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TEMELLI PLATFORMLARIN GELISTIRILMESI VE
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Tez Danismani: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI
Haziran 2018, 121 sayfa

Yuzeyde guglendiriimis Raman spektroskopisi (SERS), analitlerin dusik konsantrasyonlarinda
belirlenebilmesini saglayan guglu bir tekniktir. Metalik nanoyapilar kullanilarak, hedeflenen
molekildeki kimyasal baglarin titresim enerjilerine ait sinyaller zenginlestiriimektedir. SERS
tekniginin uygulanmasinda yaygin olarak kolloidal nanopartikillerden ve kati ylzeylerde
olusturulan plazmonik SERS temelli platformlardan faydalaniimaktadir. Bu tez kapsaminda,
farkli gida drneklerinde ve biyolojik ortamlarda bulunan biyomolekullerin tespitine yonelik
SERS o6l¢cimlerinde kullanilabilecek platfromlar gelistiriimis ve hedeflenen molekiiller igin
uygulamalari yapilarak zenginlestirme faktorleri (EF), goézlenebilme siniri (LOD) ve tayin
edilebilir alt sinir (LOQ) degerleri hesaplanmistir.

SERS temelli platformlari olusturulmasi icin kolloidal Ozellikte g¢ubuk seklinde altin
nanopartikiller (Au-NRs) ve kuresel sekilli gimis nanopartikiller (AgNPs) sentezlenmisgtir.
Sentezlenen nanopartiklllerin karakterizasyonlari yapilarak plazmon bandlari, sekil ve
boyutlari belirlenmistir. Biyoanalizlerde iki farkli teknik kullanilarak; kolloidal haldeki

nanopartikullerin sispansiyonlari ve altin kapli cam ylzeyler Uzerine nanopartikillerin



kimyasal ve fiziksel baglarla immobilize edilmeleri sonucunda Ug farkh 6zellikte SERS temelli
platformlar olusturulmustur. Bu platformlar Au-NRs, AgNPs ve Au-AgNPs olarak adlandiriimig

ve hedeflenen biyomolekdller i¢in gelistirilen biyoanalizlerde kullanilacak sekilde secilmistir.

Tez kapsaminda askorbik asitin belilenmesine yonelik SERS aktif isaret¢i molekilleri
kullanilarak bir ydontem gelistiriimis ve askorbik aside ait kantitatif degerler hesaplanarak LOD
ve LOQ sirasiyla; 1,37 ug ml* ve 4,56 ug ml* olarak bulunmustur. isaretgi olarak kullanilan
bromkresol yesili (izerinden hesaplanan EF degeri 1,33x10° olarak bulunmustur.

Kafeinin analizi i¢in geligtirilen tg¢ farkh SERS temelli platform kullanilarak SERS oélgimleri
alinmis ve EF degerleri karsilastirimistir. iclerinden en iyi performansi gdsteren giimiis
nanopartikillerin altin ylzeylere kendiliginden tek tabaka (SAM) olusturacak sekilde
immobilize oldugu Au-AgNPs yiizeyler kullaniimistir. Bu platform igin EF degderi 6,7x10° olarak
hesaplanmistir. SERS olgctiimleri 20X ve 50X mercekleri kullanilarak alinmistir. Elde edilen
spektrumlar Gzerinden hesaplanan LOD ve LOQ degerleri; 20X mercek igin sirasiyla 0,1904
ve 0,6346 mg ml?t ve 50X mercek icin sirasiyla 0,0678 ve 0,2260 mg ml? olarak bulunmustur.
Yapay tatlandiricilarin SERS temelli platformlar kullanilarak belirlenebilmesi icin asesulfam K,
siklamat, sukraloz, aspartam ve sakarine ait spektrumlar alinmis ve EF de@erleri herbir
platform icin hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Uzerinden aspartamin maden sularinda
yapay tatlandirici olarak miktarinin belirlenmesine yonelik AQNPs nanopartikulleri kullanilarak
SERS temelli bir yontem gelistiriimistir. Sade ve meyve aromali maden sularinda LOD
degerleri ise sirasiyla; 0,13 ve 0,14 mg ml* olarak hesaplanmigtir. Aspartam tayinine yonelik
gelistirilen yontem ile birlikte aspartamin iceceklerde yasal siniri 0,6 mg ml?t olan miktarin alt
ve st noktalarinda kolaylikla tespit edilebildigi gortlmagtir.

Alkalin fosfataz enzimi (ALP) klinik caligmalarda ve metabolik aktivitelerde elzem bir role sahip
olan énemli bir enzimdir. ALP aktivitesinin gelistirilien SERS temelli platformlar ile belirlenmesi
icin Olgimler alinmis ve 101%-10' M konsantrasyon araliginda yapilan Olgimlerde en iyi
performansin Au-NRs nanopartikillerin kullaniimasiyla alindigi tespit edilmistir. ALP’nin
enzimatik reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan 5-bromo-4-kloro-3 indol (BCl) Grinun SERS aktif
Ozelliginden yararlaniimig ve sandvi¢ yapili immunoassay gelistirilerek Escherichia coli

bakterisi igcin LOD ve LOQ degerleri siraslyla; 10 ve 30 kob mlI* bulunarak tayin edilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Ylzeyde zenginlestiriimis Raman spektroskopisi (SERS), altin
nanopartikil, gimus nanopartikll, askorbik asit, yapay tatlandiricilar, kafein, alkalin fosfataz
enzimi, Escherichia coli



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SURFACE ENHANCED RAMAN
SPECTROSCOPY (SERS) BASED SUBSTRATES AND
APPLICATIONS ON BIOANALYSIS

Akif Goktug BOZKURT
Doctor of Philosophy, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI
June 2018, 121 pages

Surface enhanced Raman spectroscopy (SERS) is a powerful technique that enables the
determination of analytes at low concentrations. Using the high plasmon resonance of the
metallic nanostructures, the signals of the vibrational energies of the chemical bonds belonging
to the targeted molecule are enhanced. Colloidal nanopatrticles and plasmonic SERS-based
platforms formed on solid surfaces were frequently utilized for the application of SERS
technique. In this thesis, platfroms that can be used in SERS measurements for the
determination of biomolecules in different food samples and biological environments were
developed. Enhancement factors (EF), limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)
values were calculated for the developed detection platforms of each targeted analyte.

Gold nanorod particles (Au-NRs) and spherically shaped silver nanoparticles (AgNPs) were
synthesized to form SERS-based platforms. The characteristics of the synthesized
nanoparticles were determined and the plasmon bands, shapes and sizes were determined.

Using two different technigues in bioassays; suspension of nanoparticles in colloidal state and



immobilization of nanoparticles on gold-coated glass surfaces by chemical and physical bonds
have resulted with three different SERS-based platforms. These platforms were named as Au-
NRs, AgNPs and Au-AgNPs and were chosen to be used in bioassays developed for the
targeted biomolecules.

In the context of the present thesis, an indirect method was developed by using SERS active
reporter molecules for the quantitative determination of ascorbic acid. LOD and LOQ values
were found to be 1,37 ug ml* and 4,56 ug ml?, respectively. The EF value calculated for
bromocresol green, that was used as the reporter molecule, was found to be 1,33x10°.

SERS measurements were taken and obtained EF values of three different SERS-based
platforms were compared in terms of their performance for caffeine analysis. Au-AgNPs
surfaces which were constructed by the formation of self assmbled monolayer of silver
nanoparticles on gold surface showed the best performance for caffeine analysis. The EF value
for this platform was calculated as 6,7x10°. SERS measurements were taken by using 20X
and 50X objectives. LOD and LOQ values calculated from the obtained spectra were 0,904
and 0,6346 mg ml?! for 20X objective and 0,0678 and 0,2260 mg ml?! for 50X objective,
respectively.

Spectra of asesulfame K, cyclamate, sucralose, aspartame and saccharin were taken and EF
values were calculated for each platform so that artificial sweeteners could be determined
using SERS-based platforms. Based on the results obtained, a SERS-based method was
developed using AgNPs nanoparticles to determine the amount of aspartame in artificial
sweeteners in mineral waters. LOD values in plain and fruit flavored mineral waters were
respectively; 0,13, 0,14 mg mlt. With the developed method, aspartame has been found to be
easily detectable at the upper and lower levels of the legal limit of 0,6 mg ml* in beverages.
Alkaline phosphatase enzyme (ALP) is an important enzyme that plays a significant role in
clinical trials and metabolic activities. SERS measurements were taken to determine ALP
activity with the developed SERS-based platforms and it was determined that the best
performance was obtained using Au-NRs nanoparticles in measurements between 1011-101°
M concentration range. The SERS active property of the 5-bromo-4-chloro-3-indole (BCI)
product resulting from the enzymatic reaction of the ALP was exploited in this platform. The
sandwich immunoassay was developed and LOD and LOQ values were obtained as 10 and

30 cfu ml* Escherichia coli.

Keywords: Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS), gold nanoparticles, silver
nanoparticles, ascorbic acid, caffeine, artificial sweeteners, alkaline phosphatase enzyme,

Escherichia coli
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1. GIRIS

Yuzeyde gulglendiriimis Raman spektroskopisi (SERS), plazmonik nanoyapilarin
uzerinde veya yakininda bulunan molekullerin, Raman sac¢ilmalarinin zenginleserek
yuksek hassasiyetle tanimlanmalarinda kullanilan bir titresim spektroskopisi teknigidir
[1]. Raman sinyallerinin zenginlesmesi elektromanyetik ve kimyasal olarak iki temel
mekanizmaya baglidir [2, 3]. Elektromanyetik zenginlestirme, metal nanoyapilarin
sahip oldugu yuzey plazmonik enerjilerinin uyarilmasi sonucu ortaya g¢ikmaktadir.
Metal nanoyuzeylerde elektromanyetik alanin olusturdugu Ust elektrik alan siddeti
sonucu yuksek halde uyariimis dipol momenti meydana gelmektedir. Kimyasal
zenginlestirme ise metal nanoyapilar ve adsorbe olan molekul arasinda meydana
gelen yuk transferleri sonucu ortaya c¢ikmaktadir [4]. SERS oélgumlerinde
zenginlegtirme etkisi (EF); kullanilan plazmonik metal nanoyapilarin sekil, boyut,
dizilim ve bilesenleri gibi fiziksel 6zelliklerine bagli olarak degismektedir [5]. SERS
Olcumleri icin zenginlestirme etkisi ylksek, uretimi kolay, ucuz, guvenilir ve hassas
sonugclarin alinabilecegi platformlarin gelistiriimesi ve uygulamalarda kullanilabilmesi
Uzerinde yaygin olarak galisilan konularin basinda gelmektedir. Altin ve gimus, SERS
temelli platformlarda en sik kullanilan plazmonik etkisi yuksek metallerdir. Asagidan
yukariya (bottom up) veya yukaridan asagiya (top down) yontemleri kullanilarak
gelistirilen nanoyapilarin SERS aktiviteleri ve buna bagli olarakta zenginlestirme
etkileri farkh olmaktadir. Litografi, fiziksel ve kimyasal yolla buhar birikimi (vapor
deposition) ve yuzey asindirma (etching) gibi yukaridan asagi metotlar kullanilarak
hazirlanan SERS platformlarinda yuzeyler Uzerinde daha kontrolli nanoyapilar
olusturulmasi sebebiyle guvenilirlik ve tekrar edilebilirlik duzeyleri yuksek olmaktadir.
Bunun yaninda yuzey plazmon olugsturma seviyeleri dusuktur ve kullanilan
ekipmanlarin maliyetleri yuksek olmaktadir. Diger bir yandan islak kimya (wet
chemisrty) yontemleri kullanilarak sentezlenen kolloidal nanopartikiller kullanilarak
olusturulan SERS temelli yapilarda ise molekil ve plazmonik nanopartikillerin
etkilesimi ve olusan hot spotlarin etkisiyle daha hassas tanilama ve yuksek
zenginlestirme etkisi gézlenmektedir. Diger yandan nanopartikillerin kontrolsiz
agregasyonu ve yluzeyde olusan yapilarin disuk homojenizasyonu sonucu SERS

sinyallerinde tekrarlanabilirlik konusunda sikintilara yol agabilmektedir [6].



Bu tez kapsaminda islak kimya kullanilarak asagidan yukariya yontemlerle
sentezlenen karakteristik ozellikleri farkli kolloidal nanopartikiller Uzerinden SERS
temelli platformlarin olusturulmus ve biyoanalizlerde kullanilarak kargilagtirmali olarak
hedef molekillerin kantitatif olarak belirlenmesindeki performanslarinin incelenmesi
hedeflenmistir. Bu amacla temelde 3 farkli SERS platformu olusturulmustur. ilk iki
platform kolloidal gumus ve altin nanopartikillerin farkli sekil ve boyutlarda
sentezlenmesi ve karakterizasyonlariyla elde edilmistir. Uglincii SERS platform ise
kolloidal olarak sentezlenen gumuis nanopartiklller kullanilarak altin yizeylerde
kimyasal ve fiziksel yollarla nanopartikillerin biriktiriimesi sonucu elde edilmistir. Bu tg¢
platform igin; degisen metalik yapilari, boyut ve sekilleri, SERS sinyal siddetleri ve

zenginlestirme etkileri hesaplanarak kargilastirmalar yapilimistir.

SERS teknidi kullanilarak gida, kimya, analitik, biomedikal ve malzeme bilimi gibi pek
cok alanda o6nemli biyoanaliz uygulamalari geligtiriimigtir. Bilinen geleneksel
biyoanalizler ile karsilastirildiginda SERS uygulamalarinin avantajlarina bakildiginda;
yuzeyde uygulanan SERS hassasiyetinin ¢ok yuksek olmasi sebebiyle tek bir
molekllin belirlenmesi seviyesinde dlgumler alinabilmektedir [7]. SERS sinyalleri
sonucu molekdllere ait parmak izi spektrumlari biyolojik sistemler icerisinden elde
edilebilmekte ve boylece karakteristik olarak tanilanmalari saglanmaktadir. Coklu
analiz sistemlerinde birden fazla hedef analit veya molekulin tanilanmasinda ve

kantitatif olarak miktarlarinin belirlenmesinde SERS kullaniimaktadir [8, 9].

SERS tekniginin biyoanalizlerde kullaniimasi, dogrudan hedef molekll Uzerinden
alinan Olgimlerle veya Raman aktif molekullerin isaret¢i olarak kullaniimasi sonucu
dolayli 6lgumlerle gergeklestiriimektedir. Dogrudan dlgim yoluyla hedef molekullere ait
karakteristik parmak izi spektrumlari alinabilmektedir. Karmasik biyolojik sistemlerde
bazi durumlarda hedeflenen molekile ait yeterince ylksek siddette karakteristik
parmak izi spektrumlari elde edilemeyebilir. Farkli biyomolekuller birbirlerinin sinyal
siddetlerine girisim yapabilirler veya degisen fiziksel veya kimyasal sartlar yeterli SERS
sinyallerinin alinmasini engelleyebilir. Bu durumda kullanilan plazmonik nanoyapi
yuzeyine veya yakinina biyolojik sistemlerde SERS yéninden glglu sinyallere sahip
isaretci molekiller kullanilmaktadir. isaretci molekiillerden elde edilen sinyaller,
gelistirilen yontemler vasitasiyla hedeflenen molekullerin ortamda varligi durumunda

artarak veya azalarak hedeflenen molekillerin tespiti ve miktar tayini yapiimaktadir.



Bu tez kapsaminda gelistirilen SERS temelli platformlar; gida analizlerinde ve gida
guvenliginde tespit ve tayin edilmesi dnemli olan biyomolekuller, katki maddeleri,
enzim ve bulasanlarin miktarlarinin belirlenmesinde kullaniimigtir.  YUksek bir
antioksidan kapasitesine sahip olan ve vitamin C olarak bilinen askorbik asidin
belirlenmesi igin gumus nanopartikullerin sentezi sirasinda olusan oksidasyon
basamagindan yararlanilarak askorbik asidin tespitine yonelik hizli ve hassas bir

yontem, Raman aktif isaretgi boya molekulleri kullanilarak geligtirilmigtir.

Kafein ve yapay tatlandiricilarin igeceklerde yaygin olarak kullaniimasi, belirlenen
yasal sinir de@erleri sebebiyle miktarlarinin tespit edilmeleri kritik oneme sahiptir. Tez
kapsaminda gelistirilen SERS temelli platformlar karsilagtirmali olarak kullanilarak
dogrudan hedef molekullerin parmak izi spektrumlarindan elde edilen SERS sinyal
siddetleri lzerinden kafein ve yapay tatlandiricilarin kantitatif olarak belirlenmesine

yonelik yontemler geligtirilmistir.

Alkalin fosfataz enziminin (ALP) aktivitesi sonucu meydana gelen Raman aktif Grinu
isaretci olarak kullanilarak, SERS temelli platformlarda indirekt dlgimleri alinmistir.
Geligtirilen Ug¢ farkli SERS platformundan elde edilen spektrumlar Gzerinden ALP
konsantrasyonunun belirlenebilmesi igcin kalibrasyon egrileri elde edilmis ve EF
degerleri hesaplanarak kendi aralarinda karsilastirilmistir. ALP konsantrasyonlarinin
hassas bir sekilde SERS ile dogrudan belirlenebilmesi Uzerine ALP metalik
nanopartikul Uzerine tutuklanmasi saglanarak enzimatik aktivitesinden sonra olugsan
SERS aktif Grun isaretci olarak, E. coli sayisinin belirlenmesine yonelik yontemde

kullaniimigtir.

SERS temelli plazmonik nanoyapilardan olusan platformlarin gelistiriimesi ve
biyoanalizlerde kullaniimalari sonucunda gidalarda bulunan farkh 6&zelliklerdeki
molekullerin ve bulasanlarin tanimlanmalari ve miktarlarinin tespit edilmesiyle SERS
uygulamalarinda hassas, guvenilir ve segici yontemlerin gelistiriimesine katki

saglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Elektromanyetik Radyasyon

Kizildtesi bolge de dahil olmak Uzere tum dalgaboylarindaki 1gik elektromanyetik
radyasyon olarak adlandiriimakta ve degisken elektrik ve manyetik alanlardan
olugsmaktadir. Elektrik ve manyetik alanlar surekli sinusoidal dalga benzeri hareketlerle
karakterize edilmektedir. Burada 6nemli parametreler dalgaboyu (A, bir dalganin
uzunlugu), frekans (v, birim zamandaki dongl sayisi) ve dalgasayisi (V, birim
uzunluktaki dalga sayisli) olarak tanimlanmakta olup aralarindaki iliski esitlik (2.1) ile

gOsterilmistir.

V=—= (2.1)

Yukaridaki bagintida c 1sik hizini ve n i1s13in gegtigi ortamin refraktif indeksini temsil
etmektedir. Kuantum teorisine gore radyasyon, bir kaynaktan foton adi verilen kesikli
birimler halinde yayimlanmaktadir. Bu fotonun frekansi v, ve fotonun enerjisi Ep ile
temsil edilmektedir. Fotonun frekansi ile enerjisi arasindaki iligki esitlik (2.2)de

gosterilmigtir.
Ep:hV (2.2)

Esitlik (2.2)'de h sembolu Planck sabitini temsil edip degeri 6.6256x10-?’ erg.s olarak
bilinmektedir. Spesifik enerjili fotonlar bir enerji transferi olayinin sonucu olarak bir
molekull tarafindan absorplanabilmekte veya molekilden yayimlanabilmektedir. Bu
durum absorpsiyon spektroskopisinde molekullin enerjisinin temel halden spesifik bir
uyariimis hale yukselmesine neden olmaktadir. Tipik olarak bir molekulin rotasyonal
(Erot), vibrasyonal (titresimsel) (Evib) ve elektronik enerjisi (Ee) AE degeri ile

degismektedir. Asagida AE degeri ile ilgili esitlik (2.3) verilmigtir.
AE= Ep=hv=hcV (2.3)

Bir fotonun absorplanmasi sirecinde molekulun enerjisi artmakta ve AE pozitif deger
kazanmaktadir. Toplam enerji degeri; rotasyonal, titregimsel ve elektronik enerijilerinin

toplami olarak ifade edilmekte olup esitlik (2.4)’de gdsterilmigtir.

Et= Eel+Evib+Erot (2.4)



Kizilétesi ve Raman spektroskopilerinin yogunlastirilmis fazdaki 6lgiimlerinde yalnizca
vibrasyonel enerji (Evib) ile ilgilenilmektedir. YUksek enerijili 151k elektronik enerjide
gecigslere sebep olurken dusuk enerjili 11k rotasyonel enerjide gegigslere sebep
olmaktadir. Gaz fazinda ise her iki spektroskopik yontemin dlgimlerinde de Evint+Erot

toplami g6z onunde bulundurulmaktadir.

2.2 Raman Sagilimi

Isigin sacgiimasi olayi; molekudl iginde uyarici radyasonun elektromanyetik alani
tarafindan induklenen dipollerin osilasyonu ile uretilen elektromanyetik radyasyon
olarak tanimlanabilmektedir. Sagilima ugrayan fotonlar baskin olarak Rayleigh ve az
miktarda Raman sacilimina ugramis i1siktan olusmaktadir. indiiklenmis dipol moment,
molekullerin polarlanabilirliklerinin  bir sonucu olarak olusmaktadir. Bu noktada
polarlanabilirlik; bir molekllin ¢evresindeki elektron bulutunun harici bir elektrik alan
nedeniyle deformasyona ugrayabilmesi olarak tanimlanmaktadir. Elektromanyetik alan
molekuldeki yuklu partikillerde degisiklige sebep olarak indiklenmis dipol moment

olusumuna neden olacaktir.
M=aE (2.5)

Esitlik (2.5)’de a; polarlanabilirligi ve E baglangi¢ elektrik alanini temsil ederken u
indUklenmis dipol momenti ifade etmektedir. E ve a degerleri zamanla degisiklik
gOsterebilmektedir. Radyasyonun elektrik alani zamanin bir fonksiyonu olarak vo
frekansi ile salinim gdstermekte olup uy dipol momentine sahip molekulin ayni vo
frekansindaki salinimina sebep olmaktadir. Bir molekulu polarlanabilirlik degeri belli bir

degere sahip olup zamanla ¢ok az degisiklik gostermektedir.

Raman sagiimasinin siddetinin (Ir) bagimlihk gésterdigi parametreler esitlik (2.6)'da

gOsterilmigtir.
Ir ccv4 o N (da / 0Q)? (2.6)

Yukaridaki bagintida; lp baslangig lazer siddetini, N sacilima ugrayan molekul sayisini,
v uyarma lazerinin frekansini, a molekullerin polarlanabilirliklerini ve Q vibrasyonun
miktarini  gostermektedir. Verilen bagintidan anlasildigi gibi Raman sinyali
konsantrasyona baglilik géstermektedir. Bu sayede Raman spektroskopisi ile kantitatif
analiz yapilabilecegi sonucuna ulasiimaktadir. Kullanilan lazerin dalgaboyunun
azaltimasi veya lazer akisinin gi¢ yogunlugunun arttirlmasi yoluyla Raman sinyal
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siddeti artirilabilmektedir. Son olarak, yalnizca molekulin polarlanabilirliginde bir
degisiklige sebep olabilen molekuler vibrasyonlar Raman aktif 6zellik gostermektedir.
Sayet molekuler bir vibrasyon polarlanabilirlikte herhangi bir degigiklige sebep
olmuyorsa Raman sacilimi  gdzlenmemektedir. S6z konusu badintida
polarlanabilirlikteki degisikligin vibrasyon miktarina oraninin bir diger deyisle (da / 6Q)

degderinin sifirdan farkh oldugu kabul edilmektedir.

Raman sgiddetini aciklayan bir diger baginti ise polarlanabilirlik ve elektrik alan
bilesenlerinin induklenmig elektrik dipol moment ile olan iligkisini agiklamakta olup

esitlik (2.7)'de gosterilmistir.
p=akE (2.7)

Esitlik (2.7)de E, elektrik alani ve p induklenmis elektrik dipol momentini temsil
etmektedir. Mutlak Raman sinyal siddetleri, polarlanabilirligin bir tirevi olarak ifade
edilmektedir ve a' ile gosteriimektedir. Deneysel olarak elastik olmayan Raman
sacllmasi rasgele tum molekuler oryantasyonlar Uzerinden ortalama olarak
degerlendiriimektedir. Elastik olmayan Raman sagilmasi yapan 1s1gin siddeti, gelen

fotonlarin akisi ile orantili olarak degismekte olup esitlik (2.8)'de gdsterilmistir.

Irs = ORs lo (2.8)

Burada orantililik katsayisi; Raman kesit alani (cross section) ors ile gosterilmistir.
Raman kesit alaninin birimi cm? cinsinden ifade edilmekte ve uyarma frekansinin bir
fonksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Raman kesit alani, polarlanabilirligin tlrevinin
karesiyle, sagilmafrekansinin dérdincu kuvvetiyle orantili olarak degismektedir. Esitlik
(2.9) ve (2.10)'da mutlak Raman siddeti, Raman kesit alani ve Raman sacilma frekansi

arasindaki iligki gosterilmisgtir.
a'= (&/ 6Q)o (2.9)
ws : Ors = C ws* [a'mnl? (2.10)

Yukaridaki esitliklerde m titregsimsel enerji seviyesinden, n titresimsel enerji seviyesine

gecis icin gerekli; C nimerik sabitleri, ws, sagiima frekansini ifade etmektedir [10].



2.3 Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi (RS), yontemin mucidi olan C.V. Raman’in onuruna
isimlendirilmis olup teknigin detaylarinin anlatildigi ¢calismasi K.S. Krishnan ile birlikte

ilk olarak 1928 yilinda yayinlanmigtir [11].

Raman spektroskopisi ¢ok cesitli orneklerin analizine imkan saglayan ¢ok yonlu bir
yontem olarak bilinmektedir. Yontem, hem nitel hem de nicel analizler igin
kullanilabilmektedir. Nitel analizlerde Raman sagilmasi yapan 1s1gin frekansi
Olculurken, nitel analizler amaclandiginda Raman sinyalinin siddetinin de olgulmesi

gerekmektedir.

Raman spektroskopisi’nde prensip, sagilan i1s1gin élgulmesi olup yontem Raman Etkisi
(Raman Effect)’nin takip edilmesini temel almaktadir. Buna goére, 6rnek monokromatik
bir lazer 1sIn demetiyle uyarilmakta ve bu 1sin 6rnegin molekulleriyle etkilesmekte ve
etkilesim sonucunda 1s1§in bir kismi sacilmaya ugramaktadir. Ornekteki molekdillerle
etkilesen i1sik tim yonlerde sagilmaya ugramaktadir. Sagilan 1s1gin ¢ok buyuk bir kismi
frekans degisimine ugramamaktadir ve bu tur elastik sagilma olayina Rayleigh
sacilmasi adi verilmektedir. Rayleigh sacilmasinda dalgaboyu, uyarici kaynagin
dalgaboyuyla tamamen ayni olup siddeti elastik olmayan sacilmaya kiyasla daha

fazladir.

Sacilan 1s1gin ¢ok kuguk bir kisminin ise frekansi baglangigta drnekle etkilesen 1s1gin
frekansindan farkh olmaktadir. Bu durum 1sigin titresim halindeki molekullerle
etkilestikten sonra elastik olmayan sacilma yapmasiyla acgiklanmaktadir. Raman
saclimasinin diger sacilma tdrlerinden farki sagilan igikta gozlemlenen frekans
degisimidir. Bu frekans degdisimleri, molekullerdeki titresim enerji gegisleriyle meydana
gelmektedir. Raman spektroskopisi s6z konusu bu molekuller titregsimleri takip
etmektedir. Elastik olmayan sagilma yapan i1sik Raman spektrumunu olusturmaktadir
[12]. Baslangi¢ frekansi sagilan 1s1gin frekansindan yuksekse Raman spektrumunda
Stokes bantlari gézlemlenmekte, aksi halde yani sacilan i1s1gin frekansinin yuksek
olmasi durumunda ise Raman spektrumunda anti-Stokes bantlari gézlemlenmektedir.
Stokes bantlari dusuk enerjili titresim seviyesinden yuksek enerijili titresim seviyesine
gecisleriicerdiginden anti-Stokes bantlarina kiyasla daha ylksek sinyal siddetine sahip
olmakta ve konvansiyonel Raman spektroskopisi ile olgtlebilmektedir. Anti-Stokes

bantlari ise fluoresans veren oOrneklerde Odlgllebilmekte clnkl fluoresans Stokes
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bantlari ile interferansa neden olmaktadir [13]. Sekil 2.1’de Rayleigh ve Raman

sacilmalari icin kuantum enerji gecislerinin gosterildigi Jablonski Diyagrami verilmistir.

------------------- BT T wyanimes

enerji seviyesi

varsayilan

w w enerji seviyesi

- v temel hal
l I l I L ]

; Raman
Raman (Stokes) Rayleigh :
sagiimasi sagiimasi (Anti-Stokes)

sagilmasi

Rayleigh

Siddet

Stokes Raman
Anti-Stokes Raman

|

Sekil 2.1 Raman saciimasinin molekulun titresim duzeyleri ile olan iligkisi [14]

>

frekans

Baslangicta temel titresim seviyesinde bulunan molekiller Stokes Raman sagilmasina
sebebiyet verirken, baslanigta uyariimis enerji seviyesinde bulunan molekuller anti-
Stokes Raman sacgiimasinin gergeklesmesine sebebiyet vermektedirler. Stokes ve
anti-Stokes sacilimalarin intensite oranlari 6rnegin mutlak sicakhdi ve temel hal ile
uyarilmis titresim seviyesi arasindaki enerji seviyesi farki ile orantili olarak
degismektedir. Termal dengenin saglandigi durumda Boltzmann yasasi Stokes ve
anti-Stokes sacilmalarin intensite oranlarini belirlemektedir. Oda sicakligi kosullarinda
pek ¢ok molekll temel halde bulundugundan Stokes Raman bantlari anti-Stokes

Raman bantlarina kiyasla ¢gok daha yuksek siddete sahip olmaktadir.

Molekul tarafindan absorplanmayan hyo enerjili bir foton, molekul ile etkilestiginde

sagllma yapmadan once ¢ok az sayida foton enerjisinin bir kismini molekullere
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aktarmakta veya moleklller tarafindan ¢ok az sayida fotona bir miktar ener;ji
aktariimaktadir. Bu enerji aktarimi olaylari sonucunda molekuller fotonla etkilestikten
sonra farkh titresim enerji dizeylerinde bulunmaktadirlar. Etkilesim sonrasinda
moleklllin titresim enerjisi artiyorsa Stokes hatlari, azaliyorsa anti-Stokes hatlari

g6zlemlenmektedir [15].

