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Gida iirlinlerinde, igme suyunda ve ¢evrede bulunan antibiyotik kalintilari, antibiyotige
direncli bakteri suslarinin ortaya ¢ikmasi, normal ekolojik dengenin bozulmasi ve alerjik
reaksiyon insidansinin artmasit dahil olmak iizere ciddi saglik sonuglarina neden
olmaktadir. Bu sebeplerden dolayi, halk sagliginin korunmas i¢in gida ve ¢evredeki bu
antibiyotik kalintilarinin tespiti hayati 6nem tasimaktadir. Bu tez ¢calismasi kapsaminda,
molekiiler baskilama teknigi kullanilarak hazirlanan yiizey plazmon rezonans (SPR)
sensor ile hem sulu ¢dzelti hem de st 6rneklerinden benzilpenisilin antibiyotiginin se¢ici
ve hassas tayini gergeklestirilmistir. Bu amacla, benzilpenisilin baskilanmis poli
(hidroksietil metakrilat-grafen oksit-N-metakriloil-L-fenilalanin) (MIP-GO) SPR sensor
hazirlanmistir. Hazirlanan sensor yiizeyinin farkli yontemler ile karakterize edilmesinden
sonra MIP-GO SPR sensor benzilpenisilini 1-100 ppb derisim araliginda 0.021 ppb
diisiik tayin sinir1 ve 0.9665 korrelasyon katsayisi ile dogrusal iliski gdstererek tayin
etmistir. MIP-GO SPR sensoriin hedef molekil benzilpenisilini segici tayin ettigini
gostermek amact ile segicilik ¢aligmalar1 gerceklestirilmis ve benzilpenisilini,
amoksisilinden 8.16 kat ve ampisilinden 14.04 kat daha segici tayin ettigi tespit
edilmistir. Baskilama verimliligini incelemek amaci ile benzilpenisilin baskilanmamis
poli (hidroksietil metakrilat-grafen oksit-N-metakriloil-L-fenilalanin) (NIP-GO) SPR
sensor benzilpenisilin molekiilii eklenmeden ayni polimerizasyon regetesi kullanilarak
hazirlanmistir. MIP-GO SPR sensor ile NIP-GO SPR sensor karsilastirildiginda
baskilama verimliligi (IF) 11.06 olarak tespit edilmistir. Grafen oksit (GO) yuzey



plazmon rezonans sinyal yanitin1 artirmak amaci ile eklendiginden, bu etkiyi incelemek
icin GO eklenmeden hazirlanan poli (hidroksietil metakrilat-grafen oksit-N-metakriloil-
L-fenilalanin) (MIP) SPR sensor ile kontrol deneyleri gergeklestirilmistir. MIP-GO, NIP-
GO ve MIP SPR sensorler, fourier doniisiimlii kizilotesi spektrofotometresi, atomik
kuvvet mikroskobu ve temas agisi lgtimleri ile karakterize edilmistir. MIP-GO SPR
sensoriin tekrarlanabilirlik ¢aligmalari, 25 ppb benzilpenisilin derisimi igeren ¢ozelti ile
gerceklestirilerek istatistiksel olarak analiz edilmistir. %21.0'den az olan gun-ici
analizlerin yiizde goreli standart sapmasi (RSD), ayni sensorle dort adsorpsiyon-
desorpsiyon dongusiinden sonra bile benzilpenisilin algilama yeteneginde ihmal
edilebilir bir kayip olduguna isaret etmistir. Gergek gida Ornegi olarak igine 6.25 ppb
benzilpenisilin eklenen ve eklenmeyen siitteki benzilpenisilin miktari MIP-GO SPR
sensor ile tespit edilmistir. Validasyon calismalar1 i¢in yiiksek performansli sivi

kromatografisi (HPLC) deneyleri gergeklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Grafen oksit, molekiiler baskilama, sensor, benzilpenisilin, yiizey

plazmon rezonans.
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Antibiotic residues in food products, drinking water and the environment cause the
emergence of antibiotic-resistant bacterial strains, disruption of the normal ecological
balance, and serious health consequences, including an increased incidence of allergic
reactions. For these reasons, 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 detection of benzylpenicillin antibiotic from both aqueous solution and milk
samples was performed by surface plasmon resonance sensor prepared using molecular
imprinting technique. For this purpose, benzylpenicillin imprinted poly (hydroxyethyl
methacrylate-graphene oxide-N-methacryloyl-L-phenylalanine) (MIP-GO) SPR sensor
was produced. Following the charaterization studies of sensor surface, benzylpenicillin
detection was performed by MIP-GO SPR sensor with 0.021 ppb detection limit and a
linear correlation of 0.9665 for the 1-100 ppb concentration range of benzylpenicillin.
Selectivity studies were carried out to show that the MIP-GO SPR sensor selectively
detects the target molecule benzylpenicillin, and it was determined that the MIP-GO SPR
sensor detected the target benzylpenicillin molecule 8.16 times more selectively than
amoxicillin and 14.04 times more selectively than ampicillin. To examine the imprinting
efficiency, non-imprinted poly (hydroxyethyl methacrylate-graphene oxide-N-
methacryloyl-L-phenylalanine) (NIP-GO) SPR sensor was prepared using the same
polymerization recipe without the addition of benzylpenicillin molecule. By comparing
the MIP-GO SPR sensor with the NIP-GO SPR sensor, the imprinting efficiency was

determined as IF: 11.06. Since graphene oxide (GO) was added to increase the surface



plasmon resonance signal response, control experiments were performed by a poly
(hydroxyethyl methacrylate-graphene oxide-N-methacryloyl-L-phenylalanine) (MIP)
SPR sensor prepared without adding GO to examine this effect. MIP-GO, NIP-GO and
MIP SPR sensors were characterized by fourier-transform infrared spectrophotometer,
atomic force microscopy and contact angle measurements. Repeatability studies of MIP-
GO SPR sensor were performed for 25 ppb benzylpenicillin concentration and
statistically analyzed. The percent relative standard deviation (RSD) of intraday-assays
of less than 1.0% indicated a negligible loss of benzylpenicillin detection ability even
after four adsorption-desorption cycles with the same sensor. As a real food sample, the
benzylpenicillin amount spiked into the milk sample with 6.25 ppb final benzylpenicillin
concentration and also unspiked milk sample was determined by MIP-GO SPR sensor.
High-performance liquid chromatography (HPLC) experiments were carried out for

validation studies.

Keywords: Graphene oxide, molecular imprinting, sensor, benzylpenicillin, surface

plasmon resonance.
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1. GIRIS

Benzilpenisilin en yaygin kullanilan B-laktamlardan biri olup hem insanlarda hem de
hayvanlardaki bakteriyel enfeksiyonun onlenmesi ve tedavisinde kullanilmakta olan
antibiyotiktir [1]. Ancak hayvancilikta antibiyotik kullaniminin yayginlagmasi siit gibi
gidalarda kalintilara neden olarak asir1 duyarli bireylerde alerjik reaksiyonlara neden
olabilmektedir [2]. Antibiyotiklerin uygulandiktan sonra ¢evreye salinmalarindan
kaynakl1 antibiyotik kalintilart halk saglig1 i¢in potansiyel bir tehdit olusturan antibiyotik
direncinin gelismesine neden olabilmektedir [3]. Bu tehlikelerin énlenmesi i¢in Avrupa
Birligi yonetmelikleri, siit ve ette bulunan antibiyotiklerin maksimum kalinti limitlerini
yayinlamustir [4]. Son yillarda ilag firmalarinin ve hastanelerin atik sularinda, belediye
atik sularinda, ylizey ve yeralt1 sularinda antibiyotik tespit edilmistir [5]. Halk sagligini
korumak i¢in gida ve ¢evre sularindaki benzilpenisilinin izolasyonu ve tayini i¢in hizli,
dogru ve spesifik bir yontemlerin gerlistirilmesi arzu edilmektedir. Halihazirda, biyolojik
numunelerdeki antibiyotiklerin, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile
analiz islemi gerceklestirilmeden 6nce kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) ile saptanabilir bir
seviyeye Onceden konsantre edilmesi gerekmektedir. Bu amacla C18, hidrofilik lipofilik
denge kopolimeri ve karisik fazli SPE sorbentleri yaygin olarak antibiyotiklerin
ekstraksiyonunda yiiksek geri kazanim degeri ile kullamilmistir [6]. Antibiyotiklerin
tayini genellikle, Bacillus stearothermophilus'un biyime inhibisyonuna dayanan

mikrobiyolojik tabanli tekniklerle gergeklestirilmistir [7].

Gunumuzde, benzilpenisilinin tespiti icin kromatografik testler [4,8-10], imminoassay
temelli yontemler [11,12] ve kapiler elektroforez [13] ydntemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemler olduk¢a hassas ve secicidir. Ancak nitelikli insan ihtiyaci,
kullanilan ¢6ziiciilerin ¢evreyi kirletmesi, donanimli analitik cihazlara gerek duyulmasi,
pahal1 ve zaman alic1 olmalar1 gibi baz1 dezavantajlara sahiptir. Uygulamasi kolay, hizli,
Ozgiil ve basit analizlerin gelistirilmesi bu dezavantajlarin iistesinden gelmek igin

gereklidir.

Son yillarda molekiiler baskilanmis polimerler (MIP'ler) geleneksel SPE sorbentlerin
sinirlamalarinin Gistesinden gelmek igin degerli bir alternatif olarak gelistirilmistir.
MIP'ler, hedef molekiile 6zgi tanima bolgelerine sahip, sentetik, istege gore 0zel retilen
malzemeler olup bir hedef molekiil, ¢apraz baglayici ve fonksiyonel monomerlerin

polimerizasyonuyla elde edilmektedirler [14,15]. MIP'ler, 6nceden belirlenmis spesifik

1



secicilikleri, kolay hazirlama ve iyi kimyasal kararliliklar1 gibi benzersiz ozellikleri

nedeniyle 6zellikle sorbent olarak kullanilmaya iyi adaylardir [16,17].

Sensdrler, biyolojik tanima elemanlarin1 ve doniistliriiciileri iceren analitik cihazlardir
[11]. Gida sektoriinde ve diger analitik alanlarda farkli analitlerin hizli, hassas ve yerinde
izlenmesi icin kullanilan yenilik¢i yaklasimlardan biri olup hayvansal kaynakli gidalarda
antibiyotik kalintilarimin tespiti i¢in basartyla kullanilmistir. Biyoalgilamada antikor,
enzim, aptamer, mikrobiyal hiicreler ve sentetik molekiiler baskilanmis polimer (MIP)
gibi farkli biyotanima elemanlari kullanilmistir [18]. Bunlar arasinda enzimler ve
antikorlar, antibiyotik kalmtilarinin tespiti i¢in en yaygin olarak kullanilan biyolojik
tanima elemanlaridir [19]. Son yillarda, benzilpenisilin antibiyotiginin tespitinde
elektrokimyasal [12,20-26], florimetrik ve kolorimetrik Olglimlere [27] dayali optik
sensorler kullanilmistir. Son yirmi yilda, optik antibiyotik tespit yontemleri, hizli tepkileri
ve yiksek hassasiyetleri nedeniyle giderek daha fazla dikkat ¢cekmektedir. 1995 yilinda,
yiiksek duyarliligi nedeniyle yiizey plazmon rezonans (SPR) tabanli sensorler antibiyotik

tespitinde kullanilmistir [28].

SPR, bir metal (genellikle altin) filmle kapli bir prizmadan yansiyan 1s18in yogunlugunu
olcen optik bir yontemdir. Isik prizma ve metalin sinirinda yayildiginda ve gelis agisi
kritik aciya ulastiginda toplam yansima etkisi meydana gelecektir. Yiiksek hassasiyet ve
etiketsiz kullanilabilme 6zellikleri nedeniyle, SPR tabanli sensorler biyolojik algilamada
yaygin olarak kullanilmaktadir [29]. Analit miktarina bagli olan SPR egrisinin degisim
diizeyi kayma acilarindan elde edilen yanit birimi olarak gercek zamanli olarak
izlenebilmektedir [30]. SPR sensorler, nukleotidler, protein-protein ve ilag-albiimin
arasindaki etkilesimleri arastirmak ya da hiicresel morfolojik degisiklikleri incelemek i¢in
kullanilmigtir [31]. Son yillarda klinik, ¢evresel ve gida giivenligi alanlarinda SPR
sensorlerinin uygulamalarini rapor eden yayinlarin sayist ¢ok hizli bir sekilde artmuistir.
SPR tabanli sensorler, kompakt tasarimlari, azaltilmis analiz maliyetleri, gercek zamanli
ve etiketsiz analizi yapabilme yetenekleri nedeniyle antibiyotik tespitinde buyik énem
kazanmustir. YUzey plazma rezonans goruntiileme (SPRi) teknolojisinin gelismesiyle
birlikte Sabina Rebe Raz ve arkadaglari, ¢ip ilizerinde farkli antibiyotik dizilerini
sabitleyerek sekiz ¢esit antibiyotigi ayni anda tayin edebildiklerini gostermislerdir [32].
Ayrica, Fatima Fernandez ve arkadaslar altin nanopargaciklarini antibiyotik filmlerin
digina sabitleyerek, enrofloksasin saptama siirimi 14 kat azaltan lokalize yizey plazma

rezonans (LSPR) etkisinden dolay1 SPR sinyallerini gii¢lendirmislerdir [33]. Cacciatore
2



ve arkadaslar1 ise benzilpenisilinin tespitinde kullanilan optik sensor gelistirmislerdir
[34]. O zamandan beri sensorler siit, bal ve tavuk dokularindaki antibiyotik kalintilarinin
tespiti icin uygulanmakta olup, tayin edilen tespit sinirt, maksimum kalinti sinirinin gok

altindadir.

Son yillarda, MIP'ler gida 6rneklerindeki farkli antibiyotiklerin tespiti i¢in hem optik hem
de elektrokimyasal sensorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir [35]. Dalga boyu
zayiflamasi kosullarini tespit eden ve/veya %kirilma indisindeki degisimi Olgen SPR
sensorler, vitaminlerin, mikotoksinlerin, reseptor proteinlerin, hormonlarin, veteriner ilag
kalintilarinin ve ayrica Salmonella gibi tum hdcrelerin tespitinde kulanilmaktadir.
Bununla birlikte, gida kirleticilerinin yerinde tespitinde yliksek verimle kullanilacak,
hassas, diisiik maliyetli tayin ve teshis metodlarmin gelistirilmesinde hala kisitlamalar
vardir. CUnki benzer yapilara sahip farkli molekiiller arasinda karsilikli girisim ve ¢apraz
reaksiyonlar meydana gelir [36]. Molekiiler baskilama teknolojisi ile 6zel olarak
hazirlanan tanima bolgeleriyle antikor benzeri yapay malzemeler {iretilerek biyolojik
molekiiller i¢in tanima elemanlar1 olusturulmaktadir. Miikemmel secicilige, yliksek
kimyasal ve fiziksel kararliliga sahip MIP'ler’in hazirlanmasi ucuz olup her ilgili hedef
icin tasarlanabilmektedirler. MIP tabanli sensorler, farmasatiklerin tayininde de basariyla
kullanilmaktadir [37].

Sensor tasarimindaki son gelismelerden birisi, benzersiz optik, elektrik, mekanik ve
kimyasal Ozelliklerinden dolay1 daha iyi performans elde etmenin bir yolu olarak
nanomalzemelerin kullanilmasidir. Nanomalzemeler, hedef analiti tespit etmek igin
gerekli olan gereksinimleri karsilamaya yonelik bir sensoriin hassasiyetini ve tepki hizini
artirabilir [38]. Nano-MIP'lerin sentetik afinite reseptorleri olarak sensor cihazlarina
entegrasyonu, tanima alaninda onemli bir etki yaratmistir. Altintas ve arkadaslari,
vankomisini hedefleyen nano-MIP'leri sentezlemek igin hesaplama simiilasyonlari ve
polimer bilesimi kullanmigtir [39]. Dogru molekiiler tanima ve adsorpsiyon elde etmek
icin MIP'ler, farkli fonksiyonel substratlar veya kaplamalar olarak tasarlanabilir.
MIP’lerin etkinliginin nasil artirilacagi, antibiyotik tayininde kullanilan sensorlerdeki
uygulama alanin1 genigletmek agisindan hala 6nemli bir parametredir. MIP'lerin
tasarlanabilir 6zelligi nedeniyle, etkin baskilama elde etmek i¢in ¢ok sayida malzeme ve
yontem kullanilabilir. Bununla birlikte, malzemelerin ve yontemlerin etkinliginin
incelenerek giiclii afiniteye sahip MIP'lerin nasil elde edilecegi, MIP tabanli sensor

gelistirmenin ana odak noktalaridir [40].



Karbon nanottpler (CNT'ler), grafen (GR), karbon nanolifler (CNF'ler), grafen kuantum
noktalar1 (GQD’lar) ve fulleren dahil olmak Uzere karbon nanomalzemeler, miikemmel
elektriksel iletkenlikleri, biiyiilk mekanik mukavemetleri, yliksek kimyasal kararliliklari
ve optik Ozellikleri sayesinde sensorlere entegrasyonunun yapilabilmesi nedeniyle gesitli
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir [41].

