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Bitkisel kaynakli bilesenler alternatif ve tamamlayici tipta en ¢ok kullanilan
drGnlerdendir. Hint safrani veya zerdecal olarak bilinen Curcuma longa
bitkisinden elde edilen kurkumin gerek antikanser gerekse antioksidan
dzelliginden dolayi son vyillarda oldukga popller hale gelmistir. Ozellikle cesitli
alanlardaki molekuller hedeflerle etkilegebilme yeteneginden dolayr pek c¢ok
kanser turunde farklh mekanizmalarla kemoterapiyi destekleyici yonde etki
goOstermektedir. Ayrica saglik alanindaki olagantisti etkilerinin yanisira zerdegal,
dinya mutfaginda kuru zerdecal olarak pazarlanan énemli bir baharattir. Gerek
saglik alaninda gerekse gastronomi alaninda piyasada birgok zerdecal igerikli
aranler bulunmaktadir. Fakat bu Urunlerde zerdecal tozu diger bazi Curcuma
turlerinin tozlarinin yani sira yabanci nisasta ve farkli baharatlar ile
karistinlabilmektedir. Bu durum ise halk sagligini tehdit etmekte olup, ekonomik
ve sosyal acisindan da kaliteyi dusurmektedir. Dolayisiyla mevzuata ve izin
verilen Ozelliklerine aykiri olarak zerdecal icerikli ticari Grlnlerin kontrolUnun

yapillmasi dnem arz etmektedir.

Bu c¢alismada yuzey plazmon rezonans spektroskopisi kullanilarak kurkumin
tespiti i¢cin hassas ve hizli yeni bir nanosensor yodnteminin gelistiriimesi

amagclanmistir.



Bu amagla kurkumin baskilanmigs ve baskilanmamig SPR nanosensorler
hazirlanmistir. Hazirlanan nanosensorlerin zeta boyut analizi, taramali elektron
mikroskobu, temas acisi, elipsometre, atomik kuvvet mikroskobu ve fourier
donusumlU kizildtesi spektroskopisi ile karakterizasyon galismalari yapildiktan

sonra kinetik ¢calismalara gegilmistir.

Kinetik calismalarda yapilan Olgimler sonrasinda c¢ikarilan sensogramlar ile
(%)AR ile sembolize edilen kirilma yuzdesi de@erleri belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore R? degeri 0.99 olan dogrusal bir kalibrasyon grafigi cizilmistir ve
LOD 0.0012 mg/L LOQ degeri ise 0.0040 olarak hesaplanmistir. Ayrica segicilik
calismalarinda sunset yellow ve tartrazin boyar maddeleri ile tasarlanmig olan
kurkumin baskilanmis nanosensorlerin 6zgulligu ortaya konulmustur. Piyasadan
elde edilen gergek 6rnek denemelerinde ise yapilan ¢alismanin geri kazanim
orani diger bir deyigsle verimliligi de test edilmistir. Bdylelikle yuzdelik olarak
hesaplanan geri kazanim oranlarinin yuksekligi ¢alismanin guvenirligini ortaya
koymustur. Ayrica gercek orneklerde kurkumin baskili SPR nanosensoérlerinin
validasyon c¢alismalari sivi kromatografi-tandem kutle spektrometrisi (LC-MS)
kullanilarak gerceklestiriimistir. Elde edilen tutarli sonuglar SPR nanosensorlerin
hassas ve dogruluk payinin yuksek oldugunu kanitlamistir. Tez kapsaminda son
olarak tekrar kullanilabilirlik calismalarinda yapilan kinetik analizler sonucunda
kirnim degerinin  minimal dizeyde degisimi SPR nanosensorlerin  gida
analizlerinde kullanilabilirligini ortaya koymustur. Bu calisma ile kurkumin
baskilanmis SPR nanosensorler ile hizli, hassas, kolay ve uygun maliyetli bir

analiz metodunun oldugu gosterilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Hint safrani (Kurkumin), Yuzey Plazmon Rezonans,

Nanosensor
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Herbal ingredients are among the most used products in alternative and
complementary medicine. Curcumin, which is obtained from Curcuma longa plant
known as Indian saffron or turmeric, has become quite popular in recent years
due to its anticancer and antioxidant properties. Because of its ability to interact
with molecular targets in various fields, it has a supportive effect on
chemotherapy with different mechanisms in many types of cancer. Moreover its
extraordinary effects on health, turmeric is an important spice marketed as dry
turmeric in the world cuisine. There are many products which are containing
turmeric in the market, both in the field of health and gastronomy. However,
turmeric powder can be mixed with foreign starch and different spices as well as
powders of some other Curcuma types these products. This situation threatens
public health and decreases the quality of economically and socially. Therefore,
it is important to control commercial products which are containing turmeric

produced in violation of the legislation and their permitted properties.