2.3.1 Raman Spektroskopisi Sisteminin Bilesenleri

Tipik bir Raman spektroskopisi sistemi Sekil 2.2°de gosterilmigtir; temel olarak lazer
kaynadi, numune aydinlatma sistemi ve spektrometreden olusmaktadir. Raman
sacilmasi dusuk siddetli bir intensiteye sahip oldugundan ornege yeterli gucun

iletiimesi adina 1sik kaynagi olarak lazer kullaniimaktadir.

CCD Dedektor

Ayna
Lazer

Fokuslama Lensi

Spektrometre
Isik Ayiric

-

Notch Filtre

Objektifi
' Lensi

Ornek i

Sekil 2.2 Raman Spektroskopisi sistemi ve bilesenleri

Raman kaymalarinin blyukligu kullanilan i1sik kaynagdinin dalga boyuna bagimlihk
gostermezken Raman sacilmasi 1slk kaynadinin dalga boyuna bagimhlik
gostermektedir. Molekuler titresim esnasinda molekulin polarlanabilirliginde bir

degisikligin gozlemlenmesi Raman spektrumunun elde edilebilmesinde 6nemli bir yere



sahip olmaktadir. Bir molektlin Raman turu saciima etkilesmesine girebilmesi icin
molekllun titresimi sirasinda etkilestigi fotonun frekansina esit frekansl olarak
polarlanabilmesi yani gegici bir dipol momentinin olmasi gerekmektedir. Asimetrik
gerilme titresimi sirasinda molekilin dipol momentinde titresim ile ayni fazda bir
degisme olmaktadir. Bu durum gegici dipol momenti olugmasini engellemekte ve
titresim sirasinda olusan polarlanabilme degisim frekansi, titresim frekansi ile

uyusmamaktadir. Bu titresim turl ise Raman aktif degil, IR aktif olmaktadir [15].

Bir molekulun simetrik 6zellik gosterip gostermemesi hangi vibrasyonlarinin Raman ve
Kizildtesi spektroskopilerinde aktif olup olmadigini gdéstermektedir. Genel olarak
simetrik ve faz-igi (in-phase) vibrasyonlar ile polar olmayan gruplar Raman
spektroskopisi ile en kolay ¢aligilabilen gruplar olmaktadir. Bunun aksine asimetrik ve
faz-dis1 (out-of-phase) vibrasyonlar ile polar gruplar ise Kizildétesi Spektroskopisi ile
daha kolay calisilabilmektedir. Bir molekulin simetriklik 06zelligi Uzerinden
siniflandiriimasi  molekul yapisi ile vibrasyonel spektrumu arasindaki iligkinin

anlasilabilmesini kolaylagtirmaktadir [16].

Suyun Raman sagiimasi dustk oldugundan, Raman spektroskopisi kullanilarak analiz
edilecek orneklerde su ideal bir ¢ézicu goérevi gorebilmektedir. Cam malzemelerin
ornek hucresi, ayna ve lens gibi optik ekipmanlarda kullanimi Raman

spektrofotometrelerinde uygun olmaktadir [17].

2.4 Yuzeyde Guglendirilmis Raman Spektroskopisi (SERS)

Raman spektroskopisi molekullerin 6zgul olarak tanimlanmasinda kullanilan 6nemli bir
analitik yontemdir. Temel olarak; bilinmeyen kimyasal bir 6rnegin bir lazer kaynagi
kullanilarak uyarilmasina dayanmaktadir. Ornek Uzerine génderilen 1s1§in bir kismi
ornek tarafindan absorbe edilmekte, bir kismi lazerin dalgaboyu ile ayni dalga boyunda
olmak Uzere sagilmaya ugramakta bunlarin yaninda kuguk bir kismi ise analiz edilen
molekuldeki titresimsel gegislere bagli olarak farkli dalgaboylarinda elastik olmayan
sacgllmaya ugramaktadir. Farkli molekuller farkli titresim modlarina sahip oldugundan,
elastik olmayan sac¢iima yapan 1siga ait Raman spektrumu analiz edilen molekule 6zgu
olan “molekuler parmakizinin” bir analogu olarak degerlendiriimektedir. Bu derecede
yuksek bir 6zgullige sahip olmasina ragmen, elastik olmayan sacilma surecinin ¢ok

duguk verimle gerceklesmesi ve dolayisiyla elde edilen sinyallerin nispeten zayif
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olmas! nedeniyle geleneksel Raman spektroskopisi sinirli bir kullanima sahip
olabilmektedir [18].

Raman spektroskopisine ait s6z konusu probleme yaklasik otuz yil 6nce SERS
yonteminin gelistiriimesiyle alternatif ¢ézimler aranmistir. SERS yodnteminde hedef
molekulin analizi gumus, altin veya bakir gibi metalik bir ylzeyde veya c¢ozelti
ortaminda ¢api uyarma isiginin dalgaboyundan ¢ok ¢ok kuguk olan bir nanopartikdl
varliginda gercgeklestiriimektedir. S6z konusu yuzey veya partikdl, 1sik ile uyarildiginda
yuzey plazmon modu uyariimakta ve hedef molekulin ¢evresindeki elektromanyetik
enerji lokal olarak ¢ogaltilmakta ve bu sayede elastik olmayan sacilma yapan 1si1gin
siddeti dnemli oranda arttinimaktadir. Bu etki Sekil 2.3’de gosterilmigtir. Lazer ve
analitin etkilesimi sonucu meydana gelen sacilma sonucu, Raman sinyallerinde

gbzlemlenen toplam artis orani 104 kat gibi yiiksek oranlara gikabilmektedir [19].

a) b)

\ Laze Rayleigh I
Lazer isim Rayleigh sagilmas: AZET B AYHIRN SRR

@ Lenginlestirilmis

Lo Raman sagilmasi Raman sagilmas:

Analit -

Analit
Metalik Nanoyap

Sekil 2.3 a) Raman sagilmasi, b) SERS sagilmasi molekul-lazer iligkisi

Gozlemlenen bu etki genel olarak kimyasal etki ve elektromanyetik etki olmak Gzere
iki temel kavram Uzerinden aciklanmaktadir. Elektromanyetik etki mekanizmasi;
iletkenlik (konduksiyon) bant elektronlarinin metal bir ylzeydeki osilasyonu
(dalgalanma/salinim) sonucunda sagilan foton sayisinin artigi olarak agiklanmaktadir.
Bir diger deyisle uyarici 1sik, yuzey elektronlariyla etkilesme yoluyla plazmon
olusumunu saglamaktadir [20]. Purlzsuz bir yizeydeki plazmon enerjisi yuzeye bagli
halde bulunmaktadir. Sagilmanin gergeklesmesi igin ylzeyin, plazmona dik bir bilesen
olusturmak adina, puruzlu hale getiriimesi gerekmektedir. Boylece, uygun bir sekilde
purazli hale getirilmis ylzeyde plazmon olusturulabilmektedir. Plazmon enerjisi,
analitin molekiilleri icerisinde Raman slrecinin gergeklesmesini saglamakta, ardindan

enerji yeniden plazmona aktarilmakta ve Raman sureci sirasinda ¢ekirdege aktarilan
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enerji nedeniyle frekansi degisime ugrayarak sacilan 1sik spektrometre ile
saptanmaktadir. Elektromanyetik etki mekanizmasi asagida u¢ temel basamak ile

Ozetlenmistir;

1. Segcilen uyarici 1s1§in bir plazmonu uyarip sagiimayi saglayabilmesi adina uygun

sekilde puruzlu hale getirilmis yuzey Uzerine analitin adsorbe edilmesidir.

2. Plazmon enerijisinin adsorbe edilmis molekule aktariimasi ve Raman surecinin

molekulun igerisinde gergeklesmesidir.

3. Cekirdege transfer edilen miktardan daha az miktardaki enerjinin plazmona geri

aktariimasi ve dalgaboyu degisimine ugramis 1s1gin ylizeyden saciimasidir [21].

Kimyasal mekanizma ise genellikle analit ve metal ylzey arasinda gergeklesen guglu
bir elektron eslesmesi sirasindaki yuk transferi durumu ile agiklanmaktadir [22]. Bu
mekanizmada, molekll bir ylk-transfer kompleksi olusturmak adina metal ylzeye
bagli halde bulunmaktadir. Uyaran sk, bir elektron-bosluk ¢ifti olusturmak adina metal
ile etkilesmekte ve enerji bu yeni metal araciligiyla molekulin baglarina
aktarilmaktadir. Ardindan Raman sureci, analit icerisinde gerceklesmekte ve ener;ji

saciimanin gerceklesmesi adina yeniden metale aktariimaktadir [21].

Her iki mekanizmada da tayin edilmesi hedeflenen analitin SERS aktif substrat Gzerine
adsorbe edilmesi gerekmektedir. Ardindan substrat lazer ile uyariimakta ve sagilan i1sik
Raman spektrometresi ile analiz edilmektedir. Yapilan pek ¢ok deneysel ¢alisma ile
her iki mekanizmanin da SERS etkisinin elde edilmesinde rol oynadidi gosterilmistir.
Bunun yaninda genel olarak elektromanyetik etki mekanizmasinin kimyasal etki
mekanizmasina kiyasla sinyal siddetinin arttirilmasinda daha buylUk bir role sahip
oldugu belirtiimektedir [23].

2.5 SERS Temelli Platformlar

Gegctigimiz yuz yilda gidanin kimyasal analizi ‘islak kimya’ temelli laboratuvar
metotlarindan basta kromatografik ve spektroskopik ydntemler olmak Uzere modern
analitk enstrumental tekniklerin  kullanimina dogru gelisim  gostermigtir.
Enstrimentasyon, teknoloji ve data analizinde saglanan surekli gelismeler otomasyon,
Olgum suresi, 6lcum hassasiyeti ve kesinligi gibi parametrelerde 6nemli iyilesmelerin

elde edilmesine imkan tanimigtir [24]. Gida analizlerinde iki kilometre tagindan ilki 1952
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yilinda gaz kromatografisinin (GC) icat edilmesi [25], ikincisi ise 1967 yilinda ylUksek
performansli sivi kromatografisinin (HPLC) icat edilmesi olarak kabul edilmektedir [26].
GC ve HPLC gida analizlerinde siklikla kullanilan altin standard analitik araglar olarak
kabul edilmektedir. Bu yontemler 6zgll piklerin molekller karakteristiklerinin
tanimlanmasini saglayan UV-Vis spektrofotometre, nikleer manyetik rezonans veya
kutle spektrometresi gibi yontemlerle kombine edildiginde saglanan fayda daha da
arttinlmaktadir [27-29]. S6z konusu bu yontemler uzman personel ihtiyaci, karmasik
ve zaman alici ornek hazirlama basamaklari gerektirmesi, analizlerin yalnizca
laboratuvar kosullarinda gergeklestirilebilir olmasi ve buyuk boyutta goruntileme
imkani tanimamasi gibi temel dezavantajlara sahiptir. Bu sebeplerle gida endustrisinin
ihtiya¢ duydugu pekgok gida analizinde basit, hizli, taginabilir ve hassasiyeti yliksek

alternatiflere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kizilétesi/Infrared ve Raman spektroskopisi gibi Vibrasyonel/Titresimsel spektroskopik
yontemler 20. yuzyilin baslarinda hizli ve 6rnekte hasar yaratmayan yontemler olarak
gida analizlerinde kullanilmaya baslanmistir. Bu kapsamda ¢ogunlukla hammaddenin
tanimlanmasi ve kalite kontroll ¢alismalari yartttlmuastdr. Sinyallerinin zayif olmasi,
fluoresans interferansi ve ekimpanin masrafli olmasi gibi dezavantajlari nedeniyle
Raman spektroskopisi Kizildtesi spektroskopisine kiyasla gida analizlerinde daha az
kullanilmigtir [30]. Diger yandan, su molekulleri gok zayif Raman sagilmasi yapmakta
ve bu sayede daha az interferansa sebep olmaktadir. Kizilétesi Spektroskopisinde su
molekdillerine ait kuvvetli bantlar gézlemlendiginden suyun neden oldugu interferans
cok daha fazla olmaktadir. Raman spektroskopisinde su sinyallerinden kaynaklanan

girisimin daha az olmasi avantaj saglamaktadir [31].

SERS yonteminin gelistiriimesiyle Raman spektroskopisinin gida analizlerindeki
kullanimi kapsam olarak genislemistir [32]. SERS yonteminde soymetaller kullanilarak
olusturulan nanoyapilarin Raman sac¢ilim sinyallerinde yuksek oranlarda artis
saglanabildigi ve fluoresans sinyallerinin baskilanabildigi gosterilmistir [33]. 1990’larin
son yillarindan itibaren SERS teknikleri 6zellikle gida kontaminantlarinin belirlenmesi
amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Ginimuzde ise gida bilesenlerinin analizinin yani
sira kimyasal ve mikrobiyolojik kontaminantlar ile gida katki maddelerinin belirlenmesi

amaciyla SERS yontemi siklikla kullaniimaktadir [34].
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SERS tabanl gida analizlerinde iyi performans goésteren bir SERS substratinin
kullanimi anahtar gorevi gormektedir. Hassasiyet ve tekrarlanabilirlik kimyasal
analizlerin en onemli iki onemli parametresi olarak tanimlanmaktadir. Kantitatif
analizlerde uniform ve tekrarlanabilir bir substrat, o6zellikle iz analizlerde ve
goruntuleme analizlerinde tekrarlanabilir sinyallerin alinmasi agisindan buyuk dneme

sahiptir.

En sik kullanilan SERS aktif substratlar ¢aplari 10 ile 200 nm arasinda degisen altin
veya gumus kolloid tabanli substratlardir. Bunlar, yuksek miktarlardaki tretimin kolay
ve ucuz olmasinin yanisira ticari olarak da erigilebilme gibi avantajlara sahiptir. Bu
kapsamda vyurutulen calismalarda LOD degerleri 2 ppb ile 10 ppm arasinda
degismekte ve kolloidlerin boyutu, analitlerin kimyasal yapisi, 6rnek hazirlama yontemi
ve analiz proseduru gibi parametrelere baglilik géstermektedir. Kolloidlerin SERS
substrati olarak kullanimindaki temel dezavantaj sinyallerin tekrarlanabilirliginin disuk
olmasidir. Kolloidler kati bir yizey tUzerinde kurutuldugunda nanopartikiller rasgele
agrege olma egiliminde oldugundan noktadan noktaya sinyal varyasyonlari ¢ok yuksek
olabilmektedir. Kolloid tabanl substratlarin gelistiriimesindeki gelismeler ile ¢ok

bilesenli nanopartikiller Gretilebilmektedir [35, 36].

lyi bir SERS substrati en kuvvetli plazmon rezonansini saglayan bir diger deyisle en
yuksek sinyal zenginlestirmesini saglayan yuzeyler olarak tanimlanmaktadir. Bu
noktada subtratin yizeyinin her noktasinda uniform bir zenginlestirme saglamasi ile
yuzeyde saglanan zenginlestirmenin yuksek oranda varyasyon igermesi arasinda
farklar bulunmaktadir. ikinci durumda gok yiiksek zenginlestirmenin saglandigi lokalize
olmus belirli noktalar ‘hot-spotlar’ bulunmaktadir [37]. Bu noktalar 6zellikle tek bir
molekiliin tespitinde biiyiik ®nem arzetmektedir. ilk durum ise uygulamalarda

tekrarlanabilirligin elde edilmesi adina daha ¢ok tercih edilmektedir.

SERS zenginlestirmesi, substratin rezonant olarak cevabindan kaynaklandigi icin tipik
olarak dalgaboyuna bagimhlik gdstermekte uyarma isiginin dalgaboyuna goére
degismektedir. Bu nedenle her substrat yalnizca kisith bir uyarma dalgaboyu
araliginda iyi bir zenginlestirme saglayacaktir. Pek ¢cok SERS substrati, molekuler
Raman sacgilmasi deneylerinde kullaniimak Gzere genellikle gérindr/yakin kizil dtesi
(400-1000 nm) bolgede kullanilabilecek sekilde tasarlanmaktadir [38].
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SERS substratlarinin  dretiminde genellikle altin  veya gumids nanoyapilar
kullaniimaktadir. Bu yapilar gorunur/yakin kizil 6tesi bolgede iyi bir plazmon rezonansi

saglayacak dogru optik 6zelliklere sahip olmalari nedeniyle tercih edilmektedir [33].

SERS substratlarinin tretiminde genel olarak ¢ temel yaklagsim vardir; kolloidal halde
sentezlenmis metalik nanopartikullerin  kullaniimasi, kati yuzeylere kolloidal
nanopartikullerin fiziksel veya kimyasal yollarla immobilizasyonu ve son olarak
yukaridan agagi uretim yontemlerinin (nanolitografi) kullanilarak nanoylzeylerin

fabrikasyonudur [39].

2.51 Kolloidal Nanopartikiillerin SERS Platformlarinda Kullaniimasi

Nanopartikil terimi 1-100 nm arahidinda boyuta sahip pargaciklar ifade etmek icin
kullaniimaktadir. Nanopartikiller ¢cok kiigik boyutlara sahip olmalari nedeniyle birim
hacimde yuksek yuzey alanina sahiptirler. Partikul yuzeylerinde ve yuzeye yakin
bolgelerde fazla miktarda atom bulunmakta ve kuantum etkisi goriimektedir.
Nanopartikuller islak kimya yontemleriyle metaller, metal oksitler, silikatlar, organik ve
karbon gibi farkli materyaller kullanilarak morfolojik olarak; kire, ¢ubuk, silindir ve tup
gibi farkl sekil ve boyutlarda Uretilebilmektedirler [40]. Farkh materyal, boyut ve
sekillere sahip nanopartikullerin plazmonik rezonanslarinin degismesiyle SERS
uygulamalarinda yaygin bir sekilde sinyallerin zenginlestiriimesinde
kullaniimaktadirlar. Metalik nanopartikillerin biraraya gelerek olusturduklari glicli lokal
plazmonik rezonanslari sebebiyle SERS substratlari olarak dogrudan hedef
molekullerin tayinine yonelik kullanilabilmektedirler. Nanopartikillerin ornekler ile
karistirnimasi asamasinda agregasyon gorulebilmekte ve bu durum tekrarlanabilir
sonug alinmasini engelleyebilmektedir. Dinamik bir ortamda farkli sentez yontemlerine
gore zeta potansiyelleri ve yuk dengeleri degisen nanopartikiller hedef molekullerin
fiziksel ve kimyasal dzelliklerine gére modifiye edilebilmekte ve bu sayede molekl-
nanopartikil etkilesimi yiksek SERS sinyallerinin olusacagi en ideal seviyeye
cikarilabilmektedir [4, 41]. Metalik nanopartikullerin SERS sinyalerini zenginlestirme
etkisindeki yuksek performanslari, kararli yapilari ve kolay sentezlenebilmeleri

sebebiyle SERS temelli platformlarin olusturulmasinda siklikla kullaniimaktadirlar.
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2.5.2 Nanopartikiillerin Yiizeye immobilizasyonuyla Olusturulan SERS Temelli

Platformlar

Metalik nanopartikillerin SERS uygulamalarinda kullaniimaya baslamasiyla birlikte
tekrarlanabilirlik sorunun ortadan kaldirilmasi amaciyla kati yuzeyler tzerine kolloidal
nanopartikillerin fiziksel ve kimyasal yollarla immobilize edilerek SERS temelli
platformlar olusturulmustur [42]. Nanopartikullerin yUzeylere kimyasal olarak
baglanabilmesi igin bifonksiyonel molekuller kullaniimaktadir. Bu molekullerin ki
ucunda bulunan fonksiyonel gruplar yardimiyla bir taraftan ylizeye baglanirken diger
ucuyla da nanopartikillere baglanarak kati yuzeyler Uzerinde kolloidal
nanopartikillerin  biriktirilmelerini saglamaktadir. SERS temelli bu platformlarin
olusturulmasi sirasinda; kullanilan kati yuzeyler Gzerindeki fonksiyonel gruplar,
yuzeylerin nanopartikullerle etkilestiriime sureleri, nanopartikullerin konsantrasyonlari
ve yuzeyde biriktiriimelerine yardimci tampon, adsorbent, ylzey gerilim ajanlari ve tuz
konsantrasyonu gibi etmenler elde edilen platformun SERS zenginlestirme etkisini
etkilemektedir. YUzeylerde nanopartikullerin biriktirilmesi sonucu kolloidal haldeki
nanopartikil sispansiyonlarinda SERS o&l¢imlerinde gorilen disitk tekrarlanabilirlik
ve hedef molekille etkilesim ortamlarinin optimizasyonu gibi dezavantajlarin ortadan

kaldiriimasi hedeflenmigtir [43].

2.5.3 Nanoyiizey Fabrikasyonu Yontemleriyle SERS Temelli Platformlarin

Olusturulmasi

Nanoyuzeylerin fabrikasyonunda onceki iki yontemin aksine yukaridan asagiya
yontemler kullanilarak SERS platformlari olusturulmaktadir. Litografik yontemler basta
olmak Uzere en sik kullanilan yontemler elektron isin litografisi (EBL), buhar ile
nanopartikdl birikimi, elektrokimyasal biriktirmedir [44]. Kullanilan bu yontemlerde elde
edilen SERS temelli platformlarin plazmonik 0Ozellikleri yuzeylerde olusturulan;
nanobogluklar, nanotepecikler, nano-arrayler ve nanogukurlarin birbirleri arasindaki
mesafelerinin, blyUklUklerinin veya gaplarinin degismesiyle SERS zenginlestirmelerini
de etkilemektedir [45]. Kullanilan plazmonik metal nanomateryale gore fabrikasyonu
yapillan SERS platformuyla daha kontrol edilebilir ve homojen bir ylzey elde
edilmektedir [46].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Kimyasal ve Biyokimyasal Malzemeler

Hidrojen tetrakloroaurat (HAuCls), perklorik asit (HCIOa4), hekzadesiltrimetil-amonyum
bromid (CTAB), L-askorbik asit (AA) ve trisodyum sitrat dehidrat, demir(ll) sulfat
heptahidrat (FeSO4.7H20), demir(lll) klorid (FeCls), Ethylenediaminetetraasetik asit
(EDTA) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Almanya) firmasindan, N-(3-dimetilaminopropil)-
N'-etilkarbodimid hidroklorid (EDC), 11 merkaptoundekanoik asit (11-MUA), 2-
morfolinoetanesulfonik asit monohidrat (MES), hidroksilaminhidroklorar (NH20H. HCI),
%99,5 D-(+)- glukoz, D-(-)- fruktoz, Tris hidroklorit, 5-bromo 4-kloro 3-indol fosfat
disodyum (BCIP), kafein, sodyum siklamat, sodyum sakkarin, aspartam, asestlfam K,
sukraloz, bromkresol yesili, bromkresol moru, Kongo kirmizisi, metil mavi, metil
kirmizi, alizarin, brillant yesili, krezol kirmizi ve fenol kirmizisi Sigma-Aldrich
(Steinheim, Almanya) firmasindan, Tween 20 AppliChem, Biochemica (Darmstadt,
Almanya) firmasindan, saf etanol, gimus nitrat (AgNQO3), sodyum borhidrir (NaBHa4)
ve di-sodyum hidrojen fosfat (Na2zHPO4) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan,
avidin, N-Hidroksisuksinimid (NHS) Pierce Biotechnology (Bonn, Almanya)
firmasindan, aseton, sodyum hidroksit (NaOH) potasyum klorur (KCI), sodyum klorar
(NaCl), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa4), sitrat tamponu J.T.Baker (Deventer,
Hollanda), Biotin isaretli E. coli antikoru Fitzgerald Industries International Inc.(Acton-
MA, ABD), alkalin fosfataz Biozyme Laboratories (San Diego, ABD), LB Agar (Lennox)
ve LB Broth (Lennox) Laboratories Conda S.A. (Madrid, ispanya) firmasindan temin

edilmistir. Butlin ¢ozeltiler ultra saf su (18 MQ.cm) ile hazirlanip kullaniimistir.

3.1.2 Tampon Gozeltilerin Hazirlanmasi

Analizler sirasinda fosfat tampounu (PBS), MES tamponu, Tris-HCI tamponu ve sitrat

tamponu kullaniimigtir.

Fosfat tamponu (67 mM, pH 7,4) NazHPO4 ve KH2PO4 kullanilarak ve icerisine NaCl
ve KCI tuzlar ilave edilerek hazirlanmaktadir. Tween 20 igeren fosfat tamponu igin,
hazirlanan pH 7,4 olan fosfat tamponununa % 0,5 (h/h) oraninda Tween 20 ilave

edilmigtir. Hazirlanan tampon otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
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MES tamponu (0,05 M, pH 6,5) 2-morfolinoetanesulfonik asit mono hidrat ile
hazirlanmakta olup pH’si derigsik NaOH ile ayarlanmistir. Hazirlanan tampon 0,45’lik
mikrofiltreden gegirilerek steril hale getirilmistir. Yapay tatlandirici ve sekerli drneklerde
kullanilan MES tamponu % 0-30 (h/h) glukoz/fruktoz araliginda degisen oranlar ile

modifiye edilerek gida matrisinden gelecek girisimler engellenmistir.

Tris-HCI tamponu 0,05 M ve pH 9,8 olarak hazirlanmig ve ALP enziminin aktivasyonu

icin kullanildigr zaman 0,05 M MgCl: ilave edilmigtir.

Sitrat tamponu 50 mM sodyum sitrat dihidrat kullanilarak pH 3,5 olacak sekilde

hazirlanmistir.

3.1.3 Bakterilerin ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Escherichia coli, Salmonella enteritidis ve Enterobacter aerogenes bakterileri Refik

Saydam Hifzisihha Merkezi Kiiltlir Koleksiyonu’ndan tedarik edilmistir.

LB Broth E. coli, Salmonella ve E. aerogenes’in gelistiriimesinde kullaniimigtir. LB
Broth’un ticari olarak hazirlanmig karisimindan 30 gram tartilarak, 1 | damitik su iginde
¢ozdurulmustar. Hazirlanan besiyeri, test tuplerine 5’er ml olacak sekilde dagitilarak
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Besiyerini iceren tipler buzdolabinda

+4°C’de muhafaza edilmis ve kullanim éncesi oda sicakligina getirilmistir.

LB Agar, E. coli, Salmonella ve E. aerogenes’in segici kati besiyerine inokllasyonunda
ve yuzeye yayma yontemi sonucunda elde edilen kolonilerin sayiminda kullaniimigtir.
LB-Agar hazir karigimindan 35 gram tartilarak, 1 | damitik su igcinde ¢ozdurtlmustar.
Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmigtir. Sterilizasyon
sonrasl, besiyeri Petri kutularina dokullerek katilasmaya birakilmistir. Besiyerleri iceren
Petri kutular ters olarak buzdolabinda muhafaza edilmis ve kullanim éncesi ylzeyleri

kurutulmustur.

E. coliK-12, Salmonella ve E. aerogenes kultlrt ana stok olarak kabul edilip bu mevcut
ana stoktan 5 ml ye 50 pl olacak sekilde ekim yapilarak bakterilerin 37°C’de 18 saat
boyunca c¢ogalmasi saglanmistir. Deney igin gerekli olan dilisyonlar ana stok
kullanilarak hazirlanan yeni stok Uzerinden yapilmigtir. Seri dilusyon hazirlama
isleminden once stoktan alinan 1 ml ¢ozelti igerisindeki bakterinin gelismesi igin

kullanilan besiyerinin uzaklastiriimasi 10 dakika 8000 dev/dk santrifdj ile saglanmis ve
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bu islemle birlikte yapilan diger 3 ardisik yikamada PBS tamponu kullaniimigtir.
Yikama islemi sonrasinda 102 kob mlY’den baslayarak ardisik 7 seri bakteri dilisyonu

hazirlanarak kullaniimigtir.

3.2 Yontem

3.2.1 Nanopartikullerin Sentezi

SERS uygulamalarinda karakteristik dalgasayilari takip edilen molekullerin sinyal
siddetlerinin artinlmasi veya zenginlegtiriimesi i¢in plazmonik etkiye sahip metal
nanoyapilar kullaniimaktadir [47]. Nano boyutlu yapilardan olusan partikal veya
yuzeyler; molekullerle farkli sekil, boyut ve oranda sentezlenerek etkilestiriimektedir.
Metal nanopartikuller icerisinde altin ve gimus biyolojik ve kimyasal uygulamalarda
genis ve yaygin bir kullanim alani elde etmigtirler. Tez kapsaminda SERS uygulamalari

igin farkl boyut ve sekil 6zelliklerinde gimus ve altin nanopartikuller sentezlenmistir.

3.2.1.1 Gumus Nanopartikullerin Sentezi

Kolloidal gimus nanopartikiller, Leopold ydontemi [48] esas alinarak hidroksilamin
hidrokloririin (NH20H-HCI) indirgeyici ajan olarak kullaniimasiyla sentezlenmistir.
3,3x103 M NaOH c¢ozeltisi ve 0,01 M AgNOsz ¢ozeltisi saf su kullanilarak iki ayri
beherde hazirlanir. NH20H-HCI den 1,5x107* mol alinarak, beherde hazirlanan 90 ml
NaOH c¢ozeltisinin icine eklenir ve manyetik karigtirici Uzerinde karistirmaya devam

edilir.

Onceden hazirlanan AgNOs g6zeltisinden bir deney tiipine 10 ml alinarak hizli bir
sekilde beherdeki ¢ozeltinin igine dokulur ve karismasi saglanir. Hizli bir sekilde berrak
¢Ozeltinin koyu gri ve metalik yesil renk aldigi gorulir. Bu durumda kolloidal gimus
nanopartikillerin sentezi gergeklestiriimis olur. Sentezlenen kolloidal gumus
nanopartikuller kullanilmadan once karanlkta agzi kapali bir sekilde 15 dakika
boyunca oksidasyondan muhafaza edilmistir. Sentezlenen gumuis nanopartikil tez

metni icerisinde AgNPs olarak kisaltiimigtir.