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda sentetik afinite reseptorleri olarak kullanilan MIP'lerin
SPR sensor ile entegrasyonu saglanarak tanima elemani olarak kullanimi saglanmustir.
Bu amacla benzilpenisilin baskilanmis SPR temelli sensor hazirlanarak, benzilpenisilinin
hem sulu ¢ozeltiden hem de benzilpenisilin katkilanmis ve katkilanmamus siit 6rneginden
secici tayini gergeklestirilmistir. Molekiiler baskilanmis SPR sensor, benzilpenisilini
taniyacak bolgeleri igerecek sekilde hazirlanmig, hassasiyeti artirmak amaci ile sinyal
yanitint artirict olarak grafen oksit (GO) ortama eklenerek diisiik tayin limiti elde
edilmistir. Calisma igerigini i¢eren adimlar asagidaki ¢alisma planindaki basamaklar

takip edilerek tamamlanmustir.

. Yiizey plazmon rezonans sinyal yanitininin hassasiyetini arttirmak ve tayin
limitini diistirmek amaci ile eklenen GO’larmn, 3-(trimetoksisilil) propil metakrilat
(TMSPM) ile etkilesmesiyle silanlanmis GO’nun (GO-TMSPM) olusturulmasi.

o Benzilpenisilin baskilanmis SPR sensor hazirlamak igin, benzilpenisilin ile N-
metakriloil-(L)-fenilalanin  (MAPA) fonksiyonel monomerin koordinasyonunun

saglanarak MAPA/benzilpenisilin kompleksinin olusturulmasi.
. SPR ¢ip altin ylizeylerin pirana ¢ozeltisi ile modifikasyona hazir hale getirilmesi.

° Cip yiizeyinde molekiiler baskilanmis polimerler elde etmek icin kullanilacak
vinil gruplariin eklenmesi amaci ile hazirlananan GO-TMSPM kompleksin, SPR ¢ip

yiizeyi ile etkilestirilmesi.

o GO icermeyen SPR sensor i¢in ¢ip yizeyinin modifikasyonu i¢in sadece TMSPM

ile etkilestirilmesi.

o MAPA/benzilpenisilin  kompleksi ile 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve
etilenglikol ~ dimetakrilat (EDMA) c¢apraz baglayict monomerin karistirilarak

polimerizasyon karigiminin hazirlanmasi.

o Hazirlanan polimerizasyon karisiminin vinil grubu eklenmis SPR ¢ip ylzeyine

damlatilarak spin kaplayici ile ylizeye homojen yayiliminin saglanmasi.
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J UV 15181 altinda polimerizasyon islemi ile benzilpenisilin igeren monomer
karisiminin benzilpenisilin baskilanmis poli (hidroksietil metakrilat-N-grafen oksit-N-
metakriloil-(L)-fenilalanin)  nanofilme dondstiiriilerek (MIP-GO) SPR  sensor

hazirlanmasi.

o Benzilpenisilinin ~ polimerik matriksten desorpsiyon ajan1  yardimi ile
uzaklagtirilmasi.

o Baskilamanin etkinligini tespit edebilmek amaci ile, benzilpenisilin eklenmeden

hazirlanan baskilanmamis poli(hidroksietil metakrilat-grafen oksit-N-metakriloil-(L)-
fenilalanin) (NIP-GO) SPR sensorin ve MIP-GO SPR sensor ile ayni kosullarda

hazirlanmasi.

o Hassasiyeti artirmak ve tayin limitini diislirmek amaci ile sinyal artirict olarak
kullanilan GO’ler eklenmeden hazirlanan benzilpenisilin baskilanmis poli (hidroksietil
metakrilat-N-metakriloil-(L)-fenilalanin) SPR sensériin (MIP), MIP-GO SPR sensor ile

ayn1 kosullarda GO eklenmeden hazirlanmasi.

o Benzilpenisilin baskilanmis (MIP-GO), baskilanmamis (NIP-GO) ve grafen oksit
eklenmemis (MIP) SPR sensorlerin  yizeyine tutturulmus nanofilmlerin FTIR

spektrofotometre ile karakterize edilmesi.

o Benzilpenisilin baskilanmis (MIP-GO), baskilanmamis (NIP-GO) ve grafen oksit
eklenmemis (MIP) SPR sensorlerin yilzey karakterizasyonunun, atomik kuvvet

mikroskobu ve temas a¢is1 analizleri ile karakterize edilmesi.

o 10 mM pH 3.0 ortaminda hazirlanan benzilpenisilinin sekiz farkli derisim degeri
(1, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 ppb) icin (MIP-GO) SPR sensor ile tayin calismalarinin
gergeklestirilerek %kirilma degerlerindeki degisimin plazmonik yanit olarak olgilmesi

ve Kinetik ¢alismalarin gergeklestirilmesi.

o MIP-GO SPR sensoriun tekrar kulanilabilirliginin, gln-igi tekrarlanabilirlik
deneyleri ile gergeklestirilerek, ti¢ farkli partide hazirlanan MIP-GO SPR sensor ile
gergeklestirilen analizin dort tekrarli yapilmasi ve sonuglarin istatiksel olarak

degerlendirilmesi.

° MIP-GO SPR sensorun secicilik calismalarinin, sekil ve boyut bakimindan

benzilpenisiline benzeyen, amoksisilin ve ampisilin ile gergeklestirilmesi.



J Baskilamanin etkinligini tespit etmek igin benzilpenisilin olmadan hazirlanan
baskilanmamig poli (hidroksietil metakrilat-grafen oksit-N-metakriloil-(L)-fenilalanin)

(NIP-GO) SPR sensor ile benzilpenisilin tayin isleminin gergeklestirilmesi.

J Hassasiyeti artirmak ve tayin limitini diisirmek amaci ile sinyal artirict olarak
eklenen GO’lar eklenmeden hazirlanan, benzilpenisilin baskilanmis poli(hidroksietil
metakrilat-N-metakriloil-(L)-fenilalanin) (MIP) SPR sensoriin benzilpenisilin tayininde

kullanilmasi.

J Gergek ornek olarak, MIP-GO SPR sensor ile benzilpenisilin katkilanmis ve

katkilanmamus siit 6rneginden benzilpenisilinin segici tayininin gerceklestirilmesi.

o Gergek drnek olarak, MIP-GO SPR sens0r ile segici tayin edilen benzilpenisilinin

validasyon ¢aligmalarinin, HPLC analizleri ile ger¢eklestirilmesi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotiklerin tarihcesi ve kullanim alanlari

Benzilpenisilinler, genis bir yelpazedeki bakterilere saldiran bir grup antibakteriyel
ilaglardir. Bakteri kokenli hastaliklara kullanilan ilk ilaglar oldugundan tip tarihinde
onemi oldukga buyuktur. Benzilpenisilinlerin kesfi ve {iretimi milyonlarca insanin
hayatin1 kurtardigi i¢in modern tibbin tedavi seklinin ¢ehresini yeniden sekillendirdigi

sOylenebilir. Sekil 2.1°de antibiyotiklerin ortaya ¢ikma kronolojisi gdsterilmistir.

* Silfonamidler s Tetrasiklinler * Oksazolidinonlar
+ Kloramfenikol
» Makrolidler

Sekil 2.1 Antibiyotiklerin ortaya ¢ikma kronolojisi.

Penisilin, bakteri hiicre duvarlarina miidahale ederek ¢alisir [42]. Bunu, bakteri
hiicrelerinde 6nemli bir yapisal rol oynayan peptidoglikanlar tizerinde etkisini gostererek
gerceklestirirler. Peptidoglikan, bakteri hiicrelerinin plazma zarindaki hiicre duvarlarinin
giictinii artiran ve dis sivilarin hiicreye entegre olmasmi Onleyen bir yapi olusturur.
Bakteri ¢ogaldiginda, hiicreler boliiniirken hiicre duvarlarinda kiigiik bosluklar olusur.
Penisilinler, peptidoglikanlar1 birbirine baglayan proteinleri bloke ederek bakterinin
hiicre duvarlarindaki deliklerin kapanmasini engeller. Cevreleyen sivinin su derisimi
bakteri icindekinden daha yiiksek oldugu i¢in, su deliklerden hiicreye akar ve bakteri
patlar. Penisilin kesfi, Isko¢ bilim insam Alexander Fleming tarafindan yapilmustir.
Kesfin hikayesi, Eyliil 1928'de Fleming laboratuvarina dondiigiinde, kapag artik yerinde
olmayan Staphylococcus bakterisi iceren bir petri kabi bulmasiyla baglar. Petri,
Penicillium notatum adi verilen mavi-yesil bir kiifle kirlenmistir. Fleming, bakterinin
biiyliyemedigi kiifii cevreleyen seffaf bir halka oldugunu fark eder. Fleming, bu kalib1
kesfederek ve kullaniminin farkina vararak, tip tarihindeki en faydal ilaglardan birini
yaratmak icin garklar1 harekete gecirmistir [43]. Mart 1942'de Anne Miller, penisilin ile
basarili tedavi goren ilk hasta olarak tip literatiiriine gecmistir. Yaptig1 diisiikten sonra

ciddi enfeksiyon kapmasi sonrasinda ilk antibiyotik tedavisiyle oliimden kil pay1



kurtulmustur [44]. Fleming teknik olarak ilk antibiyotigi kesfettiysede, kabul edilmis bir
tedavi olarak uygulanabilmesi icin birgok calismaya da ihtiya¢ duyulmustur. Ustiin bir
laboratuvara ve Fleming'den daha derin bir kimya bilgisine sahip bilim adamlari, isin
bliylik kismini gergeklestirmeyi bagsarmistir. Howard Florey, Norman Heatley ve Ernst
Chain, ilagla ilgili ilk derinlemesine ve odaklanmig ¢alismalar1 ortaya koymuslardir [45].
Fleming'in Nobel Odiilii kabul konusmasinda, penisilinlerin asir1 kullaniminin bir giin
bakteri direncine yol agabilecegi konusunda bilim insanlarini uyarmastyla yeni bir siirece
girilmistir.

Sanilanin aksine penisiline direng gelistiren kisi degil, bakterinin kendisidir. Bakteriler
milyarlarca yildir diinyada bulunmaktadirlar. Bu siire zarfinda zorlu ortamlara dayanmis
ve sonug olarak son derece ve etkili adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Ayrica
cok hizli bir sekilde yenilenirler ve bir popiilasyonda nispeten hizli genetik degisiklikleri
miimkiin kilabilirler [46]. Bakterilerin penisiline karsi bagisiklik gelistirmesinin i
yaygin yolu vardir. Bakteriler bazen penisilinleri parcalayan bir enzim olan penisilinaz
iiretebilir. Bu yetenek, konjugasyon adi verilen bir siiregte kiiciik bir DNA halkasi
araciligiyla bakteri popiilasyonu boyunca yayilabilir. Bu, bireysel organizmalarin
aralarinda yeni genetik bilgi paylastigi, cinsel liremenin bakteriyel esdegeridir. Degisen
bakteri yapisi sayesinde bazi bakteriler, peptidoglikan duvarlarindaki penisilin baglayici
proteinlerin bi¢imini, penisilinlerin artik ona baglanamamasi i¢in ustaca degistirebilir.
Penisiliden armmma ise diger bakterilerin penisilinleri ihra¢ etmek igin sistemler
gelistirmesini odak alir. Bakterilerin hiicreden madde salmak i¢in kullandiklar1 akis
pompalar1 vardir. Bu pompalardan bazilarinin bagka amaclarla kullanilmasi, hiicrenin
penisilinleri atmasina izin verebilir [47]. Antibiyotik direnci, saglik, veterinerlik ve tarim
sektdrlerinin yani sira yasamin herhangi bir agsamasinda insanlar1 etkileme potansiyeline

sahiptir. Bu da onu diinyanin en acil halk saglig1 sorunlarindan biri haline getirmektedir.

Antibiyotikler, su ve kara ortamina farkli yollarla girebilir ve sik antibiyotik kullanimi
'kalic1' bir organik kirletici olarak kalabilir [48]. Hayvanlarda antibiyotik kullanimi ise et,
tavuk, yumurta, siit, bal ve balik gibi gida maddelerinde antibiyotik kalintilarina neden
olabilmektedir. Bu ilaglarin kalintilari, insanlarda alerji, immiinopatolojik etkiler,
nefropati, hepatotoksisite, mutajenite, kanserojenite, kemik iligi toksisitesi, ilireme
bozukluklar1 ve hatta anafilaktik sok gibi gesitli toksik etkilere yol acabilir [49]. Gida
maddelerinde bulunan antibiyotik kalintilarinin en sik goriilen yan etkisi, son yillarda

ciddi bir uluslararasi sorun haline gelen antimikrobiyal direncin gelismesidir. Direngli
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bakteriyel patojenler besin zinciri yoluyla insana bulasabilmekte ve antibiyotik
tedavisinin etkisiz kalmasina neden olabilmektedir. Bakteri ve mantarlarin tehlikeli
olmasi i¢in her antibiyotige direngli olmasi gerekmez. Tek bir antibiyotige direng bile
ciddi problemler anlamina gelebilir. Ornegin; ikinci ve (giincii basamak tedavilerin
kullanilmasini gerektiren antibiyotige direngli enfeksiyonlar, organ yetmezIligi gibi ciddi
yan etkilere neden olarak hastalara zarar verebilir ve bakim ve iyilesmeyi bazen aylarca
uzatabilir. Bir¢ok tibbi gelisme, eklem replasmanlari, organ nakilleri, kanser tedavisi ve
diyabet, astim ve romatoid artrit gibi kronik hastaliklarin tedavisi dahil olmak Uzere
antibiyotik kullanarak enfeksiyonlarla savasma yetenegine baglidir [50]. Baz
durumlarda, bu enfeksiyonlarin tedavi segenegi yoktur. Antibiyotikler etkinliklerini
kaybederse, enfeksiyonlar1 tedavi etme ve bu halk sagligi tehditlerini kontrol etme sansi
ortadan kalkar. Her yeni antibiyotik sinifinin tanitilmasindan sonra ilag direncinin ortaya
cikmasi ve tehdit yavag bir ila¢ gelistirme hatti ve yeni antibiyotik ajanlarin kesfi ve
gelistirilmesine yapilan sinirh yatirimla birlesir. Uluslararasi, ulusal ve yerel antibiyotik
yOnetim kampanyalari, antibiyotiklerin ihtiyath kullanimini tesvik etmek ve gereksiz yere
maruz kalmay1 sinirlamak ve nihai hedef olarak ciddi ve yasami tehdit eden enfeksiyonlar

icin etkinliklerini korumak i¢in gelistirilmistir.

Antibiyotige direngli mikroorganizmalar, gereksiz ve yiksek dozlarda antibiyotik
kullanimina baglh olarak ortaya ¢ikar. Avrupa Birligi’nin 2012 verilerine gore hayvansal
tedavi amagli 1776.9 ton penisilin tlirevi iiretilmistir [51]. Hayvansal gidalarda bulunmasi
gereken tist sinir antibiyotik degerleri Avrupa Birligi tarafindan beyan edilmistir (Cizelge
2.1). Sutten bulunan penisilin grubu benzilpenisilin, amoksisilin, ampisilin i¢in bu deger
4 ug/L iken; yine penisilin grubunda bulunan oksasilin, nafsilin, kloxacillin, dikloksasilin

antibiyotikleri i¢in bu deger 30 ug/L’dir [52].



Cizelge 2.1 Siitte bulunan maksimum kalint1 limitleri [52].

Siitte bulunan maksimum kalint1
limitleri
Antibiyotik
Y Antibiyotikler EU Ulusal Gida
Sinifi 1 Kodeksi
ng —kg
Komisyonu
ug — kg™
B-Laktamlar Amoksilin 4 4
Ampisilin 4 -
Cefazolin 50 4
Benzilpenisilin 4 4

AB tarafindan belirlenen antibiyotik tist sinir degerlerinin asilmasi halk sagligi igin
tehlike olusturmaktadir. Gereksiz antibiyotik kullanimi ile direngli mikroorganizmalar
geliserek insan sagligini olumsuz etkiler. Bu yizden, sutte bulunan antibiyotik

kalintilarinin tespiti cok dnemlidir.