In this study, it was aimed to develop a sensitive and fast, new nanosensor
method for the detection of curcumin using with surface plasmon resonance

spectroscopy.



For this purpose, curcumin-imprinted and non-imprinted SPR nanosensors were
prepared. After the characterization studies of the prepared nanosensors were
carried out with zeta sizer analysis, scanning electron microscope, contact angle,
ellipsometer, atomic force microscope and fourier transform infrared

spectroscopy, kinetic studies were started.

The percent of refraction, symbolized by (%)AR, was determined by the
sensograms obtained after the measurements made in the kinetic studies.
According to the results obtained, a linear calibration graph with an R? value of
0.99 was drawn and the LOD was calculated as 0.0012 mg/L and the LOQ value
as 0.0040. In addition, in selectivity studies, the specificity of curcumin-imprinted
nanosensors designed with sunset yellow and tartrazine dyes was demonstrated.
In real samples were obtained from the market, the recovery rate of the work
done, in other words, its efficiency was also tested. Thus, the high recovery rates
calculated as percentages revealed the reliability of the study. In addition,
validation studies of curcumin-imprinted SPR nanosensors in real samples were
performed using with liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS). Consistent results have proven that SPR nanosensors are sensitive and
highly accurate. The minimal variation of the diffraction value as a result of the
kinetic analyzes carried out in the reusability studies within the scope of the thesis
revealed the usability of SPR nanosensors in food analysis. In this study, it has
been shown that there is a fast, sensitive, easy and cost-effective analysis

method with curcumin imprinted SPR nanosensors.

Keywords: Indian saffron (Curcumin), Surface Plasmon Resonance,

Nanosensor
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1. GIRIS
Son yillarda dinya genelinde 6lim nedenlerinin basinda kanser gelmektedir.
Ozellikle ilag sektoriinde kanser hiicrelerinde selektif etkiye sahip, normal
hucrelerde ise toksik etki gostermeyen yeni antikanser ilaglarin geligtiriimesine
yonelik calismalar yurutilmektedir. GUnimuzde oldukga populer hale gelen ve
kolayca temin edebilecegimiz bir baharat olan zerdecal bitkisinden izole edilen
kurkumin basta kanser olmak Uzere birgok hastaligin tedavisinde kulaniimaktadir.
Ozellikle kanser tedavisinde kemoterapininin etkinligini arttirdi§i yapilan ¢alismalar
sonucunda ortaya konmustur [1,2]. Ayrica lenfoma, yumurtalik kanseri, prostat
kanseri ve norolojik kanserlerde timorll hicre ve doku olusumunu inhibe ettigi de
kanitlanmistir [3]. Dinya saglik orguti tarafindan belirtilen dozlarda ve slrede
alindigi surece herhangi bir yan etkinin gézlenmedigi saglkl dokularda hasara yol
agmayan bir terapétik bir ajan oldugu ispatlanmistir. Kurkuminin uzun sureli yiksek
dozlarda kullaniminda ise hepatolojik agidan toksisite olusturmaktadir. Bu
kapsamda piyasada yer alan kurkumin igerikli irtnlerin dogru kullanimi ve drandeki
kurkumin miktarinin bilinmesi énem arz etmektedir. Gunimuze kadar kurkumin
miktar tayini geleneksel yontemlerle izlenmigtir. Geleneksel yontemler ise elektron
mikroskobu, flow sitometri ve floresans gorintileme icermektedir. Bu yontemler
zaman alici ve son derece teknik uzmanlik gerektirmektedir. Piyasada bulunan
artnlerdeki kurkumin miktarinin etkin bir sekilde degerlendirilmesi igin basit, hizli ve
hassas bir yontemin gelistiriimesine ihtiyag vardir. Bu tez kapsaminda kurkumin ve
ylzey plazmon rezonans spektroskopisi kullanilarak gida takviyesi olarak piyasada
yer alan drunlerin ve ilaglarin analizlerinin yapilabilirligi arastirilmis ve bu biyoanaliz
metoduyla kurkumin tayinine yonelik basit, ucuz, hassas ve yeni bir analiz yontem

geligtiriimeye ¢aligiimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kurkumin ve Kimyasal Ozellikleri