3.2.1.2 Altin Nanogubuk Partikullerin Sentezi

SERS dlgumlerinde plazmon etkisinin artirlmasi ve altin ytzeylerin biyokimyasal

modifikasyonlar igin uygun o6zellikler géstermesi nedeniyle boy/en orani anizotropik
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olacak sekilde nanopartikulleri yuksek verimde sentezlenmigtir. Altin nanogubuk

partikullerin (Au-NRs) sentezinde tohum buylutme yontemi esas alinmigtir [49].

Tohum ¢ozeltisi i¢in, temiz bir viyal igerisinde 7,5 ml 0,1 M CTAB ve 250 pl 0,01 M
HAuCls karistinlir. Buz banyosunda sogutularak hazirlanan 600 pl 0,01 M NaBH4 hizli
bir sekilde viyalin igerisine aktarilir ve 5 dk slre bekletilerek tohum ¢oézeltisi olarak

kullanilacak kiresel nanopartikullerin meydana gelmesi saglanir.

Blyutme ¢Ozeltisi icin ayri bir viyalde, 4,75 ml 0,1 M CTAB, 1 ml 0,01 M HAuCl4 ve 60
ul 4x10° M AgNOs cozeltileri karigtirilarak koyu turuncu renkli bir karigim elde
edilmigtir. 250 ul 0,1 M AA bu karisima eklenerek iyice karistiriimig, sonugta renksiz
blyutme ¢ozeltisi elde edilmistir. Tohum ¢ozeltisinden 5 pl alinarak viyalde hazirlanan
blyutme ¢ozeltisine oda sicakliginda eklenmis ve 3 saat bekletilerek altin nanogubuk
partiktllerin olusmasi saglanmistir. Stre sonunda elde edilen nanopartiktllerin rengi

mor ve pembe arasi olarak gozlenmistir.

3.2.1.3 Altin Kapli Manyetik Nanopartikillerin Sentezi

Altin kaph manyetik nanopartikillerin (MNPs-Au) sentezlenmesinin amaci manyetik
ayrim sirasinda kullanilabilmesi ve nano boyuttaki 6zelliklerinden yararlanarak yuzey
modifikasyonlarinin yapilabilmesidir. Bu sayede bakterileri yakalayici ve ortamdan
ayirici bir prop olarak kullanilan antikorlarin nanopartikul ylzeylerine baglanmalari
gerceklestirilebilmektedir. Sentez yéntemi iki agsamadan olusmaktadir. ilk agsamada;
manyetik ¢ekirdedi olusturacak olan manyetit (FesOa) nanopartikiller hazirlanmigtir
[50]. Kullanilan yéntem gerekli degisiklikler yapilarak takip edilmistir. 1,28 M FeCls ve
0,64 M FeS04.7H20 deiyonize suda ¢o6zulmis ve 1 M NaOH hazirlanan bu demir
cOzeltisi icerisine eklenerek 40 dk karistirimigtir. Siyah ¢okelti manyetik olarak
toplanarak deiyonize su ile U¢ kere yikanmis ve ardindan 2 M HCIOa ile 3 saat boyunca
karigtiricida bekletilmistir. Bu islem ile olugan asidik ortami gidermek icin deiyonize su
ile U¢ kere 20 dakika 10000 dev/dk santrifljle yikama yapilmistir. Santrifiij ile yilkama
islemi sonunda manyetit demir nanopartikuller azot gazi altinda kurutularak kullanima

hazir hale getirilmistir.

Sentezin ikinci asamasinda manyetit nanopartikillerin Gzeri CTAB varliginda
cekirdek@kabuk yapiy1 saglayacak sekilde altin ile kaplanmistir. 10 mg FesOa4

tartlarak 5 ml deiyonize suda ¢ozduriimis ve 1M NaOH c¢ozeltisi iginde
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¢6zindurdimus 0,27 M 5 ml EDTA ile bir deney tlpu icinde sonikatdérde 5 dk slreyle
kanstinimistir. Partikuller 10 dk sureyle 10000 dev/dk santrifij yapilmig ve Ust faz
uzaklastirildiktan sonra tzerine 7 ml CTAB, 3 ml 0,01 M HAuCls ve 300 pl 1 M NaOH
eklenmistir. TlUp vorteks ile karistirildiktan sonra Gzerine 150 mg NH20H.HCI ilave
edilmis ve 3 dk slreyle karistiricida bekletilmistir. Cozelti rengi koyu kahverenginden

kirmiziya donmustar. Kullanim igin oda sicakliginda karanlikta 24 saat bekletilmistir.

3.2.2 SERS igin Kullanilan Yiizeyler ve Modifikasyonu

Sentezlenen altin ve gimus nanopartikiller dogrudan analizi yapilacak olan veya
isaretci olarak kullanilan molekiller ile karistirilarak bir c¢ozelti icinde SERS
spektrumlar alinabilmektedir. Diger bir yontem olarak nanopartikiller yigin olarak
belirli bir yluzeye kimyasal veya fiziksel baglarla tutundurularak nano ylzeyler
olusturulmaktadir. Bu yulzeyler, artan purtzlilik derecesine goére SERS dl¢gimi
yapillan molekile ait karakteristik dalgasayinda farkli sinyal siddeti degerleri elde

edilebilmektedir.

Normal sentez halindeki nanoyapilarla karsilastirildiginda SERS olgumleri igin
kulanilan yuzeylerin metalik nanopartikll icerik ve kompozisyonlari, dedisen boyut ve
sekilleri, ylzey dizilimleri veya yuzey Uzerinde biriktirilen tanecik sayisi, fonksiyonel
gruplart ve elektron yuk dengeleri gibi parametreler takip edilen molekile ait
karakteristik dalgasayisindaki sinyal siddetini etkilemektedir. Birbirinden farkl teknikler
kullanilarak hazirlanan SERS nanoylzeylerin etkinligini dlgmek igin zenginlestirme

faktorl (EF) hesaplanarak yuzeylere ait sonuglar kargilastiriimistir.

Tez kapsaminda c¢alisilan molekullerin ve kimyasallarin RS ve SERS sinyalleri farkl
yuzeyler kullanilarak takip edilmistir. Bu maksatla yuzey olgimleri igin birbirinden farkl
yuzey 6zelliklerine sahip; ince katmanli kromatografi kagidi (TLC), ticari altin slaytlar
(Platypus Technologies, Fitchburg, ABD) ve Uzerine AgNPs kaplanan altin ylzeyler
kullaniimigtir. Bu sayede farkli ylzeylerin, SERS 6l¢cumlerinde kullanilan analitler igin

EF degerleri hesaplanmistir.

TLC ve ticari olarak satin alinan altin slayt ylizeyler, dogrudan élgimi yapilmak istenen
molekulllerin veya nanopartikilerin hazirlanan ¢ozeltilerinden yuzeylerine pipet

yardimiyla 1 yl damlatilarak ve oda kosullarinda kurutulduktan sonra kullaniimistir.
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Sentezlenen AgNPs kullanilarak altin slayt ylzeylere biriktiriimesi saglanmis ve bu
sayede gumus nano yapilardan olugsam yuzeyler elde edilmigtir. YUzeylere gumus

nanopartikullerin biriktiriimesi iki farkli yontem kullanilarak olusturulmustur.

3.2.2.1 Altin Slayt Yuizeylere AgNPs Spotlarin Olusturulmasi

Ticari olarak satin alinan altin yuzeyler; 76,2x25,4x0,7 mm 0Olgulerinde ve cam uzerine
altin (50 nm kalinhginda) kapl slaytlar olarak temin edilmistir. Sentezlenen AgNPs 8
dakika sureyle 8000 dev/dk santriflj edilerek Ust faz 1/10 oraninda santriflij edilen tlp
icerisinde birakilarak 10 kat (10x) ve st faz 1/20 oraninda santriflj edilen tup icerisinde

birakilarak 20 kat (20x) derisik hale getirilmigtir.

SERS odlgumleri sirasinda test edilmek istenen analit igin optimize edilen AgNPs
derisimine gore, pipet yardimiyla 1 ul derisik hale getirilen 10x veya 20x AgNPs altin
yuzeylere aktarilarak oda kosullarinda kurutulmus ve SERS dl¢cimlerinin alinacagi
altin Gizerinde giimis spotlar olusturulmustur. Olgim alinacak her bir drnek icin tek bir
spot kullaniimistir. Altin slaytlar Uzerindeki spotlarin Gzerine 6rneklerden 1 ul alinarak
pipet yardimiyla damlatiimis ve oda sicakhdinda kurutulmustur. Kurutma asamasindan
sonra her bir analit i¢in belirlenen kosullarda ylzeylerden SERS olgumleri alinmistir.
Yuzey uUzerinde olusturulan gumug spotlara analitlerin damlatilip Olgumlerin
alinmasindan sonra; % 30 H202 ve % 37 H2SOa4 ¢ozeltileri 1:3 (h/h) hazirlanarak
olusturulan piranha ¢ozeltisinde, organik kalintilarin ve bulagilarin uzaklastiriimasi igin
15 dk bekletilmigtir. Stre sonunda altin slaytlar ¢ézeltiden ¢ikariimig ve deiyonize su
ile yikandiktan sonra kurutulmustur. Sekil 3.1°de AgNPs’nin altin ylzeylere pipte
yardimiyla 1 pl aktarilmasi sonucu olugsan spotlar goOsteriimektedir. Bu islem
sonucunda altin slaytlarin yeniden kullanilmasi saglanarak, yuzeylerine uygun

derisimde hazirlanan AgNPs’den damlatilarak gimus spotlar olusturulmustur.
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Sekil 3.1 Altin ylzey Uzerine olusturulan AgNPs spotlar

3.2.2.2 Altin Slayt Yuizeylere AgNPs’nin Kaplanmasi

Altin ve gumus nanoyapilarin SERS ol¢cumlerinde yuksek plazmonik etkilerinden
yararlanabilmek ve nanoyuzeylerin lazer sagilimini gogaltarak olgim sirasinda sinyali
takip edilen molekullerin hesaplanan EF degerlerini artirmasindan dolayi altin slayt
yuzeylere, sentezlenen gumus nanopartikiller kontrollu bir sekilde kaplanmistir. Bu
maksatla altin ile guglu bir bag yapan thiol gruplu kisa zincirli 1,4-dithiothreitol (DTT)

kullaniimistir. Sekil 3.2°de molekiler yapisi gosterilmistir.
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Sekil 3.2 1,4 Dithiothreitol molekulinun yapisi [51]

DTT nin yapisi incelendiginde iki ucunda S-H baglarinin oldugu ve 4 karbonlu kisa bir
zincir yapisinda oldugu goérulmektedir. Bu sayede bir ucunda bulunan S-H gruplari
vasitasiyla altin yizeyde Au-S baglan olusturarak yiuzeyde kendiliginden olusan tek
tabakali (SAM) bir yapi meydana getirmektedir. Altin yizeyde SAM ile meydana gelen
inorganik kisa zincirli (4C atomluk) yapinin diger ucunda agikta bekleyen S-H grubuyla
ise sentezlenen AgNPs reaksiyona girerek Ag-S baglari olusturmaktadir. Yuzeyde Au
ve Ag atomlarindan olusan bu iki tabakali yapinin, S-H baglariyla yaptiklari Au-S ve
Ag-S baglanma enerijileri (Ep) sirasiyla; -6,79 ve -2,22 kcal mol* oldugu belirtiimistir
[52]. Altin ylzey Uzerine AgNPs’nin kararli bir sekilde baglanmasini saglayan SAM

yapisinin kullaniimasiyla farkh érnekler ve ¢ozeltiler igin kullanilabilir, EF degeri ve

23



plazmonik etkisi sentezlenen nanopartikullerle karsilastirildiginda daha yuksek bir

SERS temelli platform elde edilmisgtir.

Altin kapli cam slaytlar 5x5 mm oOlgulerinde kesilerek kullaniimigtir. Kesilen yuzeyler
oncelikle piranha ¢ozeltisinde 15 dk sureyle bekletiimis ve deiyonize su ile yikanip

kurutulduktan sonra kullanilmistir.

Sentezlenen AgNPs’nin altin ylzeye spesifik olarak baglanmasini saglayabilmek ve

yuzeyi gumus nanopartikullerle 6rtmek icin sirasiyla asagidaki islemler takip edilmigtir;

i. 50 mM 1,4-dithiothreitol (DTT) deiyonize suda bir beher iceriside hazirlanmis ve
icerisine belirtilen Olgulerde kesilen altin slaytlar konularak 12-18 saat araliginda
karistiricida bekletilmistir. Karistiricida bekleme slresi sonunda beher icerisinden
alinan yuzeyler deiyonize su igerisinde 3 defa yikanarak fazla miktarda yuzeye
baglanmadan kalan DTT’nin uzaklastirimasi saglanmistir. Bu islemlerin sonucunda
yuzeyde SAM ve acikta kalan bir diger ucunda ise gimus nanopartikiliin baglanmasini

saglayacak fonksiyonel S-H grubunun olugsmasi saglanmigtir.

ii. Uygun bir beher igerisine tUzerine SAM olusturulan altin slaytlar alinmigtir. Daha
sonra 13,3 mM ve 150 ul KNOs ¢dzeltisi ve 20 kat derisik halde (20x) AgNPs 50 ul
eklenmis ve karistircida 300 dev/dk, 18 saat bekletilmistir. Stire sonunda altin slaytlarin
yuzeyi deiyonize su ile Ug kere yilkanmig ve azot gazi altinda kurutularak kullaniimistir.
Hazirlanan ydzeylerin bilesenleri Sekil 3.3’de sematize edilerek gdsterilmistir. Elde

edilen yuzeyler Au-AgNPs olarak kisaltilmistir.

goansse

Au yluzey

il,ﬂ,-dithiothreitol O AgNPs

Sekil 3.3 Au-AgNPs yuzey ve bilesenleri
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3.2.3 Nanopartikillerin ve Yuzeylerin Karakterizasyonu

3.2.3.1 UV-visible Spektrofotometresi

Sentezlenen Au-NRs, MNPs-Au ve AgNPs nanopartikullerin absorpsiyon spektrumlari
fotodiyot dedektorine sahip Agilent 8453 UV-visible spektrofotometre (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, ABD) ile olgiimustir. Sentezlenen nanopartikiller
santrifij yardimiyla 8000 dev/dk ve 10 dk slreyle ¢oktlrulip Ust faz uzaklastirilmigir.
Kalan ¢okelti halindeki partikullerin Gzerine deiyonize su Onceki hacimleri oraninda

eklenmistir.

UV-Visible spektrofotometresinde nanopartikullerin absorbsiyon dalgaboylari gérinar
bélgede olacagi icin polistiren makro kuvetler kullaniimistir. Olglimlerden dnce
deiyonize su ile kor alinmigtir. Kor olarak hazirlanan deiyonize suya ait absorbans
degeri sifirlandiktan sonra her bir nanopartikilden 100 pl alinarak yeni polistiren makro
kivetlere aktarilmistir. Son hacimde 2 ml olacak sekilde kalan hacim deiyonize suyla
tamamlanmistir. 300-900 nm aralikta absorbans okumalari her bir nanopartikdl igin

ayri kuvetlerde sirasiyla gergeklestiriimis ve elde edilen spektrumlar kaydedilmistir.

3.2.3.2 TEM Olgiimii

Nanopartikuller sentezlendikten sonra sekil ve boyutlarinin karakterizasyonu igin
Gegigli elektron mikroskobu (TEM) kullaniimistir. Manyetik ¢ekirdek ve altin kabuk
yapsinda sentezlenen MNPs-Au, tohum ¢oOzeltisi igerisinde izotropik yapidan
anizotropik yapilya buyutme ¢ozeltisi igerisinde gecis yapan ¢ubuk sekilli Au-NRs’nin
ve hidroksilamin hidroklorur indirgeyici ajani kullanilarak sentezlenen kuresel sekilli
AgNPs’nin sekil morfolojileri ve boyutlari incelenmistir. Sentezlenen nanopartikullerin
her birinden 10 pl alinarak karbon-formvar kapli bakir gritler Gzerine aktariimistir. 10
dakika sureyle kurumalari beklendikten sonra FEI Tecnia Tecnai Spirit BioTWIN (FEI
Company, Oregon, ABD) TEM’de 120 kV de calisilmistir. Orneklerin gérintileri alinip,
dijital ortama aktariimigtir.

3.2.3.3 Au-AgNPs Yiizeylerin Karakterizasyonu

Altin yuzeylere DTT kullanilarak olusturusan SAM yapisinin ucundaki fonksiyonel S-H
grubu kullanilarak yizeylere baglanan AgNPs birikimi DeltaNu Examiner Raman

Mikroskop sistemi (Laramie,Wyoming, ABD); 785 nm lazer kaynagi ve CCD dedektor
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kullanilarak alinmistir. 20X objektif kullanilarak, 15 saniye slreyle 100 mW lazer
gucunde RS kullanilarak AgNPs’nin ylzeylere biriktiriimeden dnce ve SAM yapildiktan
sonra biriktirilmesi takip edilmistir. Elde edilen spektrumlardan Ag iyonlarinin yizeyde
bulunan DTT ve altin ile yaptigi baglara karakteristik dalga sayilarinda sinyal siddetleri

belirlenmistir.

Takip edilen dalga sayilarindaki sinyal siddeti Uzerinden, kullanim 6ncesi altin ylizeye
ait spektrum ve AgNPs’nin Uzerine biriktiriimesi sonrasi elde edilen spektrum

karsilastirilarak Au-AgNPs yuzeylerin karakterizasyonu yapilimigtir.

3.2.4 Zenginlestirme Faktoriiniin (EF) Hesaplanmasi

Sentezlenen nanopartikillerin ve olusturulan SERS aktif ylzeylerin analizi yapilan ve
takip edilen molekullere ait belirli dalga sayisindaki sinyal siddetlerinin ¢ogalma
derecesinin dlgulebilir bir sekilde ifadesi dnemli bir parametredir. SERS zenginlestirme
faktord (Enhancement Factor, EF) olarak ifade edilen bu parametreyi; batin kosullar
her iki 6lgiim icinde gegerli kalmak kosuluyla, ayni molekiil icin SERS 6lciminden elde
edilen sinyal siddetiyle SERS etkisini olusturan nanoyapinin ortadan kaldirilarak

Olcllen RS sinyal siddetinin orani olarak tanimlayabiliriz.

Farkl karakterizasyon 6zelliklerine sahip SERS o6lgumleri i¢in kullanilan nanoyapilarin
EF degerlerinin hesaplanarak karsilastiriimalari, analizi yapilmak istenen molekulin
hassas ve etkin bir sekilde tayin etmek icin kullaniimasi gereken nanoyapinin

secilmesini saglamaktadir.
EF’nin hesaplanabilmesi igin asagidaki esitlik kullaniimistir;
EF= (/sers/ Nsers) / (/Raman/ Nraman) (3.1)

Iers Olgumu yapilan molekulin belirlenen karakteristik dalgasayisindaki SERS sinyal
siddetini ve /kaman ise Olgimd yapilan molekulin belirlenen karakteristik
dalgasayisindaki Raman sinyal siddetini ifade etmektedir. Nsers ve Mraman ise SERS
ve Raman Olgumlerinin yapildigi alandaki veya hacimdeki molekul sayisini ifade
etmektedir. Esitlik (3.1) kullanilarak, tez kapsaminda farkh sekil ve boyutlarda
sentezlenen gumus ve altin nanopartikillerin ve yluzeylerin EF degerleri

hesaplanmistir.
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3.2.5 Askorbik Asit Tayinine Yonelik SERS Tabanl Analizin Geligtirilmesi

RS’de aktif oOzellige sahip olmalardindan dolay! isaretgi olarak kullanilan pH
indikatorleri ve boyalar, metalik nanoyapilar ile birlikte SERS o6lgumleri alindiginda
sahip olduklari parmak izi spektrumlarinin sinyal siddeti artmakta ve karakteristik
baglarinin gozlendigi dalga sayisindaki bandlarda zenginlesme gergeklesmektedir.
Gida bilesenlerinin analizinde RS molekulleri isaret¢i olarak kullanilir ve dolayl olarak
analit ve isaretci arasinda korelasyon kurularak SERS tabanli farkl analitik yontemler
geligtirilebilir. Askorbik asitin kantitatif olarak SERS ile belirlenebilmesi icin RS
isaretcilerinin  SERS spektrumlarindan elde edilen sinyaller ve askorbik asit
konsantrasyonlari degisimi arasinda bir korelasyon aranmistir. Askorbik asitin sulu
cOzeltilerinde gumus nitrat ile etkilesimi sonucu Ag* iyonlarini indirgemesiyle gumus
kolloidal nanopargaciklar olusmaktadir. Degisen askorbik asit konsantrasyonlarina
bagl olarak olugsan gumus nanoparc¢aciklarin boyut ve miktarlari da degismektedir. Bu
yolla sentezlenen AgNPs’nin SERS etkisini dedisen askorbik asit konsantrasyonlarina
bagli olarak izleyebilmek igcin RS isaretgilerinin ylUksek aktif 6zelliklerinden
yararlanilmigtir. Her bir isaretcinin sahip oldugu parmak izi spektrumuna ait

karakteristik dalga sayilari belirlenmisgtir.

Askorbik asit tayininde kullanilabilecek en uygun isaretginin secilebilmesi igin mevcut
isaretcilerin parmak izi spektrumlarina goére EF degerleri esitlik (3.1) kullanilarak

hesaplanmistir.

Bromkresol moru, bromkresol yesili, Kongo kirmizisi, litmus, metil mavi, metil kirmizi,
alizarin, brillant yesili, kresol kirmizi, fenol kirmizisi, RS isaret¢i molekulleri olarak
baslangigta kullaniimigtir. Her bir isaret¢i deiyonize suda ve pH 6,5 50 mM MES
tamponunda 1 mM konsantrasyonda olacak sekilde ayri ayri hazirlanmigtir.

Askorbik asit standart ¢ozeltisi, 1 mg ml! stok ¢ozelti olacak sekilde deiyonize suda
¢cozdurtlmus ve vortekslenmistir. Ultrasonik su banyosunda degaze iglemi yapildiktan
sonra Raman Olgimleri igin uygun konsantrasyonlarda dilisyonlari hazirlanmigstir.
Olgtimler sirasinda karanlikta ve oda sicakhiginda bekletilmistir. Glimus nitrat (AgNO3)
standart c¢oOzeltisi 10 mM konsantrasyonda stok olarak deiyonize su iginde

hazirlanmistir.
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Bu amagla bromkresol moru, bromkresol yesili, Kongo kirmizisi, metil mavi, metil
kirmizi, alizarin, brillant yesili, kresol kirmizi, fenol kirmizisi, olusan 10 farkli Raman
isaretgisinin  TLC yuUzeylerinde Raman spektrumlari DeltaNu Examiner Raman

Mikroskop sistemi; 785 nm lazer kaynagi ve CCD dedektor kullanilarak alinmistir.

Deiyonize suda hazirlanmis isaretciden 1 ul alinmis ve pipetle yluzeylere damlatilip
kurutulduktan sonra Raman oOlgumleri 20X objektif kullanilarak, 15 saniye sureyle 100
mW lazer gucinde yapilmigtir. Ayni parametreler kullanilarak dlgimler SERS yontemi
icin tekrarlanmigtir. Bu maksatla sabit konsantrasyonda askorbik asit ve 1 mM
konsantrasyondaki isaretgiler ile ayri olacak sekilde eppendorflarda karistirilmis ve
uzerlerine 0,01 M AgNOQOs ¢ozeltisi ilave edilmistir. Vorteks ile karistirildiktan sonra pipet
yardimiyla 1 pl alinarak TLC Uzerine damlatilip kurutularak dlgimleri alinmistir. SERS
OlcUmu sonrasi igaretgilere ait zenginlesen dalgasayilari belirlenmis ve her bir isaretgi

boya icin EF degerleri hesaplanmigtir.

Model ¢ozelti; MES tamponunda hazirlanmis 1 mM Raman isaretgisisinden 100 ul, 10
mM AgNOs ¢ozeltisinden 100 pl ve standart askorbik asit ¢ozeltisinden 6lgima
yapilacak konsantrasyondan 200 yl Raman kivetlerine alinarak hazirlanmistir. SERS
Olcumleri 785 nm lazer kaynagi, 30 saniye sureyle 100 mW lazer gucunde

gerceklestirilmigtir.

3.2.6 Kafein Tayini igcin SERS Tabanl Analizin Gelistiriimesi

Kafein ¢ozeltisi RS ve SERS 6lgumleri igin, sitrat, PBS ve Tris tamponlarinda 0,1, 1 ve
10 mg mlt konsantrasyonlarinda hazirlanarak kullaniimigtir. Hazirlanan stok
¢cOzeltilerden deney sirasinda Olgcumu yapilan konsantrasyona gore dilusyonlari
yapilmistir. Farkh konsantrasyonlara bagl olarak kafeine ait karakteristik dalga
sayisindaki sinyal siddetlerinin degisimlerini gdsteren spektrumlar kaydedilmigtir.
Farkli pH degerlerinin RS spektrumlarindan elde edilen karakteristik dalga
sayilarindaki sinyallerin degisimlerini inceleyebilmek igin kafein ¢dzeltisi; sitrat, PBS ve
Tris-HCI tamponlarinda 10 mg ml* olacak sekilde hazirlanarak dlgiimleri alinmistir.
Elde edilen RS spektrumlari belirlenen dalgasayisindaki sinyal degisimlerine gore

incelenmig ve tamponlarin pH degerlerinin etkisi karsgilastiriimigtir.

Sentezlenen nanopartiklllerin ve nano yuzeylerin kafein tayininde kullanilarak SERS
temelli dlgumlerin alinabilmesi i¢in Au slayt yuzeyleri kullaniimistir. Au-NRs ve AgNPs
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nanopartikillerinden ayri ayri 1 pl alinip Au slayt Gzerinde farkh noktalara damlatiimis
ve kurutulmustur. Kafein 6lgiimi igin kullanilacak olan 1 mg mlt konsantrasyonunda
belirlenen tamponda hazirlanmis kafein ¢ozeltisi, 1 pl pipet yardimiyla kurutulmus olan
nanopartik(lli noktalara aktariimigir. Au-AgNPs yiizeylerde SERS 6lgiimi, 1 mg ml?
konsantrasyonda hazirlanan kafeinden pipet yardimiyla 1 pl alinarak ylizeye damlatilip
kurutulmasi sonrasi alinmigtir. Nanopartikullerin ve yuzeylerin SERS oOlgumleri 20X
mercek kullanilarak yapiimistir. Elde edilen spektrumlar Gzerinden kafeine ait 555 cm-

1 dalgasayisindaki sinyal siddeti takip edilerek EF degerleri hesaplanmistir.

Kafein analizi i¢in kullanilacak tampon ¢6zeltisinin ve nanoyapinin belirlenmesiyle, 0,1-
1 mg mlt araligindaki konsantrasyonlarda hazirlanan kafein g¢ozeltilerinin SERS
Olcumleri 20X ve 50X mercekler kullanilarak alinmistir. Elde edilen spektrumlar
Gzerinden kafeine ait 555 cm™ dalgasayisindaki konsantrasyona bagli sinyal
degisimleri takip edilerek kalibrasyon edgrileri c¢ikariimis ve LOD ve LOQ degerleri

hesaplanmistir.

RS ve SERS spektrumlari; DeltaNu Examiner Raman Mikroskop sistemi; 785 nm lazer
kaynagi, 20x ve 50x mercekler, 15 saniye 100 mW lazer gicu ve CCD dedektor

kullanilarak alinmistir.

3.2.7 Tatlandiricilarin Tayini igin SERS Tabanli Analizin Gelistiriimesi

Yapay tatlandirici olarak; sodyum siklamat, sodyum sakkarin, aspartam, asesulfam K
ve sukraloz kullaniimistir. Standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi maksadiyla deiyonize
suda ¢ozdurilerek 10 mg ml-* konsantrasyonunda stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve ileriki
uygulamalarda dilisyonlar halinde seyreltilerek kullaniimak Uzere +4°C’de

buzdolabinda saklanmigtir.

Ticari olarak satilan farkli markalara ait dogal maden suyu érnekleri sade ve meyve
aromall olacak sekilde satin alinmigtir. Meyve aromali maden sularinin etiket
iceriginde glukoz, fruktoz, sitrik asit ve meyve aromasinin oldugu belirtiimistir. Cilek
aromali maden sulari gercek ornek uygulamalarinda kullaniimak Uzere secilmis ve

hazirlanan sitrat, MES, PBS, Tris-HCI tamponlariyla birlikte kullanilmigtir.

Gercek ornek denemelerinde, satin alinan maden sularinin igeriginde bulunan

maddelerin deney olgumlerine etkisini incelemek amaciyla maden sularina disaridan
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cilek aromasi, sitrik asit ve toplam seker igerigi %10’luk olacak sekilde glukoz/fruktoz

(3:2 h/h) karisimi eklenmigtir.

Maden sulari deneylerden 6nce, ultrasonik su banyosunda degaze edilmis ve CO2gazi

uzaklastiriimistir.

Sodyum siklamat, sodyum sakkarin, aspartam, asesllfam K ve sukraloz igin
hazirlanan stok ¢ozeltiler kullanilarak 0,1 mg mitile 10 mg ml! arah§inda degisen
konsantrasyonlarda RS olgumleri alinmigtir. Bu amagla kuvetlere, 200 uyl hacimde
tatlandiricilar hazirlanan konsantrasyonlarda konulmus ve DeltaNu Examiner Raman
Mikroskop sistemi; 785 nm lazer kaynagi 20 saniye sureyle 100 mW lazer gucunde
Olcumleri alinmigtir. SERS olgumleri i¢in oncelikle sentezlenen AgNPs 8 dk sureyle
8000 dev/dk santrifij yapiimig ve 10 kat (10x) veya 20 kat (20x) derigik hale getirilmigtir.
Raman kuvetlerine élglim igin; hazirlanan nanopartikilden 20 pl, kullanilan tampon
¢ozeltisinden 80 pl ve tatlandiricilardan 100 pl ilave edilerek her bir tatlandirici igin
hacim o6l¢gumleri sonucunda SERS spektrumlari alinmistir. Tampon ¢ozeltisi pH
dengesini saglamak ve tatlandirici-nanopartikil arasinda olusan kompleksin

stabilitesini korumak icin kullaniimaktadir.