2.2. Antibiyotiklerin tayin yontemleri

Antibiyotiklere maaruziyeti kisitlamay1 hedefleyen protokoller sonucu antibiyotik tayinin
Oonemi ortaya ¢ikmistir. Simdiye kadar, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC),
enzim baglantili immiinosorbent tahlili (ELISA) ve sensor gibi antibiyotik tespiti igin
birgok analitik yontem rapor edilmistir [53]. Bununla birlikte, bu ydntemlerin
uygulanmasi genellikle diisiik segicilik, yiiksek zaman tiiketimi ve pahali aparat
gereksinimi nedeniyle sinirlidir. Sensor sistemleri, yiiksek hassasiyet, hizli tepki verme,
kolay minyatiirlestirme ve diigiik fiyat avantajlari ile antibiyotik tespiti i¢in uygun
yontemler haline gelmistir. Gida ve biyolojik numunelerde antibiyotik kalintilarini tespit
ederken, biyosensorler basit tahlil ile sadece yliksek 6zgiilliik ve hassasiyet avantajlarini
stirdiirmekle kalmaz, ayni zamanda tasinabilir olmalari nedeniyle kullanighdirlar. Bu
nedenle, sensorler, antibiyotik kalintilarmin gergek zamanli izlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sensor cihazi, temel olarak hedefin segici olarak tanimlanmasi igin bir

tanima eleman1 ve sinyal doniistiirme ve amplifikasyon igin bir doniistiiriicii igerir.
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Sensordeki molekiiler tanima elemanlart olarak reseptorler, analitlere spesifik olarak
baglanabilir, boylece sensor segiciliginin dnemli performansini da belirleyen yiiksek
diizeyde spesifik algilama ile sonuclanabilir. En yaygin biyolojik reseptorler, antikorlar
[54], molekiiler olarak baskilanmis polimerler (MIP'ler) [55] ve nukleik maddeler gibi
biyolojik tanima yetenegine sahip organik maddelerdir [56]. Ek olarak, hicreler veya
organizmalar da dahil olmak (izere biyolojik sistemler [57] de spesifik tanima elemanlari
olarak rapor edilmektedir. Segiciligin yani sira duyarlilik, sensor performansinin bir diger
onemli gostergesidir. Hassas algilama elde etmek i¢in, antibiyotik sensorleri olusturmak
icin molekdler biyoteknoloji, enzim katalizli reaksiyonlar ve nanomalzemeler dahil
olmak {izere gesitli sinyal amplifikasyon stratejileri de kullanilmistir. Bunlar arasinda
nanomalzemeler, 1yi termal iletkenlik, miikemmel mekanik mukavemet ve kararlilik,
yiksek spesifik yiizey alani, fantastik fotoelektrik o6zellikleri ve {istiin elektronik
iletkenligi nedeniyle ¢ok dikkat ¢ekmistir [58-60]. Nanomalzemeler, ¢esitli sensor
tirlerinin sinyallerini 6nemli 6l¢iide yiikseltmekle kalmaz, ayn1 zamanda yiiksek spesifik
ylizey alan1 nedeniyle analit ve reseptor arasindaki etkilesimi de gelistirir. Algilama
uygulamalarinda nanomalzemelerin biiyiik potansiyeli géz Oniline alindiginda, giderek

daha fazla galisma sensorlerde uygulamalarii bildirmektedir.

Bir sensoriin en onemli bilesenlerinden biri, hassas ve segici bir algilama siireci
saglayabilen tanima elemani veya reseptordur (Sekil 2.2). Sensorler, biyolojik 6rnekleri
tespit eden, biyolojik ve fizikokimyasal bilesenlerden olusan analitik cihazlardir [61].
Biyolojik reseptorler (enzimler, makromolekiil ya da antikor) 6rnegi taniyan ve 6rnek ile
etkilesime gecen kisimdir. Fizikokimyasal kisim 6rnegin derisimine bagli olarak olusan
etkilesimleri sinyale ¢eviren birimdir. Cikan sinyal cevirici birimin tdrine

(elektrokimyasal, termal, optik ve piezoelektrik) bagl olarak elde edilir [62].
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Sekil 2.2 Sensoriin tanima elemanlart.

Klinik ¢alismalarda, gida analizlerinde ve ¢evre uygulamalarinda kullanilan sensorlerin
diisiik maliyetli olmalar1 ve kullanim kolayligi saglamalar1 beklenir. Biyosensorlerin
tercih nedenlerinden biri analizlerin es zamanli izlenebilmesidir. Antibiyotik
sensorlerinde kullanilan antikor, aptamer, DNAzim, molekiiler baskilanmis polimerler ve
hiicre gibi farkli reseptor tirleri vardir. Monoklonal ve poliklonal antikorlar, yiksek
ozgiilliikleri ve segicilikleri nedeniyle antibiyotiklerin taranmasinda en yaygin olarak
kullanilan tanima elemanlaridir. insan ve fareden elde edilen ana immiinoglobulin (Ig)
tiirleri arasinda IgA, IgD, IgE, IgG ve IgM bulunur. IgG, serumdan ekstrakte edilebilen
en bol antikor izotipidir. Dort sabit ve iki degisken alanli iki agir zincir ve iki hafif
zincirden olusur [63]. 1gG oksitetrasiklin [64], sllfonamid [65], enrofloksasin [66],
monensin [67], kinolonlar [68], tilozin ve tilikosin [69] gibi ¢esitli antibiyotiklerin
saptanmasi i¢in yaygimn olarak kullanilmaktadir. Ayrica, IgY, imminoassay [70]
gelistirmek i¢in de kullanilabilir. Antikor bazli antibiyotik sensorleri her zaman diger
antibiyotiklerle ¢apraz reaksiyona girer ve bu da yanlis nicelemeyle sonuglanir. Bu
nedenle, diger reseptor tiirlerini kesfetmek bu sorunu ¢6zmek i¢in dnemlidir. Aptamerler,
biyolojik islem yerine kimyasal iglemle {iretilebilen tek sarmalli oligoniikleotitlerdir. Bu
nedenle, seriden seriye degiskenlik potansiyeli ve antikor {liretimi sirasinda viral veya
bakteriyel kontaminasyon sorunu énlenebilir. Aptamer sentezi icin spesifik bir molekuler
sekansin segilmesi igin tipik yontem, ligandlarin iistel zenginlestirme (SELEX) ile
sistematik evrimi olarak adlandirilir. SELEX islemi, farkli dizilere sahip biiyiik bir
kitapliktan bir oligoniikleotidin ¢oklu se¢im ve amplifikasyon dongiilerini kullanir.
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Kittphane, spesifik hedef ile inkibe edilir ve aptamer-hedef kompleksleri, baglayici
olmayan dizilerden ayrilir. Secilen oligoniikleotitler, PCR veya RT-PCR (DNA
aptamerleri durumunda) ve RNA transkripsiyonu (DNA aptamerleri durumunda) ile
amplifiye edilir. Se¢im dongiisii, yiiksek afiniteli niikleik asitleri hedef molekiile dogru
zenginlestirmek icin bircok kez tekrarlanir [71]. Aptamerler, geleneksel antikorlarla
karsilastirildiginda, daha diisiik iiretim maliyeti, daha kiicik boyut, daha diisiik
immiinojenisite, daha kolay modifikasyonlar, daha yiiksek kararlilik ve hedefe yonelik
daha yiiksek veya esit secicilik ve afinite gibi ¢esitli avantajlara sahiptir [72]. DNAzimler
veya deoksiribozimler, protein enzimleri gibi katalitik aktiviteye sahip nikleik asitlerdir
[73]. Ylksek katalitik aktiviteye ek olarak, kofaktorlere kars1 yiiksek 6zgiilliige, yiiksek
kararliliga, diisiik maliyete ve kolay sentez ve modifikasyona sahiptirler. Yaygin bir
DNAzim tirl, G-dortlii DNAzimler olarak bilinen G agisindan zengin problardir. K*
varliginda hemine baglandiklarinda peroksidaz taklit eden aktivite sergilerler. Yaban
turpu peroksidaz konjugatlar1 gibi ek kararsiz reaktiflere ihtiyag duyulmamasi nedeniyle

kolorimetrik testler gelistirmek i¢in artan bir popiilerlik kazanmustir [74].

Molekiiler baskilanmis polimerler, hedef analite kars1 antikor benzeri afinite ve segicilik
nedeniyle ¢ekici tanima elemanlaridir. Monomerlerin ve c¢apraz baglayicinin bir kalip
mevcudiyetinde polimerizasyonunu iceren molekiiler baskilama teknigi kullanilarak
islenirler. Kalip polimerden ¢ikardiktan sonra, hedef molekiilii (yani kalib1) yuksek
secicilikle tanmimak igin spesifik baglanma yerleri olarak islev goéren tamamlayici
bosluklar olusturulur [75]. MIP'ler, giiglii mekanik 6zelliklere ve yiiksek sicakliklara ve
basinglara karsi miikemmel dirence sahiptir. Bu da onlar1 sensér gelisimi igin uygun
malzeme haline getirir [76]. Ayrica, MIP'lerin kromatografi ve molekiiler baskilanmis
kat1 faz ekstraksiyonu igin ayirma ortami olarak genis uygulamalar1 vardir [77]. Son
yillarda, MIP'ler yiyecek 6rneklerinde farkli antibiyotiklerin tespiti i¢gin hem optik hem
de elektrokimyasal sensorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Optik sensorler soz
konusu oldugunda, ¢alismalarin ¢ogu MIP tabanli floresan sensorlere odaklanmustir.
Metal ve manyetik nanopartikiillerin MIP'ye dahil edilmesi, geleneksel MIP'lere kiyasla
daha yiiksek baglama kapasitesi, daha hizli baglama kinetik ve doniistiiriicii yiizeyine

daha kolay baglanti saglar.

Simdiye kadar, antibiyotik kalintilarinin hizli ve hassas tespiti i¢in nanomalzemelerin

(elektrokimyasal, floresan ve ylizey plazmon rezonans gibi) sinyal gugclendirmesine
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dayali gesitli sensorler gelistirilmistir. Yiizey plazmon rezonansi (SPR), elektronlar ve
fotonlar tarafindan etkilesebilen iki bilesen arasinda kenarda meydana gelen salinimlara
dayanan yaygin olarak kullanilan optik tekniklerden biridir [78]. SPR uygulamasinin
diger optik yontemlere gore 2,5 kat daha iistiin oldugunu belirtmekte fayda vardir. SPR,
saglamligi, yanittaki duyarliligi, hizli analiz i¢in uygulanabilirligi, tutarlilig1 ve maliyet
etkinligi nedeniyle birincil se¢imdir. SPR, metal yilizeye baglanabilen dielektrik kirilma
indisine (RI) kars1 ¢ok hassastir. Bu arada, RI malzemelerin icsel karakteridir. Metale
entegre edilmis herhangi bir dielektrik fark edilebilir. Bu nedenle, bu prensibe dayanarak,
SPR tabanli sensorler genellikle metal yuzeyinde enzim, antikor ve nukleik asit gibi
cesitli biyomolekiilleri birlestirir [79]. Molekiiller, SPR baglama reaksiyonu ile elde
edilen degerlere giivenerek dogrudan tanimlanabilir. Son on yilda, SPR tabanli sensorler,
sikistirilmis tasarimlari, tahlil maliyetleri ve gergek-zamanli ve etiketsiz analizi anlama

yetenekleri nedeniyle antibiyotik tespitinde biiylik 6nem kazanmustir.

2.3. Molekiiler baskilama teknigi

Hedef molekil icin 6zgil baglanma bdlgelerine sahip malzemelerin hazirlanmasinda
kullanilan yontemlerden biri molekiiler baskilamadir. Molekiiler baskilanmis polimerler
hedef molekile yuksek secicilik gosterir. Polimerik yapida hedef molecule sekil,

biiyiikliik ve geometrik yap1 bakimindan benzeyen hafiza bolgeleri olusturulur.

Molekiiler baskilanmis polimerleri (MIP) hazirlarken birinci basamaginda hedef
molekiilii etkilesen monomer(lerin) kullanilarak bir 6n-kompleks hazirlanir. Daha sonra
uygun capraz baglayici(lar) varliginda polimerizasyon islemi baglar ve son olarak bir
desorpsiyon ¢ozeltisi ile hedef molekil polimerden uzaklastirilir. MIP’lerin hazirlanmasi
basit, diisiik maliyetli, kararli ve secicidir. Farkli pH ve sicakliklarda yapilarini
koruyabildikleri gibi tekrar tekrar kullanilabilirler [80,81].

Hedef molekil, kovalent, kovalent olmayan, ya da ligand-aracili metal etkilesimler
sayesinde fonksiyonel gruplar ile etkileserek baskilanacak molekdl ile fonksiyonel
monomer arasinda kompleks olusur [82]. Baskilanan molekiil yikama ile uzaklastirilir,
Polimer matrikste fonksiyonel gruplari igeren spesifik bosluklar kalir. Sonrasinda hedef
molekdl bu spesifik bosluklari tanir [83,84]. Sekil 2.3’te molekuler baskilama yontemini

sematize etmektedir.
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Sekil 2.3 Molekiiler baskilama yonteminin basamaklari.

2.4. Ylizey plazmon rezonans
Yizey plazmon rezonans (SPR) sensorleri farkli 6l¢iim yontemlerine sahip gergek
zamanl 6l¢iim lazer-optik temelli cihazlardir. SPR cihazlarimin 6lgiim metodojileri temel

olarak lazer kaynaklarinin cinsi ve kullanilan dedektdr sistemlerine gore degisiklik

gosterebilir (Sekil 2.4).

Dedektdr,

Lazer i5ini P-Polarize - — Gii¢ Olgimii
Lazer 151 | | Prizma, Silica Fiber Dalga boyu 8lciimii
)

s} | P-Polarizor ‘A|t|n Cip ‘ ) | GOrunta

Lazer Kaynagi

Acl

Monokromatik ~ me— SPR Sistemi ——  {3rk|ilg

Polikromatik —) e Dalga
boyu
farkhligi

Sekil 2.4 SPR sensorlerin temel ¢alisma prensibi.

Biyomolekiil etkilesimlerin incelenmesi ilk olarak 1983 yilinda Liedberg ve grubu
tarafindan beyan edilmistir [85]. SPR bir film ile ayrilmig ve iki farkli kirilma indisine
sahip metal ve dielektrik ortamdaki dalga boyunda gonderilen 1s1gin metal yiizey ile

etkilesmesi sonucu olusur. Gonderilen 151gin bir kismi yansimaya ugrar ve dedektor
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tarafindan olgiiliir. Isigin diger kismi ise sensOr yiizeyindeki metal atomlari ile etkilesir
ve plazmon metal yuzey ile dielektrik kismin sinir noktasinda olustugundan bu yizeyde

olusan degisikliklere karsi hassas olmasi analitik uygulamalar i¢in avantaj saglar [86].

Monokromatik lazer kaynaklari tek dalga boylu 1s1ma yapan, sayisal aciklik (NA) ve
dalga boyu gibi fiziksel parametreleri olan kaynaklardir. Lazer 15181 3-boyutlu bir
diizlemde yayilir. Yonii k dalga vektori ile belirlenir. Isigin yayilim yoniine dik her iki
diizlemde siniisoidal dalga formunda olmasi ve dolayisiyla lazer kaynaklarindan ¢ikan
isinlarin polarize olmayan bir formda olustugu sdylenebilir. Yizey plazmonunun
olusmast i¢in ylizey yiik yogunlugunun P diizleminde gerceklesen polarizasyon islemi ile
ylzey Uzerindeki elektriksel alana dik olmas1 gerekmektedir. S polarizasyonu altin ¢ip
iizerinde plazmon olusturmadan tam yansima yapacaktir. Snell yasasi ile gelen 15181n n4
kirilma indisine ait bir ortamdan n, kirilma indisine ait bir ortama gegisinin ve

olusabilecek tam yansimalarin agiklamasi yapilabilir (Sekil 2.5).

n;

Sekil 2.5 Snell yasasinin gosterimi.

Plazmon frekansi ve dispersiyon denklemleri ortamlara bagli plazmon frekanst ile iliskili
yiizey plazmonlar1 uyarilma durumunu belirtir. Bulunan ortamin dielektrik katsayisi
olusan yiizey plazmon frekansini etkiler. Yiizey plazmonunu olusumu ve Orneklerin
baglanma durumundaki kirilma indisindeki degisimler neticesinde sistemin kinetik

analizleri ile birlikte baglanan etkilesimlerin saptanma islemi gercgeklestirilir. Sensor
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yuzeyinde tespit edilmek istenen hedef molekiiliin yiizey ile etkilesmesi 6z konusu olursa
151810 kirilma indisi degisiklige ugrar ve bu da aginin degisiklige ugramasina neden olur.
Zamana (genellikle saniye) bagl olarak bu agilarda gerceklesen degisimler es-zamanli
olarak izlenerek kinetik analizler ger¢eklestirilir. Biyomolekul-biyomolekiil etkilesimleri
gercek-zamanli gozlemlenmesi ile elde edilen sensorgramlardan afinite sabitlerinin
saptanmasi da kolaydir ve herhangi bir isaretleyici molekiile ihtiya¢ yoktur. Boylece

diisiik tayin araliklarinda analiz yapilabilirken analiz stresinin kisalmasi saglanabilir.

Kretschmann yapisi en ¢ok tercih edilen prizmadir. Sekil 2.6’de gosterildigi gibi i¢
kirmim olugmasi sonucu meydana gelen elektron salinimlart mevcuttur. Bununla birlikte
gelen 15181 bir kisminin absorbe edilmesiyle yiizeyde olusan plazmon yine sekildeki gibi
gozlenir. Sekil 2.7 ise SPR ile analiz sonucu olusan sensorgram surecini ifade eder. Metal
filmde plazmon olusumunu sadece p-polarize 151k saglayabilir. S-polarize 151k ise metal

filme paralel olusmasi sebebiyle ylizeyde plazmon olusturamaz [87].