Kurkumin, Zencefilgiller (Zingiberaceae) familyasindan Zerdecal (Curcuma
longa) bitkisinin toprak alti yapisi olan rizomlarindan elde edilen sari renkli
biyoaktif polifenolik bir pigmenttir (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2). Gliney Asya Ulkelerinde
oldukga yaygin kullanima sahip olan ve mucizevi baharat olarak adlandirilan
zerdecgalin anavatani Dogu Hindistan’dir. Zerdecal blyuk yaprakli, sari gicekli
rizomlu ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Rizomlarin Ust tabakasinin rengi kahverengimsi
olup; i¢ kesiti ise kirmizimsi renktedir [4]. Cizelge 2.1°de yer alan tabloda temel
besin o6geleri agisindan zerdecal bitkisi oldukga zengin bir icerige sahip olup

yapisinda protein %6.4, yag %5.1, karbonhidrat %69.5 oraninda bulunmaktadir
[5].

Sekil 2. 1. Zerdecgal bitkisinin rizom ve toz halindeki goruntiust (Kendi
objektifimden)

OCH, OCH,

Sekil 2. 2. Curcumin [(1E,6E)-1,7-bis (4-hidroksi-3-metoksifenil)- 1,6-heptadien-
3,5-dion] molekuler yapisi



Cizelge 2.1. Zerdecalin temel besin 6geleri

100 gram toz halindeki
Besin Ogeleri zerdegal baharati
Su %13.3
Eneriji 312,00 kcal
Protein %06.4
Toplam yag %5.1
Karbonhidrat 269.5
Sikroz %2.46
Dekstroz %0.39
Fruktoz %0.46
Doymus yag %5.1
asidi
C vitamini, %0.00072
askorbik asit
B12 vitamini 0
B9 vitamini ve 0
folik asit
D vitamini 0




Kurkumin dunyada ilk kez 1815 yilinda Vogel ve Pelletier tarafindan zerdecgaldan
izole edilerek kesfedilmistir. 1910 yilinda ise Lampe ve arkadaslari tarafindan
molekller yapisi ortaya konulup, Diferulolmetan olarak tanimlanmistir.
Kurkuminoidler zerdecal igindeki aktif bilesiklerin bir ailesidir. Kurkuminoidler
polifenolik pigmentlerdir. Zencefil familyasina ait olan bu ailenin ana bileseni ve
bitkiye sari rengini veren biyoaktif bilesen, 3 farkli tirevden meydana gelmektedir.
Bunlar %75 oraninda kurkumin |, %20 oraninda kurkumin Il (dimetoksikurkumin)
ve %5 oraninda kurkumin [II (bisdimetoksikurkumin) ‘den olusmaktadir (Sekil
2.3). Kurkumin, zerdecgaldaki birincil kurkuminoid ve ¢ogu ¢alismanin yapildigi
bilesiktir [3, 5].

R~ ) Z R

HO

Kurkumin: R4=OCH, R2=OCH3
Dimetoksikurkumin : R1=H R2=OCH3
Bisdimetoksikurkumin : R1=H R2= H

Sekil 2. 3. Kurkumin ve turevlerinin molekuler yapisi

Kurkumin 368,37 g/mol molekuler agirliga ve 183°C erime noktasina sahip fenolik
bir bilesiktir. Ticari kalitedeki kurkumin %10-20 oraninda 338 g/mol molekuler
agirhga sahip dimetoksikurkumin ve %5’ten daha az 308 g/mol molekiler
agirhgina sahip bisdimetoksikurkumin olarak adlandirilan kurkuminoidler
icermektedir.

Ultraviyole gorinir spektrofotometrik bolgede 420 nm'de kurkumin azami isik
emilimi gostermektedir. Kurkumin noétr ortamlar ve alkali ortamda stabil enol

olusturmaktadir. Asitli veya notr kosullar altinda suda ¢dézlinmez, ancak alkali



kosullarda ¢ozUunmektedir. Kurkumin, asidik pH'da suda hemen hemen
¢ozunmeyen, yagda ¢ozunen bir pigmenttir. Yuksek sicakliklarda ve asitlerde
kararhdir, ancak alkali kosullarda kararsizdir; ¢ok hizli bozunmakta ve rengi
saridan kirmiziya donusur. Bu renk dedisikligi pH'daki degisikliklerden
kaynaklanmaktadir. Bazik ortamda kirmizi renk alan kurkuminin UV
spektrofotometrede 463 nm’de maksimum absorbans gosterirken; asidik ortamda
sari renkli olan kurkuminin maksimum absorbans degeri 422 nm’ye kaymaktadir
[1,6].

