak élgulmustir. MIP-AuNPs ve NIP-
AuNPs SPR nanosensorler icin hesaplanan ortalama kalinlik degerleri sirasi ile 77.51£0.4
ve 66.5+0.2 nm’dir.

PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs ve baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensoérlerin
yuzey islanabilirlikleri hidrofilik 6zelliklerinin temas agisi Olgllerek tespit edilmigtir. Su
temas acisi Olcumlerinden goéruldugu gibi PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs SPR
nanosensor yuzeyin temas agisi degeri 76.6°£0.5 olarak kaydedilirken, baskilanmamis
NIP-AuNPs SPR nanosensor icin su temas agisi 70.2°£0.7 dir. PEN-G baskilanmasi
sonucu temas agcisinin artmis olmasinin sebebi molekiler baskilama ile PEN-G'nin

MAPA'ya koordinasyonu sonucunda yuzeyin hidrofobikliginin artmis omasidir.

e MIP-AuNPs, MIP ve NIP-AuNPs SPR nanosensorler hazirlandiktan sonra farkli
konsantrasyonlardaki PEN-G ¢ozeltisi igin verilen sinyal yanitininin karsilastirilabilmesi

amaci ile MIP-AuNPs SPR nanosensar ile kinetik galismalara gecilmigtir.

MIP-AuNPs SPR nanosensoére farkli derisimlerde hazirlanmis PEN-G c¢ozeltileri
uygulanmistir. Derisimlerin artmasi ile birlikte sensér yaniti olan AR degerlerinde de bir
artis gorulmustar. Bunun muhtemel nedeni nanosensor yuzeyi ile ¢ozelti arasindaki strtcu
guc olan derisim farkinin artmasidir. Derigimin artmasiyla sensér yaniti AR degerlerinin

arttigi, AR’ye karsilik zaman grafikleri gizildiginde acgik bir sekilde gérulmektedir.

e MIP-AuNPs SPR nanosensor PEN-G nin iki farkh konsantrasyon araligi igin iki farkli
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baglanma davranisi gostermektedir. 0.01-0.25 ppb derisim araliginda alinan veriler
degerlendirilip, MIP-AuNPs SPR nanosensorin PEN-G igin, derisim-ylzde reflektivite
degisimi  dogrusalligi  incelendiginde  dogrunun  denklemi ve  dogrusalligi
y=32.643x+0.6395; R? =0.9992 olarak kaydedilirken 0.5-5 ppb derisim araligi icin y=
3.5122x+5.7072; R? = 0.9048 olarak hesaplanmistir. ki farkli konsantrasyon aralidi igin iki
farkli dogru denkleminin olmasi, PEN-G molekullerinin iki farkli baglanma kinetigi
gosterdigini agiklamaktadir. Kinetik analizlerde dusuk konsantrasyonlar i¢cin AR’ye karsilik
zaman grafikleri ¢izildiginde elde edilen dogru denkleminin yliksek regresyon katsayisi
dusik konsantrasyonlardaki baglanmanin yuksek afinite ile gerceklestigini gostermektedir.
Bagka bir deyigle; hazirlanan MIP-AuNPs SPR nanosensor, 0.01-0.25 ppb konsantrasyon
arahginda %99.92 dogrulukta élgiim yapabilmektedir.

Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinin hazirlanan MIP-AuNPs SPR nanosensorin
PEN-G tayini icin model oldugu goriimustir. 31.25 olarak hesaplanan ARmaks degerinin
deneysel bulunan ARmaks degerinin degerine (30.10) oldukga yakin oldugu tespit edilmigstir.
Langmuir denkleminden hesaplanan baglanma ve ayrilma sabitleri olan Ka ve Kp degerleri

siraslyla 1.3278 ve 0.7531 olarak hesaplanmistir.

PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs SPR nanosensorin PEN-G tayini icin segciciligini tespit
etmek amaciyla, PEN-G ye sekil ve buyukluk bakimindan benzeyen yarismaci molekuller
olan AMX ve AMP antibiyotikleri kullaniimis ve MIP-AuNPs SPR nanosensoérun verdigi

sinyalin cevabi incelenmisgtir.

Hazirlanan PEN-G baskilanmis MIP-AuNPs SPR nanosensorun ve baskilanmamis NIP-
AuNPs SPR nanosensorun PEN-G’ye karsi segiciliginin belirlenmesi igin yarigsmali
adsorpsiyon c¢alismalart AMX ve AMP antibiyotiklerin ¢ozeltileri uygulanarak
gerceklestiriimigtir. PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs SPR nanosensorin PEN-G igin
verdigi sinyal yaniti AR: 8.39 iken, ayni derisimlerde hazirlanan AMX ve AMP ¢ozeltilerine
verdigi sinyal degeri sirasiyla 0.85 ve 0.50’dir. Bu sonuglara gore hazirlanan PEN-G
baskilanmis MIP-AuNPs SPR nanosensoriun PEN-G’yi AMX goére 9.87, AMP’ye gore
16.78 kat hassas tayin edebildigi tespit edilmistir. Bu duyarlihgin muhtemel sebebi kalip
molekul olan PEN-G’nin ud¢ boyutlu yapisinin molekuler baskilanmis yapidaki kalici