Ornek ) pe—— e W
Altin Cip b

SPR
Gorlntileyici

Sekil 2.6 Dielektrik sinirlarda meydana gelen i¢ kirinim.
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Sekil 2.7 SPR sensoriinden elde edilen sensorgram.

Optik temelli sensorlerin bir sinifi olan plazmonik sensérler hedef molekiliin etkilesime
girdigi tanima elemanlarin1 kapsayan metal veya metal-dielektrik yapilarin bulundugu
destek malzemelerinden olusurlar [88]. Analit c¢ozeltisi sensore verildiginde hedef
molekllin yiizeydeki alici ile yakalanir ve tanima elemani kirilma indisinde degisiklige

sebep olur. Kirilma indisindeki degisiklik Sekil 2.8 gosterilmektedir.
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Sekil 2.8 Plazmonik sensorlerin ¢alisma sekli. Hedef molekilin tanima elemanlaria
baglanmasi (a) ve analit ile etkilesen sensor yiizeyindeki RI artisina bagli olarak

spektrumda meydana gelen degisiklik (b).

Grafen, karbon atomlarinin yanal eksende c-baglar1 ile baglandig1 ve yar1 dolu &
orbitalinin elektronlarin delokalizasyonunun saglandigi, altigen olarak diizenlenmis
sp?-hibritlesmesine sahip karbon agindan olusmaktadir. Grafen, milkemmel termal
iletkenlige, olaganiistii elektron hareketliligine, yiiksek teorik spesifik yiizey alanina
ve yuksek mekanik mukavemete sahiptir [89]. Bir¢ok arastirma grubu, gliniimiizde
grafenin kimyasal ve fiziksel Ozelliklerini incelemekte olup, grafenin cesitli
alanlardaki uygulamalarinmi (alan etkili transistorler, sensorler, seffaf iletken filmler,
tuzdan arindirma membranlari, giines pilleri vb.) ¢alismaktadir. Grafen liretmenin en
populer yontemlerinden biri kimyasal indirgemedir. Bu teknikte, grafit dnce
oksitlenerek grafit oksit tozu dretilir. Grafitin kimyasal oksidasyonu ilk olarak
1859'da Ingiliz kimyager B. C. Brodie tarafindan rapor edilmistir. Brodie, nitrik asitte
(HNO:3) grafiti oksitlemek icin "potasyum klorat" (KCIOs3) kullanmuistir [90].

Bu tez c¢alismasinda, molekiiler baskilama teknigi kullanilarak ylizey plazmon
rezonans temelli sensor ile hem sulu ¢ézeltiden hem de sut érneklerinden hassas ve
secici benzilpenisilin tespiti yapilmistir. Bunun igin benzilpenisilin baskilanmis GO
iceren poli (hidroksietil metakrilat)-grafen oksit-N-metakriloil-L-fenilalanin (MIP-

GO) SPR sensor hazirlanmistir. Eklenen GO’in ylizey plazmon rezonans sinyali
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Uzerine etkisini anlamak amaciyla GO igermeyen MIP SPR sensor kontrol deneyi
olarak tasarlanmistir. Baskilama verimliligini incelemek ic¢in benzilpenisilin
baskilanmamig GO igeren (NIP-GO) SPR sensOr, benzilpenisilin molekulu
eklenmeden ayni polimerizasyon regetesi ile sentezlenmistir. Sekil 2.9°da MIP-GO
SPR sensoruniin benzilpenisilin igin adsorpsiyon-desorpsiyon isleminin sematik

gosterimi gorulmektedir.

benzilpenisilinin uzaklagrnlmam

Benzilpenisilinin baglanmasi
—_—

Prizma

Sekil 2.9 MIP-GO SPR sensorin benzilpenisilin igin adsorpsiyon-desorpsiyon isleminin

sematik gosterimi.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kimyasal malzemeler

Hassasiyeti artirmak ve tayin limitini diistirmek amaci ile sinyal artirici olarak kullanilan
grafen oksitler (GO) Grafen-Supermarket’ten temin edilmistir. Benzilpenisilin ile
kompleks yapict hidrofobik N-metakriloil-(L)-fenilalanin  (MAPA) fonksiyonel
monomer, Nanoreg firmasindan satin alma yoluyla temin edilmistir. GOreceli hidrofilisite
saglayan, 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) monomeri, azoizobisbitironitril (AIBN)
polimerizasyon baslaticisi, etilenglikol dimetakrilat (EDMA) c¢apraz baglayici,
benzilpenisilin sodyum tuzu, yarismaci olarak kullanilan amoksisilin ve ampisilin
antibiyotikleri Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan satin alinmistir. SPR ylizeyler
(SPR-1000-050, GWC) Genoptics tarafindan temin edilmistir. Diger kimyasallarin hepsi
analitik saflikta olup Merck (Darmstadt, Almanya) tarafindan alinirken, gergek ornek
olarak analiz edilen siit 6rnegi lokal marketten satin alinmistir. Deneylerde kullanilan

deiyonize su 18 MQ/cm’dir.

3.2. MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin modifikasyonu

MIP-GO ve NIP-GO sensorlerin  hazirlanmasinda kullanilan GO’in  yiizeyine
polimerlesmede kullanilacak vinil gruplarmmin takilmasit ig¢in silanlama islemi
gerceklestirilmistir. Bu amagla 50 uL GO (5 g/L stok grafen oksit ¢ozeltisi) ve 50 uL
TMSPM c¢ozeltisi (50% TMSPM, 50% metil alkol) 3 saat suresince rotatdrde
dondurilerek etkilestirilmistir. GO icermeyen MIP SPR sensorde ise 50 pL hazirlanan
TMSPM cozeltisi (50% TMSPM, 50% metil alkol) GO eklenmeden cip ylzeyi ile

etkilesime sokulmustur.

3.3. MIP-GO ve NIP-GO SPR sensorlere GO-TMPSM’nin ve MIP SPR sensore
TMSPM’nin baglanmasi

SPR sensor olarak hazirlanacak ¢iplerin yiizeylerini temizlemek i¢in 10 mL asidik pirana
cozeltisi (3:1 v/v: konsantre H.SOs; %30 H20.) hazirlanmis ve ¢ipler bu ¢ozelti ile
yikanmistir. Yikama isleminden sonra SPR sensor ¢ip ylzeyinden saf etil alkol gecirilmis
ve oda sicakliginda kurutulmustur. Altin yilizeye vinil grubu takilmis GO’in baglanmasi

icin hazir hale getirilmistir. Hazirlanan GO-TMSPM karisimindan, yiizeyi temizlenmis
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ve kurutulmus ¢ip yiizeyine 20 pL damlatildiktan sonra 30 saniye sureyle spin kaplayicida
dondiirilmistur. Sensor ¢ip yizeyinde ince film seklinde dagitilmasi saglanmugtir. 2 saat
boyunca kovalent etkilesim igin bekletilen SPR ytizey, etil alkolle yikandiktan sonra
etkilesmeyen GO-TMSPM gruplart uzaklastirilmistir. MIP SPR sensfrde ise ayni
protokol takip edilerek bu sefer GO igermeyen TMSPM ¢0zeltisinden 20 pL sensor ¢ip
yuzeyine damlatilmistir. Daha sonra etil alkol ile yikanan ¢ipten baglanmayan TMSPM

gruplar1 uzaklastirilmstir.

3.4. MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensdrlerin hazirlanmasi

Benzilpenisilin baskilanmig GO igeren MIP-GO ve GO eklenmeden hazirlanan
benzilpenisilin  baskilanmig MIP SPR sensorlerin  yizeyindeki  nanofilmlerin
hazirlanabilmesi i¢in oncelikle MAPA/benzilpenisilin 6n-kompleksinin hazirlanmasi
gerekmektedir. Bu amagla hidrofobik MAPA fonksiyonel monomeri benzilpenisilin ile
koordinasyon yapici monomer olarak kullanilmis ve MAPA/benzilpenisilin 6n-
kompleksi olusturulmustur. SPR sensér ¢ip yiizeyine baglanan GO ise sinyal ve
hassasiyet artirici olarak kullanilmistir. Benzilpenisilin ile komplekslesecek fonksiyonel
MAPA monomerinin 35 pL’si (0.01 mmol), 3.56 mg benzilpenisilin (0.01 mmol) ile 1
saat siiresince etkilestirilip (1:1, MAPA:benzilpenisilin) MAPA/benzilpenisilin 6n-
kompleksi olusturulmustur. NIP-GO SPR sensor icin MAPA monomeri benzilpenisilin
ile 6n-kompleks olusturulmadan polimerizasyon i¢in hazirlanacak monomer karisimina
eklenmistir. MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensor yizeylerinde nanofilmlerin
olusturulmas: i¢in ilk olarak monomer karisimi olusturulmustur. Bunun i¢in, HEMA
(0.01 mmol) monomeri ve EDMA (0.04 mmol) ¢apraz baglayicist MIP-GO ve MIP SPR
sensorleri icin daha once olusturulmus MAPA/benzilpenisilin - 6n-kompleksine
eklenirken, NIP-GO SPR sensorii igin MAPA monomerine eklenmistir. Benzilpenisilin
baskilanmis MIP-GO, baskilanmamis NIP-GO ve GO icermeyen MIP SPR sensorler icin
herbir ¢ip yiizeyine baglatict olarak 1.5 mg AIBN igeren 10 pL polimer gozeltisi
damlatilmistir. SPR ¢ipler polimerlesmek i¢in 1 saat siireyle UV 15181 altina birakilmustir.
10 mM NacCl ¢ozeltisi benzilpenisilin hedef molekiiliinii polimerik yapidan uzaklastirmak
igin kullamilmistir. Bu amagcla benzilpenisilin baskilanmis MIP-GO, benzilpenisilin
baskilanmamig NIP-GO ve MIP SPR sensorler 20 mL desorpsiyon ¢Ozeltine konularak
calkalamali banyoda hedef molekiilin uzaklasmasi saglanmigtir. Desorpsiyonun

tamamlanmasi iglemi UV-VIS spektrofotometrede 291 nm’de absorbans vermeyinceye
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kadar takip edilmistir. Sonu¢ olarak MIP-GO ve MIP SPR sensorler igin
MAPA/benzilpenisilin - 6n-kompleksi kullanilirken, baskilanmamis NIP-GO SPR
sensOriin hazirlanmasi i¢in kullanilan yontem, MIP-GO SPR sensoriin hazirlandig:
yontem ile aymi olup benzilpenisilin eklenmeden uygulanmistir. GO eklenmeyen
benzilpenisilin baskilanmig MIP SPR sensor ayni sekilde MIP-GO SPR sensoriin
hazirlandigi yontemle GO eklenmeden hazirlanmigtir. Sekil 3.1 MIP-GO, NIP-GO ve
MIP SPR sensorler hazirlanirken ¢ip ylizeyinde polimerik nanofilm sentezlemek igin
hazirlanan monomer karisiminin ¢ip ylzeyine damlatilmasini sematize eder. Sekil 3.2°de
sensor yizeyindeki nanofilmin hazirlanmasi sirasinda Kullanilan spin kaplayici ve UV

lambas1 gosterilmistir.

Sekil 3.1 SPR altin ¢ip ylizeyinde nanofilm olusumunun sematik gosterimi.
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Sekil 3.2 MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin elde edilmesinde kullanilan spin
kaplayici (a) ve UV lamba (b).

3.5. MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin karakterizasyon calismalari
3.5.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR) spektrofotometresi

Benzilpenisilin  baskilanmis MIP-GO, baskilanmamis NIP-GO SPR sensorlerin
hazirlanmasi asamasinda kullanilan GO’in, silanlama ajan1 olarak kullanilan TMSPM ile
gerceklesen reaksiyonun sonucu elde edilen GO-TMSPM kompleksinin karekterizasyonu
FTIR spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10) ile gergeklestirilmistir.
Ayrica, benzilpenisilin  baskilanmig MIP-GO, baskilanmamis NIP-GO ve GO
eklenmemis MIP SPR sensorleri olusturan (poli-hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-
(L)-fenilalanin) temelli nanofilmlerin fonksiyonel grup karakterizasyonu ayni sekilde
FTIR spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sekil 3.3’te cihazin goriintiisii mevcuttur. Ayrica polimerlestirilen
ornekler vakum etuiviinde kurutulduktan sonra analiz edilmistir. %2 6rnek %98 KBr ile
karistirilmis ve hidrolik preste 600 kg/cm basing ile 120 saniye bekletilerek tablet haline

gelmesi saglanmis ve 4000-400 cm™ dalga sayis1 araliginda spektrumlari elde edilmistir.
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Sekil 3.3 FTIR spektrofotometre cihazinin goriintiisii.

3.5.2. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Modifiye edilmemis bos SPR yiizey, benzilpenisilin baskilanmis MIP-GO,
baskilanmamigs NIP-GO ve GO eklenmemis MIP SPR sensor ylzeylerinin
karakterizasyonu yar1 degen modda serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile belli
bir piksel ¢ézlndrlikte 6lcim alan AFM (Veeco MultiMode V) ile gergeklestirilmistir.
Olgtimler tarama hiz1 2 um/s ile ve 5x 5, 2 x 2 ve 1 x 1 um’lik bolgelerin goriintisti

alinarak yapilmustir. Sekil 3.4 AFM cihazinin gorintisini gostermektedir.

Sekil 3.4 AFM cihazinin goriintiisii.
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3.5.3. Yuzey islanabilirlik dlguimleri

Modifiye edilmemis bos SPR yiizey, MIP-GO ve NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin temas
acisinin dlgiim degerleri KRUSS DSA100 cihaz ile élgiilerek gerceklestirilmistir. MIP-
GO, NIP-GO ve MIP SPR sensor ¢iplerinin iizerindeki farkli noktalara damitilmis su
damlatilarak yapisik damla yontemi ile temas agilari belirlenmistir. Sensor yiizeylerindeki
U¢ noktanin temas agist dl¢limlerinin ortalamasi damlacigin kati yiizey ile sag temas
noktasindan alinan sagdan ve sol temas noktasindan alinan soldan temas agilarinin

Olcilmesyle saptanmistir. Sekil 3.5 temas agis1 cihazinin gorintisunu gostermektedir.

Sekil 3.5 Temas agis1 degerlerinin 6l¢iildiigii cihazin goriintiisii.

3.6. MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin kinetik analizleri

MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin Kinetik analizleri plazmon egrilerinin
SPRimagerll (GWC Technologies) cihazi ile goriintillenmesi ile gergeklestirilmistir.
MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin Gretilmesinde kullanilan 25 mm x 12.5 mm
yuzey alanina sahip olan 50 nm kalinliginda altin kapli SPR yiizeyler (SPR-1000-050
SPR CHIP GWC) Genoptics’ten satin alinmigtir. Isigin MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR
sensOrlere ulasma agis1 degistirilmis ve 1518 %kirilma degerleri alinmustir. YUzey

plazmon egrileri, zamana kars1 %kirilma degisimi grafige gegirilerek raporlanmistir.
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3.6.1. Kinetik ¢alismalar

Benzilpenisilin  baskilanmis MIP-GO SPR sensorin Kinetik analizleri  farkli
derisimlerdeki (1, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 ppb) benzilpenisilin cozeltilerinin SPR
sistemine uygulanmasi ile gerceklestirilmistir. pH 3.0 denge ¢ozeltisi igerisinde
hazirlanan benzilpenisilin antibiyotiginin ¢Ozeltileri cihaza verilerek adsorpsiyon-
desorpsiyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Sekil 3.6’da MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR
sensOrler icin kinetik analizlerin yapildigi SPR 6l¢iim cihazi ve SPRimagerl| sistemindeki
lazer kaynagi, kamera, ayna sistemi, peristaltik pompa ve yazilimin oldugu bilgisayar
gorulmektedir. Kinetik analizleri gergeklestirmeden Once, benzilpenisilin baskilanmis
MIP-GO ve baskilanmamig NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin yizeyi deiyonize su ile
yikanmistir. Daha sonra, yilizey plazmon egrileri sisteme pH 3.0 denge cozeltisi
uygulanarak alinmistir. Rezonans kirilma agis1 belirlendikten sonra deneyler belirlenen
bu ag1 tlizerinden gergeklestirilmistir. SPRview yazilimi kullanilarak kinetik analizler
gerceklestirilmistir. Program sayesinde dakika basina yaklasik olarak 150, %kirilma
degisimi Olculebilir ve gercek-zamanl olarak %kirilma degisiminin olusmasina olanak
saglanir. Sistemdeki ayna rezonans agisi degerine ayarlandiktan sonra pH 3.0 denge
cozeltisi 10 dakika sure ile sistemden gecirilir. Farkli derisimlerdeki benzilpenisilin
cozeltileri 0.15 mL/dk akis hizinda sirayla sistem dengeye ulastiktan sonra SPR sistemine
peristaltik pompa ile verilmistir. Anlik olarak gbzlenen rezonans frekansindaki kayma
degerleri kay1t edilir. Desorpsiyon icin sinyal dengeye geldikten sonra sisteme 10 mM
NaCl cozeltisi verilmistir. Desorpsiyon tamamlandiktan sonra veriler kaydedilmis ve
sistemden tekrar deiyonize su, ardindan pH 3.0 denge ¢0zeltisi gecirilerek sistem bir
sonraki deney i¢in hazir hale getirilmistir. Farkli derisimlerdeki benzilpenisilinin sulu

cozeltileri icin kinetik ¢alismalar da ayni1 yontem ile tekrarlanmastir.
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Sekil 3.6 Kinetik analizlerin yapildigi SPR cihazinin goriintiisii.