Tris HCI, PBS, sitrat ve MES tamponlari olcimler sirasinda kullaniimis ve en lyi
sonugclarin alindigi tampon gergek drnek denemelerinde kullaniimak Gzere modifiye
edilmistir.  Modifiye isleminde ise gergcek orneklerden gelebilecek gseker
konsantrasyonunu kargilayabilmek ve SERS sinyallerine etkisini engellemek igin % O-

30 arasinda glukoz:fruktoz karisimi (3:2) h/h oraninda tamponlara ilave edilmistir.

Yuzey olcumleri igin Au slayt yluzeyler Uzerind gelistirilen Au- AgQNPs yuzeyde olgumler
alinmistir. SERS 06lgumu yapilacak tatlandiricidan 1 pl alinarak kurutulan Au-AgNPs
yuzey uzerine damlatiimis ve Raman Mikroskop sistemi; 785 nm lazer kaynagi, 20x
objektif 30 mm spot alaninda, 20 saniye 100 mW lazer gici ve CCD dedektor
kullanilarak olgimler alinmistir. Au-AgNPs ylzeyinde ise dogrudan élgimu yapilacak
tatlandiricidan 1 yl alinarak belirtilen kosullarda SERS spektrumlari elde edilmistir. Her

bir tatlandiriciya ait EF, esgitlik (3.1)’e gore hesaplanmistir.

3.2.7.1 Aspartam Tayini igin SERS Tabanl Analiz Gelistirilmesi

Aspartam tayini icin gelistirilien yontemde ise; 0-1 mg ml* araliginda bes farkh (0,2,
0,4, 0,6, 0,8, 1,0) konsantrasyondan elde edilen kalibrasyon egrileri ¢izilmistir.
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Kalibrasyon egrileri; model 6rnek, sade maden suyu ve meyve aromali maden suyuna
sonradan ilave edilen aspartam konsantrasyonlarinin SERS ile belilenmesiyle elde
edilmistir. Raman kuvetlerine; 10x AgNPs 100 ul, 75 pl modifiye edilmis tampon ve
75 Ml Olcumu yapilacak aspartam konsantrasyonu eklenmigtir.
Karigimin son hacmi 250 ul olacak sekilde ayarlandiktan sonra olugan kompleksin
kararlihigini gézlemlemek igin siire-sinyal siddeti, aspartam igin belirlenen 1002 cm™

dalgasayisinda Raman dlgum parametreleri uygulananarak takip edilmistir.

3.2.7.2 Aspartamin Maden Suyunda Tayini i¢cin Yontemin Validasyonu

Yapilan analizlerin dogrusallik, duyarlilik, kesinlik ve dogruluk parametreleri yontemin
validasyonu igin  hesaplanmistir.  Dogrusaligi tanimlamak i¢in aspartam
konsantrasyonlari (0-1 mg mlt) ve 1002 cm dalgasayisindaki bandin sinyal siddeti
arasindaki iligski kullaniimigtir ve dogrusallik tespiti basit dogrusal regresyon analizi
yapilarak bulunmustur. Determinasyon katsayisi (R?), degiskenlerden elde edilen
SERS sinyallerinin agiklanmasinda kullaniimigtir. Aspartamin tayini igin kalibrasyon
egrisi IUPAC (Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi) standardina gore [53]
su, meyve aromall ve aromasiz maden sularinda ¢ikarilarak, ydontemin belirleme siniri

(LOD) ve dlgim siniri (LOQ) hesaplanmistir. IUPAC metoduna gére,
LOD = 3*Sh/b (3.2)
LOQ = 10*Sb/b (3.3)

esitlikleri kullaniimigtir. Burada Sb, SERS sinyallerinin standart sapmalarini ve b ise
kalibrasyon egrisinin egimini ifade etmektedir. Gun ici ve gunler arasi kesinligin ortaya
konulmasi icin 6rneklere 0,6 mg ml?! aspartam ilave edilmistir. Gin icgi Olgiimlerde
deneyler 4 defa ayni gun fakat farkli zamanlarda tekrar edilmistir. Glnler arasi
Olcumlerde ise deneyler 5 farkli gunde tekrarlanmigtir. Gun ici ve gunler arasi
Olcumlerde SPSS 16.0 istatistik programi (SPSS, Chicago, IL, ABD) kullanilarak tek
yon ANOVA yapilmistir. istatistiksel olarak farkllik igin p<0,05 degderi kabul edilmistir.

3.2.8 ALP Tayini icin SERS Tabanl Analizin Geligtirilmesi

ALP enzimi standart ¢ozeltisi -20°C’de muhafaza edilmistir. Konsantrasyonu 19 mg
protein ml* olan standart enzim ¢ozeltisi, 10" M olacak sekilde MES tamponunda stok
¢ozelti olarak hazirlanmistir. Enzim aktivasyonu c¢alismalari i¢in oda sicakliginda MES

tamponundan seri dilusyonlar halinde kullanilacak enzim ¢ozeltisi hazirlanmigtir.
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Substrati olarak kullanilan BCIP, Tris-HCI tamponunda 0,3 mg ml! konsantrasyonda

hazirlanarak enzim ¢ozeltisiyle etkilegtirilmigtir.

Sentezlenen Au-NRs, AgNPs nanopartikulleri ve Au-AgNPs ylzeyler kullanilarak ALP
aktivitesinin tayini icin SERS ol¢cimleri alinmistir. Stok olarak hazirlanan ALP enzim
cOzeltisinden  dilusyonlar MES tamponunda 10'1-101'® M  araligindaki
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. ALP aktivitesi sonucunda olusan drinin 5-bromo-
4-kloro-3-indol (BCl) 600 cm™Y'de karakteristik bandi vardir. Her bir nanopartikiil ve
ylizey icin elde edilen spektrumlarda BCl'ye ait karakteristik 600 cm! dalga sayisindaki
sinyal siddeti kullanilarak SERS temelli platformlarin EF dederleri esitlik (3.1)’e gore

hesaplanmis ve karsilastiriimigtir.

Hazirlanan her bir derisimdeki ALP, substrati olan 0,3 mg ml?* BCIP ile Tris-HCI
tamponunda 1 saat etkilestiriimis ve Grand olan mavi renkli SERS aktif BCI dimerinin
olugsmasi beklenmistir. Daha sonra hacimde olgimler alabilmek i¢cin Raman kuvetlerine
sirasiyla 190 uyl AgNPs eklenmis ve enzim reaksiyon hacminden 10 pl alinarak
kUvetlerin 200 pl son hacimde Raman spektroskopisinde dlgumleri alinmigtir. Ayni
islem Au-NRs icin de tekrar edilmistir. Hazirlanan Au-AgNPs yuzeyler icin ise 1 ul
enzim reaksiyon hacminden alinan érnek damlatiimis ve DeltaNu Examiner Raman
Mikroskop sistemi; 785 nm lazer kaynagi, 20x ve 50x objektifler, 15 saniye 100 mW

lazer gucl ve CCD dedektor kullanilarak alinmistir.

3.2.9 Escherichia coli Tayini igcin SERS Tabanli immunoassayin Gelistirilmesi

SERS temelli immunoassay prosedurt, MNPs-Au’nun analiz sirasinda segici olarak
calisilan ortamdan hedef mikrooarganizmanin  manyetik separasyonunu
gerceklestirmesi igin kullaniimasi ve ALP’nin sentezlenen Au-NRs Uzerine fonksiyonel
gruplar olusturulduktan sonra modifiye edilerek enzimatik aktivitesinin kullaniimasi
saglanmistir. Hedef mikroorganizmanin MNPs-Au tarafindan Uzerinde bulunan segici
antikorlar1 vasitasiyla yakalanmasi ve manyetik Ozelligi kullanilarak ayriimasi
sonucunda, Au-NRs’'de Uzerinde ALP ve hedef mikroorganizmay! secici olarak
yakalayacak antikoru oldugu halde bir araya getirilerek sandvi¢ yapiyl tamamlamalari
saglanmis ve bakteri tayinine yonelik SERS tabanli biyoanalizi olusturmak igin

kullaniimigtir.
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Sandvi¢ yapi tamamlandiktan sonra ALP isaretli Au-NRs’nin enzimatik aktivite
gosterebilmesi icin BCIP substrati 0,3 mg ml* olacak sekilde sandvi¢ yapi lzerine
gonderilmistir. Enzimatik aktivite sonucunda agiga ¢ikan BCI Girintiniin 600 cm™* dalga
sayisindaki sinyal siddeti SERS 6lgimU yapilarak takip edilmigtir. Enzim aktivitesi
dogrudan Au-NRs sayisina bagli olacagi ve Au-NRs’nin ortamda bulunma miktarini
ise, Uzerinde modifiye edilen antikorlarin daha 6nceden manyetik ayirim sonucu
MNPs-Au tarafindan yakalanan hedef mikroorganizmalara baglanarak olusturdugu
sandvi¢ yapi saglamaktadir. Elde edilen BCI enzimatik Griiniine ait 600 cm* dalga
sayisindaki sinyal siddeti hedef mikroorganizma sayisi ile iligkilendirilmistir. Model
ornek sisteminde bilinen farkli konsantrasyonlarda E. coli dilisyonlari kullanilarak
sandvi¢ yapi! olusturulmus ve sistemin enzimatik reaksiyon sonucunda elde edilen
SERS sinyal siddetleri dlgulmustur. Bu sonuglara bagl olarak farkl miktarlarda E. coli
tayini icin kalibrasyon egrisi cikariimistir. Sekil 3.4’de gelistirien SERS tabanli

immunomanyetik sandvi¢ yapidaki deney sistemi gosterilmistir.
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Sekil 3.4 Bakteri tayini icin ALP isaretli sandvig immunomanyetik ayirim (IMA)
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Kullanilan MNPs-Au ve Au-NRs’nin hazirlanisi ve ylzeylerinin modifikasyon agsamalari

siraslyla su sekilde gergeklestirilmistir;

Altin yazeyler Gzerinde etkin bir sekilde SAM olusturmak igin; alkil zincirleri Gzerindeki
fonksiyonel gruplarindan yararlanmak ve altin ile yaptigi Au-S glgcli bagi nedeniyle
alkantiyollerden 11- merkaptoundekanoik asit (11-MUA) ile ¢calisiimistir. Sentezlenen
her iki MNPs-Au ve Au-NRs ayri olarak, saf etanolde hazirlanan 0,05 M 11-MUA ile
etkilestiriimis ve 18 saat karistiricida bekletiimigtir. Bu sayede altin-tiyol baglari
kurularak nanopartikillerin Gzerinde fonksiyonel karboksil gruplari olusturulmustur.
Sure sonunda manyetik olan MNPs-Au neodyum miknatis vasitasiyla viyal ¢geperinde
toplanmis ve MES tamponuyla u¢ defa yikanmigtir. Au-NRs ise 7000 dev/dk 5 dakika

sureyle santrifij yapilarak u¢ defa MES tamponuyla yikanmistir.

Partikllerin ylzey aktivasyonunu gerceklestirmek icin MES tamponu icerisinde 0,05
M NHS ve 0,2 M EDC c¢dzeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ézelti, yuzeylerine SAM
uygulanan nanopartikuller ile 20 dk karistiricida bekletilerek yuzeyde amin reaktif NHS
esterleri olusturulmustur. Stre sonunda ortamdaki EDC/NHS ¢o6zeltisini uzaklastirmak
icin MES tamponu ile U¢ kere ylkama yapilmistir. Yikama islemi MNPs-Au igin
disaridan uygulanan manyetik alan ile partikullerin toplanmasi, partikal icermeyen
berrak kismin uzaklastiriimasi ve sonrasinda MES tamponu ile karistirilmasi seklinde
gerceklestiriimistir. Au-NRs yikamalar ise 7000 dev/dk 5 dakika sureyle santriflj
yapilarak ti¢ defa MES tamponuyla yikanmistir.

Manyetik separasyonda kullanilacak olan MNPs-Au icin, partikillerin yutzeyleri
uzerinde aktif hale getirilen karboksil gruplarina kovalent bag ile avidinin baglanmasi
gergeklestiriimistir. Bunun igin 0,5 mg ml* avidin MES tamponu igerisinde ¢ozillp 40
dakika karistirrcida MNPs-Au ile etkilestiriimistir. Stre sonunda uygun yikama
prosedurd tekrar edilmistir. Bu islemin devaminda avidin ile abglanmayan karboksil
gruplarinin kapatilmasi ve spesifik olmayan baglanmalari engellemek Uzere blokasyon
icin 1 mg mlt BSA kullanilarak 1 saat slreyle karistiricida MES tamponunda

bekletilmistir.

SERS isaret¢i olarak ALP’nin Au-NRs yuzeylerine aktif hale getirilen karboksil
gruplarina kovalent olarak baglanabilmesi icin 0,5 mg ml* avidin ile birlikte ayni anda
gonderilmis ve 30 dk sureyle Kkaristiricida bekletilmistir. Yikama prosedurl

uygulandiktan sonra BSA ile agikta kalan gruplarin blokasyonu ig¢in 1 saat slreyle
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etkilestirilmistir. Au-NRs ylzeylerine baglanacak ALP ve BSA konsantrasyonlarinin
optimizasyonu igin sirasiyla 10-%-101* M ve 0-4 mg ml! araliginda MES tamponunda

cahsiimigtir.

Biyotin isaretli E. coli antikorunun ayri ayri MNPs-Au ve Au-NRs yuzeylerine avidin
Uzerinden baglanabilmesi i¢cin 67 mM PBS tamponu pH 7,4 de kullanilarak 0,1 mg ml-
1 biotin isaretli antikor hazirlanmistir. Partikillerle 40 dk etkilestirilerek biotin-avidin
etkilesimi (K¢=101> M) lzerinden antikorun nanopartikillerin ylizeylerine baglanmasi

saglanmistir. Stire sonunda PBS tamponuyla yilkama prosedird uygulanmistir.

Bakterilerin spesifik olarak yakalanmasi ve manyetik olarak seperasyonu icin, MNPs-
Au ile 1,7x10*-1,7x10°% kob ml! araliinda E. coli, PBS tamponunda 40 dk sireyle
etkilestirilmistir. Sire sonunda miknatis ile viyal geper duvarinda toplanan partikuller 3
kez PBS ve 3 kez PBST tamponuyla yikama yapilarak spesifik baglanmayan E. coli

bakterileri uzaklastirilmistir.

Sandvi¢ yaplyl tamamlamak ve SERS sinyalinin ALP aktivasyonuyla alinacagi Au-
NRs’nin yakalanan bakterilere spesifik olarak Uzerindeki antikorlar ile tutunmasi icin
hazirlanan MNPs-Au ve Au-NRs bir viyalde karigtiriimis ve 37°C, 40 dk sureyle
karigtiricida bekletilmistir. Sire sonunda miknatis ile viyal ¢eper duvarinda toplanan
partiktller 3 kez PBS ve 3 kez PBST tamponuyla yikama yapilarak spesifik olarak

baglanmayan Au-NRs uzaklastiriimigtir.

Tris-HCI tamponunda 0,3 mg ml? hazirlanan ALP’nin substratt BCIP, ylkama
prosedurinden sonra olusturulan sandvi¢ yaplya eklenmis ve 1 saat sureyle ALP’nin
aktivitesi sonucu substrati olan BCIP’1 parcalayarak SERS aktif BCI dimerlerinin
olusmasi beklenmistir. Stire sonunda enzimatik reaksiyonun gercgeklestigi viyalden 200

Ml hacimde drnek alinarak Raman kuvetine konulmus ve SERS dlgumu yapilmigtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Nanopartikullerin UV-visible Karakterizasyonu

Nanopartikdl terimi 1-100 nm arahidinda boyuta sahip pargaciklari ifade etmek igin
kullaniimaktadir. Nanopartikuller ¢gok kiguk boyutlara sahip olmalari nedeniyle birim
hacimde yuzey alanlari buyuktuar. Partikil yuzeylerinde ve yuzeye yakin bolgelerde
bulunan atomlarin yogunlugu kuantum etkisinin gorulmesini ortaya c¢ikarmaktadir.
Nanopartikuller farkh kimyasal yapiya sahip materyallerden Uretilebilmektedirler. Bu
materyaller arasinda metaller, metal oksitler, silikatlar, organik ve karbon materyaller
ile biyomolekiller yer almaktadir. Nanopartikiller morfolojik olarak; kure, silindir, disk,

levha, tlp gibi ¢ok farkl sekillerde bulunabilmektedir [40].

Altin ve gumus gibi metalik nanopartikuller optik 6zellikleri sayesinde spektroskopik
temelli birgok analitik uygulamanin gelistiriimesinde kullaniimaktadirlar. Optik
uyariimalarda metalik nanopartikullerin ylzeylerinde meydana gelen bdlgesel
elektromanyetik alan zenginlesmeleri, farkli optik tekniklerde hassasiyetin artmasini
saglamaktadir [54]. Metalik nanopartikullerin bu 6zelliklerinden faydalanilarak SERS
uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullaniimaktadir [55]. Bu tez kapsaminda

sentezlenen metalik nanopartikuller sirasiyla;

MNPs-Au, manyetik cekirdegi manyetit (FesOs4) ve kabuk yapisi altindan olusan
kuresel sekilli bir nanopartikuldir. MNPs-Au manyetik 6zelligi kullanilarak hedef analit
ve mikroorganizmalarin disaridan uygulanan manyetik alan etkisiyle bulunduklar
ortamdan ayrismalarini sadlayacak yakalayici prob olarak kullaniimistir. Segici olarak
hedef bakteri ve analitlerle etkilesebilmesi icin yuzey altin ile kaplanarak
cekirdek@kabuk yapi olusturulmustur. MNPs-Au, altin ylzeyi fonskiyonel gruplarla
modifiye edilerek kullaniimigtir. Au-NRs, cubuk seklinde altin nanopartiktllerdir.
Hedeflenen molekdllerin altin ylzeylerine segici olarak baglanmasinda kullaniimistir.
AgNPs, kuresel sekilli gimuas nanopartiktllerdir. Sekil ve boyut 6zelliklerinin plazmon
rezonansi, dielektrik ve elektromanyetik etkileri artirmasi sebebiyle Au-NRs
nanopartikilleri gibi SERS olgimlerinde zenginlestirici nanopartikil olarak

kullaniimigtir.
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Yapilan calismalarda kullanilan MNPs-Au, Au-NRs ve AgNPs nanopartikullerin
karakterizasyonu igin UV-visible spektrofotometrede Olgim alinmistir. Gumus ve
altinin optik o6zelliginden yararlanilarak sentezlenen nanopartikullerin absorbsiyon
spektrumlarindan sekilleri hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir. Sekil 4.1'de kiresel
AgNPs, MNPs-Au ve gubuk sekilli Au-NRs nanopartikullere ait gorunur bolgede UV

spektrumlari verilmistir.
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Sekil 4.1 (a) MNPs-Au, (b) Au-NRs ve (c) AgNPs icin UV-visible spektrofotometrede
absorbans spektrumlari

Klresel altin ve gimus nanopartikiller ¢aplarina ve dielektrik cevreye bagli olarak
yalniz bir plazmon bandi verirler. MNPs-Au ve AgNPs icin plazmon salinimi kiuresel
simetriden dolayi izotropiktir. Altin ve gumus olarak sentezlenen farkli iki kiresel
nanopartikillerde tek bir plazmon bandi gézlenmistir. Olglilen plazmon bantlari MNPs-
Au icin 535 nm’de, AgNPs icin 410 nm maksimum absorbans degerlerinde
g6zlenmistir. Cubuk seklindeki Au-NRs altin nanopartikiller kuresel sekildeki
nanopartikiller gibi tek bir plazmon bandina sahip olmayip iki farkli plazmon bandi
vardir. Au-NRs’nin kuresel sekle sahip olan nanopartikiller gibi tek bir plazmon
bandina sahip olmamasi, cubuk seklindeki altin atomlarinin farkli eksenlerinde

anizotropik uzaysal ydnlenmeye sahip oldugunun gdstergesidir. Sekil 4.1’den
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anlasilacagi tuzere Au-NRs’un enine plazmon bandina ait maksimum absorbans degeri
525 nm’de, boyuna ait plazmon bandi ise 636 nm’de olgulmustar. Altin ve gumus
nanopartikullerin plazmon rezonanslari, partikillerin boyut ve sekil 6zelliklerine gore
degismektedir. Bu nedenle Ug¢ partikulin plazmon bantlarinin dalga boylari arasinda

farklhilik gdézlenmistir.

4.2 Nanopartikillerin TEM Gorlintiileri

Sentezlenen nanopartikullerin boyutlarinin ve morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi igin
TEM goruntuleri alinmigtir. Sentezlenen MNPs-Au ve AgNPs’nin kuresel 6zelliklere,
Au-NRs’un ise ¢cubuk seklinde olmasi beklenmektedir. Sekil 4.2’de MNPs-Au, AgNPs
ve Au-NRs’'un TEM gorintuleri verilmistir. TEM goéruntdleri incelendiginde MNPs-Au
ve AgNPs’nin izotropik dzellikte ve kiresel sekilde olduklari Au-NRs’un ise anizotropik
yapida gubuk seklinde oldugu gorulmektedir. MNPs-AuU’in yaklasik olarak ¢api 18 nm,
AgNPs’nin ¢api yaklasik 40 nm ve Au-NRs’un boyunun ortalama uzunlugu yaklasik 50

nm ve eninin 10 nm olduklari goérilmektedir.

(c)

——— 100 nm
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Sekil 4.2 (a) MNPs-Au, (b) Au-NRs, (c) AgNPs TEM goruntuleri

4.3 Au-AgNPs Yizeylerin RS Karakterizasyonu

Altin kapli cam slaytlar 5x5 mm oOlgulerinde kesilerek kullaniimigtir. Kesilen yuzeyler
oncelikle piranha ¢ozeltisinde 15 dk sureyle bekletiimis ve deiyonize su ile yikanip
kurutulduktan sonra 50 mM 1,4-DTT c¢o6zeltisinde 18 saat bekletilerek yuzeylerinde
SAM vyapisinin olusmasi saglanmistir. Sentezlenen Ag-NPs nanopartikulleri
olusturulan SAM yapilari kullanilarak Altin slayt Gzerine biriktiriimis ve bu sayede Au-
AgNPs yluzeylerin olusmasi saglanmistir. Sekil 4.3’de Au-AgNPs ylzeylerin Au slaytlar
uzerinde AgNPs nanopartikillerinin biriktiriimeden éncesi ve sonrasinda alinan RS

spektrumlari verilmistir.
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Sekil 4.3 Au slayt ve Au-AgNPs yuzeylerin RS spektrumlari

AgNPs nanopartikillerinin SAM olusturulan ytzeyde biriktirilmeleri sonucu, 200-250
cm? dalga sayisinda karakteristik metal-S baglarinin titresimlerine ait bandlar
gorulmektedir [56]. SAM olusturmak igin kullanilan 1,4-DTT sayesinde altin ylzeyin
ucundaki tiyol baglari ve yuzeyde biriktirmek amaciyla gonderilen AgNPs

nanopartikilleri arasinda Ag-S baglari meydana gelmistir. RS dlguimleri sonucu 240
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cm? dalga sayisinda Ag-S baglarinin titresim bandlarina ait yliiksek sinyal siddeti

gozlenmisgtir.

4.4 Nanopartikil ve Nanoyuzeylerin Zenginlestirme Faktorleri
Kullanilan Raman sisteminin lazer spot ¢ap degerini (S) [57] hesaplamak igin;
S=(1,22*A)INA (4.1)

Esitligi kullaniimistir. Kullanilan objektif 20X ise nimerik agiklik sayisi (NA) 0,40, 50X
objektifte ise NA 0,75dir. Kullanilan lazerin dalgaboyu ise (A) 785 nm’dir. Buradan lazer
spot ¢capi 20X objektif igin; 2,4 um ve 50X objektif icin 1,28 um bulunmustur. Lazer

alanini (ALaser) hesaplayabilmek igin;
ALASER= TTlazer (4.2)

Esitligi kullanilarak 20X ve 50X objektifler igin sirasiyla 4,52x108 nm? ve 1,28 x10% nm?

bulunmustur. Lazer alani igerisinde kalan nanopartikll sayisi (Nnps) igin;
NNps= ALaser/AnPka (4.3)

Esitligi kullaniimistir. Nanopartikul kesit alani (Anrka) sentezlenen AgNPs, Au-NRs ve
SERS vyuzeyi olarak kullanilan Au-AgNPs icin TEM odlguimlerinden elde edilen
sonugclara gore hesaplanmigtir. AQNPs’nin ¢apinin 40 nm, Au-NRs’nin ise kisa kenari
10 nm ve uzun kenari 50 nm oldugu gorilmektedir. Nanopartikll kesit alani (Anpka)
sirasiyla giimis nanopartikiller igin 1256 nm? ve altin gubuk igin 500 nm? olarak
hesaplanmigtir. 20X ve 50X objektifte alinan dlgimler icin egitlikte kullanilarak, Nnps
degeri AgNPs icin sirasiyla 3598 adet ve 1019 adet, AuNRs igin sirasiyla 9040 adet
ve 2560 adet olarak bulunmustur. Nanopartikiller ve nanoyuzeyler icin kesit alani
dogrudan TEM oOlgumlerinde belirlenen degerler olarak alindigi i¢in EF
hesaplamalarinda gelistirilen platformlara ait olabilecek maksimum degerler elde

edilmigtir.

Olglim esnasinda kullanilan AgNPs kiire seklinde ve Au-NRs ¢ubuk seklinde oldugu
icin her bir partiktlin ytzey alani (Anps) sekil 4-4’de gosterilen ¢ap ve uzunluk degerleri
kullanilarak hesaplanmistir;
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Sekil 4.4 Kuresel AgNPs ve gubuk sekilli Au-NRs partikdllerin ylizey alanlarinin hesaplanmasi

Aagnps= 4112 ve Aau-Nrs= 4 TIr2+21Trh (4.4)

Esitligi kullanilarak iki nanopartikile ait ylzey alanlari hesaplanmisir. Esitlik (4.4)
kullanilarak yapilan hesaplama sonucu Aagnes 5024 nm? ve Aaunrs 1570 nm?
bulunmustur. ile sirasiyla SERS o6l¢gimlerinde olugsan plazmon alaninin (Apiazmon)

hesaplanabilmesi igin;
Aplazmon= NNpPs*ANPs (4.5)

Esitligi kullaniimistir. Apiazmon degeri AgNPs icin 20X ve 50X objektif kullaniminda
siraslyla; 1,81x107 nm? ve 5,12x108 nm? olarak hesaplanmistir. Au-NRs igin 20X ve
50X objektif kullaniminda Apiazmon degeri sirasiyla, 1,42x107 nm? ve 4,02x10° nm?
olarak hesaplanmistir. Plazmon alani boélgesinde bulunan molekul sayisinin (Nsers)

belirlenebilmesi igin;
Nsers= Aplazmon / Amoleki (4.6)

Esitligi kullaniimigtir. Raman ve SERS dlgumleri alinan her bir isaretgi molekultin alani
(Amotekiil) literatirden alinarak Nsers degerleri hesaplanmistir. Raman oOlgumlerinde

kullanilan érneklere ait molekll sayisi (Nraman) degeri ise;
NRraman= M*Na*Vsrnek 4.7)

Esitligi kullanilarak hesaplanmistir. Burada M, 6lgimU yapilan maddenin molaritesi, Na
Avagadro sayisi ve Vsmek kullanilan hacmi ifade etmektedir. EF degerlerinin
hesaplanmasinda anlasildigi Gzere kullanilan partikullerin sekilleri ve boyutlarinin
onemli oldugu gorulmektedir. Sentezlenen kuresel gimus nanopartikullerin altin
nanogubuk partiklllere gére plazmon olusturdugu alan daha fazla oldugu
anlasiimaktadir. Bu sayede daha ¢ok sayida molekilin SERS plazmon alaninda
kalarak zenginlesmesini saglamaktadir. Kullanilan 20X objektifin 50X objektife gore

her iki nanopartikdl i¢in plazmon alani daha ylksek hesaplanmistir.

41



4.5 SERS Temelli Askorbik Asit Tayini

Guclu bir antioksidan kapasitesine sahip olan ve dogal olarak pek ¢ok meyvede
bulunan askorbik asit (C vitamini) miktarinin belirlenmesine yonelik SERS temelli bir
yontem kurgulanarak optimizasyon ¢aligsmalari yapilmistir. Askorbik asidin indirgeyici
ve zayIf asidik 6zelliginden yararlanilarak AgNOs ¢ozeltisiyle karistiriimasi sonucu
kolloidal gumus  nanopartiklllerinin  sentezlenmesi  saglanmistir.  Metalik
nanopartikullerin yuzeylerinde gosterdikleri plazmon rezonansi sayesinde uyarici
olarak gonderilen 785 nm dalgaboyuna sahip lazer ile uyarilan molekullerin titresim
enerji seyilerini olusturan baglar arasinda bir rezonans etkilesimi olugsmakta ve bu
sayede lazeri olusturan fotonlarin enerji seviyeleri degisime ugrayarak sagilmaktadir.
Sagcilan lazer fotonlarinin dedektor tarafindan toplanarak, belirlenen dalgasayilarinda
meydana gelen sinyal siddeti dedisimlerinin belirlenmesiyle fotonun etkilestigi

molekullere ait spektrumlar elde edilmektedir.

Askorbik asit miktarini belirleyebilmek icin 1 mM askorbik asit ve 10 mM AgNOs
¢Ozeltilerinin bir arada bulundugu ¢dzeltinin, kontrol amaciyla MES tamponunun ve
yuzey olarak kullanilan TLC kagidin SERS oélgtimleri alinmistir. Sekil 4.5’de elde edilen
spektrumlar gosterilmistir. SERS 6lgimleri sonucu askorbik aside ait elde edilen
spektrum incelendiginde 835 cm™ dalgasayisinda L- askorbik asidin sulu ¢ozeltilerinde
halkali yapisina ait karakteristik guglu gerilme bandi gozlenmistir [58]. Askorbik asidin
1025 -1043 cm'de C-C gerilme ve O-H egilme bandlarina ait sinyal siddetlerinin zayif
oldugu goézlenmektedir [59]. Ayrica ortamda bulunan tampon ¢ozeltisi icinde ¢éziinen
askorbik aside ait OH gruplarinin dizlem disina egiime bandlari 607 cm'de
gozlenmektedir [58]. Tampon olarak kullanilan MES veya yuzey olarak kullanilan TLC
kagittan herhangi bir girisimde bulunabilecek seviyede ve aralikta sinyalin gelmedigi
gorulmektedir.
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Sekil 4.5 SERS spektrumlari; a) 1 mM askorbik asit, b) 0,3 mM askorbik asit, c)
MES tamponu, d) TLC yuzeyi

Askorbik asidin 0,3 mM hazirlanan c¢o6zeltisinden alinan SERS 6élgiminde ise
karakteristik bandlarina ait sinyal siddetlerinin konsantrasyona bagl olarak azaldigi
gorulmektedir. Bu durumda daha distUk konsantrasyonlarda askorbik asit miktari
belirlenmek istendiginde direkt askorbik asidin karakteristik bandlari Gzerinden SERS

ile tayin edebilmenin zor olacagi anlagiimaktadir.