bellege aktarilmasindan ileri gelmektedir.
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Baskilamanin PEN-G’nin segici tayinine olan etkisi, PEN-G baskilanmamis NIP-AuNPs
SPR nanosensorin PEN-G ve yarismaci ajan olarak kullanilan AMX ve AMP vyi tayin
ederken hesaplanan segicilik katsayilari ile belirlenmistir. PEN-G baskilanmig MIP-AuNPs
SPR nanosensor PEN-G yi, PEN-G baskilanmamig NIP-AuNPs SPR nanosensorin PEN-
G’ yi AMX ve AMP ye gore sirasi ile 3.60 ve 4.53 kat daha segici tayin etmigtir.

Baskilamanin PEN-G’nin segici tayinine olan etkisi, PEN-G baskilanmamis NIP- AuNPs
SPR nanosensorun PEN-G'yi tayin ederken verdigi SPR sinyalinin %Reflektivite degisimi
olarak dlgulmesiyle hesaplanmistir. PEN-G’nin baskilanmig MIP-AuNPs SPR nanosensor
ve, PEN-G baskilanmamis NIP-AuNPs SPR nanosensor karsilastirildiginda, sinyal
yanitinin  8.39dan 1.07’ye dustugu tespit edilmigtir. Baskilama faktorinin
ARwmir/ARNP=7.83 olarak hesaplanmasi baskilama isleminin etkin bir sekilde basarildigini

gOstermektedir.

MIP-AuNPs nanosensorinin PEN-G tayini igin verdigi sinyal yaniti tekrarlanabilirlik
calismalari, gun icgi testler icin (U¢ grup halinde bes tekrarli) istatistiksel olarak
degerlendirildi ve tekrarlanabilirligin dogrulugu, ylzde goreli standart sapma (%RSD)
degeri hesaplanarak incelendi. %RSD olarak ifade edilen gln igi deneylerin sonuglarinin,
<1.1'den daha dusuk olarak rapor edilmesi hazirlanan MIP-AuNPs nanosensorinin PEN-

G tayininde verdigi sensor yanitinda kayda deger dists olmadigini gostermektedir.

PEN-G tayini icin MIP-AuNPs nanosensorin hassasiyetini artirmak igin kullanilan
AuNPs’in etkisi, AUNPs eklenmeden hazirlanan MIP nanosensoérle tayin edilmistir. Ayni
konsantrasyon igin MIP-AuNPs nanosensorin verdigi sinyal yaniti 8.39 iken, MIP
nanosensorun verdigi cevap 2.93 olup, AUNPs hassasiyeti 2.86 kat artirmistir.

PEN-G'nin sut ornegi icindeki miktari, sut igerisinde bulunan bilesenlerin segici PEN- G
tayini Uzerindeki matris etkisi incelenerek bulunmustur. Bu amacla PEN-G’nin sit 6rnegi
icindeki miktar tayini icin MIP-AuNPs nanosensoér kullaniimis olup, bilinen PEN-G
konsantrasyonuna sahip olabilecek sekilde PEN-G’nin sut ornegine eklenmesiyle

hazirlandi. PEN-G seviyesini belirlemek igin, MIP-AuNPs nanosensora,

69



PEN-G eklenmis (5 ppb olacak sekilde) sut numunesi ¢ozeltisi ile etkilestirildi ve AR
degerinin 28.54 oldugu belirlendi. Bu sonucun, 5 ppb PEN-G iceren sulu c¢ozelti
uygulanarak elde edilen sinyal degerinden daha dusuk sinyal siddeti (AR=30.10) i¢erdigi
tespit edildi. Sut numunelerinde dogal olarak bulunan molekillerin sterik bir etki
sergilemesi veya yarigsmaci bir ajan gibi davranmasinin duguk sinyal yanitina sebep

oldugu tespit edildi.

MIP-AuNPs nanosensorun verdigi SPR sinyal yanitlarinin dogrulanmasi igin HPLC sistemi
kullanildi. Bu amagla sut numunelerindeki PEN-G'nin segici olarak tayin edilmesi, HPLC
sistemi ile valide edildi. MIP-AuNPs nanosensort tarafindan PEN- G tayininin validasyonu,
HPLC analizleri ile gerceklestirilmistir. Oncelikle kalibrasyon egrisi icin 1, 6.25, 12.5, 25
ppb konsantrasyonlarinda PEN-G ¢o6zeltileri hazirlanarak HPLC sistemine verildi. PEN-G
antibiyotigini iceren sut numunesi ¢ozeltisi, PEN-G antibiyotigi eklenerek hazirlandi ve ters
fazli C18 kolonu ile analiz edildi. 5 ppb konsantrasyonda olacak sekilde PEN-G eklenmis
sut ¢ozeltisindeki PEN-G miktarinin, SPR tarafindan ol¢lilen sonuglarla dogru orantili

oldugu tespit edildi.
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