3.6.2. Yarismacilar ile yapilan kinetik analizler

MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisiline olan segiciligini belirlemek amaciyla 100 ppb
derisimindeki amoksisilin ve ampisilin antibiyotiklerinin pH 3.0 ortaminda hazirlanan
ayr1 ayr1 ¢Ozeltilerinin SPR sistemine siras1 ile verilerek sensorgramlar alinmustir.
Yarismal1 Kinetik analizler i¢cin aym yontem izlenmis olup rezonans frekansinin

belirlenmesinden sonra adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢alismalari yapilmistir.

3.6.3. Baskilama etkinliginin hesaplanmasi

Benzilpenisilin iceren sulu 6rneklerin hassas, diisitk maliyetle ve segici tayin edilebilmesi
amaciyla SPR temelli bir yontem tasarlanmistir. MAPA fonksiyonel monomeri
benzilpenisilin ile hidrofobik gruplar tzerinden kompleks yapmasi i¢in kullanilmustir.
Hazirlanan MIP-GO SPR sensoriin ppb derisimdeki benzilpenisilini tekrar kullanilabilir
sekilde tayin edebildigi gosterilmistir. Tanima elemani olarak gorev yapan molekiler
baskilanmis film tabakasi biyUklik ve sekil yoninden hedef molekiile benzeyen
baskilanmis bolgelere sahiptir. Baskilanmis bu bolgeler hedef molekiilii segici tanir [91].
MIP-GO SPR sensoriin baskilama segiciligini kanitlamak amaciyla benzilpenisilin
baskilanmamig NIP-GO SPR sensor, MIP-GO SPR sensor ile ayni kosullar altinda
sentezlenmistir. Benzilpenisilin ¢ozeltisi (100 ppb) MIP, MIP-GO ve NIP-GO SPR

sensOr sistemine ayni kosullarda verilmis ve kinetik analizler yapilmistir. Boylece
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baskilama segiciligi hesaplanmigtir. MIP-GO SPR ve NIP-GO SPR sensorlerin
benzilpenisilin ¢ozeltisi igin ¢akistirllmis plazmon grafigi ¢izilmistir. Esitlik 3.1
amoksisilin ve ampisilin i¢in dagilma ve secicilik katsayisinin nasil hesaplandigi

gosterilmektedir:

Kq = [(Ci-Ce)/CelxV /m (3.1)

Esitlik 3.2 de secicilik katsayinin (k) nasil hesaplandig1 goriilmektedir.

k=Kjqy hedef/Kd yarismact (3.2)

Esitlik 3.3 de bagil segicilik katsayisi (k”) nin nasil hesaplandigi goriilmektedir.

k' = Kkyp/knip (3.3)

Baskilama faktoriiniin (k’) Esitlik 3.4’e gore hesaplanmasi ile baskilama etkinligi

bulunmustur.

k"= ARyp/ARyip (3.4)

3.6.4. MIP-GO SPR sensoriin tekrar kullanilabilirligi ve istatiksel analizler

MIP-GO SPR sensoriin tekrar kullanilabilirligini incelenmek igin 25 ppb derisiminde
benzilpenisilin iceren ¢ozeltiler kullanilmistir. Uygun rezonans frekansina ayarlanan SPR
sistemi pH 3.0 cozeltisi ile dengeye getirilmistir. Sistem dengeye geldikten sonra
sistemden benzilpenisilin ¢ozeltisi gegirilmis ve rezonans kayma degerleri anlik olarak
goriilmustir. Daha sonra sisteme desorpsiyon ¢ozeltisi verilerek benzilpenisilinin
uzaklagmasi saglanmigtir. Bu islemler sistemde giin-i¢i olarak ¢ defa dort tekrarli
gerceklestirilmistir. MIP-GO SPR sensor icin istatiksel olarak degerlendirilen gun-ici
tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 tamamlanmis ve kesinlik degerleri %bagil standart sapma

(%RSD) olmak (zere verilmistir.
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3.6.5. GO’lerin sinyal artirma etkisi

Benzilpenisilin tespiti igin SPR sinyal yanitina GO etkisini incelemek amaciyla
benzilpenisilin baskilanmis MIP-GO SPR sensor hazirlanmistir. GO eklenmeden
hazirlanan MIP SPR sensoriin benzilpenisiline karsi verdigi yanit kontrol deneyi olarak
tasarlanmistir. Bu ¢alismada MAPA ve GO ile molekuler baskilama teknigi kullanilarak
benzilpenisilinin secici tayini icin yeni MIP-GO SPR sensor hazirlanmistir. Kinetik
analizler 100 ppb benzilpenisilin ¢ozeltileri ile MIP-GO and MIP SPR sensorlere sirasi

ile verilmistir. GO’in sinyal artiric1 etkisi elde edilen sonuglara gore tespit edilmistir.

3.7. Sutteki benzilpenisilin tayini ve kinetik calismalar

Siit ve siit triinleri temel besin kaynaklarindan biridir. St Ureticisi olan ineklerde
enfeksiyon riskini Onlemek ve halk saglhigini korumak icin antibiyotik kullanimi
yaygindir. Ancak ilaglarin yanlis kullanilmasi sonucu sutteki ilag kalintilar1 biyik bir
sorun yaratmaktadir ve belirlenen limitlerin altinda olmasi gereklidir [92,93]. Sut
icerisindeki benzilpenisilinin MIP-GO SPR sensor ile tayini sirasinda matriks etkisi
incelenmistir. Marketten alinan siite 100 ppb olacak sekilde benzilpenisilin eklenmis ve
benzilpenisilin baskilanmig MIP-GO SPR sensore uygulanarak Kkinetik analizler
yapilmistir. Benzilpenisilin, hazirlanan MIP-GO SPR sensor ile siit 6rneginde bulunan

diger molekiillerin varhiginda yiksek 6zgllluk ve hassasiyetle tespit edilmistir.

3.8. Validasyon ¢calismalari

MIP-GO SPR sensor ile sitte bulunan benzilpenisilin tayini HPLC sisteminde valide
edilmistir. Farkli derisimlerdeki (1, 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 ppb) benzilpenisilin
cozeltileri ile kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Her derisimdeki benzilpenisilin ¢ozeltisi,
amonyum asetat: asetonitril (75:25, v/v%) ¢6zelti karisimi i¢inde 10 mM olacak sekilde
10° ppb derisimdeki stok benzilpenisilin ¢dzeltisinden hazirlanmistir. Benzilpenisilin
iceren sut numunesi, marketten alinan siite 6.25 ppb benzilpenisilin eklenerek
hazirlanmistir. Numune ters faz HPLC C18 kolonu ile izokratik eliisyon sistemi

kullanilarak 220 nm’de analiz edilmistir.
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Sekil 3.7 Validasyon ¢alismalarinin gerceklestigi HPLC cihazinin goriintiisii.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA
4.1. GO-TMSPM kompleksinin karakterizasyonu

Sinyal artiric1 olarak kullanilan GO’in, silanlama ajani olarak kullanilan TMSPM ile
olusturdugu GO-TMSPM kompleksinin karakterizasyon islemi FTIR spektrofotometresi
ile gerceklestirilmistir. Sekil 4.1a’da sinyal artiric1 olarak kullanilan GO’in ve GO’in
TMPSM ile etkilesmesi ile olusan GO-TMPSM kompleksinin molekiler formilleri
goriilmektedir.  Sekil 4.1b  ise MAPA monomerinin  benzilpenisilin ile

MAPA/benzilpenisilin 6n-kompleksini olugturmasinin molekiiler formiilii goriilmektedir.

Sekil 4.2°de sinyal artirici olarak kullanilan GO’in ve GO’in TMSPM ile etkilesmesi ile
olusan GO-TMSPM kompleksin FTIR spektrofotometre ile karakterizasyonu
gorulmektedir. FTIR spektrumunda goriildiigii iizere, GO-TMSPM kompleksin yapisinda
GO’e ait fonksiyonel gruplarin pikleri tespit edilmistir. —OH fonksiyonel grubuna ait
gerilme band1 3538 cm™’de, C=0 gerilme band1 1720-1740 cm™'’de, sp> C-C
hibritlesmesine sahip oksitlenmemis C=C bagina ait band 1636 cm™’de gériiliirken, GO’e
ait 1261 cm™*’de goriilen C-O-C titresim bandinin GO-TMSPM kompleksinde 1295 cm’
L& kaymas1 komplekslesmenin gergeklestigini gdstermektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1 GO ile TMPSP’ nin olusturdugu GO-TMSPM kompleksinin molekdler formulii

(@) ve MAPA monomerinin benzilpenisilin ile MAPA/benzilpenisilin én-kompleksini

olusturmasi (b).
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Sekil 4.2 GO’in ve TMPSM ile yaptigit GO-TMSPM kompleksin FTIR spektrumu.
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4.2. MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin karakterizasyonu

Molekiiler baskilamanin sinyal yanitina etkisini incelemek igin benzilpenisilin
baskilanmis MIP-GO SPR sensoriin baskilama verimliligi benzilpenisilin baskilanmamis
NIP-GO SPR sensor ile karsilagtirilarak incelenmistir. Eklenen GO’ler hassasiyeti ve
sinyal yanitin1 artirmak ic¢in kullanildigindan, GO eklenmeden hazirlanan MIP SPR
sensor ile GO’in katkisi aragtirllmigtir. Bu amagla hazirlanan MIP SPR sensor sirasi ile
FTIR spektrofotometre, AFM ve temas agisi analizleri ile karakterize edilmistir.
Oncelikle MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorleri olusturan nanofilmlerdeki
fonksiyonel gruplar FTIR spektrofotometre ile tayin edilmistir. MIP-GO, NIP-GO ve
MIP SPR sensorlerinin FTIR spektrumu karsilastirildiginda, polimerik nanofilm yapisina
benzilpenisilin molekiiliiniin ve sinyal artirict GO’in girdigi tespit edilmistir. FTIR
spektrumu incelendiginde MAPA/benzilpenisilin 6n-kompleksin, MIP-GO SPR sensori
olusturan polimerik yapiya katildigi anlasilmaktadir. Sekil 4.3’deki MIP-GO SPR
sensoriin FTIR spektrumu incelendiginde 1175 cm™ dalga sayisinda goriilen tetrasiklik
yapidaki -CN bagimnin polimerik nanofilm yapisina entegre oldugu goriilmektedir. Ayni
sekilde 3495 cm™’deki benzilpenisilin molekiiliinin —NH bagina ait gerilme bandi,
nanofilm yapisina dahil oldugunu gostermektedir. NIP-GO SPR sensérdeki MAPA
amino asidine ait amid I band1 1476 cm™"de gériiliirken, MIP-GO SPR sensorde ayn1 band
1467 cm™’e kaymistir. GO’in MIP-GO’un yapisina dahil oldugu MIP ve MIP-GO
spektrumlari karsilastirildiginda, GO’ye ait 1630’daki —C=C bagina ait bandin MIP-GO
ya ait spektrumunda 1640 cm™¥e kaymas: ile anlasilmistir. Sonu¢ olarak hem
benzilpenisilinin hem de GO’nin MIP-GO SPR yapisina katildig1 anlasilmaktadir. Sekil
4.4’te ise MIP-GO ve MIP SPR sensorlere ait FTIR spektrumu gorulmektedir. Sekilde
sinyal artirma amaciyla eklenen GO’in etkisini incelemek amaciyla hazirlanan MIP-GO
SPR sensoriin ve GO eklenmeden hazirlanan MIP SPR sensoriin FTIR spektrumunu

gostermektedir.
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Sekil 4.3 MIP-GO ve NIP-GO SPR sensor yuzeylerindeki nanofilme ait FTIR spektrumul.
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Sekil 4.4 MIP-GO ve MIP SPR sensor ylzeylerindeki nanofilme ait FTIR spektrumu.

Modifiye edilmemis bos SPR yiizeyin, MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerinin
yuzey morfolojisi AFM ile yari degen modda karakterize edilmistir. Benzilpenisilin
baskilanmis MIP-GO SPR sensoriiniin yiizey derinligi AFM goriintiileri ile 119+1.46 nm
olarak tespit edilirken, ylizey piiriizlillik degeri 8.43’tiir. Benzilpenisilin baskilanmis

fakat GO icermeyen MIP SPR sensoriin yiizey derinligi 34+2.49 nm iken, yiizey
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purtizliillik degeri 2.89’dur. NIP-GO SPR sensoriin yiizey derinligi 112+1.01 nm iken,
ylizey piiriizliilik degeri 6.26 nm’dir. Bos SPR c¢ipin ise ylizey derinligi 9.5+0.91 nm
olarak ol¢iiliirken yiizey purizliliik degeri 1.12’dir. MIP-GO ve MIP SPR sensorlerin
ylizey derinlik degerleri arasindaki fark GO’lerin polimer yapisina bagariyla katildigini
gosterir. Diger yandan, MIP-GO SPR sensoriin yuzeyindeki piiriizlillik dagilimindan
benzilpenisilin molekiiliiniin SPR sensor yiizeyine homojen baskilandigi anlagilmaktadir.
Bos SPR altin ¢ipin, MIP-GO, MIP ve NIP SPR sensoriin yar1 degen modda dl¢iilen AFM
goriintiileri Sekil 4.5.A, Sekil 4.6.A, Sekil 4.7.A ve Sekil 4.8.A’da gosterilmektedir.

Ayrica derinlik ve piiriizliiliik degerleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Temas agisi cihazi (Kruss DSA100) kullanilarak, yiizeyinde herhangi bir modifikasyon
islemi yapilmamis olan bos SPR ¢ip yiizeyinin, benzilpenisilin baskilanmis MIP-GO,
baskilanmamig NIP-GO ve GO igermeyen MIP SPR sensorlerin yiizey 1slanabilirlik
ozellikleri incelenmis olup, temas acist degerlerini hesaplamak icin DSA2 yazilimi
kullanilmigtir. Cizelge 4.1°de modifiye edilmemis bos SPR yiizeyin, MIP-GO, NIP-GO
ve MIP SPR sensorlerin yiizeylerinin temas acgisi degerleri rapor edilmistir. Temas agisi
degerleri sonuglarindan goriildiigii gibi MIP-GO SPR sensorin yuzeyin temas agist degeri
69.0°+1.8 olarak kaydedilirken, NIP-GO SPR sensor icin temas agis1 68.6°+0.4 olarak
Olciilmiistiir. GO icermeyen MIP SPR sensoriin temas agis1 degeri ise 70.8°+2.1 olarak
Olcililmiistiir. Modifiye edilmemis bos SPR yiizeyin temas agis1 degeri ise 66.8°+2.6’dir.
Temas acis1 sayisal degerleri incelendiginde benzilpenisilin baskilandiktan sonra temas
acis1 degerinin arttig1 goriilmektedir. Bunun muhtemel sebebi molekiiler baskilama islemi
gergeklestirilirken benzilpenisilin - molekiiliiniin hidrofobik MAPA monomeri ile
koordine olarak, yiizey hidrofobikligini artirmasidir. Sekil 4.5.B, Sekil 4.6.B, Sekil 4.7.B
ve Sekil 4.8.B sirasiyla bos SPR c¢ipin, benzilpenisilin baskilanmis MIP-GO SPR
sensorilin, benzilpenisilin baskilanmis fakat GO igermeyen MIP SPR sensoriin ve
benzilpenisilin baskilanmamis NIP-GO SPR sensoriin temas agist Ol¢limlerine ait

goruntuleri gostermektedir.
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Sekil 4.5 Bos SPR sensoriiniin karakterizasyonu. AFM (A) ve temas agis1 (B) goriintiisii.

1190m

0nm

Sekil 4.6 MIP-GO SPR sensoriiniin karakterizasyonu. AFM (A) ve temas acist (B)

goruntusu.
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Sekil 4.7 MIP SPR sensoriiniin karakterizasyonu. AFM (A) ve temas acis1 (B) goriintiisii.
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Sekil 4.8 NIP-GO SPR sensoriiniin karakterizasyonu. AFM (A) ve temas acist (B)

goruntusu.
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Cizelge 4.1 Bos SPR ¢ipin, MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin temas agisi,

derinlik ve piiriizliiliik degerleri.