DuslUk konsantrasyonlarda askorbik asidin miktar tayinini yapabilmek icin SERS
etiketleri Uzerinden, dolayl olarak tespit edilecek analitin degisen konsantrasyonlarina
bagh olarak isaretlenmesi gerekmektedir. Bu amacla bir sonraki adimda, Raman
isaretgisi olarak yaygin bir sekilde kullanilan pH isaretgileri ve boyalari kullanilarak en

uygun isaretci boyanin secilmesi i¢cin Raman ve SERS spektrumlari alinmistir.

4.5.1 Raman Aktif isaretgi Boyalarin RS ve SERS Spektrumlari

RS isaretgilerinin yuksek rezonans etkiye ve kutuplanabilirlige sahip olmalari sebebiyle
Raman sacilimlarina ait simetrik titresim enerjileri de yUksektir. RS igaretigisi olarak
kullanilan boyalar, uyariima dalgaboyu ve absorbsiyon bandinin értismesi sonucu

yuksek elektron rezonans etkisine sahip olmaktadirlar [60]. Bu durum duasuk
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konsantrasyonlarinda c¢aligsabilme imkéani saglamaktadir. Eppendorfta 1 mM
konsantrasyonda hazirlanan bromkresol yesili, bromkresol moru, Kongo kirmizi, metil
mavi, metil kirmizisi, alizarin, brillant yesili, krezol kirmizi ve fenol kirmizi igaretgilerinin
oncelikle TLC Uzerine damlatilarak RS spekrumlari alinmigtir. Hazirlanan 1 mM
askorbik asit ve 0,01 M AgNO3’Un her bir Raman isaretgisinin hazirlandigi eppendorfta
karnistirilmasi sonucu askorbik asit tarafindan indirgenen Ag* iyonlari, kolloidal
nanopargaciklari olusturmaktadir. Karigim vorteksle karistirildiktan sonra 1 pl alinip
TLC Uzerine damlatiimis ve RS isaretgilerine ait SERS sinyalleri elde edilmigtir. Sekil
4.6’da her bir Raman isaretgisine ait spektrumlar gosterilmistir. Elde edilen spektrumlar
incelendiginde isaretci boyalarin Raman bandlarina ait sinyal siddetlerinin dlgtlen
1mM konsantrasyon icin dusuk oldugu gorulmektedir. SERS ile alinan dlgimlerde ise
isaret¢i boyalarin karakteristik bantlarina ait sinyallerin siddetlerinin  arttigi
gorulmektedir. Askorbik asidin AgNOz3’U indirgemesi sonucu olusan kolloidal gimus
nanopartikullerin lazer ile etkilesimiyle agiga ¢gikan plazmon rezonansi sonucu, isaretgi
boyalarin molekuler baglari arasinda titresim enerjileri artmistir. Bu sayede enerji
seviyelerinde ki degisimler her bir bag icin karakteristik bandlarinda sinyal siddetinin

artmasini saglamistir.
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Sekil 4.6 1mM Raman isaretci boyalarina ait a) Raman ve b) SERS spektrumlari

4.5.2 Raman Spektroskopisi isaretgi Boyalarinin Zenginlestirme Faktérlerinin

Hesaplanmasi

Raman igaretgisi olarak kullanilan boyalardan; bromkresol yesili, Kongo kirmizisi, metil
mavi, metil kirmizisi, alizarin, brillant yesili, kresol kirmizi, fenol kirmizisi ve bromkresol
morun Raman ve SERS spektrumlar elde edildikten sonra EF’leri ayri ayri

hesaplanmistir. Zenginlestirme faktoért (EF) esitlik (3.1)'den hesaplanmistir.

EF= (/sers/ Nsers) / (/rRaman/ NRaman)
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RS ve SERS dlgimleri alinan her bir isaret¢i molekillerin alani (Amolekii) literatlirden
alinarak Nsers degerleri hesaplanmistir. Raman olgiimlerinde kullanilan isaretgilere ait

molekul sayisi (Nraman) degeri ise;
NRraman= M*Na*Vesrnek 4.7)

Esitligi kullanilarak hesaplanmigtir. Raman olgumlerinde kullanilan isaretgi orneklerin
hacmi (Vemek) 1 pl ve Molariteleri (M) 1023 M oldugu igin Nraman degerleri 6,02x1014

olarak hesaplanmistir.

Raman isaretcilerinin hesaplanan EF degerleri Cizelge 4.1’de gdsterilmistir. Yukarida
verilen esitlikler Gzerinden yapilan EF hesabi sonucu 108-10° kat sinyal siddetlerinde
zenginlesme oldugu gorulmektedir. Raman isaretigisi olarak kullanilan boyalarin
rezonans Raman o6lcum kosullarinda sacilimlarinin yuksek olmasindan dolayr EF
degerleri, plazmonik nanopartikillerin SERS etkisi sonucu literatiirde rapor edilen
ortalama 10%-10° EF degerlerinden yiksek bulunmustur [61].

Cizelge 4.1 Raman isaretgi boyalarin molekul yapilari ve SERS zenginlestirme
faktorleri

Raman ve
Molekiil ] ) I
Molekiil 62] | ) Zenginlestirme SERS
olekiil yapisi alani (nm?)
(62] Faktoru (EF) Dalgasayilari
(cm?)
-y
Bromkresol "/}j !
. AT 0,92 1,33x10° @340 cm!
yesili (D ya
o i""i.
b T
Bromkresol % _{
o AT 0,92 3,48x108 @347 cm™?
moru |'|' “[: W =
.‘.:"__.-' il ;i %

a7



gl |8
Kongo Ry
g i '&IT;L"T 2,33 2,54X108 @1143 cm™!
kirmizisi - .S(-D
5‘
I.] I-:
(& &)
Metil mavi | I"' 2,30 3,47X108 @613 cm™
]
| ;
]
Metil ,—L[-q n i
Dl L 0,65 5,76x108 @1134 cm™
Kirmizisi |;:_
Alizarin 0,75 2,1x108 @404 cm™?
Brillant yesili 0,92 5,27x107 @611 cm™?
"
Krezol ‘{?
‘ _{’-:‘Z_.. 0,92 7,87x108 @824 cm™!
Irmizi NI
ooy
g
Fenol kirmizi ' _{f}._ 0,92 6,88x108 @1137 cm™?
a;"

Kirmizi= O, Gri= H, Sari= S, Turuncu=Br, Mavi=N
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Raman isaretgi boyalarinin her birine ayni konsantrasyonlarda askorbik asit (1 mM) ve
AgNOs (10 mM) eklenmesi sonucu olugan kolloidal AQNPs sonucu elde edilen SERS
spektrumlarindan hesaplanan EF degerleri karsilastinidiginda en yuksek degerlerin;
fenol kirmizisi 6,88x108, krezol kirmizisi 7,87x108 ve bromkresol yesilinde 1,33x10°
oldugu goérulmektedir. Askorbik asit miktarina bagh olarak elde edilen SERS sinyal
siddetinin degisimleri fenol kirmizisi, krezol kirmizisi ve bromkresol yesili i¢in takip
edilmistir. Sudlfofitaleyn grubuna ait olan bu Ug¢ isaret¢i boyanin, askorbik asit
konsantrasyonlarinin degisimlerine karsi elde edilen SERS spektrumlari Sekil 4.7°'de

gOsterilmistir.
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Bromkresol yesili pH 3,8 altinda sari, pH 5,4 Gzerinde ise mavi renge donusmektedir.
Fenol kirmizisi ve krezol kirmizisi sirasiyla pH 6,8 ve pH 7,2 degerlerinin altinda sari
renkli olmaktadirlar. Bromkresol yesili literatirde biyomedikal [63, 64], ila¢ [65] ve
protein analizlerine [66, 67] yonelik genis bir alanda kullaniimaktadir. Askorbik asidin
pKa degeri 4,17 ve bromkresol yesili de pKa degeri 4,7 olup, sulu ¢ozeltilerinde zayif
asit 0zelligi gostermektedirler. Belirli dalgasayilarinda SERS sinyali siddetinde
degisimlerin askorbik asitin farkli konsantrasyonlarinin 6lgiminde degisimlerin
g6zlenebilmesi ve bunun yaninda bromkresol yesilinin SERS olglimlerinde ylksek

degerde bir EF’ye sahip olmasi nedeniyle ¢alismalarinda kullaniimak tzere segilmigtir.

4.5.3 Model Cozelti Olusturulmasi ve Analiz Siiresinin Optimizasyonu

Bromkresol yesili 1 mM ve AgNOs 10 mM derisimde olacak sekilde hazirlanmis ve 1
mM askorbik asit ¢ozeltisi ile 1, 5, 10, 30, 60 dk sureyle karistirilarak SERS olgumleri
alinmisgtir. Elde edilen zamana bagh 340 cm''de sinyal siddetlerinin degisimi Sekil
4.8de goOsterilmistir. Etkilesim suresi arttikgca sinyal siddetlerinin  dustigu
gorulmektedir. Artan surelerde olusan ¢ozeltinin kararliigi bozuldugu anlasiimaktadir.
Askorbik asit ve AgQNO3’Un karistiriimasiyla meydana gelen kolloidal nanopargaciklarin
surenin artmasiyla; bir araya gelerek yapinin buyumesi ve ¢okmesi sonucu SERS

sinyallerinde dususe sebep oldugu anlasiimaktadir.

Olglim modelimizde hazirlanan ¢ozeltilerin ilk 5 dakika iginde alinan sinyal siddetlerinin
yuksek oldugu ve 10, 20, 30 dakikalarda dustigu ve standart hatalarinin da yukseldigi
gorulmektedir. Cozeltiler karistirildiktan 60 dakika sonra alinan dlgimde ise sinyal
seviyesinin sabitlendigi gérilmektedir. Askorbik asit tayinin Raman spektrofotometresi
kullanilarak hassas, hizli ve kolay bir sekilde yapilabilmesi igin, c¢ozeltiler

kanstinldiktan 1 dakika sonra élgumlerinin alinmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.8 Zamana bagl olarak 340 cm™ dalga sayisinda SERS sinyallerinin degisimi

4.5.4 Askorbik Asidin Kalibrasyon Egrisinin Elde Edilmesi

Askorbik asidin 5-1000 pug mlt derisimlerinde hazirlanan sulu ¢ozeltisinden belirlenen
kosullarda alinan SERS d&l¢umleri sonucu elde edilen sinyal siddetleri Sekil 4.9’da
gOsterilmistir. 2,5 mM ve 5 mM askorbik asit iceren sulu ¢ozeltilerin sinyallerinin
yaklasik ayni degerde olduklari ve artan konsantrasyon degisimlerine karsi esik
degere geldigi gorulmektedir. Bu konsantrasyonlardan daha dugsuk derisimlerde ise

sinyal siddetinin konsantrasyon artislarina bagh olarak arttigi gérulmektedir.
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Sekil 4.9 Askorbik asit konsantrasyonlarina bagli olarak elde edilen SERS sinyal
siddetleri

Dogrusal aralik olan 5-150 ug mlt konsantrasyonlari arasinda gizilen kalibrasyon egrisi
Uzerinden hesaplanan kantitatif parametreler Cizelge 4.2’de gdsterilmistir. Elde edilen
degerlere bakildiginda R? degerinin 0,9807 oldugu goriilimektedir. Bromkresol yesilinin
isaretci olarak secilmesi sonucu takip edilen 340 cm™ dalgasayisindaki sinyal
siddetlerinin 5-150 ug ml* araliginda degisen askorbik asit miktarlarina bagli olarak
dogrusal aralikta degisim gostermistir. Dogrusal bolgede cizilen kalibrasyon egrisinden
elde edilen parametreler sonucu hesaplanan LOD degeri 1,37 ug mlt (6,8 uM)

bulunmustur.

53



Cizelge 4.2 Askorbik asit tayinine yonelik SERS tabanli yontem ile elde edilen
istatistiksel parametreler

Paramaetreler Askorbik asit
Dogrusal aralik 5-150 ug ml?
Egim 135,19
Determinasyon katsayisi (R?) 0,9807
LOD 1,37 pg mit
LOQ 4,56 uyg ml?

Geligtirilen SERS temelli yontem, sulu g¢ozeltilerde ¢ok dusuk miktarlarda bulunan
askorbik asidin tayinini mumkin hale getirmektedir. Tez kapsaminda gelistirilen
yontem sonucunda elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin daha dnce rapor edilen
SERS temelli galismalarla kargsilastiriimasi Cizelge 4.3’de verilmigtir;

Cizelge 4.3 Askorbik asidin SERS temelli calismalarda tespit edilen miktarlarinin
karsilastiriimasi

SERS Yiizeyi Askorbik asit miktari Referans
Altin NPs 20 uM [68]
GUmus NPs 0,018 uM (LOD) [69]
GUmus NPs (yigin) 20 uyM (LOD) [70]
GUmus@Aliminyum ylzey 20 uM [71]
AgNPs-TLC yuzey 6,8 uM (LOD) Tez kapsaminda

Askorbik asit cogu meyve ve sebzelerde 50 mg 100 g! ve daha fazla oranda
bulunmaktadir. Gunlik tavsiye edilen tiketim degeri yetiskinler i¢cin FDA tarafindan 60
mg olarak belirlenmigtir [72]. Kan serumunda askorbik asidin bulunma miktari 23 pmol
I oldugunda normal degerleri, 11,4-23 pmol I arasinda disik ve 11,4 uymol It
oldugunda ise yetersiz seviyede oldugunu gostermektedir [73]. Gelistirlen SERS

tabanl askorbik asit analizinde elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin, gidalarda ve
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kandaki askorbik asit seviyesinin belirlenmesinde kullanilabilecegini gostermektedir.
SERS ile analizi yapilan diger ¢calismalar ile karsilastirildiginda en iyi sonucun El Zahry
ve ark. tarafindan yapilan akis hacreli, gcoklu analizlerin yapilmasini saglayan, 6rnek
tutuculu konfokal Raman sistemiyle Ol¢gimler sonucu elde edildigi gorllmektedir.
Ylzeyde gumuis nanopartikilleri fotokimyasal indirgeyici ajanlar kullanarak
sentezlemis ve iki partikul arasinda olusacak kesit alanlarini optimize ederek “hot spot”
olusumunu saglamistir. Bu durum sonucunda yuzey olgumlerinde askorbik asidi 3,2
ng mlt LOD degerinde tespit edebilmistir [69]. Tayin edilen miktar bu tez kapsaminda
gelistirilen yontem ile bulunan 1,37 yg ml* degerinden daha hassas ve disuUktir. Bu
sonuca ragmen kurulan sistemin karmasikligi ve ¢ok bilesenli olmasi, saha
¢alismalarinda kullanilamaz olmasi, uzmanlik gerektiren ve laboratuvar ortaminda
nanopartikil sentezlenmesini igceren prosedurlu geregi uygulamada dezavantajlar
icermektedir. Tez kapsaminda geligtirilen askorbik asit tayininin optimizasyon
¢alismalari sonucu belirlenen proseduru takip edildiginde 3 farkh ¢ozelti; AgNOs,
isaretci Raman boyasi bromkresol yesili ve dlgimu yapilacak érnek ¢ozelti hazirlanip
karistinimaktadir. Tayin edilecek ornekte bulunan askorbik asid igerikli ¢ozeltinin
karistirilmasindan sonra 2 dakika icinde SERS 6lcimunde elde edilen sinyal siddetine
karsilik gelen konsantrasyonun hesaplanmasiyla érnek igindeki askorbik asit miktari
belirlenebilmektedir. Gelistirilen yontemin LOD ve LOQ sonuglari hem gida hem de
saghk alaninda analizlerde tespit edilmesi gereken askorbik asit miktarini

belirleyebilmektedir.

4.6 SERS Temelli Kafein Analizi

Kafein (1,3,7-trimetil ksantin) alkaloid grubuna ait ve dogal olarak gay, kahve, kakao
cekirdeginde bulunan bir molekuldur. Eczacilik ve ila¢ sektdérinde yaygin olarak
kullaniimakta ve pek ¢ok agri kesici ve antimigren ilacinin igeriginde bulunmaktadir.
Kafein merkezi sinir sisteminde sinyal iletimini uyaran bir etkiye sahiptir. Bu ylzden
son zamanlarda pek ¢ok diyet Grun ve igeceklerde katki maddesi olarak yer almaktadir.
Bu durum alkoloidlerin agiri tiketilmelerinde istenmeyen yan etkilere sebep olmaktadir.
Bu sebeple iceceklerde kafein miktarlarinin kimyasal analizleri 6nemli hale gelmistir
[74, 75]. Kafeinin molekuler yapisi Sekil 4.10’da gosterilmistir.
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Sekil 4.10 Kafein molekulinin Gg¢ boyutlu gosterimi [76]

4.6.1 Kafeinin RS Spektrumlar ve Farkl pH Degerlerindeki Degisimi

Sentezlenen metalik nanopartikiller ve hazirlanan ytzeylerde kafeinin kantitatif olarak
analizi igin yontemler gelistirilmistir. Oncelikle 0,1, 1, 10 mg ml! derisimlerde
hazirlanan kafein ¢oOzeltisinin  Raman spektrumlari alinmig ve sekil 4.11de

gosterilmigtir.
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Sekil 4.11 Kafeine ait a) 0,1 mg ml, b) 1 mg ml%, ¢) 10 mg ml* Raman spektrumlari

56



Alinan spektrumlar incelendiginde cam kuvetler igcinde alinan o6lgumler sonucu cama
ait iki karakteristik genis band goérilmustir; 350-450 cm! dalgasayisindaki band C-C
zincir deformasyonuna aittir. 1350 cm™ (880 nm) de goriilen band ise camdan gelen
yuksek floresans girisimidir. Kafein ¢ézeltisinin konsantrasyonu artirildiginda 10 mg ml-
Y'de gorilen 555 cm’de meydana gelen sinyal siddetindeki degisimin ise C—N—CHz
deformasyonuna ait oldugu anlasilmaktadir [76].

Kafeinin farkli iceceklerde bulunmasi nedeniyle, analizi yapilan ¢ozeltiye gore degisen
pH araliklarinda bulunabilmektedir. Ornegin organik sivilarda, kan plazmasinda notr
pH degerine yakinken, mide asidinde pH degeri 2 civaridir [77]. Kafeinin Raman
sinyallerinin farkli pH degerlerinde elde edilen sinyal siddetlerinin degisimini tespit
edebilmek amaciyla Tris-HCI pH 9,8, PBS pH 7,2 ve sitrat tamponu pH 3 olacak sekilde
10 mg ml?t kafein ¢ozeltileri hazirlanarak Raman sinyallerinin degisimleri takip

edilmistir. Sekil 4.12°7de 3 farkh tampon ve pH degerinde elde edilen Raman
spektrumlari gosterilmistir.
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Sekil 4.12 10 mg ml? kafeinin, a) pH 7,2 PBS, b) pH 3 sitrat, ¢) pH 9,8 Tris-HCI
tamponunda alinan Raman spektrumlari

Kafeinin farkl pH araliklarinda alinan Raman sinyalleri incelendiginde, 555 cm*'de

go6zlenen karakteristik bandinin sinyal siddetinin degerinin tg farkh asidik, nétr ve alkali
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pH dederlerinde degismedidi gorilmektedir. Kafein molekllinin sulu ¢ozeltilerinde
farkh pH degerlerinde molekiler konformasyonunda bir farklihdinin olmadigi ve
elektronegatifliginin degismemesi sebebiyle Raman sinyal siddetlerinde bir degisimin
gerceklesmedigi gosterilmistir [76]. Alkali ve asidik pH degerlerinde ise gumus
nanopartiklllerin stabilitelerinin bozulup kararsiz yapida bulunmalari sebebiyle, kafein
moleklll ve gumus arasinda olusan zayif elektron baglari sebebiyle SERS sinyal
siddetlerinde buyuk farkhliklar ve degisimler olmaktadir [78]. Bu durum SERS sonucu
alinan sinyal siddeti degerlerinde tekrarlanabilirlik ve standart hatayi etkilemektedir.
GUmus kolloidal partiktllerin ve molekiller arasinda kurulan elektron baglarin kararl
yapida kalabilmeleri i¢in notr pH degerlerinde SERS oOlgumlerinin alinmasina karar

verilmigtir.

4.6.2 Kafeinin SERS Temelli Platformlardaki Spektrumlar ve EF Degerleri

Karakteristik olarak 555 cm*'de gorilen kafeine ait karakteristik bandin Raman sinyal
siddetinin gucli olmasi nedeniyle SERS temelli dlgimler sirasinda bu bandin takip
edilmesine karar verilmigtir. Sentezlenen Au-NRs, AgNPs ve AgNPs-Au yuzeylerde

kafeinin 555 cm'’de sinyal siddeti takip edilerek EF degerleri hesaplanmistir.

1 mg mlt kafein ¢ozeltisi sirasiyla Au ylizeye 1 pl damlatilarak ve Au-NRs ile
kanistinldiktan sonra yizeye 1 ul damlatilarak SERS 6lgimu alinmistir. Sekil 4.13'de
elde edilen spektrumlar gosterilmigtir. Alinan spektrumlar incelendiginde ylzey olarak
kullanilan ticari altin slayt Uzerinden herhangi bir karakteristik bandin gelmedigi ve

kafeinin 555 cm’deki sinyal siddetine girisim yapmadigi gorilmektedir.
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Sekil 4.13 a) Altin yizey, b) 1 mg ml! kafein, ¢) 1mg ml! kafein ve Au-NRs ait SERS
spektrumliari

Hazirlanan 1 mg ml! kafein ¢ozeltisi, ticari olarak satin alinmis Au ylizeye dogrudan
damlatildiginda elde edilen spektrum incelendiginde Raman sinyalinin hazirlanan
konsantrasyonda ¢ok distk oldugu ve sinyal/gurulti oraninda ayirt edilemeyecek bir
degerde kaldigi anlasiimaktadir. Sentezlenen Au-NRs kullanilarak elde edilen kafeine
ait SERS spektrumu incelendiginde, Kafeine ait takip ettigimiz 555 cm™ bandinda
sinyal siddetinin arttigi gorilmektedir. Ayrica yine imidazol halkasinin 1327 cm*'de
gerilme titresimine ait sinyal siddetinde de artis gortlmektedir. Esitlik (3.1)'den, Au-
NRs kullanilarak elde edilen spektrumlardan EF de@eri hesaplandiginda 1,04x10°

bulunmustur.

Sentezlenen AgNPs kullanilarak elde edilen 1 mg mlt kafeine ait SERS spektrumu
Sekil 4.14’de gosterilmistir. Kafeine ait 555 cm*’'de C—N-CH3 deformasyonu ve 1327
cm’de imidazol halkasina ait bandlarin sinyal siddetlerinin arttigi gézlenmistir. Esitlik
(3.1) kullanilarak hesaplanan EF dederi AgNPs igin, 1,55x10° olarak bulunmustur.
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Sekil 4.14 a) Altin ylizey, b) 1 mg ml* kafein, ¢) 1mg ml* kafein ve AgNPs ait SERS
spektrumliari

Ticari olarak satin alinan altin yuzeyler tzerine AgNPs indirgenerek olusturulan Au-
AgNPs yizey Uzerine 1 pl damlatilan 1mg mlt kafein ¢ozeltisinin alinan SERS
spektrumu Sekil 4.15°de gdsterilmistir. Gumus nanopartikillerin yiginlar halinde altin
yuzeye ¢okturulerek biriktirilmesi sonucu olusan Au-AgNPs ylzeyin, kafeine ait 555
cm? ait sinyal siddetinin diger nanopartikiller ile elde edilen SERS sinyal
siddetlerinden daha ylUksek oldugu gorulmektedir. Esitlik (3.1) kullanilarak yapilan EF

hesaplamasinda 6,7x10° degeri bulunmustur.

Au-AgNPs ylzeylerde ve AgNPs sentezinde kullanilan ve elde edilen gumus
nanopartikiller ayni karakterizasyon 6zeliklerine sahip olmalarina karsin farkli SERS
platformlari igin kullanildiklarinda EF degerleri ve analit i¢in elde edilen SERS sinyal
siddetlerinin degistigi gdozlenmektedir. Bu degisimin sebebi gimis nanopartikillerin
altin ylzeyde kovalent baglanarak yigin halde biriktirilen gimus nanoyapilarin daha
puruzli bir yizey meydana getirmesidir. Puruzlu yazeyler lazer sagilmasinin artmasini
saglayarak, tespit edilmek istenen analite ait molekuller ve plazmon resonansinin
olusturacak nanoyapilar arasinda bulunan bosluklar (hot spots) yardimiyla ener;ji

seviyesini molekulin titresim yapan baglarina aktarmaktadir [79]. Uygulanan lazer
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frekansi ile molekdullerin titresim bandlarina ait frekans arasinda ne kadar fark olursa

gOzlenen sinyal siddetinin artigi veya azaligi ayni oranda gergeklesmektedir [80].
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Sekil 4.15 a) Altin ylzey, b) 1 mg ml? kafein, ¢) 1mg ml* kafein ve Au-AgNPs ylizeye
ait SERS spektrumlari

1 mg mlt kafein ¢ozeltisinin Au-NRs, AgNPs ve Au-AgNPs yiizeylerden elde edilen
sinyal siddetleri (izerinden hesaplanan EF degerleri sirasiyla; 1,04x10°, 1,55x10° ve
6,7x10° olarak bulunmustur. Altin yliizeyde SAM olusturulduktan sonra S-H bagi
kullanilarak gumus nanopartikullerin biriktiriimesiyle meydana gelen Au-AgNPs
yuzeylerin diger nanopartikuller ile hesaplanan EF deg@erleri kargilastiriidiginda daha
yuksek degere sahip oldugu goérulmektedir. Kafein tayinin daha hassas ve dusuk
konsantrasyonlarda yapilabilmesi igin EF degeri diger kullanilan nanopartikullere gore
daha yuksek ¢gikan Au-AgNPs yuzeyleri kullaniimistir.

4.6.3 Kafeinin Kalibrasyon Egrisinin Elde Edilmesi

Gida ve igeceklerin kafein icerikleri Cizelge 4.4’de gosterilmistir. GUnlUk olarak en sik
tuketilen kahve, cay, gazli icecekler ve enerji igeceklerinin icerdigi kafein miktarlari

incelendiginde 0,1 ve 1 mg ml* konsantrasyonlari arasinda degistigi gorilmektedir.
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Cizelge 4.4 Baz gidalarda ve iceceklerde bulunan kafein miktarlari

Bulundugu Gida Kafein (mg) Servis edilen miktar
Kahve 102-200 235 ml
Cay 40-120 235 ml
Gazli icecekler 71* 335 ml
Enerji icecekleri 50-300 250 ml
Cikolatalar 9-30 45¢

*FDA tarafindan belirlenen igceceklerde bulunmasi gereken ust sinir

Bu araliktaki konsantrasyon degerleri dikkate alinarak, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1 mg ml
Tden olugan alti farkli derisiminde, PBS tamponunda kafein ¢ozeltileri hazirlanmistir.
EF degeri en yuksek bulunan Au-AgNPs yuzeyleri kullanilarak 20X ve 50X mercek ile
SERS dl¢imleri alinmis ve konsantrasyona bagli elde edilen sinyal siddetlerinin
degisimine ait sonuclar Sekil 4.16'da gosterilmistir. iki farkli mercek kullanilarak ayni
yuzeyden elde edilen sinyal siddetlerinin farkli oldugu gortulmektedir. Her iki mercekle
alinan dlgumler sonucunda cizilen kalibrasyon egrileri incelendiginde, dogrusal araligin
20X mercek icin 0,1-1 mg ml-t konsantrasyonlari arasinda saglandigi, 50X mercek igin
ise 0,1-0,8 mg ml! konsantrasyonlari arasinda saglandigi gorilmektedir. 50X mercek
ile alinan 1 mg mlt kafein konsantrasyonunda ani bir dlistis goriilmektedir ve bu durum

dogrusal etkiyi bozdugu igin kalibrasyon araligina alinmamistir.
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Sekil 4.16 A) 20X mercek kafein Au-AgNPs ylzey, B) 50X mercek Au-AgNPs ylzey

Cizelge 4.5'de 20X ve 50X merceleri kullanilarak Au-AgNPs yuzeyler Gizerinden elde

edilen kafeine ait 555 cm™ dalga sayisindaki sinyal siddeti degerlerinin
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konsantrasyona bagli olarak degisimi sonucunda elde edilen kantitatif degerler

gosterilmisgtir.

Cizelge 4.5 Au-AgNPs yuzeyde 20X ve 50X mercek kullanilarak alinan SERS
Olcimlerinde kafeine ait kantitatif degerler.

Parametreler 20X mercek 50X mercek
Dogrusal aralik 0-1 mg ml?t 0-0,8 mg ml*
Egim 5237,5 12903
Determinasyon katsayisi (R?) 0,950 0,919
LOD 0,190 mg ml? 0,069 mg ml?
LOQ 0,635 mg ml? 0,226 mg ml?