2.1.1. Biyo-aktivitesi ve Biyo-yararlihgi

Son yillarda terapoétik etkileriyle oldukga populer olan kurkumin gerek antioksidan
gerekse antikanserojen Ozellikleriyle ilag ve gida sektorinde sikga
kullanilmaktadir. Bu ozelliklerinin  yani sira diyabet, romatoid artrit,
kardiyovaskuler hastaliklar, Alzheimer ve Crohn hastaligi da dahil olmak tzere
cesitli insan hastaliklarina karsi terapétik etkinligi de bulunmaktadir. Ancak
kurkuminin bu olumlu o6zelliklerine ragmen sulu ¢ozeltideki kararsizligi ve insan
viucudunda zayif absorbsiyon gostererek hizli sistemik eliminasyonu
biyoyararhiligini dusurerek, terapotik ajan olarak kullanimini engellemektedir
[1,7].

Kurkuminin biyoyararhiigini arttirmak icin farkli ¢6zim stratejileri gelistirilmistir.
Yapilan galigmalarin sonuglarina gore gelistirilen stratejiler 5 ana baglik halinde
toplanmaktadir. Bunlar lipozomal kurkumin kullanimi, kurkumin nanopartikiller,
kurkumin ve fosfolipit kompleksleri, kurkumin analoglarinin kullanimi ve hidrojel

kapsulleme sayilabilmektedir [7,8].
2.1.2. Gézunurlugu ve Gozelti Stabilitesi

Kurkumin fenolik bir kimyasal yapiya sahip oldugundan suda ¢ézunmemektedir.
pH 5.0 olan sulu bir ¢dzeltide kurkumininin ¢ézunurligu oldukga dustk olup 11
ng/mL olarak kaydedilmistir. Asidik tampon i¢eren bir ¢ozeltide ¢ézunurlGgu bu
seviyelerdeyken, noétral bir pH da ise ¢6zinme oranini belitmek muimkin
olmaktadir. Insan sagligina faydalarinin  yanisira  kurkuminin  suda
¢ozunurlGgunuan ve kararhliginin bu kadar dusuk olmasi o6zellikle ilag salim

sistemlerinde kullanimini kisittamaktadir. Ote yandan, bagta metanol ve etanol



olmak Uzere aseton, toluen gibi organik ¢ozuculerde ise iyi derece ¢ozunmektedir
[9].
2.1.3. Terapotik Etkileri

Son yillarda curcuminin, radyasyon ve kemoterapotik etkinligi arttirip, tedaviden
daha hizli sonu¢ alinmasini saglamasi nedeniyle kanser arastirmalarinda
oldukga dikkat ¢cekmigstir . Antikanser bir ajan olarak pek ¢ok kanser turtunde,
farkh mekanizmalarla timor olusumunu baskiladigr yapilan c¢alismalarda

gOsterilmigtir.

Curcumin, hucre siklusunda yer alan siklin bagimh kinazlar (cyclin D1),
antiapoptik genlerdeki reseptorlerin azaltilmasi, yeni kan damarlari agi olusumu
(VEGF), yayilma (adezyon molekiilleri), karsinojenlerin biyotransformasyonu ve
siklooksijenaz-2 (COX2) enzimi gibi yapillara muldahale ederek etki
gostermektedir [10-17]. Bu etkin baglanma mekanizmasi curcuminin molekuler
ve biyokimyasal yapisindan dolayi c¢esitli molekiller hedeflerle etkilesebilme

yetenedinden kaynaklanmaktadir [18].

Curcuminin ayrica antioksidan 6zellik gostermesiyle alkollerin ilaglarin ve
agir metallerin beyin, karaciger ve bobrek gibi organlarda meydana gelen
hasari 6nleme potansiyeline sahip oldugu bildirilmigtir [19, 20]. Kimyasal
yapisinda yer alan oksijenli aromatik halkalarin sitotoksik aktiviteye sahip
oldugu, fenolik fonksiyonel gruplarinin ise antioksidan aktiviteye sahip
oldugu yapilan calismalarla ortaya konulmustur [21, 22]. Sekil 2.4'de
Kurkuminin tip alaninda hangi hastaliklara etki ettigini gosteren bir sema yer
almaktadir. Tez kapsaminda kurkuminin terapotik etkilerine iliskin birkag
hastalida dair mekanizmalara yer verilmistir. Belirtilen bu hastaliklarin
disinda daha birgok hastaliga karsi da gerek iyilestirici gerekse onarici

mekanizmalari bulunmaktadir.
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Sekil 2. 4. Kurkuminin terapétik etkilerinden birkagi