Ylzey Temas agis1 Derinlik Parazlulik
Bos SPR ¢ip 66.8°+2.6 9.5+0.91 1.12
MIP-GO 69.0°+1.8 119+1.46 8.43
NIP-GO 68.6°+0.4 112+1.01 6.26
MIP 70.8°+2.1 34+2.49 2.89

4.3. SPR sensorler ile ger¢eklestirilen kinetik analizler

Glinlimiizde herhangi bir isaretleme elemanina ya da etiketleme islemine ihtiyag
duymadan gergeklestirilen molekiiler diizeydeki analizler i¢in SPR temelli sensorler
siklikla kullanilmaktadir [94]. Analizlerin kisa siirede gergeklestirilmesi ve maliyetinin
diistik olmasi gibi avantajlar1 olan SPR sensorler ile molekdllerin hem kinetik analizleri
hemde nicel ve nitel karakterizasyonlar1 yapilabilmektedir [95]. Bu tez kapsaminda MIP-
GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorler hazirlanmis ve benzilpenisilinin 1-100 ppb derisim
araliginda hazirlanan ¢ozeltileri ile kinetik analizler gerceklestirilmistir. Molekdiler
baskilama yontemi; bir polimer matriks icerisinde, se¢ilmis olan hedef molekiili
biiyiikliik, sekil ve geometrik yap1 bakimindan tantyan hafiza bolgelerinin olusturulmasi
olarak tanimlanabilir. Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil
4.14’te farkli derisimlerde hazirlanmis benzilpenisilin ¢ozeltilerinin MIP-GO SPR sensor
tarafindan verilen sensor cevaplarinin sensorgramlari verilmistir. Sekil 4.15’te ise 1-100
ppb derisim araligindaki benzilpenisilin ¢ozeltilerinin  MIP-GO SPR sensor ile
etkilesimlerin cakisik kinetik analizleri gosterilmektedir. Sekiller incelendiginde artan
benzilpenisilin derisimi ile MIP-SPR sensoriin verdigi sinyal yanitinin arttigi

gorulmektedir.
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Sekil 4.9 1 ppb benzilpenisilin derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.10 6.25 ppb benzilpenisilin derigimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.11 12.5 ppb benzilpenisilin derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.12 25 ppb benzilpenisilin derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.13 50 ppb benzilpenisilin derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.14 100 ppb benzilpenisilin derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.15 1-100 ppb derisim araligindaki benzilpenisilin ¢ozeltilerinin MIP-GO SPR

sensor ile elde edilen sensorgramlari.

Sekil 4.15 farkli derisimlerdeki benzilpenisilin ¢ozeltilerinin MIP-GO SPR sensor ile
etkilestirilmesi ile olusan sensorgramlar1 gostermektedir. Grafikteki sensorgramlar,
zamana (saniye) karsilik ¢izilen %kirilma degisimi gostermektedir. Sekil incelendiginde
%Kkirilma degisim degerinin, benzilpenisilin molekiiliiniin artan derisimlerdeki
cozeltilerinin SPR sensor ylizeyi ile etkilestirildiginde arttigi anlasilmaktadir. Sekildeki
sensorgramlarin elde edilmesi igin baslangigta benzilpenisilin ¢dzeltilerini hazirlamak
icin kullanilan denge c¢ozeltisinin, sonrasinda farkli derisimlerde hazirlanmis olan
benzilpenisilin ¢6zeltilerinin ve son islem olarak desorpsiyon ¢6zeltisinin Spr sistemine

uygulanmasi gerekir.

Sekil 4.16 MIP-GO SPR sensdre uygulanan benzilpenisilin ¢6zeltisi icin, derigim
%kirilma degisim degerine karsi ¢izilerek elde edilen grafigin yiiksek dogrusallik
degerini ifade eder. Sekilden de goriildiigii gibi 1-100 ppb derisim araligindaki dogrunun
denklemi y=0.135x+1.8013 (R?>=0.9665) olarak hesaplanmustir. Yani tasarlanan MIP-GO
SPR sensorin, 1-100 ppb derisim aralifinda %96.65 dogrulukta 6l¢iim yapabildigini

gostermektedir.
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Sekil 4.16 MIP-GO SPR sensoriin kalibrasyon grafigi.

4.3.1. Denge Analizi

Benzilpenisilinin farkli derisimlerdeki ¢ozeltilerinin uygulanmasi sonucu elde edilen
baglanmalar ile olugan SPR yanitinin sinyal olarak degeri Esitlik 4.1 ve Esitlik 4.2°de
ifade edilmekte olup, denklemlerdeki dAR/dt sinyal degisim hizini, R ve Rmaks baglanma
sonucu elde edilen yanitin sinyal degerini, C benzilpenisilin derisimini, K baglanma olay1
gerceklesirken elde edilen hiz sabitinin oranini belirtmektedir. Baglanma sabiti Ka’ y1
hesaplamak i¢in ARgenge/C’ye karst ARdenge grafigi ¢izilirken, ayrilma sabiti Kp’ yi
hesaplamak icin Kp=1/Ka esitligi ile kullanilir.

dAR/dt:kaC(ARmaks'AR) -kgAR (4 . 1)

ARdenge/ C=KAARmaks—KAARdenge (4.2)
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4.3.2. Baglanma Kinetik Analizi

Esitlik 4.3, Esitlik 4.1’in yeniden diizenlenmesiyle elde edilmis olup, baglanmanin hiz
sabitini hesaplamak i¢in Esitlik 4.4 kullanilir:

dAIUdt = kaCARmaks — (kaC + kd)AR (43)

S =kiC + kg (4.4)

Bu esitlikteki ki ifadesi ¢izilen dogrunun egimi araciligi ile hesaplanirken, kq ise gizilen
dogrudaki kesim noktasina karsilik gelmektedir. Kq’nin hesaplanirken kaC>>Kq oldugu
durumlarda kesinlikten sapmalar olusmaktadir. Esitlik 4.5 teki denklem en kesin ve dogru

¢cOzumu ifade etmektedir [96].

In(ARo/ARy) = kq (t— to) (4.5)

Sekil 4.17.a ve Sekil 4.17.b siras1 ile denge analizi ve baglanma kinetik analizi ic¢in
olusturulan dogrularin grafigini géstermekte olup ¢izilen grafiklerin degerlendirilmesiyle
elde edilen ARmaks, Ka, Ka, Ka Ve Kp'ye ait sayisal degerler Cizelge 4.2°de tablo halinde

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.17 Denge analiz (Scatchard) (a) ve baglanma kinetik (b) yaklagimlari.

Cizelge 4.2 Denge ve baglanma kinetik analizleri ile elde edilen parametreler.

DDenge Analizi (Scatchard)

Baglanma Kinetik Analizi

ARmaks 14.082
Ka 0.0244
Kb 4.0983
R? 0.8493

Ka
Kq
Ka

Kb
R2

0.0012

0.0046

0.2609

3.8333
0.9986
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4.3.3. Denge izoterm Modelleri

Benzilpenisilin molekiiliiniin baskilanmasi ile elde edilen MIP-GO SPR sensére
benzilpenisilin ¢ozeltilerinin uygulanmasi sonucu olusan etkilesimlerin ve bu etkilesimler
yoluyla elde edilen baglanmalarin mekanizmasimi agiklamak amaci ile Scatchard,
Langmuir ve Freundlich izoterm modelleri uygulanmistir. Esitlik 4.6, Esitlik 4.7 ve
Esitlik 4.8°de sirasi ile Scatchard, Langmuir ve Freundlich izoterm modellerini ifade eden

denklemler gosterilmektedir.

ScatChaI’d, ARdenge/[C]:KA(ARmaks'ARdenge) (46)
Langmuir; AR={ARmaks[C]/Kp+[C]} 4.7)
Freundlich; AR=ARmaks[C]*" (4.8)

Sekil 4.18 incelendiginde benzilpenisilin tayini i¢in en uygun adsorpsiyon izoterm
modelinin en yiksek korelasyon katsayisina sahip Langmuir adsorpsiyon modeli oldugu
tespit edilmistir (R? = 0.9993). Modellere iliskin sonuglar Cizelge 4.3’te ifade edilmistir.

Baglanmanin hizini belirleyen hiz sabitleri Esitlik 4.4 ile hesaplanmustir.
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Sekil 4.18 Langmuir (a) ve Freundlich (b) adsorpsiyon izoterm modellerine ait grafikler.

Cizelge 4.3 Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm modellerine ait parametreler.

Langmuir Adsorpsiyon izotermi Freundlich Adsorpsiyon izotermi
ARmaks 13.00 ARmaks 1.735

Ka 6.754 1/n 0.724

Kb 0.148 R? 0.9902

R? 0.9993

4.4, Secicilik calismalari

Calisma kapsaminda benzilpenisilini hem diisiik maliyetle hemde hassas ve secici olarak
tayin etmeye yonelik SPR temelli tayin yontemi gelistirilerek, gelistirilen yontem
benzilpenisilinin hem sulu c¢0zeltisine hemde gercek Ornek olarak secilen site
uygulanmistir. Hassasiyeti artirmak amaci ile eklenen GO sinyal artirici olarak

kullanilirken, seciciligi artirmak amaci ile uygulanan MIP yonteminde baskilama islemini
48



gerceklestirmek i¢in kullanilan hidrofobik MAPA monomeri fenilalanin molekiiliiniin
saglayicist fonksiyonel monomer olarak gorev yapmistir. Amino asit bazli MAPA
monomerinin kullanilmasiyla hazirlanan MIP-GO SPR sensor, sulu ¢ozeltilerdeki
benzilpenisilin antibiyotigini ppb derisim diizeyinde tayin etmis ve tekrar tekrar
kullanilarak yeniden kullanilabirligi rapor edilmistir. MIP’lerde baskilama isleminin
gerceklestirlmesiyle hem boyut hemde sekil bakimindan sablon molekiillere benzeyen
baskilanmis bolgeler olusturulabildigi i¢in bu bolgeler tanima elemani olarak gorev
yapmaktadirlar. Bu baskilanmig bolgelerin tayin edilecek molekiilii bulundugu ortamdan
segici olarak tanimasi yeniden baglanma asamasindaki verimliligi artirmaktadir [97].
Sekil 4.19a’da Benzilpenisilin, 4.19b’de Amoksisilin, 4.19c’de ise Ampisilin
molekdullerinin, iki boyutlu (2D) ve U¢ boyutlu (3D) yapilar1 gosterilmektedir. Sekil
4.20'de gosterildigi gibi, MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilin antibiyotiginin segici
tayinini incelemek icin yarismaci adsorpsiyon calismalari yapilmis, sekil ve boyut
bakimindan benzilpenisiline benzeyen amoksisilin ve ampisilin gibi baz1 yapisal benzer
molekiillerin egliginde analizler gerceklestirilmistir. Bu amacla, amoksisilin (100 ppb) ve
ampisilin molekiillerinin hazirlanmis ¢ozeltileri (100 ppb), MIP-GO SPR sensériine sirast

ile uygulanarak test edilmistir.

Cizelge 4.4'te gorildigi gibi, MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilini, amoksisilin ve

ampisilinden sirasi ile 8.16 ve 14.04 kat se¢ici tayin ettigi hesaplanmuistir.
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Sekil 4.19 Benzilpenisilin iki boyutlu (2D) ve ¢ boyutlu (3D) yapisi (a), Amoksisilin iKi
boyutlu (2D) ve u¢ boyutlu (3D) yapisi (b), Ampisilin iki boyutlu (2D) ve (i¢ boyutlu (3D)
yapist (C).
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Sekil 4.20 MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilin, amoksisilin ve ampisilin ¢ozeltileri

icin verdigi sensorgram. Benzilpenisilin derisimi: 100 ppb.
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Sekil 4.21 MIP SPR sensortin benzilpenisilin, amoksisilin ve ampisilin ¢ozeltileri igin

verdigi sensorgram. Benzilpenisilin derigimi: 100 ppb.
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Sekil 4.20°daki MIP-GO SPR sensoriin amoksisilin ve ampisilin i¢in verdigi sensor
yanitlarinin  sensorgramlar1 incelendiginde, spesifik olmayan baglanmalar, diisiik
%Kkirilma sinyal yanitlari ile dogrulanmis olup MIP-GO SPR sensorin benzilpenisilini
secici bir sekilde tayin ettigi tespit edilmektedir. Sekil 4.21 ise MIP SPR sensor icin
segicilik caligmalarini gostermektedir. GO icermeyen MIP SPR sensoriin benzilpenisilini

MIP-GO SPR sensorden yaklasik 3 kat daha az segici tayin ettigi tespit edilmistir.

4.5. MIP-GO SPR sensoriin baskilama etkinliginin belirlenmesi

MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilin  baskilama verimliligi benzilpenisilin
kullanilmadan hazirlanan NIP-GO SPR sensor ile karsilastirilarak gosterilmistir. NIP-GO
SPR sensoriin segicilik katsayisi ayni sekilde amoksisilin ve ampisilin (100 ppb)
¢ozeltileri i¢in hesaplandiginda, NIP-GO sensorin benzilpenisilini amoksisiline gore
1.16 kat, ampisiline gore 1.28 kat secici tayin ettigi belirlenmistir. Sekil 4.22 NIP-GO
SPR sensoriin sirast ile amoksisilin ve ampisilin ¢ozeltileri igin verdigi sinyal yanitlarinin

sensorgramlarini gostermektedir.
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Sekil 4.22 NIP-GO SPR sensorun benzilpenisilin, amoksisilin ve ampisilin ¢ozeltileri igin

verdigi sensorgram. Benzilpenisilin derigimi: 100 ppb.
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MIP-GO SPR sensoriin baskilama verimliligini hesaplamak i¢in, MIP-GO SPR sensorin
benzilpenisilinin tayininde elde edilen sensor yanitinin sayisal degeri, NIP-GO SPR
sensOriin  benzilpenisilin tayininde elde edilen sensoér yanitinin sayisal degeri
karsilastirildi ve sonuglar incelenerek degerlendirildi. Tayin islemleri i¢in hem MIP-GO
SPR sensor hemde NIP-GO SPR sensor 100 ppb benzilpenisilin ile etkilestirildi. Sekil
4.23 Dbenzilpenisilin  baskilanmis MIP-GO SPR sensorin ve benzilpenisilin
baskilanmamig NIP-GO SPR sensoriin 100 ppb benzilpenisilin i¢in verdigi sinyal
cevaplarmin, %kirilma-zaman grafiklerinin gizilmesiyle elde edilen sensorgramlarinin
cakistirilmast gostermektedir. Sekil 4.23 grafigi incelendiginde diisiik sinyal siddetinin
sayisal degerinden NIP-SPR sensoriin benzilpenisilin ile kayda deger bir etkilesim
gostermedigi tespit edilmistir. Benzilpenisilin baskilanmis MIP-GO SPR sensoriin
benzilpenisilin i¢in verdigi sinyal yanitinin sayisal degeri 14.6 olup, benzilpenisilin
baskilanmamis NIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilin i¢in verilen sinyal yanitinin sayisal
degeri 1.32 olarak tespit edilmistir. Benzilpenisilin i¢in MIP-GO ve NIP-GO SPR
sensorlerin bagil segicilik degerleri kiyaslandiginda MIP-GO SPR sensorin NIP-GO SPR
sensOre gore amoksisilini 7.04 kat, ampisilini 10.9 kat se¢ici tayin ettigi tespit edilmistir.
Baskilamanin etkin bir sekilde gergeklesip ger¢eklesmediginin gostergesi olan baskilama
faktord IF:ARmip/AR nip =11.06 olarak hesaplanmis, elde edilen yiiksek sayisal deger
etkin bir baskilama isleminin basar ile gergeklestirildigini gostermistir. Cizelge 4.4, MIP-
GO ve NIP-GO SPR sensorlerin amoksisilin ve ampisilin tayininde gosterilen secicilik
ve bagil secicilik katsayilarinin 6zetlemektedir. Sekil 4.24 ise MIP-GO, MIP ve NIP-GO
SPR sensorin 100 ppb benzilpenisilin ¢ézeltisi igin verdigi zamana karst %kirilma

degerlerini gosterir.

Cizelge 4.4 MIP-GO ve NIP-GO SPR sensorlerin benzilpenisilin tayini icin secicilik ve
bagil segicilik katsayilari.

MIP-GO NIP-GO
AR k AR k K’
Benzilpenisilin 14.6 - 1.32 - -
Amoksisilin 1.79 8.16 1.14 1.16 7.04
Ampisilin 1.04 14.04 1.03 1.28 10.9
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Sekil 4.24 MIP-GO, MIP ve NIP-GO SPR sensorlerin segicilik 6rnekleri igin verdigi

%kirilma degisimi degerlerini gosteren sensorgram. Benzilpenisilin derigimi: 100 ppb.
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4.6. MIP-GO SPR sensériiniin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

Biyolojik  sistemlerdeki  molekullerin  analizleri  gergeklestirilirken  uygulanan
rejenerasyon asamasinda kolayca denatiire olmalari sebebi ile sensorlerde tanima elemani
olarak kullanilmalar1 olduk¢a zordur. MIP’lerin ise polimerik yapilar1 oldukca kararli
oldugundan zorlu g¢evresel sartlara dayaniklidirlar. Bu 6zellikleri sayesinde MIP temelli
SPR sensorler yaygin kullanim alan1 bulmaktadirlar. Benzilpenisilini tayin etmek iizere
iiretilmis olan MIP-GO SPR sensor sisteminin tekrarlanabilir bir sekilde benzilpenisilini
tayin edip edemedigini incelemek i¢in tekrarlanabilirlik calismalar1 gergeklestirilmistir.
Bu amacla 25 ppb derisimdeki benzilpenisilin ¢ozeltisi SPR sistemine arka arkaya dort
tekrarli uygulanmis, MIP-GO SPR sensor sistemin verdigi sinyal yanit1 %kirilma-zaman
grafigi seklinde c¢izilmistir. Sekil 4.25 MIP-GO SPR sensoriin tekrarlanabilirligini
belirten sensorgrami gostermektedir. Sekil 4.25 incelendiginde benzilpenisilin tayininde
kullanilan MIP-GO SPR sensor sisteminin, benzilpenisilini tayin etme kapasitesinde
kayda deger azalma (%1’den az) olmadig1 goriilmiis olup bu deger MIP-GO SPR
sensoriin tekrarlanabilir bir sekilde benzilpenisilinin Segici tayin ¢alismalarinda
kullanilabilecegini dogrulamaktadir. Cizelge 4.5 tekrarlanabilirli§i gosteren kesinlik

degerlerinin tek seferdeki 6lcimuni gosterir.