20X ve 50X mercek kullanilarak alinan élgimlerde kafein miktarlarinin SERS sinyal
degisimleri Gzerinden R? degerleri karsilastiriidiginda 0,950 ve 0,919 degerleri elde
edilmigtir. Dogrusal araliginin genis olmasi ve kafein miktarlarini ¢ozelti icinde % 95
dogruluk oraninda tahmin edilebilmesi acgisindan 20X mercek kullanilarak alinan
Olcimlerin avantajh oldugu goérulmektedir. 50X mercek ile alinan olgimlerde %91
dogruluk oraninda kafein ¢oOzeltilerinin ger¢cek konsantrasyonlari hesaplanabilirken,
LOD ve LOQ degerlerinin sirasiyla 0,069 ve 0,226 mg ml* olarak bulunmustur. 20X
mercek kullanilarak elde edilen LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,190 ve 0,635 mg ml-
! olarak bulunmustur. 50X mercek kullanilarak alinan o6l¢iimlerde daha hassas ve
dislk konsantrasyon degisimlerinin tayin edilebildigi gorilmektedir. iki farkli mercek
kullanilarak SERS 6lgumleri alinan ayni ylzey ve kafein konsantrasyonuna ait kantitatif
degerlerin degisiminde etkili olan degdisken merceklerdeki NA degerinin farkhligidir.
SERS olgumleri sirasinda kullanilam mikroskoba ait 20X ve 50X mercekler igin NA
degeri sirasiyla; 0,40 ve 0,75 olarak gosterilmistir. Farkli NA degerleri, lazer 1si1k
demetinin Gausyan dagilimina gore yayilmasiyla lazerin sacilimina bagl olarak
elektrik alan enerjisinde (Ef) degisimlere sebep olmaktadir [81]. Lazerin yogunlugu
radyal merkezden uzaklastikga azalirken buna bagl olarak elektrik alan enerjisi
duismektedir. Sacilan fotonlarin kullanilan mercegin NA degerine gore toplanma acilari

degismektedir. Yuksek degerli NA mercekleriyle yapilan SERS dl¢gimlerinde, dik agiya
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yakin bir sekilde dielektrik yuzeyler ve lazer arasinda dik bir agida polarlanmanin
olusmasini saglamaktadir [82]. YUzey ile lazer 151k demeti arasinda olusan agilarin

farkhhg! elde edilen SERS sinyal siddetlerinin degerini etkilemektedir [83].

4.7 Aspartam Analizine Yonelik Gelistirilen SERS Tabanli Yontem

Alkolsuz iceceklerin ve seker icerikli meyveli iceceklerin 20. Yuzyilin ikinci yarisindan
sonra insanlarin gunluk diyetleri icerisinde yayginlagmasiyla birlikte agiri kilo alimi,
diabet, hiper tansiyon, kalp-damar ve kanserle iligkili hastaliklarda artig oldugu rapor
edilmigtir [84-86].

Kalorisi yuksek olan ve gunluk tiketimde ihtiyag fazlasinin viicuda alinmasiyla birlikte
meydana gelen hastaliklar nedeniyle yiksek kaloriye sahip glukoz, fruktoz ve sukroza
karsi kalori degeri olamayan, ayni zamanda gida sanayinde maliyetlerin dusurulmesi
amaciyla yapay tatlandiricilarin kullanildigr gida ve igecekler 6n plana c¢ikmaya

baslamistir [87].

Yaygin olarak kullanilan ve FDA tarafindan onaylanan yapay tatlandiricilar; sakarin,

aspartam, asesulfam K, sukraloz ve neotamdir. [88].

Yapay tatlandiricilarin sukroza goére tathlik derecelerinin yliksek olmasi, ¢ok dusuk
miktarlarda kullaniimasi ve kalori degerlerinin olmayisi Ureticiler ve tikeciler tarafindan
kullanimini populer hale getirmektedir. Dogal olarak disarida gida ve iceceklerde
bulunmadiklarindan veya vucut igerisinde sentezlenmedikleri igin saglik Uzerine etkileri
arastirmacilar tarafindan surekli arastirilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda yapay
tatlandiricilar ile kanser ve diger metabolitik hastaliklar arasinda bir iligkinin varligi

belirgin olarak saptanmamistir [89, 90].

Yapay tatlandiricilarin EFSA ve FDA tarafindan belirli miktarlarda gunlik kullanim
degderleri belirlenmistir. FDA tarafindan onaylanmis yapay tatlandiricilara ait tatlilik
derecesi ve gunluk kullanim sinir degerleri Cizelge 4.6’da gosterilmistir. Siklamat FDA
tarafindan onaylanmayan ama siklikla kullanilan bir diger yapay tatlandiricidir.
Sukroza gore tatlihk derecesi 30’dur ve kullanildigi gidalarda diger tatlandiricilarla es

deger tatlihk oranina sahip olabilmesi i¢in ¢ok fazla miktarda igerisine katiimahdir.
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Cizelge 4.6 Yapay tatlandiricilara ait tatlilik ve gunlik kullanim degerleri

Yapay Tatlandiricilar Tathhik derecesi Kabul edilen giinliik

(Sukroza gére) kullanim degeri

Sukraloz (C12H1sClsOg) 300 5 mg kg™
Aspartam (C14H1sN20s) 180 50 mg kg™
Sakarin (C7HsNOsS) 300 18 mg kg*
Asesulfam K (C4sHsKNO,4S) 200 15 mg kg

Gida endustrisi tarafindan yapay tatlandiricilar gida isleme sirasinda yaygin olarak
kullaniimaktadirlar. Kromotografik ve spektroskopik olarak farkl analiz teknikleri

kullanilarak yapay tatlandiricilar gidalarda tespit edilebilmektedir [91].

4.7.1 Yapay Tatlandiricilarin RS Spektrumlari

Tatlandiricilar gidalara farkli oranlarda ve es zamanli olarak katilabilmektedir. Yapay
RS ve SERS kullanilarak yapay tatlandiricilarin ayri ayri ve es zamanl olarak
belirlenmesine yonelik calismalar artan bir sekilde devam etmektedir. Sekil 4.17°de
dinyada ve Ulkemizde siklikla kullanilan aspartam, sukraloz, sakarin, siklamat ve
asesulfam K'ya ait RS spektrumlari gdsterilmistir. Deiyonize suda ¢oOzelti halinde
hazirlanan bes farkli yapay tatlandiricinin RS spektrumlari incelendiginde her bir
tatlandiricinin kimyasal yapisina bagl olarak farkl dalga sayilarinda elde edilen sinyal
siddetleri gorulmektedir. Bu durumda her bir tatlandiricinin kendisine ait karakteristik

parmakizi spektrumunun oldugu belirlenmistir.

Sukraloza ait RS spektrumu incelendiginde goérilen 860 cm™ dalga sayisinda elde
edilen sinyal siddetinin O-C-C baglarinda i¢ dizlemsel deformasyondan, 930 cm™
dalga sayisinda gorulen sinyal siddetinin C-O baglarinda geriimeden ve 1085-1091
cm? araliinda gorilen genis ve omuzlu band C-O ve C-C i¢ diizlemsel

deformasyondan kaynaklanmaktadir [92].

Aspartama ait RS spektrumu incelendiginde 1002 cm dalga sayisinda elde edilen
sinyal siddetinin (C5-C6-C13) gerilme [93], fenilalanin amino asidi [94] ve fenil
halkasinin simetrik gerilme [95] ve COO- ait deformasyon titresimlerinin sulu ¢ozeltide

bu gruplarin tamamen iyonize olmasindan kaynaklanmaktadir [96].
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Sekil 4.17 Yapay tatlandiricilarin RS spektrumlari; a) sukraloz, b) aspartam, c)
sakarin, d) siklamat, e) asesulfam K

Sakarine ait RS spektrumu incelendiginde 708 cm dalga sayisinda elde edilen bandin
C-S baglarinin gerilme, 1019 cm™* dalga sayisinda elde edilen bandin halka yapisinin
titresimi ve 1144 ve 1166 cm™ arasinda goriilen genis bandin simetrik ve asimetrik

SOz gerilme tiresimlerinden kaynaklanmaktadir [97, 98].

Siklamata (CeH12NNaO3S) ait RS spektrumu incelendiginde, sinyal siddetlerinin zayif
olmasindan dolay! karakterize bandlari agik olarak gézlenememistir. 704 cm dalga
sayisinda zayif olarak S-N-C ve N-H bagdlarina ait dizlemsel egilme ve dis duzlemsel

deformasyon titresim bandlarindan kaynaklanan zayif sinyal siddeti gérulmektedir [99].

Asesulfam K icin elde edilen RS spektrumu incelendiginde zayif sinyal siddetlerinin
gorildigi ve bu nedenle 627 cm™ dalga sayisinda S-N=C ve SO: baglarina ait
diizelemsel egilme, S-O bagina ait gerilme, 1025 cm dalgasayisinda ise CHz yapisina

ait burkulma titresimlerine ait karakteristik bandlar gézlenememigtir [99].

Yapay tatlandiricilarin RS spektrumlari alinirken, borosilikat esasli camdan yapiimis
ornek kuvetlere, hazirlanan sulu ¢ézeltileri konularak kullaniimistir. Cam kivetlerin 450

cm dalga sayisinda Si-O-Si baglarina ait egilme titresim bandlari ve 1350-1600 cm
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genis araliktaki dalgasayisinda Si-O baginin gerilme titresimine ait sinyal siddetleri

yapay tatlandiricilara ait spektrumlarda girisimde bulunmustur [100].

Sentezlenen AgNPs, Au-NRs ve Au-AgNPs yuzey kullanilarak yapay tatlandiricilarin
belirlenen dalga sayilarindaki baglara ait sinyal siddetlerini zenginlestirmek i¢cin SERS

Olcumleri alinmistir.

4.7.2 Yapay Tatlandiricilarin SERS Spektrumlari

Yapay tatlandiricilarin SERS spektrumlari sulu ¢ozeltileri hazirlanarak alinmigtir.
AgNPs ve AuNRs nanopartikulleri 10X derisik olacak sekilde hazirlanmis ve yapay
tatlandiricilarin sulu ¢ozeltileriyle RS kuvetleri igerisinde karistirilarak SERS olgimleri
yapiimigtir. Au-AgNPs yuzeyler zerine 1 ul dlgumu yapilmak istenen yapay tatlandirici
pipet yardimiyla damlatihp kurutulduktan sonra SERS olgUmleri yapimis ve

spektrumlar elde edilmigtir.

Sekil 4.18'de AgNPs kulanilarak yapay tatlandiricilardan elde edilen SERS
spektrumlari gosteriimstir. Olgiim sonucunda, yapay tatlandiricilara ait karakteristik
parmak izi spektrumlarinin olustugu ve karakteristik dalga sayilarinda sinyal
siddetlerinin arttigi gérulmektedir. SERS ol¢cumleri sirasinda yapay tatlandiricilarla
birlikte kullanilan AgNPs nanopartiktline ait girisim yapan dalga sayilarindaki sinyal
siddetlerini tespit etmek amaciyla da kullanilan AgNPs’ye ait spektrum da alinmigtir.
Elde edilen spektrum incelendiginde yapay tatlandiricilarin spektrumlarina etki edecek
her hangi bir karakteristik dalga sayisinda bandinin olmadigi ve sinyal siddetlerine

girisim yapmadigi gorulmektedir.
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Sekil 4.18 AgNPs kullanilarak elde edilen SERS spektrumlari a) aspartam, b)
sukraloz, c) sakarin, d)siklamat, e) asesulfam K, f) AgQNPs

Sulu ¢ozeltileri hazirlanan yapay talandiricilardan 1 pl alinarak Au-AgNPs yuzey
Uzerine damlatilip kurutulduktan sonra elde edilen SERS spektrumlari Sekil 4.19°da
gOsterilmistir. Yapay tatlandiricilara ait spektrumlara kullanilan Au-AgNPs yluzeyden
kaynaklanan dalga sayilarindaki sinyal siddetlerini gorebilmek icin bos ylzeyin
spektrumu da alinmistir. Elde edilen spektrum incelendiginde 640 ve 726 cm''de tepe
noktasina ulasan sirali iki genig banda ait sinyal siddetlerinin diger tatlandiricilardan
elde edilen spektrumlarda da mevcut oldugu ve girisim yaptiklari gorulmektedir.
Kullanilan ylzey ve yapay tatlandiricilara ait spektrumlar karsilastirildiginda, bir diger
girisimin disuk sinyal siddetinde 998 ve 1051 cm* dalga sayisinda sirali iki banda ait
oldugu gorulmektedir.

Yapay tatlandiricilara ait SERS spektrumlari incelendiginde sakarinin parmakizi
spektrumunda RS ile elde edilen ve cam klvetlerden dolayi girisim yapan 350 ve 550
cm? araliginda dalga sayisinda karakteristik bandlarina ait sinyal siddetleri
belirlenmistir. Bu araliktaki bandlar incelendiginde; 353 cm™'de N-H dis dizlemsel
deformasyon ve SO: ige dizlemsel egilme, 404 cmYde N-H ve C-H dis diizlemsel

deformasyon ve 537 cm’de CNS baglarinda egilme hareketine ait titresim bandlari
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gorilmektedir. 704 cmY'de gorilen yliksek sinyal siddetine ait band ise C-C ve C-S

baglarinin i¢ dizlemsel egilme titresim hareketinden meydana gelmektedir [97, 101]
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Sekil 4.19 Au-AgNPs yuzey kullanilarak elde edilen SERS spektrumlari a) sakarin, b)
aspartam, c) asesulfam K, d) sukraloz, €) Au-AgNPs yluzey

Asesulfam K spektrumu incelendiginde RS spektrumunda gorilmeyen ve Au-AgNPs
yuzeyden girisim yapmayan zayif sinyal siddetine sahip iki farkli band gozlenmistir.
550 cm’de CCCHa baglarina ait burulma titresimi, 1333 cmY’'de CNH i¢ diizlemsel
deformasyon titresimi belirlenmigtir [99, 102]. Diger tatlandiricilar aspartam ve
sukraloza ait Au-AgNPs yuzeyinden girisim yapan bandlar haricinde yeni bir band

onceki dlgumlere gore gozlenmemisgtir.

Sentezlenen Au-NRs nanopartikilleri kullanilarak yapay tatlandiricilara ait SERS
spektrumlari alinmistir. Sekil 4.20'de Olgumler sonucu elde edilen spektrumlar
gosterilmektedir.  Kullanilan  Au-NRs’nin  yapay tatlandiricilarin  parmakizi
spektrumlarina yapabilecegdi girisimleri gérmek icin RS kivetinde tek basina élgimi
tatlandiricilarla ayarlanan konsantrasyonda olacak sekilde alinmistir. Elde edilen
spektrum incelendiginde nanopartikiilden 760 cm™ dalga sayisinda sinyal siddeti

yuksek bir girisimin oldugu gorulmektedir. Au-NRs ve yapay tatlandiricilara ait
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spektrumlar karsilastirildiginda, Au-NRs kullanimiyla birlikte yapay tatlandiricilara ait
karakteristik bandlarin kayboldugu veya baskilandigi gorilmektedir. Bunun sonucunda
yapay tatlandiricilara ait parmakizi spektrumu ile Au-NRs’ye ait elde edilen spektrumun
yapay tatlandiricilara ait birka¢ farkli dalga sayisindaki sinyal siddeti hari¢ benzestigi

gorulmektedir.
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Sekil 4.20 Au-NRs kullanilarak elde edilen SERS spektrumlari a) Au-NRs, b)
aspartam, c) asesulfam K, d) siklamat, e) sakarin

Au-NRs nanopartikul kullanilarak yapay tatlandiricilara ait karakteristik bandlarin
zenginlestirilememesi ve partikilin élgim sonrasinda fazla miktarda girisim bandina
sahip olmasi nedeniyle, Au-AgNPs ylzeyi kullanilarak yapay tatlandiricilara ait SERS
spektrumlari Uzerinden her bir tatlandirici igin bu platformun EF degerleri esitlik (3.1)

kullanilarak hesaplanmistir.
EF= (/sers/ Nsers) / (/Raman/ NRaman)

AgNPs nanopartikiller ile yapilan SERS délgumleri yizeyde degil RS cam kuvetlerine
orneklerin konulmasindan sonra yapilmigtir. Bu nedenle asagidaki esitlikler

kullanilarak EF degeri bulunmustur.
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EF= (Isers/Iraman)/((Cs.Aefi/Cv.Vefr)) (4.4)

Esitilik (4.4)'de Cs hedef molekule ait yuzey yodunlugunu, Cv ise sulu ¢ozeltilerinde
hedef molekile ait hacimsel yogunlugu ifade etmektedir ve asagidaki esitlik Gzerinden

hesaplanmaktadir [103];
Cv = (d*Na/Mw) (4.8)

Hedef molekiile ait yogunluk d (g cm), Avagadro sayisi Na (6,022x1023), molekiler
agirhgi ise Mw (g mol?) olarak gosterilmistir. RS cam kiivetlerine 20 pl AGNPs ve hedef
molekulin sulu ¢ozeltisinden 180 ul konuldugu igin toplamda 200 pl hacminde 6rnek
elde edilmistir. Aerr, 6lcum alinan klvetin 6rnek yuzey alanini, Vet ise 6lgum alinan
kivetin 6rnek hacmini ifade etmektedir. Asagidaki esitlikler kullanilarak Aeft ve Vet

degerleri hesaplanmigtir;
Aefi= 2TTr?+2TIrh (4.5)
Vefi= T11?h (4.6)

Yapay tatlandiricilarin her biri igin kullanilan AgNPs nanopartikilleri ve Au-AgNPs

yuzeyleri icin EF dederleri hesaplanmis ve Cizelge 4.7’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Yapay tatlandiricilarin kullanilan AgNPs ve Au-AgNP yuzeylerindeki EF
degerleri

Amolekill (an) [51] Cs (AgNPS) Cv (AgNPS) EFagnps EFau-agnps

Aspartam 1,19 8,40x10"3 2,76x10% 2,19x107 8,80x10°
Asesulfam K 0,872 1,15x10™ 5,41x10% 4,46x107 9,39x10°
Sakarin 0,716 1,40x10™ 2,72x10% 3,85x108 3,43x10°
Siklamat 0,776 3,95x10™ 3,95x10% 3,39x108

Sukraloz 1,29 7,75x10% 2,56x10% 3,90x108 5,40x108

AgNPs nanopartikil ve Au-AgNPs yluzey kullanilarak yapay tatlandiricilara ait EF

degerleri hesaplanmistir. Her bir tatlandirici kendi iginde degerlendirildiginde, Au-
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AgNPs yluzey uzerinden elde edilen EF degerlerinin AgNPs kolloidal nanopartiktllere
gore daha yuksek oldugu gorulmektedir. Yuzeylerin SERS spektrumlari incelendiginde
tatlandirici  kullanilmadan alinan spektrumlarinda tatlandiricilarin  karakteristik
bandlarina ait olan dalga sayilarinda girisim yaptigi gorulmektedir. AgNPs
nanopartikulinuan ise alinan spektrumu incelendiginde herhangi bir tatlandiriciya ait
karakteristik bandina ait dalga sayisinda veya diger araliklarda kendisinden
kaynaklanan bir girisim bandi olmadigi gorilmektedir. Kullanilacak SERS temelli
platformun EF degerinini ylksek olmasinin yaninda, analizi yapilacak madde ile
cakisacak veya parmak izi spektrumuna girisimde bulunabilecek olmasi bir dezavantaj
olusturmaktadir. Tatlandiricilarin sulu ¢ozeltilerinin kullaniimasiyla; iyonik etkiler ve
metal-molekll kompleksinin olusumuyla, takip edilmek istenilen tatlandiriciya ait
karakteristik bandlarda elde edilen sinyal siddetinin daha yiksek olarak elde edilebilme
imkani ortaya ¢cikmaktadir. Kolloidal yapida ve klvet icerisinde belli bir hacimde SERS
OlcimU vyapilabilmesine olanak saglayan AgNPs nanopartikullerinin, yapay
tatlandiricilarin analizi i¢in kullanilacak SERS temelli platform olarak kullaniimasina

karar verilmistir.

Yapay tatlandiricilar arasinda EF degerleri kargilastirildiginda en yuksek degerlerin
siraslyla; asesulfam K, aspartam, siklamat, sakarin ve sukraloza ait oldugu
gorulmektedir. Yapay tatlandiricilar gida maddelerinde tek baslarina kullanildiklar gibi
birlikte karistinlarakta kullanilmaktadir. Aspartam gida UrUnlerinde tatlandiricilik
derecesi yluksek olmasi ve tek basina kullanildiginda asesulfam K gibi agizda aci bir

tat birakmamasi nedeniyle yaygin olarak kullaniimaktadir.

Aspartama ait elde edilen RS ve SERS spektrumlari incelendiginde molekuler
yapisinia ait karakterize bandlarin sinyal siddetlerinin ylksek oldugu ve SERS igin
kullanilan iki platform iginde EF degerlerinin asesulfam K’dan sonra en ylksek olan
yapay tatlandirici oldugu goértlmektedir. Alkolsuz icecek ve meyveli iceceklerde en sik

ve fazla miktarda kullanilan yapay tatlandirici aspartamdir [104].

SERS dlguminde en uygun metalik nanoyapi olarak kolloidal AgNPs’nin
kullanilmasina, yapay tatlandiricilar icerisinden ise bahsedilen ozelliklere sahip
olmasindan dolayi; aspartamin, analizi yapilacak molekul olarak kullanilmasina karar

verilmistir. Aspartam analizi icin model igecek olarak maden sulari secilmis, sade ve
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mevye aromall maden suyunda aspartam miktarini belirleyebilmek igin analiz

yonteminde optimizasyon galismalari ve SERS oOlgumleri alinmistir.

4.7.3 Optimum Sire, pH ve Tamponun Belirlenmesi

Aspartami farkli konsantrasyonlarda belirleyebilmek icin SERS sinyal siddetleri 1002
cm dalga sayisinda takip edilmistir. Sentezlenen AgNPs kullanilarak SERS sinyal
siddetlerinin zenginlegtiriimesi saglanmis ve aspartam tayini i¢in sure, pH ve

kullanilacak tampon ¢ozeltisinin belirlenmesi igin ¢alismalar yapilmistir.

RS kiivetine 1 mg ml? konsantrasyonunda aspartam ve AgNPs koyulmus, olusan
kompleks yapi sonrasi SERS sinyalleri takip edilmistir. Olusturulan metal-analit
kompleksinin stabilitesini belirlemek ve en yliksek SERS sinyal siddetini elde etmek
igin inkibasyon suresinin optimizasyonu c¢alisilmistir. Bu amagla 0-180 saniye
arasinda belirlenen araliklarda maden suyunda hazirlanmis 1 mg mlt aspartamin

SERS o6l¢umleri yapilmis ve elde edilen sinyal seviyeleri Sekil 4.21°'de gosterilmistir.
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Sekil 4.21 AgNPs ve aspartam kullanilarak 1002 cm? elde edilen sinyal siddetinin
zamanla degigimi

En yUksek aspartam SERS sinyal siddeti iki dakika sureyle 6rnek-AgNPs inkiibasyonu

sonucunda elde edilmigtir. Kompleks olusturuldugu andan itibaren 2. dakikaya kadar
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alinan oOlgimlerde, SERS sinyallerinin arttigi goértlmektedir. Metal-analit kompleksi
incelendiginde karigimdan itibaren 2 dk suresince stabil kaldigli ve bu sure sonunda
kompleksin bozulmaya basladigi ve AgNPs nanopartikillerinin aggregasyona
ugrayarak kolloidal stabilitelerinin bozulmasi sonucu RS kuveti dibinde toplandigi
g6zlenmistir. ikinci dakikadan sonra alinan odlcimde ise SERS sinyal siddetinin
dismesinin, aggregasyon sonucu ¢ozelti igerisinde kurulan metal-analit kompleksinin
azalmasindan kaynaklandigi soylenebilir. Bu sonug Uzerinden, aspartam tayini igin
aspartam ve AgNPs karisiminin 6lgim o6ncesi inkubasyon suresi 2 dk olarak

belirlenmistir.

Aspartam ve AgNPs’nin SERS 6l¢umua alinmadan 6nce RS kuvetinde karistirilarak
inkiibe edilme suresinin belirlenmesinden sonra farkh pH degerlerinde tamponlar
kullanilarak, olgiimler sirasinda aspartamin 1002 cm™ karakteristik dalga sayisinda
elde edilen SERS sinyallerinin siddetine etkisi incelenmistir. Bu amacla 50 mM sitrat,
PBS, MES ve Tris-HCI tamponlari sirasiyla pH 3,5, 6,5, 7,4 ve 9,8 olacak sekilde
hazirlanmistir. Sekil 4.22’de aspartam-AgNPs kompleksinin 2 dk inkibasyon sonunda
elde edilen SERS sinyalleri siddetlerinin farkh pH ve tamponlardaki degisimi

gOsterilmistir.

MES tamponu pH 6,5'da olusturulan aspartam-AgNPs kompleksinin 1002 cm*'de
diger tamponlar ve pH degeriyle kiyaslandiginda en yuksek SERS sinyal siddetine

sahip oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.22 Farkh pH degerlerindeki tamponlarin aspartamin 1002 cm™ deki SERS
sinyali siddetine etkisi; MES (pH 6,5), PBS (pH 7,4), sitrat (pH 3,5) ve Tris (pH 9,8)

Sitrat ve Tris-HCI tamponlarinin sirasiyla yuksek asidik ve alkali ortamlar olusturmasi
nedeniyle SERS Olcumleri igin yeterli miktarda aspartam molekili ve AgNPs
nanopartikull arasinda iyonik bir etkilesim kurulmasini ve bir araya gelmelerini
engellemistir. Bu durum sonucunda dusuk ve ylksek pH degerlerine sahip tamponlarin
kulllanilmasi aspartamin yapisini etkilemektedir. Asidik pH degerlerinde aspartam
yapisini olusturan fenilalanin ve aspartik aside dissosiye olmaktadir. Alkali pH
degerlerinde ise siklizasyona ugrayarak halkali bir yapi meydana getirmektedir [105].
PBS tamponunda pH 7,4 n6tr aralikta olmasina ragmen diger tamponlara oranla dugsuk
SERS sinyal siddetinin dl¢tiimesinin nedeni tuz konsantrasyonundan dolayr gimus
nanopartikullerin aggregasyona daha yatkin olmasi sonucu yluzey plasmon
rezonansini dugsurmektedir. Absorbsiyon dalgaboyunun daha dusuk enerji seviyesine
gelmesiyle 1002 cm*'de takip edilen SERS sinyal siddetinde dramatik bir disls
gorulmektedir [106]. Bu sebeple aspartamin maden sulari igerisinde miktarinin SERS

ile dlgulerek belirlenmesinde kullanilacak tampon, MES ve pH 6,5 olarak belirlenmisgtir.
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4.7.4 Maden Suyu igeriginin Aspartamin SERS Sinyaline Etkisi

Ticari olarak satin alinan ve analizlerde kullanilan meyve aromali maden sularinin
iceriginde glukoz ve fruktoz bulunmaktadir. Gelistirilen yontemde, meyve igerikli
maden suyunda bulunan bu bilesenlerin SERS o&lgimleri sirasinda takip edilen
aspartame ait 1002 cm dalga sayisindaki karakteristik banda etkisini belirlemek igin
daha 6nceden optimize edilen tampon, pH ve slrelerde olgcimler alinmistir. Farkli
derigsimlerde % 5-30 araliginda hacimsel orani 3:2 glukoz/fruktoz (h/h) olacak sekilde
MES tamponu igerisinde sulu ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Hazirlanan derigimleri farkh
glukoz/fruktoz iceren modifiye MES tamponlari sade maden suyu ve meyve aromali
maden suyu ile karigtirlmigtir. Ayrica maden suyu ve meyve aromall maden suyuna
1mg mlt aspartam eklenerek, dogrudan Uretim sirasinda katillan seker igeriginin

aspartamin takip edilen dalga sayisindaki SERS sinyali siddetine etkisi incelenmistir.

Sekil 4.22'de 1002 cm™ dalga sayisinda, aspartam iceren ve icermeyen sade ve
meyve aromali maden sularinin SERS sinyal siddetinin degisimleri gosterilmistir. Sekil
4.23’den anlasildigi Uzere aspartam icermeyen sade ve meyve aromall maden sulari
kendi icerisinde ve aspartam igceren sade ve meyve aromali maden sulari da kendi
icerisinde degerlendirilmistir. Kullanilan maden sularinda Uretici tarafindan aspartam
eklenmedidi i¢in sade ve meyveli maden sularinda aspartam igin takip edilen 1002 cm-
! dalga sayisinda elde edilen sinyal siddetleri, matriks etkisiyle gelen karakteristik
olmayan bandlara ait degerlerdir. Deney sirasinda sade ve meyveli maden sularina
ilave edilen 1 mg ml?t konsantrasyonundaki aspartamli 6rneklerden alinan SERS
Olcimlerine ait sinyal siddetleri incelendiginde aspartama ait 1002 cm™ dalga
sayisinda sinyal siddetlerinin arttigi gorulmektedir. Meyveli maden sularinda ayni
miktarda deney sirasinda koyulan aspartamdan elde edilen sinyal siddetleri sade
maden sularina gore daha duguk olgulmustar.

Aspartam iceren sade ve meyveli maden sulari igin sinyal siddeti farkinin en az oldugu
seker konsantrasyonunun, hacimsel orani 3:2 glukoz/fruktoz (h/h) olacak sekilde
%10’luk seker konsantrasyonu iceren MES tamponunda hazirlanan ¢ozeltilerde
oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.23 Farkli seker konsantrasyonlari araliklarinda 1002 cm™ SERS bandinda
aspartam iceren ve icermeyen sade ve meyve aromall maden sularinin sinyal
siddetinin degisimleri

Ticari olarak satin alinan, sade ve meyve aromali farkl markalara ait maden sularinin
iceriklerinde bulunan maddelerden ve sekerlerden gelebilecek matriks etkisini en aza
indirgemek ve gelistirilen SERS tabanli aspartam tayininin, maden sularina tatlandirici
olarak eklenen aspartam miktarini diger etkenlerden bagimsiz olarak gergcek degerinde
tesbit edebilmesi igin %10’'luk seker ¢ozeltisi ilave edilmis pH 6,5da 50 mM MES

tamponu ile drneklerin karistiriimasina karar verilmistir.