- Antiinflamatuar ve Antioksidan Etki Mekanizmasi

Kurkuminin terapotik etkilerinden biri de antioksidan ve antiinflamator olarak
adlandirilan bagisiklik sistemini guglendiren ve serbest radikallerin hicrelere
zarar vermesini engelleyen terapétik etkidir. Bu etkinin - mekanizmasini
hemoglobin oksidasyonunu 6nleyerek ve lipid perosidasyonunu inhibe ederek E
vitamininden bile daha guglu bir antioksidan etkiye sahip olarak yapmaktadir.
Kurkuminin antioksidan etkisi birka¢ enzimin aktivitesi ile saglanmaktadir. Bunu
ise superoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimler araciliiyla saglamaktadir. Ayrica kurkumin, hlcresel dongude
mitokondri onarimindan sorumlu ve bagisikhdi guclendiren ve daha birgok
hicresel sureglerde dnemli rol oynayan glutatyon ve DNA sentezinde gorev alan
tiyoredoksiyonla reaksiyona giren bir Michael katilmasi olarak goérev
yapmaktadir.  Kurkuminin bu ajanlarla reaksiyonu sonucu hicre ic¢i lipid
peroksidasyonunu azaltarak iltihabi durumlarin enflamasyonu bastirdigi ortaya
konulmustur [23, 24].

- Antikanser Mekanizmasi

Son zamanlarda kurkuminin antioksidan ve antiinflamatuar etkilerinin yanisira

ayni zamanda antikanser etkinligi de yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur. [2,



25,26]. Kanser turlerinden kolon, karaciger, meme ve deri kanserinde hucre
boélinmesini durdurarak kanserli htcrelerin buyumesini ve yayllmasini engelledigi
gOsterilmigtir. Sadece bu Ozellikleriyle degil ayni zamanda kemoterapinin

etkinligini arttirici yonde etkisi de bulunmaktadir.

Antikanser mekanizmasi oldukga farkli yollardan vicut igerisinde etki etmektedir.
Her kanser tur( igin etkileyecegi metabolik yol degisiklik gdstermektedir. Ornegin
kolon kanserinde yuksek derisimlere ulasabildiginden gulcli etkinlie sahip
olarak, kolon hicrelerindeki DNA mutasyonunda 6nemli bir terapotik etkiye sahip
olmaktadir [27]. Gastrointestinal timorlerde ise etki mekanizmalarindan biri
arsidonik asitin biyolojik olarak aktif prostonoidlere donlisimuni katalizleyen
siklooksijenaz (COXs) enzimleridir. Bu enzimin COX-1 ve COX-2 olmak Uzere
iki izoformu bulunmaktadir. COX-2 inflamatuar ve mitojenik uyaranlar tarafindan
uyarilarak sinyal iletim yollarinin Snemli aracilarindan prostaglandinlerin sentezini
artirarak, kanser olusumunda etkili rol oynamaktadir. Kurkumin ise burada COX-
2 enzimine baglanarak enzimin ekspresyonunu inhibe etmektedir [28]. Yukarida
da belirtildigi gibi kurkumin daha bir¢ok farkh metabolik yolun ilerlemesini

durdurarak antikanser ajani olarak gorev almaktadir.

- Kardiyovaskiler Etkisi

Kurkumin, damar sertlesmesi olarak ifade edilen ateroskleroza ve miyokardiyal
enfarktliise karsi etki etmektedir. Bunu damar sertlesmesine dayali olarak
damarlarin ttkanmasi ve organlarin beslenememesiyle sonucglanan sistemik
hastalikta periferal kan mononukleer hicrelerinin (PBMC'ler) ve vaskuler diz kas
hacrelerinin (VSMC'ler) cogalmasini engeleyerek yapmaktadir. Ayrica kalp
krizine yol acan kanda kolestorulu tasiyan dusuk yogunluklu lipoproteinlerin
(LDL) oksidasyonun onleyerek, trombosit agregasyonunu inhibe etmekte ve kalp

krizi insidansini azaltmaktadir [29].