% Kirillma degisimi
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Sekil 4.25 MIP-GO SPR sensorun tekrarlanabilirlik sensorgrami. Benzilpenisilin

derisimi: 25 ppb.
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MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilini tayin ederken tekrarlanabilirligini gdsteren
caligmalarin kesinlik degerleri istatistiksel olarak dogrulanmistir. MIP-GO SPR
sensOriiniin tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 igin MIP-GO SPR sensor U¢ part halinde
hazirlanmis olup, her parti i¢in giin-ici testler tek seferde dort tekrarli olmak iizere her
parti i¢in en az ii¢ sefer gerceklestirilmistir. Sonuglarin dogrulugunu géstermek amaci ile
tekrarlanabilirlik calismalarindan elde edilen sinyal yanitlarinin degerlerinin ytlizde goreli
standart sapma (%RSD) degeri hesaplanmis ve sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Gergeklestirilen deneylerin sonuglarina ait %RSD degerlerinin
<1.0'den daha diistiik rapor edilmesi, MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilini ylksek
tekrarlanabilirlik ile se¢ici ve hassas tayin edebildigini dogrulamaktadir. Cizelge 4.5 ve
Cizelge 4.6 da MIP-GO SPR sensoriin 25 ppb derisimindeki benzilpenisilini tayin etme
caligmalarinin dort tekrarli olan analizlerinin kesinlik degerleri gosterilmektedir. Cizelge
4.5 tekrarlanabilirligi gosteren tek seferdeki 6l¢timiin dort tekrar i¢in kesinlik degerlerini
gostermekte iken, Cizelge 4.6 li¢ parti halinde hazirlanan MIP-GO SPR sensoriin tek
seferdeki dortlii tekrarin1 gostermektedir. Sekil 4.26 ise ii¢ partide hazirlanan MIP-GO
SPR sensorlerin ayni derisimdeki (25 ppb) benzilpenisilinin tayinini gergeklestirirken

olusturulan dort tekrarli 6lgtimlerinin sonuglarint gostermektedir.

6.5 1 EMIP-GO-1  EMIP-GO-2 = MIP-GO-3

~n A
=] (=) — ro
L L L L

% Kirilma degisimi
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o
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55 4
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Sekil 4.26 Farkli giinlerde hazirlanan MIP-GO SPR sensoOrll icin gln-igi %kirilma

degisim degerlerini gosteren grafik. Benzilpenisilin derigimi: 25 ppb.
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Cizelge 4.5 Tekrarlanabilirligin kesinlik degerleri.

Derisim (ppb) %Kirilma Istatiksel Analiz
25 6,25

25 6,19 Ortalama- 6,23
25 6,33 STD-0,03

25 6,28 % RSD- 0,01

Cizelge 4.6 Glin-igi kesinlik degerleri.

Derisim (ppb) %Kirllma  %Kirllma %Kirilma  Ortalama
%RSD

25 6,01 6,31 5,92

25 6,19 6,28 6,03

25 6,28 6,14 6,19

25 6,35 6,22 5,99

% RSD 0,02 0,07 0,11 0,2

4.7. GO’in GO-SPR sensOorun hassasiyetini artirici etkisi

Molekullerin hassas tayinini gergeklestirmek amaci ile sinyal artirict olarak kullanilan
iletken 6zellik gosteren monomerler, karbon nanotiipler, grafen oksitler siklikla uygulama
alan1 bulmaktadirlar. Bu ¢alisma kapsaminda benzilpenisilin tayini i¢in GO eklenerek
hazirlanan MIP-GO SPR sensor, beklendigi lizere artan benzilpenisilin derigimi ile tutarli
olarak artan bir SPR cevabi vermistir. GO’ nun etkisini incelemek i¢in GO eklenmeden
hazirlanan MIP SPR sensor ile GO eklenerek hazirlanan MIP-GO SPR sensorun
benzilpenisilin tayini igin verdikleri sinyal yanitlari karsilastirildiginda, GO’nun etkin bir
sekilde sinyal siddetini artirdigi tespit edilmistir. Bu amagla molekiiler baskilama
teknolojisi kullanilarak benzilpenisilinin segici tayini hedeflenirken GO eklenerek tayin
limiti distrilmistiir. Benzilpenisilinin baskilanmasi i¢in hidrofobik MAPA monomeri
kullanilarak amino asit temelli yeni bir SPR sensor iiretilmigtir. GO'lerin eklenmesi ile
sinyal cevabinin yaklagik 3 kat arttig1 tespit edilmis olup, GO’nu sinyal artirict 6zelliginin
MIP-GO SPR sensoriiniin hassasiyetini artirdigi belirlenmistir. Sekil 4.27, GO’ nun sinyal
artiric1 etkisini gostermektedir. Sekilde hem MIP-GO SPR sensoriin hem GO eklenmemis
MIP SPR sensoriin 100 ppb derisimdeki benzilpenisilin ¢6zeltisi i¢in ¢izilen
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sensorgramin grafigi gosterilmektedir. Zamana karst cizilen %kirilma degisim

degerlerinden, GO’nu sinyal cevabini artirdig1 agikca goriilmektedir.

MIP-GO

—MIP
15 A

% Kirllma degisimi

100 200 300 400 500 600

Zaman (saniye)

Sekil 4.27 GO’in benzilpenisilin tayini i¢in sinyal yamitimi artirici etkisini gdsteren

sensorgram. Benzilpenisilin derisimi: 100 ppb.

4.8. Siit orneginden benzilpenisilin tayini

Benzilpenisilin antibiyotigi [-laktam smifina ait olup bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle siit veren ineklerde goriilen ve siit
ineklerini enfeksiyon hastaliklar1 a¢isindan risk altinda birakan meme iltihab1 mastisitten
korunmada antibiyotik tiiketimi sart olup, olduk¢a etkilidir [98]. Ancak yapilan
incelemelere gore mastisit kontroliine yonelik yanlis uygulanan ilaglar siitte ilag
kalintilarina neden olmaktadir (WHO 1969). FAO/WHO 1969 yilinda siitte bulunmasi
gereken ilag derisim limiti belirlemistir. Giincellenen kalint1 limitleri ve piyasaya sokulan
yeni ilaglar ile halk sagligi i¢in 6nemli bir besin maddesi olan siit ve siit Urlnlerinin
kontroliine yénelik girisimlerde bulunulmasi1 énem arz eder [93]. ineklere damar yolu ile
uygulanan benzilpenisilin antibiyotiginin %90’a kadar olan kismi, idrar yoluyla 6 saat
sonunda hayvanin viicudundan uzaklastirilmasina ragmen, 90 saaat sonra bile halen

hayvan memesinde antibiyotik kalintis1 tespit edilebilmektedir.

Tez calismasi kapsaminda gercek drnek olarak secilen siit icerisindeki benzilpenisilinin

58



se¢ici tayini i¢in hazirlanmis olan benzilpenisilin baskilanmis MIP-GO SPR sensor ile
antibiyotik tayini gerceklestirilmistir. Boylelikle ayn1 zamanda siit i¢erisinde bulunan ve
matriks etkisi yaratan diger molekiillerin varliginda, benzilpenisilinin secici ve hassas
tayini gerceklestirilmistir. 6.25 ppb derisimdeki benzilpenisilin eklenmig siit drnegi
hazirlanarak, MIP-GO SPR sensor sistemine uygulanmistir. Béylelikle hazirlanmis olan
MIP-GO SPR sensor, benzilpenisilin antibiyotigini siit rnegi igerisinde bulunan diger
molekiillerden segici ve spesifik bir sekilde ayirt ederek, yliksek hassasiyetle tayin etmede
kullanilmistir. Derigsimi bilinen benzilpenisilinin siit 6rnegi icerisinde bulunan miktariin
uygulanan SPR yontemi ile tespit edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla MIP-GO SPR
sensOr benzilpenisilin katkilanmis slit numunesi ile etkilestirilmis olup %kirilma degeri
not edilmistir. Sekil 4.28 siit 6rnegine benzilpenisilin eklenmis sensorgram olup elde
edilen 2.51°1ik %kirilma degeri, ayn1 derisimdeki benzilpenisilin igeren sulu ¢ozelti
ornegindeki rapor edilen %kirilma degerinden (%kirilma de§isim=2.6) daha diisiik sinyal
cevabr elde edildigi gorilir. Aymi derisimde benzilpenisilin iceren cozeltiler
uygulanmasina ragmen siit 6rnegi i¢in daha diisiik rapor edilen benzilpenisiline ait sinyal
siddeti siit 6rneginde dogal olarak bulunan molekiillerin sterik etki yaratarak yarismaci
ajanlar gibi davranmasidir. Ayn sekilde benzilpenisilin katkilanmamus siit 6rnegi MIP-
GO SPR sensor sistemine uygulanmis ve katkilanmis olandan kayda de§er az sinyal

cevabi alinmistir (%okirilma degisim=0.2).

Planlanan ¢alisma ile hem sulu ¢6zeltiden hem de st numunelerinden secici ve hassas
benzilpenisilin tayinini gerceklestirmek amaci ile MIP temelli SPR sensor sisteminin
iretilmesi tasarlanmistir. Sinyal siddetini artirmak amaci ile eklenen GO, MIP-SPR
sensOriin hassasiyetini artirirken molekiiler baskilama yontemi segiciligi artirmaktadir.
Boylelikle hazirlanan tekrar kullanilabilir islevsellestirilmis nanomalzeme tabanli SPR
sensor sistemi ile herhangi bir etiketleme ve referans molekile ihtiyag duymadan
benzilpenisilin antibiyotigi siit 6rnegi gibi karmagik matriks ortaminda bile segici ve
hassas bir sekilde tayin edilmistir. Bu amagla benzilpenisilin molekiiliiniin baskilanmasi
icin fonksiyonel hidrofobik MAPA monomeri kullanilmig ve amino asit temelli MIP-GO
SPR sensor hazirlanmistir. Boylelikle benzilpenisilin tayini i¢in herhangi bir uzatici kola
yada ligand immobilizasyonu gibi karmasik islemlere ihtiya¢c duyulmadan tek basamakta

secici ve hassas tayin gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.28 MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilinli ve benzilpenisilinsiz stit rnekleri

icin sensorgram. Benzilpenisilin derisimi: 6.25 ppb

MIP temelli fonksiyonel malzemeler ile hedef molekiillere spesifik baskilama bogluklar1
olusturuldugu i¢in hedef molekiiliin segici tayin islemi gergeklestirilebilir. Yaygin tanima
elemani olarak kullanilan enzimler, antikorlar, niikleik asitler, aptamerler gibi molekiiller
ile kiyaslandiginda, MIP'ler kolay, ucuz ve hizli sentezlenebilmekte olup kararli yapiya
sahiptirler. Benzilpenisilinin tayininde kullanilan afinite temelli biyoteknolojik
malzemeler olduk¢a 6nem tasimakta olup, Xie ve arkadaglar1 floresan bazli bir fiber optik
biyosensor gelistirerek benzilpenisilini tayin etmislerdir [99]. Florofor ézellik gosteren
karbon noktalar ile molekiiler olarak baskilanmis polimer igeren floresan sensor, Jalili ve
arkadaglar1 tarafindan hazirlanmis ve siit igerisinde bulunan benzilpenisilinin tayini
gergeklestirilmistir [27]. Kwon ve arkadaslari ise kolorimetrik yontem kullanarak platin
nanopargaciklar: ile siitte bulunan benzilpenisilin kalitisin1 tayin etmislerdir [100].
Benzilpenisilinin iki boyutlu fotonik kristal hidrojel ile kolorimetrik tayini Wang ve
arkadaglar1 tarafindan gercgeklestirilmistir [101]. Aghamirzaei ve grubu altin
nanopartikilleri kullanarak beta-laktam antibiyotik olan benzilpenisilini kolorimetrik
olarak tespit etmek icin ¢in marul yapragi ekstraktindan (indirgeyici olarak) altin
nanopartikilleri sentezlemistir [102]. Cacciatore ve arkadaslar1 optik sensori
benzilpenisiline afinite gosteren protein kullanarak gelistirmisler ve siitte bulunan f-

laktam antibiyotikleri 5.2 ug/kg LOD degeri ile tayin etmislerdir [34].
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Ozetle bu tez ¢alismasi kapsaminda, benzilpenisilin tayinine yonelik GO ile duyarliligy,
MIP ile segiciligi artirilmis MIP-GO SPR sensor hazirlanmistir. GO eklenerek SPR sinyal
artirict etki saglanirken segicilik benzilpenisilin molekiilii baskilanark saglandi. MIP-GO
SPR sensor ile herhangi bir ekstra uzatici kol ya da ligand immobilize edilmesine ihtiyag
duyulmadan benzilpenisilin segici ve hassas (LOD: 0.021 ppb ve LOQ: 0.069 ppb) bir
sekilde tayin edilmistir. Molekiiler baskilama yontemiyle hazirlanan MIP-GO SPR
sensor, benzilpenisilini benzer molekdller olan amoksisilin ve ampisilin molekillerinden
sirastyla 8.16 ve 14.04 olarak kat secici tayin ederken, NIP-GO SPR sensOre gore
benzilpenisilini amoksisilin ve ampisilin molekiillerinden sirast ile 7.04 ve 10.9 kat
yiiksek bir bagil segicilik degeri tayin etmistir. Cizelge 4.7 benzilpenisilin tayininde

kullanilan optik sensor ¢alismalarini rapor etmektedir.

Cizelge 4.7 Benzilpenisilin tayini i¢in kullanilan optik sensorler.

Malzeme Yontem LOD Ref.

Penisilinaz Florimetrik - [99]

B/YCDs@mMIPs Florimetrik 0.34nM  [27]

Fluorasans immunoassay Florimetrik 2.4pg/L - [103]

Platin-nanopartikil Kolorimetrik IngmL*  [100]

Penisilinaz fonksiyonlu fotonik  Kolorimetrik - [101]

kristal hidrojel

Altin nanopartikiiller ile konjuge = Lokalize ylzey 1nM [102]

antikor plazmon rezonans

Immuno-nanoaltin Rezonans 0.78 ng/mL  [104]
sacilmasi

Penisilin-bagli protein 2x Yiizey plazmon 52ugkg™t [34]
rezonans

MIP-AuUNPs Yiizey plazmon 0.0017 ppb  [105]
rezonans

NpMIPs Ylizey plazmon - [106]
rezonans

MIP-GO Yiizey plazmon 0.021 ppb  Bu ¢alisma
rezonans
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4.9. Validasyon calismalari

Beta-laktam yapisindaki antibiyotiklerden olan benzilpenisilinler, insanlarda olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Yiyeceklerden ve sulardan insana
gecgen antibiyotiklere siirekli olarak maruz kalinmasi durumunda antibiyotige direngli
bakteriler gelismekte ve bu insanlarda yiiksek Olim oranlarina neden olmaktadir.
Veterinerler glinlimiizde ciftlik hayvanlarinda hem biiylimeye yardimei olmak hemde
tedavi etmek amaci 1ile farkli oOzelliklerdeki antibiyotikleri yaygin olarak
kullanmaktadirlar. Ancak hayvanlarda kalan antibiyotik kalintilarinin siit hayvanlar
araciligi ile insanlara ge¢gmesi, insan sagligini tehdit etmektedir. Halk sagligini korumaya
yonelik otoriteler, saglik i¢in olusacak riskleri ve ekonomik mali kayiplar1 berteraf etmek
icin ilag kalintisin1 izlemeye ve kontrol etmeye yonelik programlar yiiriitmektedirler.
Siitte bulunan antibiyotik kalintilarin1 tayin edebilen tarama testleri ticari olarak
satilmaktadir. Ayrica izin verilen maksimum kalint1 limitlerindeki veya bu limitlerin
uzerindeki benzilpenisilinlerin miktar1 ¢esitli yontemler ile tayin edilmekte olup, bunlar
arasinda HPLC, kapiler elektroforez, spektrofotometre ve elektrokimyasal yontemler gibi
geleneksel yontemler bulunmaktadir. Ek olarak yiiksek hassasiyet ve segiciligine sahip
spektroskopik yontemlerin kullanildig1 tayin yontemleride uygulanmaktadir. Ancak bu
tayin yontemleri maliyetli olup, karmasik 6rnek hazirlama siiregleri gerektirir. Analiz
stireleri uzun olup, analizleri gerceklestirmek i¢in alaninda uzman personele ihtiyag
duyulmas1 gibi dezavantajlara sahiptirler. Siit iirlinlerinde bulunan antibiyotik
kalintilarinin ger¢ek zamanli tespit edilmesi ¢oziilmesi gereken sorunlardan birini tegkil
etmektedir. Optik temelli sensorlerin gidalarda bulunan antibiyotikleri yerinde tayin
etmeye yonelik gelistirilmesi i¢in yapilan ¢aligmalar son zamanlarda ivme kazanmustir.
Sensorler nanomalzemeler yada polimerler kullanilarak hedef molekiilii diisiik tayin
limitlerinde spesifik ve se¢ici tanimaya yonelik olarak hazirlanabilirler ve bu 6zellik
onlar1 avantajli kilar [107]. SPR teknigi ile bir metal film iizerinde olusan molekiiler

baglanma islemleri etiket kullanmadan izlenebilmektedir.