Sade veya meyve aromali maden sularina katillan aroma, sitrik asit, glukoz (% 4),
fruktoz (% 3), glukoz/fruktoz 3:2 (h/h)dan olusan katki maddelerinin aspartam
6lcimlerinde referans alinan 1002 cm dalga sayisindaki bandina etkileri ayri ayri ve
bir arada olacak sekilde SERS spektrumlari alinarak, Sekil 4.24’de gosterilmigtir.
SERS dlgumleri sonucu aspartam icermeyen maden sularinin igerigine katilan glukoz,
fruktoz, sitrik asit, meyve aromalarinin tek basina veya son Urin iceriginde birlikte
bulunmalari durumunda dahi 1002 cm™ dalga sayisinin takip edilmesiyle olusturulan
aspartam tayini yonteminde karakteristik bir sinyal siddeti girisiminin olmadigi

gOrulmustar. Bu durum ticari olarak uretilen sade veya meyve aromali maden sularinin
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icerigine  katilabilecek aspartam miktarini dogrudan analiz edilebilmesini

saglamaktadir.
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Sekil 4.24 a) meyve aromasil, b) sitrik asit, c) % 4’luk glukoz, d) %3’luk fruktoz, e)
glukoz/fruktoz 3:2 (h/h), f) glukoz/fruktoz 3:2 (h/h) ve sitrik asit birlikte, g) maden suyu
ve h) maden suyu, meyve aromasi, sitrik asit, glukoz/fruktoz 3:2 (h/h) karisim halinde

alinan SERS spektrumlari

4.7.5 AgNPs’nin Aspartamin SERS Sinyaline Etkisi

Aspartamin 1002 cm'de gozlenen SERS sinyaline analiz sirasinda kullanilan
AgNPs’nin girisim yapip yapmadidinin belirlenmesi amaciyla; yalnizca aspartam,
AgNPs ve AgNPs-aspartame kompleksinin SERS spektrumlari alinmigtir. Sekil 4-
25'de goruldigi Gizere; aspartamin tek basina RS 6lgiimi alindiginda 1002 cm™ dalga
sayisinda karakteristik bandina ait sinyal siddetinin diguk oldugu gorulmektedir. Ayni
sekilde sentezledigimiz AgNPs’nin optimize edilen sartlarda alinan SERS spektrumu
incelendiginde de aspartamin miktarini tayin ettigimiz 1002 cm bandinda kendisine
ait zayif bir sinyal siddetinin oldugu, diger dalgasayilarinda ise girisim yapan ylksek
siddette bir sinyalin olmadigi gérilmektedir. Son olarak SERS temelli 6lgimu olugturan

aspartam-AgNPs kompleksine ait spektrum incelendiginde 1002 cm dalga sayaisinda
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karakteristik bandina ait sinyalin siddetinin arttiyi ve zenginlesmenin gercgeklestigi

gorulmektedir.

Bu sonuglara bakarak aspartam analizinin, maden sularinda bulunan veya
bulunabilecek katki maddeleri ve sekerlerden etkilenmeden, optimizasyonu yapilan
kosullarda ve AgNPs kullanilarak SERS temelli bir yontemle yapilabilecegi

gorulmektedir.
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Sekil 4.25 Aspartam, AgNPs ve aspartam-AgNPs kompleksinin SERS spektrumlari

4.7.6 Aspartam Miktarinin Model ve Gergek Orneklerde Belirlenmesi

Aspartam molekdilli sulu ¢ozeltilerinde zwitteriyonik halde bulunur, COO™* ve NH3
gruplari vasitasiyla ortamda bulunan diger molekuller ve nanopartikiller ile
elektrostatik baglar gerceklesebilmektedir [105]. AgNPs sentezlemek igin
kullandigimiz prosedur sonucunda elde ettigimiz gimus nanopartikiller eksi yUkle
yuklenmistirler [48, 107]. Bu durumda aspartam ve AgNPs, iyonize ve elektrostatik
aktivitelerinden dolay fiziksel olarak bir bag olusturabilirler. Meydana gelen bu metal-
molekil kompleksi sayesinde 1002 cm™ dalga sayisinda aspartamin karakteristik
bandinda konsantrasyona bagl olarak SERS sinyali siddetinde artiglar SERS ile
Olgulebilmektedir. Aspartamin sulu ¢ozeltilerdeki miktarini belirleyebilmek igin 0-1 mg
ml? konsantrasyon araliyinda SERS sinyal siddetleri 1002 cm™ dalga sayisinda
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Olclilmastir. Aspartamin sulu ¢gozeltisinde hazirlanan 0-1 mg mlt konsantrasyonlarina
karsilik, 1002 cm™ dalga sayisinda elde edilen SERS sinyal siddetlerindeki artis
degerleri kullanilarak Sekil 4.26'daki kalibrasyon egrisi elde edilmigtir. Dogrusal iligkiyi

ifade eden R? dederi 0,969 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.26 Aspartamin (0-1 mg mlt) araliginda suda elde edilen kalibrasyon egrisi

Aspartamin suda hazirlanan farkh konsantrasyonlarindan elde edilen kalibrasyon
egrisinden sonra, ayni yontem ile sade ve meyve aromall maden sularina eklenen
aspartamin farkli konsantrasyonlarina ait kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Sade ve
meyve aromall maden sulari ayri ayri optimize edilen kosullarda hazirlanmis ve
aspartam ilave edilmeden, son hacimde konsantrasyonlari 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1 mg
ml? olacak sekilde SERS olgimleri yapilmistir. Sekil 4.27’de sade maden suyuna
eklenen aspartam konsantrasyonlarina ait SERS spektrumlari ve 1002 cm bandindan
elde edillen kalibrasyon egrisi gosterilmistir. Maden suyu igin R? hesaplandiginda
0,977 deg@eri bulunmustur. Sekil 4.28’de meyve aromali maden sulari igin ayni sekilde
SERS spektrumlari alinmis ve konsantrasyonlara karsi kalibrasyon egrisi ¢ikariimigtir.

Buradan R?degeri 0,977 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.27 Aspartamin (0-1 mg ml?) arahiginda sade maden suyunda elde edilen
kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon egrilerinin egimleri karsilastirilarak, aspartam miktarinin tayini igin
gelistirdigimiz SERS yonteminin verimliligine bakilmistir. Model érnedimiz aspartam
konsantrasyonlarinin su igerisinde analizidir. Bu modelde kalibrasyon egrisinin egimi
1088,6 bulunmustur. Gergek ornek denemeleri igin sade ve meyve aromall maden
sularina belirtilen miktarlarda aspartam eklenmigtir. Aspartamin konsantrasyonlarina
bagli olarak elde edilen SERS spektrumlarina kargi kalibrasyon edrileri cizilmistir. Bu
gercek ornekler Uzerinden elde edilen egrilerin egimleri ise sirasiyla 1058,1 ve 1099,4
bulunmustur. Model érnegimiz ve gergek ornek olarak kullanilan maden sularindan
elde edilen kalibrasyon egrilerinin egimleri karsilastirildiginda, bulunan sonuglar igin
istatistiksel olarak bir farkin olmadidi ve guven araligi sinirlarinda (p<0,05) kaldigi
gorulmektedir. Bu duruma gore gercek orneklerimizde veya model ornekte katki
maddesi olarak bulunan sitrik asit, aroma ve sekerler gelistirilen SERS temelli

aspartam tayini yonteminin sonucunu etkilememektedir.
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Sekil 4.28 Aspartamin (0-1 mg mlt) arahiginda meyve aromali maden suyunda elde
edilen kalibrasyon egrisi

4.7.7 Gelistirilen SERS Tabanh Yéntemin Validasyonu

Model 6rnek ve gergcek Ornek denemelerinde kullanilan su ve maden suyu
orneklerindeki aspartam tayini i¢in dogrusal bir korelasyon bulunmustur. Model
ornedimiz suyun icindeki aspartam miktarina ait kalibrasyon egrisinden elde edilen
LOD ve LOQ degerleri hesaplandigi zaman, sirasiyla 0,17 ve 0,56 mg ml?
bulunmustur. Gergek 6rnek denemeleri igin kullandigimiz sade ve meyve aromali
maden sularinda LOD degerleri 0,13 ve 0,14 mg mlt, LOQ degerleri ise sirasiyla 0,43
ve 0,45 mg ml?t degerleri bulunmustur. Aspartamin glinlik ahmlarda kabul edilen
guvenli siniri, viicut agirh@inin her bir kg’da 50 mg ve alkolsiiz iceceklerde 600 mg I*
olarak belirlenmigtir [88, 108]. Gelistirilen SERS tabanli analiz ydntemiyle aspartamin
tayin alt sinir hem model hem de gergek ornekler igerisinde sirasiyla 0,17, 0,13, 0,14
mg mlt olarak hesaplanmistir. Bu durum da gelistirlen SERS tabanli ydontem sayesinde
iceceklerdeki aspartam, vyasal sinirlarin altindaki veya uUzerindeki araliklarda

belirlenebilmektir.

Gercek Ornek igerisine sonradan eklenen aspartamin geri kazanim degerleri

hesaplanmistir. Bu amagla 0,2, 0,4, 0,6 mg ml! aspartam maden suyu igerisine
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eklenmis ve SERS olcumleri alinmistir. Elde edilen sinyallerin siddeti kalibrasyon
egdrisi Uzerinden hesaplanmistir. Eklenen aspartam konsantrasyonlarinin geri kazanim

degerleri sirasiyla, %81, %95 ve %87 olarak bulunmus ve Cizelge 4.8'de gosterilmigtir.

Cizelge 4.8 Meyve aromali maden suyunda aspartamin SERS élgimi sonucu geri

kazanim degerleri

Maden suyuna eklenen Ort. Sinyal Tespit edilen % Geri kazanim Bagil
aspartam miktari (mg ml?) siddeti (a.u.)  miktar (mg mlt) (n=4) standart
hata (%)
0,2 361 0,16+0,0181 81 4,83
0,4 612 0,38+0,0495 95 11,28
0,6 772 0,52+0,0387 87 6,0

Aspartam tayini icin gelistirien SERS tabanli metodun kesinlik ve hassasiyetini
belirleyebilmek icin bagil standart hata (RSD) % degerleri hesaplanmis ve Cizelge
4.8’'de gosterilmistir. Gelistirilen metodun gin i¢i ve gunler arasinda dogruluk ve
kesinligini belirleyebilmek igin ise meyve aromali maden suyu érneklerine 0,6 mg mi*

aspartam eklenmis ve elde edilen degerler Cizelge 4-9'da gdsterilmistir.
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Cizelge 4.9 Geligtirilen aspartam tayini ydonteminin gun ici ve guinler arasi dogrulugu ve

tekrarlanabilirligi

Olgiimler Eklenen Olgiilen Standart  Dogruluk Bagil
konsantrasyon konsantrasyon Sapma (%) (bias)? Standart
(mg ml%) (mg mIY) n=3 Sapma (%)®
Giin igi Gun 1 0,6 0,61+0,05 1,3 1,7 9,0
Gun 1 0,6 0,5940,02 -1,3 3,8
Gin 1 0,6 0,63+0,05 5,3 7,7
Gin 1 0,6 0,62+0,04 2,6 6,1
Giinler Gin 1 0,6 0,60+0,04 0,9 -0,7 7,3
arasi Giin 2 06 0,60+0,04 0,2 7.1
Gin 3 0,6 0,61+0,03 24 4,5
Gun 4 0,6 0,62+0,05 2,7 8,1
Gin 5 0,6 0,62+0,05 4,0 8,6

a ((ortalama konsantrasyon-gergek konsantrasyon)/gercek konsantrasyonx100)

b RSD (%) = (Standart sapma/ Ortalama)x100 6l¢llen gln igi veya glinler arasi deger

GuUn igi ve gunler arasi yapilan dlgumlerde elde edilen RSD degerleri % 1,3 ve 0,9
olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore geligtirlen metot; yenilenebilirlik,
tekarlanabilirlik ve dogruluk agisindan guvenilir olarak aspartam tayini amaciyla sade

ve meyve aromali iceceklerde kullanilabilecegi anlagiimaktadir.
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4.8 ALP Tayinine Yonelik Gelistirilen SERS Tabanli Yontem

Alkalin fosfataz enzimi (ALP), organik molekullerdeki fosfat grubunu hidrolize ederek
uzaklastirmaktadir. Vicutta gergeklesen pek ¢cok metabolik ve biyokimyasal olayda yer
almaktadir. Klinik testlerde, kan serumunda belirli miktarlarda bulunmasindan dolayi
pek ¢ok hastaligin teshisinde isaret¢i enzim olarak takip edilmektedir. Bunun yaninda
enzimatik aktivitesinin hassas ve kararli olmasi sebebiyle, pek ¢ok immunolojik ve
biyokimyasal analizlerde; proteinlerin, nukleik asitlerin ve bakterilerin tespit ve tayin
edilmesinde kullaniimaktadir [109-111] .

ALP’nin yaygin bir sekilde biyolojik ve klinik uygulamalarda ve testlerde kullaniimasi
sonucu, enzimatik aktivitesinin belilenmesine yonelik hizli ve guvenilir analizlerin ve
yontemlerin gelistiriimesi 6nemli hale gelmektedir. Gunumuzde yaygin olarak ALP
aktivitesinin belirlenmesi igin enzimin substrati kullaniimakta ve aktivitesi sonucunda
meydana gelen urln Gzerinden kemiliminesans [112], fluorometrik [113], kolorimetrik
[114] veya elektrokimyasal [115] sinyaller takip edilerek belirlenmektedir. SERS teknigi
kullanilarak enzimatik aktivitenin belirlenmesinde enzim substrati veya olusan Grinu
yeterli SERS sinyal siddetini olusturamazsa; enzimatik aktivite ve boyanin SERS sinyal

siddeti arasinda iliski kurularak SERS aktif isaretciler kullaniimaktadir [116].

5-Bromo-4-kloro-3-indol fosfat (BCIP), ticari olarak ALP enzim aktivitesinde substrat
olarak kullanilan kromojenik bir maddedir. Enzim aktivitesi sonucunda fosfat
uzaklasarak 5-bromo-4-kloro-3 indol (BCI) molekuli elde edilmektedir. BCl molekdlleri
oksidasyon sonucu bir araya gelerek mavi renkli BCI dimerlerini olusturmaktadirlar.
Dimer yapisinin SERS aktivitesi gliclidir ve karakteristik olarak 600 cm™? dalga
sayisinda yuksek sinyal siddeti elde edilir. $Sekil 4.29'da ALP enzimatik aktivite sonucu

BCIP substratinin SERS aktif BCI dimer yapilarina déntsimu sematize edilmistir.
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Sekil 4.29 ALP enzimatik reaksiyonu sonucu BCIP substratindan SERS aktif BClI
dimerinin olusma mekanizmasi

4.8.1 ALP’nin Farkh Platformlarda Alinan RS ve SERS Spektrumlari

Enzimatik aktiviteyi olusturan Uc¢ bilesen ALP, BCIP ve olusan son urin BCI
dimerlerinin RS spektrumlari alinarak karakteristik bandlari tespit edilmek istenmisgtir.
Sekil 4.29'da ayri ayri ALP enzim ¢ozeltisinden 101t M, BCIP substratindan 0,3 mg
ml* olacak sekilde RS dlglimleri kiivetlerde alinmistir. ALP-BCIP enzimatik reaksiyonu
sonucu olusan BCI dimerlerinin dlgimleri icin de ayni sekilde kuvetler kullanilarak RS
spektrumlari alinmigtir. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.30°da gosterilmigstir. ALP enzimi
ve BCIP substratina ait alinan RS spektrumlari incelendiginde, birbirlerinden
ayrigtirilacak herhangi karakteristik bir bandin meydana gelmedigi ve dalga sayilarinda
goérulen sinyal siddetlerinin ¢ok dusuk oldugu gorulmektedir. BCIP dimerinin
spektrumda ise diger spektrumlardan farkli olarak 600 cm™ dalga sayisinda

karakteristik C=C-CO-C egilme titresim bandina ait sinyal siddeti gérulmektedir [117].
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Sentezlenen AgNPs, Au-NRs nanopartikilleri ve Au-AgNPs yuzeylerin SERS
etkisinden yararlanarak olcimler alinmistir. Enzimatik aktivite sonucu olusan BCI
dimerinin SERS olgumlerinden her bir platformdan elde edilen spektrumlar Sekil
4.31°de gosterilmektedir. ALP konsantrasyonu 101! M olacak sekilde 0,3 mg ml* BCIP
substratiyla Tris-HCI (pH 9,8) tamponunda 1 saat sureyle etkilestirildikten sonra, enzim
aktivitesi sonucu BCI dimerleri mavi renkli ¢ozelti olusturmustur. Elde edilen ¢ozelti
10X AgNPs ve Au-NRs ile ayri ayri karigtirilarak ticari Au slayt Uzerine 1ul aktarilarak
SERS olgumleri alinmistir. Au-AgNPs yuzeyler igin ise dogrudan enzim aktivitesi
sonucu olusan BCI dimer ¢ozeltisinden 1 pl alinarak SERS olgumleri alinmistir. Sekil
4.31’de farkli nanoyapilardan olusan SERS platformlarindan alinan BCI dimerine ait
600 cm* dalga sayisindaki bagil sinyal siddetlerini gosterir spektrumlar verilmistir. Elde
edilen spektrumlar incelendiginde 600 cm! dalga sayisinda en ylksek sinyal siddetinin

Au-NRs nanopartiktllerine ait spektrumda goriimektedir.

GUmus nanopartiklllerin kolloidal hali ve yizeye SAM kullanilarak biriktirilmesi sonucu
elde edilen yuzeyden elde edilen Au-AgNPs yuzeye ait SERS spektrumlari
karsilastirildiginda Au-AgNPs yluzeylerin AQNPs nanopartikillere gore daha yuksek
sinyal siddetlerinin alindigi1 gérulmektedir.
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Sekil 4.31 a) Au-NRs, b) Au-AgNPs ylzey, c) AgNPs kullanilarak elde edilen BCI
(Urn) SERS spektrumlari

Plazmon resonanslari kargilastirildiginda gumuas nanopartikillerin ayni sekil ve
boyutlardaki altin nanopartikillere gére daha ylksek degerlere sahiptir [118]. Bu
durumda SERS uygulamalarinda gumuis nanopartikullerin elektromanyetik alan
enerjilerinin, altin nanopartikillere goére daha yuksek olmasina ve olgimu yapilan
molekule ait karakteristik dalga sayisinda daha buyuk sinyal siddetlerinin elde
edilmesini saglamaktadir. Kullanilan Au-NRs boyutu ve sekli itibariyle sentezlenen
AgNPs’den farkhdir ve bu durum plazmon resonanslarinda ve SERS dl¢cimlerinde elde
edilen plazmonik alanin farklilagsmasini saglamaktadir. Anizotropik yapidaki Au-
NRs’nin yatay ve dikey eksenlerinden elde edilen bdlgesel alan zenginlestirmeleri
(local field enhancement) isotropik yapidaki kuresel sekilli AQNPs nanopartikullere
gore partikul boyutundan bagimsiz olarak daha fazladir [119, 120]. Bunun sonucunda
Au-NRs ile elde edilen BCI dimerlerine ait 600 cm™ dalga sayisinda elde edilen sinyal

siddeti daha yuksek bir degerdedir.

ALP aktivitesi sonucu olusan BCI dimerinin 600 cm™ dalga sayisindaki SERS sinyali
siddeti degerleri kullanilarak her bir platforma ait EF degerleri hesaplanmistir. AQNPs,
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Au-NRs ve Au-AgNPs ylizey icin EF degerleri sirasiyla 2,19x109, 5x10° ve 7,74x10°

olarak hesaplanmistir.

4.8.2 ALP Konsantrasyonunun Belirlenebilmesi igin Kalibrasyon Egrileri

ALP konsantrasyonunun degisimi sonucu sabit miktarda kullanilan BCIP substratina
bagli olarak 1 saat igerisinde Urlin olarak aciga c¢ikan BCI dimerlerinin miktari
degismektedir. Bu durum BCI dimerlerinden 600 cm™ dalga sayisinda elde edilen
sinyal siddetinin ALP miktarina bagl olarak degismesini saglamaktadir. Enzimatik
aktivite dncesi karakteristik olarak 600 cm dalga sayisinda ALP konsantrasyonu veya
BCIP miktarina bagh olarak bir sinyal siddeti gézlenmemektedir. Enzimatik aktivite
sonras! olusan BCI dimerlerinin 600 cm™ dalga sayisinda gozlenen SERS sinyal
siddetleri ALP konsantrasyonuyla iligkilendirilerek, sentezlenen AgNPs ve Au-NRs

nanopartiktlleri ve Au-AgNPs yuzey kullanilarak olgimler alinmigtir.
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Sekil 4.32 AgNPs ile elde edilen ALP konsantrasyonuna bagli kalibrasyon egrisi

ALP konsantrasyonu 10''-10'® M aralikta olacak sekilde her bir platform igin
kalibrasyon egrileri ¢cikariimis ve SERS performanslari karsilastiriimistir. Sekil 4.32’de
AgNPs kullanilarak 10-14-10-11 M araliginda ALP konsantrasyonlarina karsilik elde

edilen BCI dimerlerine ait 600 cmY'de elde edilen sinyal siddetlerini gostermektedir.
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ALP konsantrasyonun 1014 M oldugu noktadan daha disik derisimlerde elde edilen
BCI dimerlerine ait SERS sinyal siddetlerinin anlamli bir degisim gostererek 1014 M
ALP konsantrasyonundan ayrigtirilamadigi tespit edilmistir. Daha duguk derigimlerde
artik sinyal siddetlerinin disik olmasi sonucu ALP ve BCIP’a ait parmak izi
spektrumdan gelen gurilta sinyalleriyle karismaktadir. Elde edilen sinyal siddetleri
Uzerinden degisen ALP konsantrasyonlarina karsilik gelecek sekilde dogrusal aralikta

bir kalibrasyon egrisi cizildiginde R? degeri 0,9272 olarak hesaplanmistir.

Au-AgNPs ylizey kullanilarak 10-11-10-1* ALP konsantrasyonlari araligina karsilik elde
edilen 600 cm™ dalga sayisindaki BClI SERS sinyal siddetleri, Sekil 4.33'de
gosterilmigtir. Elde edilen bu degerler Uzerinden dogrusal aralikta kalibrasyon egrisi

cizildiginde R? degeri 0,9782 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.33 Au-AgNPs yuzey ile elde edilen ALP konsantrasyonuna bagli kalibrasyon
egrisi

ALP konsantrasyonlarinin degisimine goére elde edilen BCI dimerlerinin SERS sinyal
siddetlerini takip etmek icin Au-AgNPs yuzeylerden alinan Olgumlerde artan
konsatrasyonlarda tekrar eden dlgumlerde standart sapma degerinin giderek arttigi
g6zlenmistir. Geligtirilen ylzey i¢in elde edilen determinasyon katsayisi her ne kadar

yuksek olsa da elde edilen sonuglarin artan ALP konsatrasyonlarinin guvenilir
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araliklarda tahmin edilememesi nedeniyle bu yuzeylerin kullanimi enzimatik reaksiyon

sonucunda ALP miktarinin tespitine yonelik hassasiyeti dusturmektedir.

Sekil 4.34’de Au-NRs kullanilarak 10-11-10-1> M ALP konsantrasyonu araliginda BCI

dimerine ait 600 cm™ dalga sayisinda alinan SERS sinyal siddetleri gdsteriimektedir.

35000
y =-5510,1x + 87948
30000 R*=0,9884
25000
3
= 20000
B
@
=]
=2
Un
S 15000
>
c
&
10000
5000
0
10 11 12 13 14 15 16

- log [M] ALP
Sekil 4.34 Au-NRs ile elde edilen ALP konsantrasyonuna bagl kalibrasyon egrisi

Au-NRs kullanilarak 1011-10-*> M ALP konsantrasyonu araliginda elde edilen
kalibrasyon egrisinde R? degeri 0,9884 olarak bulunmustur. Her i SERS platformu
kullanilarak elde edilen SERS sinyal siddetleri ve kalibrasyon egrileri Gzerinden
hesaplana degerler karsilastiriidigida Au-NRs nanopartikulleri kullanilarak daha dtusuk
ALP konsantrasyonundan (10* M) BCIl dendrimerine ait sinyal siddeti tespit
edilebilmistir. ALP konsantrasyonlari igin elde edilen sinyal siddetlerinin standart hata
degerleri diger iki SERS platformuyla karsilastirildiginda daha dusuk bulunmustur. Bu
durum Au-NRs ile alinan olgumlerin daha hassas ve guvenilir bir aralikta kalmasini
saglamaktadir. R? degerleri karsilastirildiginda ise en iyi determinasyon katsayisina

Au-NRs kullanilarak ulagildigi gorilmektedir.
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ALP enzimatik aktivitesinin sonucunda olusan BCI dimerlerinin geligtiriien SERS
platformlarinin kullaniimasiyla elde edilen kantitatif degerler Cizelge 4.10°da
gosterilmisgtir.

Cizelge 4.10 SERS platformlarinin ALP enzimatik aktivite sonucu hesaplanan EF ve
R? degerleri

SERS Platformlari EF Dogrusal Aralik [M] R?

AgNPs 2,19x10° 1011-1014 0,9272
Au-AgNPs 7,74x10° 1011-10-14 0,9782
Au-NRs 5,00x10° 10111015 0,9884

4.9 ALP isaretli SERS Aktif inmunoassay Tabanl Escherichia coli Tayini

Patojen bakterilerin tespit ve tayini gida guvenligi ve insan saglhginin korunmasi
acisindan kritik 6neme sahiptir. E. coli patojen bakteriler igiresinde énemli bir yere
sahiptir ve 6limcul hastaliklara yol agmaktadir [121]. Bunun sonucu olarak E. colinin
guvenilir ve hassas olarak hizli bir sekilde tayini 6nem arz etmektedir [122, 123]. E.
colimin guvenilir, hassas ve hizli bir sekilde tayin edilmesini saglayacak metotlarin
gelistirimesinde SERS uygulamalari etkin bir sekilde kullaniimaktadir [124-126].
Patojen bakterilerin tayin yontemlerinde, enzimatik reaksiyonlarin SERS aktif Grunleri
yoluyla takip edilebilir olmasi, rapor edilen SERS temelli enzimatik calismalarin
sayisinin artirmaktadir [127, 128]. Enzimlerin nanopartiklllerin yuzeylerine
baglanmalariyla enzimatik aktiviteleri sonucu SERS temelli uygulamalarda daha

hassas 6lcumlerin alinmasini saglamaktadir [129, 130].

ALP’nin enzimatik aktivitesi sonucu, substrati olan BCIP pargalanarak SERS
yonunden aktif BCI dimerleri ve inorganik fosfat meydana gelir. SERS aktif BCI
dendrimeri isaret¢i olarak kullanilarak bakteri tayini icin immunoassay tasarlanmistir.
BCIl dendrimerine ait olan SERS sinyalleri E. coli konsantrasyonu ile korelasyon
olusturacak sekilde SERS tabanh bir ydontem gelistiriimistir. Bakterilerin segici olarak
bulundugu ortamdan ayristiriimalari icin manyetik ¢ekirdekli altin kapli nanopartikuller
kullaniimigtir. Bu manyetik nanopartikullerin yuzeyi E. coli antikoru ile modifiye edilerek
secici ayrim saglanmistir. SERS temelli platformlar icersinde ALP aktivitesinin en
hassas ve dogru olarak takip edilmesini saglayan Au-NRs nanopartikulleri yuzeyine,

belirlenen konsantrasyonda ALP modifiye edilmistir. Daha 6nceden immunomanyetik
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olarak ayrigtirilan ¢ozelti igerisindeki E. coli bakterilerine segici olarak baglanmasi igin
ylizeyi antikor ile modifiye edilmistir. ki tarafli sandvi¢ yapi olusturulduktan sonra
baglanmayan ALP isaretli Au-NRs yikama tamponlari kullanilarak uzaklagtiriimigtir.
BCIP substrati olusturulan sandvi¢ yapinin bulundugu c¢ozeltiye goénderilmis ve Au-
NRs ylzeyinde badl olarak bulunan ALP ile enzimatik reaksiyona girerek SERS aktif
BCI UrinUnun olugmasi saglanmistir. Son olarak Raman spektroskopisinde dlguimler
yapilarak SERS spektrumlari elde edilmigtir. Bu yontemin segiciligini ve duyarlihgini

belirlemek igin kontrol dlgiimleri ve optimizasyon g¢alismalari yapilmistir.

4.9.1 ALP, BCIP ve BCI'nin RS ve SERS Spektrumlari

Bakteri tayinine yonelik gelistirilen yontem esas olarak ALP’nin enzimatik reaksiyonuna
baglidir. Bu sebeple enzimatik reaksiyon bilesenleri olan ALP, substrati BCIP ve
olusan urun BCI ayri ayri RS ve Au-NRs kullanilarak SERS spektrumlari alinmis ve
Sekil 4.35'te gosterilmistir. Elde edilen spektrumlar incelendiginde 600 cm™ dalga
sayisinda BCI dimerine ait olan band Au-NRs varliginda gézlenmekte ve sinyal siddeti
artmaktadir. Enzim olarak ALP, substrat olarak BCIP tek baglarina veya Au-NRs

varliginda herhangi bir girisim bandi gostermemektedir.
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ALP’nin substrati olan BCIP’i hidrolize ederek BCI ve iorganik fosfata ayirmaktadir.
BCI daha sonra atmosferik oksijen varliginda okside olarak mavi renkli 5,5'-dibromo-
4.4'-dikloro-indigo adli SERS aktif bir bilesige dontismektedir [131].

Metalik nanopartikillerin Raman sagilimini zenginlestirme 6zelliginden yararlanarak,
BCI'nin 600 cm*'de gozlenebilen karakteristik bandi Gzerinden ALP’nin enzimatik
reaksiyonunu ve konsantrasyonu belirlenebilmektedir. BCIP bilesik yapisi itibariyla
Raman ve SERS sacgiliminda goézlenememekte ve metalik nanopartikillerle sulu
¢cOzeltilerinde kompleks bir yapi olusturamamaktadir. ALP tarafindan hidrolize
edildikten sonra meydana gelen Urin BCI ise oksidasyon sonucu dimer yapilari
olusturmaktadir. Metalik nanopartikillerle kompleks yapan BCI dimerleri SERS aktif
bir bilesik oldugu igin isaretci olarak 600 cm™ dalga sayisindaki ylksek sinyal

siddetlerinden yararlanilarak ALP konsantrasyonlari takip edilebilmektedir.