- Diyabet Uzerine Etkisi

Literature bakildiginda kurkuminin diyabet Uzerindeki etkisiyle ilgili farkli
mekanizmalar (izerinde durulmaktadir. Ozellikle diyabetik sicanlarla yapilan bir
calismada 3 farkl mekanizmaya deginilmistir. Bunlardan ilki timor nekroz faktort
ve plazma serbest yag asitlerini zayiflatarak, lipid peroksidasyonunu ve lizozomal
enzim aktivitelerini inhibe ederek kandaki glukoz seviyesini digurmektedir [30,



31, 32]. ikinci olarak yag dokusunda bulunan ve insiilin hormonu etkisi altinda
aktivite gOsteren lipoprotein lipaz enziminin dizenlenmesinde rol oynamaktadir
[33]. Son olarak kurkumin karacigerde glukozun pargalanmasindan sorumlu
glikoliz ve lipit metabolizmasi ile iligkili enzimlerin aktivasyonunda rol
oynamaktadir Ayrica kurkuminin diyabet tedavisinde dnemli bir roli olmasinin
yan! sira, diyabetin getirmis oldugu yan etkileri de minimum dizeye indirmede

fayda saglamaktadir [34].

- Romatoid Artirid Uzerine Etkisi

Kurkuminin romatoid artirid igcin etki mekanizmasi vicutta eritrositler hari¢ birgcok
hlcrede yapilan ve gesitli kimyasal ve mekanik uyarimlar ile salinan lipid aracilar
olan COX-2 mekanizmasiyla gerceklesmektedir. Ayrica yapilan calismalar
sonucunda tumor nekroz faktori (TNF) ve sitokinlerin salgilanmasini down
regulasyon olarak adlandirilan reseptor sayisinin azaltarak antiromatizmal ve

antiartritik etkilere sahip oldugu gosterilmistir [35].

- Multip! Skleroz Uzerine Etkisi

Kan-beyin bariyerinin deformasyonu ve sinir hicrelerindeki miyelin kilifinin zarar
gOrmesi sonucu ortaya gikan otoimmun hastalikta, kurkuminin sinir htcrelerinde
onarict etki mekanizmasi bulunmaktadir. Ozellikle hastah@in siddetlendigi,
belirtilerin yogunlastigi atak doneminde T lenfosit hucrelerinden sitokin Tip-1
grubundan salinimin arttigi interlékin (IL) -12 sinyalini bloke ederek multipl
skleroz tedavisinde terapodtik potansiyeli bulunmaktadir. Ayrica kurkumin,
transkripsiyon faktorlerini ve hucre dizenleyici proteinleri module ederek MS

hastaliginin ilerlemesini 6nlemede etkili olmaktadir [36] .

- Alzheimer Hastaligi Uzerine Etkisi

Kurkuminin nérolojik hastaliklardan olan Alzheimer hastaliginda da tedavi edici
yonde olumlu bir etkisi bulunmaktadir. Alzheimer hastaliginda en fazla azalan
norotrasmitterler arasinda asetilkolin oldugu saptanmigtir. Asetilkolin ise bellek
ve hafiza iligkili, merkezi sinir sisteminden salinan ve parasempatik sinirlerle de
iligkili bir norotransmitterdir. Kurkumin ise gerek in vitro gerekse in vivo
calismalarda asetilkolini inaktive eden asetilkolinesteraz enzimini inhibe ettigi
ortaya konulmustur. Ayrica bu hastalikta néronlar arasinda tau ve amiloid beta

proteinlerinin agregasyona ugrayip, birikmesiyle sinir iletimde aksakliklar oldugu



bilinmektedir. Deney hayvan modeli Uzerindeki ¢alismalarda kurkumin oral yolla
verildiginde amiloid ve tau proteinlerinin agregasyonunu inhibe ettigi
kaydedilmistir. Gunumuzde gelinen noktada klinik calismalara daha fazla

gereksinim oldugu goérulmektedir [37, 38].

- Kistik Fibrozis Hastaligi Uzerine Etkisi

Kistik fibrozis genetik bir hastalik olup, kistik fibrozis transmembran iletkenlik
duzenleyicisini kodlayan gendeki mutasyondan kaynaklanmaktadir. Kurkumin ise

genin expresyonunu regule ederek hastaligin yan etkilerini azaltmaktadir[39].
2.1.4. Gunluk Doz ve Toksisite

Kurkumin gibi selektif enzim inhibitori olarak adlandirilan kemoterapétik
bilesiklerin preklinik ve erken klinik ¢alisma seviyelerinde diyete tabi tutulan
miktarlarin disina c¢ikildiginda potansiyel toksisite olusturdugu bilinmektedir.
insan tarafindan kurkumin tiiketiminin, diyetin bir pargasi olarak herhangi bir
zararl etkisi olmadi§i bilinmekle beraber, Diinya Saglk Orgiti ve Birlesmis
Milletler Gida ve Tarnm Orgiti tarafindan giinlik kurkumin tiketim dozu
maksimum 150 mg / gun kurkumin esdeger, kisi basina gunde 1,5 g'a kadar
zerdecgalin diyet tuketiminin, olumsuz bir endikasyona yol agcmadigi belirtiimigtir
[40].