Bu arastirma ile, molekiiler baskilama temelli, SPR tabanli MIP-GO SPR sensor
hazirlanarak basit, etkili, hassas, toksik olmayan ve ¢evre dostu bir yontem olusturulmus
ve benzilpenisilin antibiyotiginin segici ve hassas tayini i¢in kullanilmistir. Oncelikle
benzilpenisilin antibiyotigi MIP-GO SPR sensor ¢ipi olusturmak icin molekiiler olarak
baskilanmis, baskilama isleminden sonra hedef molekiil benzilpenisilin antibiyotigi

desorpsiyon islemi ile uzaklastirilmistir. Benzilpenisilinin farkli derisimlerdeki ¢ozeltileri
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SPR sensor sistemine uygulanarak 270 saniye siresince rezonans agisindaki kayma
degeri dlciilerek SPR sensorii ile reaksiyona giren benzilpenisilin tayin edilmistir. Ayrica,
MIP-GO SPR sensor sut ornegindeki benzilpenisilini segici olarak tayin etmis, tayin
islemi HPLC caligmalari ile dogrulanmistir. HPLC’de kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in
1, 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 ppb derisimlerde hazirlanan benzilpenisilin ¢ozeltileri
kullanilmistir. Siit 6rnegine eklenmis ve eklenmemis benzilpenisilin antibiyotigi ters fazli

C18 kolonu kullanilarak tayin edilmistir.

Benzilpenisilinin stok olarak ¢ozeltisi (1000 ppb), 10 mM amonyum asetat:asetonitril
(75:25, viv) karisimi iginde hazirlanmis olup, kalibrasyon igin kullanilan g¢ozeltiler
hazirlanan stok ¢ozeltisinin seyreltilmesiyle hazirlanmistir. izokratik eliisyon sistemi
kullanilarak, 220 nm'de yapilan analizler ile benzilpenisilin miktart dogrulanmistir. Stok
¢ozelti hazirlamada kullanilan, 10 mM amonyum asetat ve asetonitril ¢ozeltisi (75:25,
v/v) mobil faz olarak kullanilmistir. 6.25 ppb derisimde olacak sekilde benzilpenisilin
eklenmis siit ¢ozeltisindeki benzilpenisilin miktar1 kalibrasyon egrisi kullanilarak tespit
edilmistir. Kalibrasyon egrisi ve 6.25 ppb benzilpenisilin katkilanmis ve katkilanmamis

slit numunesine ait kromatogram Sekil 4.29' de gdsterilmistir.

25 0 peng External UV _VIS_1
" Brea [mAU*min]
+
20,0
15,0 +
10,0+ +
5,0
nwtse—-r-1T—1T—1 1 ——————————
0 10 20 30 40 50 G0 70 80 a0 100 110 120
(a)
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1-png- 418

Sekil 4.29 Benzilpenisilinin HPLC ile analizi. 1.0-100 ppb benzilpenisilin ¢ozeltisi igin

kalibrasyon egrisi (a) ve 6.25 ppb benzilpenisilin katkilanmis ve katkilanmamus siit 6rnegi

icin HPLC kromotogramlari (b).
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

o Benzilpenisilini secici ve hassas tayin etmede kullanilan MIP-GO SPR sensor

sinyal artiric1 benzilpenisilinin baskilanmasi ve GO’in eklenmesi ile hazirlanmistir.

J MIP-GO SPR sensor hazirlamada kullanilan fonksiyonel MAPA monomeri,
hedef molekul benzilpenisilin ile MAPA/benzilpenisilin 6n-kompleksini olusturmak igin

kullanilmastir.

. GO’nin TMSPM ile reaksiyonu gergeklestirilerek nanofilm hazirlanirken
polimerizasyonda kullanilacak olan yiizeye vinil gruplari takilmigtir. GO igermeyen MIP

SPR sensor hazirlanirken modifikasyon igin sadece TMSPM kullanilmistir.

o MIP-GO SPR sensor hazirlanmak igin MAPA/benzilpenisilin 6n-kompleksi,
HEMA monomeri, EDMA capraz baglayicis1 karistirllmis ve AIBN baslaticist ile

nanofilm ¢ip ylizeyinde olusturulmustur.

o Hedef molekul benzilpenisilinin, MIP-GO SPR sensorden uzaklastirilmasi igin

desorpsiyon ¢ozeltisi olarak 10 mM NaCl ¢ozeltisi uygulanmistir.

. Benzilpenisilin ~ baskilanmamis  NIP-GO SPR sensor, hedef molekiil
benzilpenisilin eklenmeden hazirlanmis ve MIP-GO SPR sensor hazirlanirken kullanilan

ayni regete kullanilmastir.

. Calisma kapsaminda, GO kullanilarak hazirlanan MIP-SPR sensorundn
duyarliligmi artirmaya yonelik yontem gelistirilmistir. Hassasiyeti artirmak amaci ile
sinyal artirici olarak eklenen GO’in etkisini gérmek amaciyla GO eklenmeden iiretilen

MIP SPR sensor, MIP-GO SPR sensor hazirlanirken kullanilan regete ile hazirlanmastir.

o Benzilpenisilin baskilanmig MIP-GO, GO eklenmeyen MIP ve benzilpenisilin
baskilanmamis NIP-GO SPR sensorlerin fonksiyonel grup karakterizasyonlari igin FTIR

kullanilmustir.

o MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin FTIR spektrumu karsilastirildiginda,
MIP-GO SPR  sensoriin  polimerik  yapisina  benzilpenisilin  molekiiliiniin
MAPA/benzilpenisilin 6n-kompleksi ile ve GO’nin ise TMSPM ile GO-TMSPM
kompleksi yaparak girdigi tespit edilmistir.

o MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorlerin FTIR spektrumu karsilastirildiginda,
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polimerik nanofilm yapisina hedef molekiil olan benzilpenisilin ve sinyal artirict GO’in
girdigi fonksiyonel grup analizlerinden tespit edilmistir. MIP-GO SPR sensoriin FTIR
spektrumu incelendiginde 1175 cm™ dalga sayisinda goriilen tetrasiklik yapidaki -CN
bagmin polimerik nanofilm yapisina entegre oldugu goriilmektedir. Ayni sekilde 3495
cm™*deki benzilpenisilin molekiiliiniin -NH bagina ait gerilme bandi, nanofilm yapisina
dahil oldugunu gostermektedir. NIP-GO daki MAPA amino asidine ait amid I band1 1476
cm? de goriliirken, MIP-GO de aymi band 1467 cm™*’e kaymustir. GO’in MIP-GO’un
yapisina dahil oldugu MIP ve MIP-GO spektrumlar1 karsilastirildiginda, GO ye ait
1630°daki —C=C bagma ait bandin MIP-GO spektrumunda 1640 cm™ de goriildiigii
anlagilmaktadir. Sonug olarak hem benzilpenisilinin hemde GO’nin MIP-GO SPR
yapisina katildig1 anlagilmaktadir.

o MIP-GO ve NIP-GO SPR sensorlerin ylizey karakterizasyon islemleri AFM ve

temas agis1 Olgtimleriyle gergeklestirilmistir.

. Benzilpenisilin baskilanmig MIP-GO SPR sensoriiniin yiizey derinligi AFM
goriintiileri ile 119+1.46 nm olarak tespit edilirken, baskilanmamis NIP-GO sensOrin
ylzey derinligi 112+1.01 nm olarak tespit edilmistir. GO igermeyen MIP SPR sensoriin
ylzey derinligi 34+2.49 nm ise olarak tespit edilmistir. MIP-GO ve NIP-GO SPR
sensoOrlerin AFM yiizey derinlik degerleri incelendiginde benzilpenisilinin basar1 ile

baskilandig1 goriilmektedir.

. Benzilpenisilin baskilanmig MIP-GO ve baskilanmamig NIP-GO SPR ve GO
icermeyen ama benzilpenisilin baskilanmis MIP SPR sensorlerin yiizey 1slanabilirlik
ozellikleri temas agis1 l¢timleri ile gerceklestirilmistir. MIP-GO SPR sensoriin ylzeyi
icin elde edilen temas agis1 degeri 69°+1.8 olarak kaydedilirken, NIP-GO SPR sensor icin
su temas acis1 68.6°£0.4 olup, MIP SPR sensor i¢in kaydedilen temas acist degeri ise
70.8°+2.1 dir. Benzilpenisilin baskilanmasi sonucu temas agisinin artmis olmasinin
sebebi ylizeyin hidrofobikliginin artmis olmasidir. Molekiiler baskilama islemi ile
polimerik yapiya sokulan benzilpenisilin hidrofobik MAPA monomeri ile koordine

olmaktadir.

) MIP-GO, NIP-GO ve MIP SPR sensorler hazirlandiktan sonra benzilpenisilinin
farkli derisimlerdeki ¢ozeltilerinin uygulanmas: ile elde edilen sinyal yanitlarinin
karsilastirilabilmesi amaci ile ¢ozeltiler MIP-GO SPR sensore uygulanarak Kinetik

analizler gerceklestirilmistir. MIP-GO SPR sensor sirasi ile artan derisimlerdeki
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benzilpenisilin ¢ozeltileriyle etkilestirilmis ve artan derisimlerle birlikte %kirilma
degisim degerlerinde de bir artis gézlemlenmistir. SPR sensor ile drnekler arasindaki

slirticli gii¢ olan derigim degisimin artmasinin bu artisa sebep oldugu tespit edilmistir.

o MIP-GO SPR sensorun benzilpenisilinin 1-100 ppb derisim araligindaki
cozeltileri igin alinan sinyal yanitlar1 ve MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilin igin,
derisim-%kirilma degisimi grafigi incelendiginde elde edilen dogrunun denklemi
y=0.135x+1.8013 ve korelasyon katsayis1 R?=0.9695 olarak kaydedilmistir. Denkleminin
korelasyon katsayisinin oldukca yiiksek olmasi baglanmanin yiiksek afinite ile
olustugunu gosterir. Yani MIP-GO SPR sensor, 1-100 ppb derisim araligi igin %96.65
dogruluk ile 6l¢iim yapabildigi sdylenir.

o Langmuir modelinin MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilini tayini etmede en
uygun baglanma modeli oldugu goriilmistiir. Hesaplanan %kirilma degisim degerinin
(AR=13) deneysel olarak bulunan %kirilma degisim degerine (AR=14.6) yakin olmasi bu
teoriyi destekler. Langmuir denkleminin kullanimiyla hesaplanan baglanma (Ka) ve

ayrilma (Kp) degerleri sirasi ile 6.754 ve 0.148 olarak elde edilmistir.

o MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilini segici tayin ettigini gostermek igin,

benzilpenisiline benzeyen yarigmaci ajanlar (amoksisilin ve ampisilin) kullanilmistir.

o Hazirlanan MIP-GO SPR sensoriin ve NIP-GO SPR sensorin benzilpenisiline
karsi seciciliginin belirlenmesi i¢in amoksisilin ve ampisilin 6rnek ¢ozeltileri sensorler
ile ayr1 ayri etkilestirilmistir. MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilin igin verdigi
%Kkirilma degisim degeri 14.6 iken, ayn1 derisimlerde hazirlanan amoksisilin ve ampisilin
cozeltilerine verdigi %kirilma degisim degerleri sirasiyla 1.79 ve 1.04’dir. Bu sonuglara
gore hazirlanan MIP-GO SPR sensoriin benzilpenisilini amoksisiline goére 8.16,
ampisiline gore 14.04 kat hassas tayin edebildigi tespit edilmistir. Bu duyarliligin sebebi
benzilpenisilinin  3-boyutlu yapisinin baskilama islemi sirasinda yapidaki bellege
aktarilmasi olabilir. Bu islemin benzilpenisilinin secici olarak tayinine olan etkisi, NIP-
GO SPR sensorun benzilpenisilin ve yarigmaci ajanlari (amoksisilin ve ampisilin) tayin
ederken hesaplanan katsayilar ile belirlenmistir. MIP-GO SPR sensor benzilpenisilini,
NIP-GO SPR sensore gore amoksisilin ve ampisilinden gore sirasi ile 7.04 ve 10.9 kat

daha secici tayin etmistir.

J Molekiiler baskilama isleminin benzilpenisilinin segici tayinine olan etkisi,

benzilpenisilin baskilanmamig NIP-GO SPR sensorln benzilpenisilini tayin ederken
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verdigi SPR sinyalinin %kirilma degisimi olarak olgiilmesiyle degerlendirilmistir. MIP-
GO ve NIP-GO SPR sensorlerin verdigi yanitlara bakildiginda, %kirilma degisimin
degerinin  14.6’dan  1.32’ye  diistiigli =~ gOrilmustiir.  Baskilama  faktorii
IF:ARmip/ARNIP=11.06 olarak hesaplanirken bu sonucun baskilama igleminin etkin bir

sekilde gergeklestigini gosterir.

J MIP-GO SPR sensoriiniin tekrarlanabilirlik c¢aligmalar1 igin gln-igi testler
yapilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirligin  dogrulugunu
gostermek i¢in %RSD degeri hesaplandiginda sonuglarin <1.0'den daha diisiikk oldugu
goriilmiis ve MIP-GO SPR sensoriiniin benzilpenisilin tayininde verdigi sensor

performansinda kayda deger diislis olmadigini goriilmiistiir.

o GO’nun, MIP-GO SPR sensoriin hassasiyetini yukseltmek amaci ile kullanilma
etkisini gostermek igcin GO eklenmeden hazirlanan MIP SPR  sensorle ile
karsilagtiritlmistir. Ayni derisim (100 ppb) i¢in MIP-GO SPR sensoriin verdigi %kirilma
degisim degeri 14.6 iken, MIP SPR sensoriin verdigi %kirilma degisim degeri 4.6 olup,
GO’nun hassasiyeti 3.04 kat artirdig tespit edilmistir.

o Benzilpenisilinin siit 6rnegi igindeki miktari, siit igerisinde dogal olarak bulunan
bilesenlerin matriks etkisi yaparak penisilin tayini Uzerindeki etkisi incelenerek tespit
edilmistir. Bu amagcla benzilpenisilinin siit 6rnegi i¢cindeki miktar tayini i¢in MIP-GO
SPR sensor kullanilmis olup, bilinen benzilpenisilin igeren siit 6rnegi benzilpenisilinin
st ornegine eklenmesiyle hazirlanmistir. Benzilpenisilin seviyesini belirlemek igin,
MIP-GO SPR sensor, benzilpenisilin eklenmis (6.25 ppb olacak sekilde) siit 6rnegi ile
etkilestirilmis ve %kirilma degisim degerinin 2.04 oldugu belirlenmistir. Bu sonucun,
6.25 ppb benzilpenisilin iceren sulu ¢ozelti uygulanarak elde edilen sinyal degerinden
daha disiik siddete (%kirilma=2.6) sahip oldugu tespit edilmistir. Stt Grneklerinde
bulunan molekuller sterik etki yaratarak yarismaci ajan gibi davranmis ve diisiik yanitina

sebep olmustur.

J MIP-GO SPR sensoriin verdigi yanitlarin dogrulanmasi HPLC analizleri ile
gerceklestirilmistir. SUt Orneklerindeki benzilpenisilinin MIP-SPR sensorl ile secici
tayininin gergeklesmesi, HPLC sistemi ile valide edilmistir. Kalibrasyon grafigini
olusturmak i¢in 1-100 ppb derisim araligindaki benzilpenisilin ¢ozeltileri hazirlanarak
HPLC sistemine verilmistir. Benzilpenisilin igeren sit 6rneginin hazirlanmasi igin

benzilpenisilin siite eklenmis ve C18 kolonu ile analiz edilmistir. 6.25 ppb derisiminde
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benzilpenisilinli  siit  ¢ozeltisindeki  benzilpenisilin -~ miktarin1  tespit  edilerek,

benzilpenisilinsiz siit 6rnekleriyle kiyaslanmig ve validasyon islemi tamamlanmustir.
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