4.9.2 MNPs-Au ve Au-NRs’nin Optimizasyon ve Modifikasyon Parametreleri

Manyetik tasiyici ve bakterilerin ortamdan spesifik olarak ayrimi igin kullanilacak
MNPs-Au’'nun ve enzimatik aktivitenin saglanmasi icin yuzeyine ALP baglanacak Au-
NRs’nin, sentezlendikten sonra sekil ve boyut 6zellikleri UV-Visible spektrofotometrede
ve TEM goruntulerinde karakterize edildikten sonra yuzeyinin modifikasyonu igin 11-
MuA kullaniimigtir. Tiyol grubuna sahip bu alkanetiyol zincirinin ucunda fonksiyonel
grup olarak karboksil bulunmaktadir. Bu sayede altin Uzerine tiyol gruplarinin
baglanmasiyla SAM olusturulmaktadir [132]. Olusturulan SAM’in fonksiyonel karboksil
grubunu molekdillerin baglanmasini saglamak icin EDC-NHS kullanilarak aktif hale
getirilir [133].

Avidin, MNPs-Au yuzeyinde aktif edilen COO- gruplarina dncelikle kovalent olarak
baglanmakta ve biotin isaretli E. coli antikorunu avidin-biotin iligkisi Uzerinden (Kg= 10
15M) yakalayarak protein-ligand kompleksi olusturmaktadir [134]. Sentezlenen MNPs-
Au yluzeyine baglanabilecek avidin miktari daha dnceden teorik ve deneysel olarak
hesaplanmis ve ortaya konulmustur [135]. Kaynak verilen galismada 1 mg MNPs-Au
zerine teorik olarak baglanabilecek avidin miktari 39,8x10-3 mg olarak bulunmustur.
Deneysel olarak ise 39x10-3 mg avidinin partikllln yliizeyine baglandidi rapor edilmistir.
Bu veriler dikkate alinarak, gelistirilen SERS temelli yéntemde 0,5 mg ml* avidinin
MNPs-Au ve Au-NRs Uzerine baglanmasinda yeterli olacagi anlasiimaktadir.
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Immuno manyetik ayrima (IMA) dayanan SERS temelli gelistirilen yontemde E. coli
sayisinin belirlenmesinde dogru sonuglarin elde edilebilmesi, dogrudan Au-NRs
yuzeyine immobilize edilen ALP konsantrasyonuna ve onun aktivitesine baglidir. Bu
maksatla 108-101! M ALP konsantrasyonlari Au-NRs ylizeyine gonderilmis ve
baglanma oranlari Uzerinden ALP aktivitesi sonucu elde edilen SERS sinyalleri 600
cm’de optimum konsantrasyonu belirlemek amaciyla karsilastiriimistir. Sekil 4-36'da
Au-NRs’nin yuzeyine farkli konsantrasyonlarda gonderilen ve kovalent olarak
baglanan ALP’nin, enzimatik reaksiyon sonucu olusan urtint BCl'dan elde edilen 600

cm'de SERS sinyalleri gosterilmistir.
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Sekil 4.36 Au-NRs yuzeyine immobilize edilen ALP konsantrasyonlari ve olusan
BCI'nin 600 cm'Y’de SERS sinyali siddeti.

Kontrol edilen ALP konsantrasyonu araliginda elde edilen BCI sinyallerinin siddetine
bakildiginda, enzim konsantrasyonu arttikga 600 cm*'de ylikseldigi gorilmektedir.
ALP konsantrasyonu 10° ve 10® M oldugunda ise SERS sinyal siddetinin platoya
geldigi ve daha yuksek konsantrasyonlarda artisin olmayacagi anlasiimaktadir.
Optimum enzim aktivitesi ve Au-NRs yuzeyinde ALP’nin kovalent olarak baglanirken
avidin ile beraber yarismali olarak gonderiimesi durumu da degerlendirilmis ve 108 M

ALP optimum konsantrasyon olarak belirlenmistir.
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immunoassayin seciciligi kullanilan nanopartikiillerin yiizeylerinin secici olmayan
baglanmalara karsi blokasyonuyla dogru orantiidir. BSA, hidrofilik ve hidrofobik
yuzeylerde bu tur segici olamayan protein-yluzey baglanmalarini engellemek amaciyla
blokasyon ajani olarak kullaniimaktadir [136]. Ylzey modifikasyonlari yapilan MNPs-
Au ve Au-NRs’nin ylzeylerini secici olmayan baglanmalara karsi bloke etmek i¢cin BSA
kullanilmigtir.  Yapilan galigmalar 1 mg ml! BSA konsantrasyonunun veya %1’lik
¢Ozeltisinin yuzeyleri bloke etmede yeterli oldugunu gostermektedir [137]. Geligtirilen
SERS aktif immunoassay yontemimizde sandvi¢ yapiyl olusturan her iki
nanopartikllin ylzeyine blokasyon icin baglanacak BSA miktarinin optimize edilmesi

amaciyla 0-4 mg ml'* konsantrasyonlari arasinda cgaligiimistir.

Sekil 4.37’de Au-NRs ylizeyine blokasyon asamasinda 0-4 mg ml? konsantrasyon
araliginda gonderilen BSA ve degisen konsantrasyonlara bagh olarak 600 cm* dalga
sayisinda elde edilen SERS sinyal siddetleri gosterilmistir. Au-NRs ylzeylerine BSA
blokasyon ajani olarak baglandiktan sonra ALP enzimatik reaksiyonuna etkisini
gozlemek igin BCIP substrati ile reaksiyon gergeklestiriimis ve elde edilen BCI

dimerlerinin SERS 6l¢timleri alinmistir.
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Sekil 4.37 Degisen BSA konsantrasyonlarinin ALP aktivitesine etkisi
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Au-NRs Uzerine ALP ve avidin immobilize edilmis sekilde alinan SERS 6l¢giminde
enzimatik aktivite sonucu BCI dimerlerinin olusmasi sonucu 600 cm dalga sayisindan
alinan SERS sinyal siddeti degerlerinin yuksek oldugu gorulmektedir. BSA blokasyon
ajani olarak Au-NRs yuzeylerine immobilize edildiginde daha onceden elde edilen
SERS sinyal siddeti dederlerinin yari yariya distigu gorulmektedir. Bu duruma Au-
NRs yuzeyinde artan protein konsantrasyonuna bagli olarak sterik engellemelerin
artmasinin ve ALP enziminin aktivite gosteren bolgelerinin substrat BCIP ile yeterince
reaksiyona girememesine yol agtigi disunilmektedir. Au-NRs ylzeyine baglanan BSA
konsantrasyonlarindan ayri olarak sandvi¢ yapiyli tamamlamak igin kullanilan MNPs-
Au nanopartikillerinin bulundugu sistemde alinan SERS dl¢gimlerinde takip edilen
BCI'nin 600 cm™ dalga sayisindaki sinyal siddetlerinin azaldigi gorilmektedir.
Manyetik cekirdek ve metal kabuk yapisina sahip hibrit nanopartikillerin SERS
sinyallerini artirdigi, disaridan uygulanan manyetik alan kuvvetinin ise manyetik
cekirdekler vasitasiyla SERS yluzeylerinde yeniden dizenleneme ve oryantasyonlari
saglayarak “hot spot” olusumlarinin artmasina katkida bulundugu belirtilmistir [138-
140]. Au-NRs ve MNPs kullanilarak kurulan sandvi¢ sistemden elde edilen SERS
sinyallerinin siddetinin azalmasi MNPs-Au nanopartikullerinin eklenmesi sonucu agik
bir sekilde gorulmektedir ve yukarida belirtilen calismalarin aksine bir durum
olusturmaktadir. Bu ¢elisen durumun karsisinda literatrde bir diger yapilan ¢alisma
ise manyetik ¢cekidege sahip plazmon resonansi olusturacak yapidaki hibrit partikiller
kullanilarak hedef molekile ait SERS spektrumlari ve zenginlesmesi takip edilmistir.
Manyetik cekirdek ve kabuk yapiyl olusturan metallerin mol oranlarinin degismesiyle
hedef molekile ait SERS spektrumunun karakteristik bandlarindaki sinyal
siddetlerinde manyetik ¢cekirdedin mol oraninin artigsina paralel bir azalis gértlmektedir
[141].

Yapilan bu galismanin sonucundan yola ¢ikarak sandvi¢ sistemimizde kullanilan
MNPs-Au nanopartikillerinin manyetik ¢ekirdegini olusturan manyetitin (FesO4) SERS
6lcimleri sirasinda BCI'nin 600 cm™ dalga sayisinda elde edilen sinyal siddetini
azalttigi dusundlmektedir. Plazmon rezonansin, manyetik c¢ekirdegin refraktif
indeksinden, boyutundan, kullanilan soy metalin kabuk yapisindaki kalinligindan
etkilenerek elektromanyetik dalga spektrumunda saga (mavi bolge) veya sola (kirmizi
bdlge) kaymasini tetiklemesi sonucu partiktlin dielektrik 6zelliklerini degistirdigi ve
degisen yuzey plazmon rezonansinin ve dielektrik kuvvetlerinin SERS sinyal siddetleri
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Uzerinde dnemli degisimlere sebep oldugu belirtiimektedir [142]. Sentezlenen MNPs-
Au nanopartikullerinin manyetik ¢ekirdegi olarak kullanilan manyetitin, yuzey plazmon
rezonansini mavi bolgeye kaydirarak altin kabuk ve hedef molekul arasinda
gerceklesecek yuk transferinin yonini ve etkisini degistirerek SERS sinyal

siddetlerinin azalmasina neden oldugu belirtiimektedir [143].

Immunomanyetik ayirim igin kullanilan MNPs-Au nanopartikillerinden kaynakli
meydana gelen SERS sinyal siddetindeki azalis nedeniyle sandvi¢ yapida kullaniminin
optimize edilmesi gerekmektedir. Bu amagla Au-NRs miktarini sabit tutmak kosuluyla
degisen konsantrasyonlarda MNPs-Au kullanilan sandvi¢ yapidan ALP’nin enzimatik
reaksiyonu sonucu SERS ol¢limleri alinmis ve elde edilen BCI'nin 600 cm™ dalga

sayisindaki sinyal siddetleri karsilastirilarak Sekil 4.38'de gosterilmistir.
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Sekil) 4.38 KMNPs-Au:Au-NRs oraninin BCI’'nin 600 cm™ sinyal siddetine etkisi a)
Sadece Au-NRs, b) 1:1¢) 0,2:1d) 0,1:1

Geligtirilen sandvi¢ yapida KMNPs-Au nanopartikillerinin 1:1 oranda kullaniimasiyla
daha onceden sadece Au-NRs ile elde edilen sinyal siddetinin yaklasik 1/5 oranina
kadar dustugu gorulmektedir. Bu dusus sonrasi KMNPs-Au oraninin sandvig yapida
dusurulmesi icin azalan oranlarda yapiya gonderilmis ve sinyal siddetleri takip
edilmistir. KMNPs-Au orani 1:1 ve 0,2:1 oldugunda elde edilen SERS sinyal
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siddetlerinin ayni seviyede kaldigi gérilmektedir. Oran 0,1:1 olarak ayarlandiginda
manyetik nanopartiktl miktarinin azalmasindan dolay1 daha yuksek degerlerde SERS
sinyal siddetinin olmasi beklenirken daha da dustugu gorulmektedir. Manyetik ayirm
sirasinda mumkun olan en az miktarda MNPs-Au nanopartikul kullanilmasi, sandvig
yapinin olusturulmasi sirasinda ALP igaretli Au-NRs ile olugsacak istenmeyen etkilegim
ve baglanmalari engelleyecek ve bakterilerin bulunduklari ortamdan ayrimlari
sirasinda olusacak spesifik olmayan baglanmalari ve ayrim sudresini dugurecektir.
Sandvi¢ yapiyl olustururken kullanabilecegimiz en iyi KMNPs-Au:Au-NRs oraninin
0,2:1 oldugu yapilan calismalar sonucu elde edilen Sekil 4.38'deki karsilastirmadan

anlasiimaktadir.

4.9.3 Sandvi¢ Yontemin E. coli Segiciliginin Belirlenmesi ve Kalibrasyon

Egrisinin Elde Edilmesi

ALP enzimatik aktivitesi sonucu olusan SERS yoénunden aktif BCI tGrinintn 600 cm-
r’de sinyal siddetinin takip edilmesiyle E. coli sayisi belirlenmistir. Bu maksatla Au-NRs
yuzeyine ALP immobilize edilerek, E. coli bakterilerinin segici olarak yakalanmasi icin
antikoruyla modifiye edilmistir. Bu sayede bulundugu ortamdan ilk dnce, manyetik
olarak MNPs-Au nanopartikllleri ylUzeyindeki antikorlar vasitasiyla secici olarak
ayrigtiriirlar  ve ylkama tampomlari PBS ve PBST kullanilarak segici olarak
baglanmayan bakterilerin uzaklastiriimasi saglanir. ikinci asamada ALP isaretli olarak
hazirlanmis Au-NRs, yakalanan bakterilerin Uzerine gonderilerek ylUzeylerindeki
antikorlar sayesinde segici olarak E. coli Uzerine baglanmalar saglanmistir. Segici
olmayan Au-NRs baglanmalarini uzaklastirmak icin yikama tamponlari PBS ve PBST
kullanilarak ¢ defa yikama yapilmistir. Sandvi¢ yapi tamamlandiktan sonra Au-NRs
yuzeyinde tutuklanmis ALP enziminin aktivitesinden yararlanilarak BCIP substrati
reaksiyona girerek SERS aktif BCI dimeri Urinune donusmustir. SERS d6l¢imu
alinarak BCI dimerinin 600 cm™ dalga sayisindaki sinyal siddeti takip edilmistir. Bu
islemler sirasiyla 1,7x10%-1,7x10% kob ml! arahiginda sayidaki E. coli bakterilerine
uygulanarak BCI'nin 600 cm™ dalga sayisinda degisen SERS sinyal siddeti ile

iligkilendirilerek kalibrasyon egrisi elde edilmistir.

Gelistirilen sandvig yontemde kullanilan E. coli antikorunun segiciligini kontrol etmek
igin sirasiyla Salmonella, E.aerogenes ve E. coli bakterileri ayri ayri test edilmislerdir.

Yuzeye yayma metodu kullanilarak MNPs-Au ile etkilegtirilen bakterilerin manyetik
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ayirim sonrasl kalan Ust faztan alinan érnekler LB agar besiyerlerine aktariimis ve 37
°C’de 18 saat inkubatorde bekletilerek koloni sayimlari yapilmigtir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 4.11’de gosterilmistir.

Cizelge 4.11 Farkl bakterilere karsi kullanilan E. coli antikorunun segiciligi

Uygulanan bakteri Sayilan bakteri % Baglanma % Standart Sapma

(kob mi?) (kob ml?)
Salmonella 5,7x103 5,3x103 1,91 4,07
E. aerogenes 6,5x108 7,2x108 -15,01 5,13
E. coli 1,9x103 3,72x102 80,02 1,20

Kullanilan E. coli antikorunun polyklonal olmasi sebebiyle ayni bakterinin degisik
bolgelerindeki farkl epitoplarina baglanabilmesini saglamaktadir. Bu durum baglanma
kapasitesini artirirken farkli turlerdeki bakterilere ait segiciligi monoklonal antikorlara
kiyasla dustrmektedir. Kullandigimiz E. coli antikorunun K ve O serotiplerine
baglanma gosterebilecek 6zellikte olmasi sebebiyle model bakteri olarak E. coli K12
susu kullaniimig ve antikorun baglanma verimi % 80,02 bulunmustur. Diger bakteriler
Salmonella ve E. aerogenes igin antikorun baglanma verimi ise % 2’nin altinda
bulunmustur. Kullanilan antikorun segiciliginin ve baglanma veriminin yuksek oldugu
belirlendikten sonra degisen sayilardaki E. coli bakterisinin gelistirilen ALP enzmi
aktivitesine dayanan sandvi¢ yonteminde belirlenmistir. Bu maksatla 1,7x10%-1,7x10°
kob ml? araliginda degisen E. coli sayilarina karsilik ALP’nin enzimatik aktivitesi
sonucu olusan BCI Griininin 600 cm™ dalga sayisinda SERS sinyal siddetleri ve

kalibrasyon egrileri elde edilerek Sekil 4.39°da gdsterilmigtir.
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Sekil 4.39 ALP enzimatik aktivitesine bagli olarak elde edilen E. coli kalibrasyon
egrisi

SERS olgtmleri sonucu, E. coli sayilarina karsilik elde edilen sinyal siddetlerinden R?
dedgeri 0,9843 olarak hesaplanmistir. Geligtirlen yOntemin hassasiyetinin
belirlenebilmesi icin LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis ve sirasiyla 10 kob mi ve 30
kob mlt olarak bulunmustur. SERS tabanli, ALP enziminin aktivitesine bagli olarak
olusan BCI dimerinin sinyal siddetini E. coli sayisi ile korelasyon olusturarak tespit
edilmesini saglayan hassas, segici ve guvenilir bir sandvig yontem gelistirilmistir. Bu
yontem kullanilarak 3 saatten az bir strede bitin asamalar gerceklestirilip, E. coli
sayisinin 10110 kob ml? aralikta enzimatik reaksiyon sonucunda belirlenebildigi

gorulmektedir.
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5. SONUGC VE ONERILER

Yapilan tez kapsaminda metalik nanoyapilar, plazmonik 6zelliklerinden yararlanilarak
SERS temelli biyoanalizlerde kullaniimistir. Kollodial halde Ug¢ farkli 6zellikte

nanopartikil sentezlenmistir.

AgNPs; gumus metal tuzunun indirgeyici ajan kullanilarak c¢okturulmesi sonucu
sentezlenmistir. TEM ve UV-Vis spektrofotometrede yapilan dlgimler sonucu yaklasik

40 nm’de kuresel sekilli olarak karakterize edilmistir.

Au-NRs; HAuUCl4 tuzunun farkli tohum ve buyltme ¢ozeltilerinde indirgenmesi yoluyla
sentezlenmistir. TEM ve Uv-vis spektrofotometresinde yapilan dlgimler sonucu 50 nm
boyunda ve 10 nm eninde gubuk sekilli, anizotropik yapili bir nanopartikil olarak

karakterize edilmistir.

MNPs-Au; manyetik ¢ekirdedi manyetit ve kabuk yapisi HAuCls tuzunun indirgenmesi
sonucu manyetik ¢ekirdek etrafina altinin kaplanmasi sonucu olusan ¢ekirdek@kabuk
yapil hibrit bir nanopartikuldir. TEM ve Uv-Vis spektrofotometresinde yapilan dlgimler

sonucunda 20 nm ¢apa sahip kuresel sekilli olarak karakterize edilmigtir.

SERS olgtmleri sirasinda kullaniimak tizere sentezlenen giimus nanopartiktller ayrica
yuzeylerde iki farkl yontemle biriktirilerek SERS 6zellikli substratlar olusturulmustur.
Yuzey olarak ticari olarak satin alinmig 50 nm altin kapli cam slaytlar kullaniimigtir.
Altin ylzeyler Gzerine ilk yontem olarak, sentezlenen AgNPs nanopartikulleri konsantre
edilerek sentez halinden 10 veya 20 kat daha derisik olacak sekilde pipet yardimiyla 1
Ml olacak seklde aktarilarak AgNPs spotlar olusturuimus ve oda kosullarinda
kurutulduktan sonra SERS &lgtuimleri igin kullaniimistir. ikinci ydntem olarak ise, altin
yizeyler Gizerine 1,4-DTT kullanilarak SAM yapilmistir. iki ucunda tiyol grubu olan bu
kisa zincirli molekalin bir ucu altin yizey ile Au-S bagi olusturarak SAM yapisini
olusturmustur. Sentezlenen AgNPs nanopartikilleri SAM yapilan altin ylzey Uzerine
KNOs tuzu ile hazirlanan ¢ozelti icinde ¢okturalmustar. Agikta kalan tiyol gruplarina
AgNPs’nin baglanmasi ve Ag-S baglari kurularak altin ylzey Uzerinde biriktiriimesi
saglanarak Au-AgNPs yuzeyler elde edilmigtir.

Elde edilen bu nanoyuzeyler ve sentezlenen nanopartikuller, gida analizlerinde énemli

olan molekullerin tayin ve tespiti icin SERS temelli platformlar olarak kullanilarak
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yontemler gelistirilmistir. Geligtirilen yontemlerde ve hedeflenen molekdl tayini icin

kullanilan her bir nanopartikil ve nanoyuzeye ait EF farktorleri hesaplanmistir.

Gida analizleri icin sirasiyla askorbik asit, kafein, yapay tatlandiricilar ve aspartam,
ALP enzimi ve enzimatik aktivitesi Uzerinden E. coli tayinleri SERS temelli platformlar

kullanilarak gergeklestiriimistir.

Askorbik asit (vitamin C), vucut tarafindan depolanmayan ve ¢cogu meyve ve sebzede
bulunan guglu bir antioksidan kapasiteye sahip vitamindir. Gunlik olarak yaklagik
olarak vicut agirhgina bagh olarak en az 50 mg kg* gidalardan alinmasi viicut
saghginin korunmasi agisindan elzemdir. Gida analizlerinde farkli ydntemler
kullanilarak siklikla tespitine yonelik calismalar yapiimaktadir. Tez kapsaminda
askorbik asitin hizli, givenilir ve hassas bir sekilde miktarinin belirlenebilmesi amaciyla
SERS temelli yeni bir yontem gelistirilmistir. Gimuas nanopartikillerin sentezlenmesi
sirasinda indirgeyici ajan olarak askorbik asit kullanilarak AgNPs nanopartikullerinin
elde edilmesi saglanmistir. Bu sekilde degisen konsantrasyonlarda indirgeyici olarak
kullanilan askorbik asit miktarina bagli olarak olusan AgNPs nanopartikullerinin SERS
uygulamalarinda degisen plazmonik etkilerini takip edebilmek icin RS yénunden aktif
isaretci ve boyalar kullaniimistir. Bu sayede farkli RS isaretgi molekillerine ait parmak
izi spektrumlar elde edilerek EF dederleri hesaplanmistir. RS isaretgilerinin askorbik
asit varliginda indirgenmesi sonucu olusan AgNPs nanopartikulleri tarafindan
karakteristik bandlarinin zenginlesmesiyle hesaplanan EF degerlerinin 108-10°
araliginda oldugu goérulmustir. Yapilan optimizasyon olgimleri sonucu RS isaretgisi
olarak bromkresol yesili secilmistir. Askorbik asit konsantrasyonuna bagl olarak
kullanilan isaretgiye ait karakteristik bandlarda SERS sinyal siddetinin degisimi
Uzerinden kalibrasyon egrisi ¢ikariimistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 1,37 ug ml*
ve 4,56 pug mlt olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemle askorbik asitin insan kan
serumunda kritik seviye olan 11,4 ymol I1 ve Uizeri degerleri, cogu gida maddesinde
yer alan 50 mg 100 g seviyelerinde tespit edilebilmesini saglayacagi goéralmustir.
Ayrica gelistirilen ydéntem SERS temelli uygulamalarin sagladigi; 6n islem
basamaklarinin azhgi, dusuk maliyetli, hizli, hassas ve sahada kolaylikla
uygulanabilirligi sayesinde diger analiz yontemlerine gore daha avantajlidir.

Kafein analizi igin gelistirilen U¢ farkli AgNPs, Au-NRs ve Au-AgNPs vyuzeyleri

kullanilarak SERS sinyal siddetleri ve EF degerleri karsilastiriimistir. Kafein molekulu
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icin kullanilan platformlar AgNPs, Au-NRs, Au-AgNPs ‘den hesaplanan EF degerleri
siraslyla 1,04x10°, 1,55X10° ve 6,7x10° olarak bulunmustur. Kafein molekiliinin farkli
konsantrasyonlarda belirlenebilmesi ve kalibrasyon egrisinin ¢ikarilabilmesi igin EF
degeri en yuksek olan Au-AgNPs yuzeyler kullaniimigtir. Yuzey kullanilarak alinan
Olcimlerde farkl optik acikliga sahip 20X ve 50X mercekleri kullanilarak elde edilen
SERS sinyal giddetlerinin konsantrasyonlara bagh degigsimi Uzerinden cikarilan
kalibrasyon egrileri karsilastirildiginda R? degerler sirasiyla 0,9501 ve 0,9193 olarak
bulunmustur. NA dederlerinin degisiminin SERS olglmlerine etkisi gdsterilmistir.
Olglim araliklari, LOD ve LOQ degerleri; 20X mercek igin sirasiyla 0,1904 ve 0,6346
mg mlt ve 50X mercek igin sirasiyla 0,0678 ve 0,2260 mg ml* olarak bulunmustur.
Kahve, gay, gazli icecek ve eneriji igeceklerinde kafeinin bulunma aralgi olan 0,1-1 mg
ml? konsantrasyonlara gore gelistirilen yontemin hassasiyetinin olgtimler icin yeterli

oldugu gorulmektedir.

Yapay tatlandiricilarin tayinine yonelik gelistirilen SERS platformlari ile Olgimler
alinmistir.  Au-NRs ve Au-AgNPs yluzeylerde alinan SERS olgumlerinde kullanilan
platformlarindan elde edilen bandlarinin yapay tatlandiricilarin karakteristik bandlarina
girisimde  bulunduklart  goérulmustir. Yapilan olgumler sonucunda AgNPs
nanopartikulleri ile alinan SERS olgcumlerinde yapay tatlandiricilarin spekrumlarina
girisimin olmadigi gortulmustur. Asesulfam K ve siklamat yapay tatlandiricinin elde
edilen spektrumlarindan karakteristik bandlari ayirt edilememistir. Her bir tatlandirici
icin hesapalanan EF degerleri 108-107 araliginda bulunmustur. Aspartam yapay
tatlandiricilar arasinda yaygin olarak kullaniimasi nedeniyle 0,1-1 mg ml?
konsantrasyonlari arasinda SERS olgUmleri alinarak kalibrasyon egrileri ¢ikariimistir.
Gergek orneklerde aspartamin analizi icin sade ve meyve aromali maden sularinda
aspartamin tayini igin optimizasyon calismalari yapilmig ve kalibrasyon egrileri
cikarilmistir. Model 6rnekte, sade maden suyu ve meyve aromali maden suyunda
hesaplanan R? degerleri sirasiyla; 0,969, 0,977, 0,977 olarak bulunmustur. LOD
degerleri ise sirasiyla; 0,17, 013, 0,14 mg ml' olarak hesaplanmistir. Aspartam
tayinine yonelik gelistirilen SERS temelli yontem ile birlikte igceceklerde kullanilan
asartam 2 dakika igerisinde hizli, giivenilir ve yasal siniri 0,6 mg ml* olan miktarin alt

ve Ust noktalarinda kolaylikla tespit edilebildigi gorulmastur.

ALP enzimi fizyolojik olarak metabolik olaylarin gergeklestiriimesinde islevsel olarak

bulunmaktadir. Kandaki seviyesi arttiginda; dokularda, karacigerde ve kemiklerde
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meydana gelen hasarlarin ve hastaliklarin teshisi igin klinik galismalarda isaretgi olarak
kabul edilmektedir. ALP aktivitesinin belirlenmesi amaciyla gelistirilen U¢ farkh SERS
temelli platform kullaniimis ve enzimatik reaksiyon sonucu olusan BCI dimerlerinin 600
cm dalga sayisindaki karakteristik bandlari takip edilerek ALP konsantrasyonlarina
ait kalibrasyon egrileri elde edilmistir. AgNPs, Au-NRs ve Au-AgNPs yizeyler igin R?
degerleri sirasiyla; 0,927, 0,988 ve 0,978 olarak bulunmustur. Gelistirilen SERS temelli
platformlarin BCI dimerlerinden elde edilen sinyal siddetleri Gzerinden hesaplanan EF
degerleri sirasiyla 2,19x10°, 5,00x10° ve 7,74x10° olarak bulunmustur. ALP enzimatik
reaksiyonunda dogrusal arah@ 10'-10> M konsantrasyonlari arasi Au-NRs
kullanilarak oOlglilebilmistir ve R? degeri diger platformlara gore daha yilksek

bulunmustur.

Au-NRs nanopartikilleri kullanilarak SERS temelli enzimatik reaksiyon (zerinden
bakterilerin tayinine ydnelik bir yéntem gelistiriimistir. Au-NRs nanopartikulleri;
yuzeyinde kovalent olarak ALP tutuklanabilmesi, bakteri antikorlarinin baglanabilmesi
ve ALP aktivitesi sonucu olugsan BCI dimerlerinin SERS sinyal siddetlerini
zenginlestirerek ¢ok disik konsantrasyonlardaki ALP’nin tayin edilmesini saglamasi
sonucu sandvi¢ immunoassay gelistirilmistir. E. coli bakterisi manyetik nanopartiktller
kullanilarak bulunduklari ortamdan izole edilmisler ve ALP enzimi ile isaretlenmis olan
yuzeyinde antikorlar ile modifiye edilmis Au-NRs kullanilarak birbirlerine baglanmalari
saglanmistir. Degisen E. coli sayisina baglh olarak sandvi¢ sistemde baglanan Au-NRs
miktari degismektedir. Bu durumda ALP miktarina gore elde edilen enzim aktivitesi
sonucu olusan BCI dimerlerinin SERS sinyalleri degistigi icin E. coli sayisi ile SERS
sinyal siddeti degisimleri arasinda korelasyon kurulmustur. ALP aktivitesi sonucu 10%
10 kob mI* E. coli sayisi araliginda kalibrasyon egrisi elde edilmistir. R>degeri 0,9843

olarak, LOD ve LOQ degerleri ise sirasiyla; 10 ve 30 kob ml-t bulunmustur.

SERS odlgumleriyle ALP aktivitesi, u¢ farkh platform ile dogrudan dusuk
konsantrasyonlardaki ALP igin belirlenebilmigtir. Ayrica ALP isaretgi enzim olarak

kullanilarak E. coli bakteri sayisi dlgulebilmistir.

Geligtirilen SERS temelli platformlarin kullanildiklari analitin iginde bulundugu ortam ve
matrikse gore EF degerleri ve analit i¢in sinyal siddetleri degistigi gorulmustur. Tampon
¢Ozeltisinin pH’si, hedef molekullin yuk ve iyon dengesi ve kullanilan nanoyapi ile

etkilesimi, etkilesim veya Olcim surelerinin degisimi, kullanilan nanopartikillerin hacim
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icerisinde kolloidal veya yuzey Gzerinde film seklinde olmasi, nanopartikillerin derigimi,
SERS o4lgumu alinan merceklerin buyutme ve NA degerlerinin farkhhgr gibi
parametrelerin SERS sinyal siddetini ve bunun sonucunda bulunan kantitatif degerleri

ve EF degerlerini etkiledigi caligmalar sirasinda gorulmustuar.
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