Yapilan galismalar sonucunda gunluk kullanim dozu asildigi takdirde veya 8
gram Uzerinde tuketildiginde toksikolojik etkiler gézlemlendidi kaydedilmigtir.
Bunu gosteren bir calisma 2016 yilinda Journal of Agricultural and Food
Chemistry dergisinde yayinlanmistir. Peiyu Qiu ve arkadaslar tarafindan
yuruttlen bu ¢alismada kurkuminin toksik etkileri siganlar Gzerinde galisiimistir.
Sicanlarda kurkuminin 90 glnlik kullanimi sonucunda subkronik toksisitesi, klinik
biyokimya ve patolojik sonuglari degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda
kurkuminin uzun sdreli kullanimi ve doz agsiminda siganlarin vicut agirliklarinin
azalarak oksidatif stres ve iltihaplanma ile baslayan metabolik bozukluklukla

seyreden karaciger hasarina yol agtigi saptanmigtir [41,42].

Bir diger calisma ise Toxicology Letters dergisinde yayinlanmig olup; asiri dozda
kurkumin kullanimi 14 gun ile 90 glin boyunca farelerde ve siganlarda izlenmisgtir.

Uzun sureli ve asiri doz kullaniminin farelerde ve siganlarda hepatoksisiteye yol
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actigi bulunmustur. Ayrica farelerin siganlara gore karaciger hasarina daha
duyarl oldugu kaydedilmistir [43].

2.1.5. Saklama Kosullari ve Kullanimi

Zerdecgal bitkisinin yaklasik 3 graminda 30-90 mg kurkumin bulunmaktadir.
Standart toz halindeki kurkuminden gunlik 400-600 mg aralignda gunde 3 doz
halinde alinabilmektedir. Sivi formulasyonunda ise sabah ve akgam olmak uzere

gunluk 30-90 damla alinabilmektedir.

Zerdecalin saklama ve kullanim kosullari terapétik etkilerinin ortaya gikmasi
acisindan onem arz etmektedir. Serin ve kuru vyerlerde birkag hafta
saklanabilmektedir. Zeytinyadi, karabiber ve pul biber ile birlikte tuketildiginde
sindirim sisteminde zerdezerdgalin bagirsaktaki emilini arttirmaktadir [44].
Ozellikle karabiberin icinde yer alan piperin alkoloidi sindirim enzimlerinin
aktivitesini arttirarak, kurkuminin bagirsak endotel hiicelerinden kana karigmasini
kolaylastirmaktadir. Ayrica karacigerde parcalanma hizini yavastarak, kandaki
dizeyini ylkseltmektedir. Zerdecgaldaki kurkumin ile karabiberdeki piperinin bu
sinerjik etkilesimi sadece sindirim sistemi igin degil, ayni zamanda guglu bir

antiinflamatuar etkiyi de agiga ¢ikarmaktadir [45]

Zerdecal Ozellikle Hint yemeklerinde siklikla kullanilan bir baharattir. Hintlilerin
kéri sosunda ve ispanyollarin geleneksel yemegi olan paella yemeginde bile
kullaniimaktadir. Turk mutfaginda da pilavlarda ve et yemeklerinde yemege sari
rengi vermek icin kullaniimaktadir. Ayrica zerdecal Asya Ulkelerinde ve

Japonya’da cay olarak da tuketiimektedir [46].
2.2. Biyosensorler

Biyosensorler 1962 yilinda Clark ve Lyons adl iki arastirmaci tarafindan
bulunmustur. Biyoalgilayicilar olarak da adlandirilan biyosensorler; biyolojik bir
materyal iceren ve bunlari algilayici olarak kullanip elektrik sinyaline donusturen

analitik cihazlardir.

Biyosensoarlerin galisma prensipleri incelendiginde 2 temel yapidan olugsmaktadir.
Bunlardan birincisi biyolojik tanima elemanlari ve elektrik sinyaline donusumu
saglayan donuasturuculerdir (Sekil 2.5). Biyolojik tanima elemanlari olarak

hacreler, nukleik asitler, dokular, enzimler, antikorlar sayilabilmektedir.
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Donasturaculer ise elektrokimyasal, optik, termal ve piezoelektrik sensorler

olarak siniflandiriimaktadir [47].
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Sekil 2.5. Biyosensorlerin ¢alisma prensipleri

Biyosensorlerin amaci analiz edilecek maddenin analiz miktariyla orantili olarak
sinyal Uretmektir. Ozellikle biyokimya alaninda siklikla kullanilan bu cihazlar
enzimatik sensorler, immunosensorler, elektrokimyasal ve optik sensorler olarak

4 gruba ayrilmaktadir.
2.2.1. Enzimatik sensorler

Biyosensor grubunun énemli bir bolumunu tegkil etmektedir. Enzimlerin anahtar-
kilit iliskisinde oldugu gibi hedef molekiile afinite ve segcicilik 6n planda olmaktadir.
Ozellikle diagnostik ve anlik verilerin elde edilmesinde enzimatik sensérler
oldukga sik kullaniimaktadir. Genel olarak enzim sabit bir sekilde etkilesim
sonucu agiga c¢ikan enerjiyi elektrik enerjisine donustiren sinyal cgeviricide
dururken yalniz analit reaksiyona girmektedir.

Enzimatik sensorler 2 ana gruba ayrilmaktadir. Bunlardan birincisi sinyal
donusturacu tarafindan enzim subrat ya da kofaktdr miktarini diger bir ifadeyle

sinyal artisini saptamaktadir. Bu gruba verilebilecek en iyi 6rnek glukoz

biyosensdrlerdir. ikinci grupta yer alan enzimatik sensérler ise birinci gruptaki
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sensorlerin tersine enzim ve substrat sistemdeyken inhibitor baz alinmaktadir.
Yani burada enzim inhibisyonu s6z konusu olmakla beraber sinyal
donustlriciude ise sinyalin azalmasi takip edilmektedir. Bu gruba verilecek en iyi
ornek ise bocek olduriucu kimyasal grubu pestisilerin tayininde kullanilan

sensorlerdir.

Enzimatik sensorlerin avantajlari olarak gerek yapisal modifikasyona ugramig
enzimlerin kullanimi, gerekse mevcut materyallerin tayin ve tespitinde
kullanilmasi ayrica biyo-mantik bir diger deyigle biyomolekller hesaplama

alanina onculik etmesi sayilabilmektedir [48].
2.2.2. immiinosensorler

immiinokimyasal tepkimelerine dayali olarak oldukca ayricalikli antikor-antijen
iligkisini baz alan sensérlerdir. Ug temel sinif altinda immuinosensorleri
incelenmektedir.  Bunlar  optik, elektrokimyasal ve  mikrogravimetrik
immunosensorlerdir. Ayrica immunosensorlerde dolayll ve dogrudan olmak
uzere 2 vyaklagim izlenmektedir. Dolayli immunosendr yaklagiminda optik
yontemle ve etiketleme yoluyla algilama s6z konusudur. Dogrudan yaklasimda
ise antijen ve antikor arasinda etkilesimin ve spesifik baglanmanin meydana
getirdigi degisimin etiketsiz bir yolla izlendigi immuinosensor yodntemidir.
Dogrudan yaklasimin izlendigi immunosensor kinetik mekanizmanin

aydinlatildig1 SPR gibi chazlar ile ortaya konulmaktadir [49].

GUnumuzde  immunoassay sisteminden baz  alinarak  olusturulan
immunosensorler gerek tip gerekse gida endustirisinde yararlaniimaktadir.
Ozellikle klinik uygulamalarda immuinosensdrler umut vaad etmektedir. Su ana
kadar ticari olarak piyasaya surulen aran sayisi olduk¢a azdir. Bunun nedenleri
arasinda immobilizasyon sorunu, kullanilan antikorlarin ve yardimci maddelerin
fizikokimyasal Ozellikleri ve pratik uygulamada hastanelerdeki tibbi
laboratuvarlarda kullanilma durumu ve bu baglamda kar-zarar durumu

sayilabilmektedir.

immiinosensorlerin  biyolojik uygulamalar igin herhangi bir én islem
gerektirmeden direkt dlcim yapabilirligi ortaya konulursa diger analiz metotlarina
gore fark yaratacaktir. Gelecekte yapilacak c¢alismalar dogrultusunda sadece

klinik uygulamalarda degil, ila¢c sanayinde kalite kontrol laboratuvarlarinda, gida
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endustrisinde, gevre analizlerinde ve proteomiks ¢alismalarinda da kullaniimaya
aday bir yontemdir [50, 51].

2.2.3. Elektrokimyasal Sensorler

Kimyasal degisimi elektrot vasitasiyla elektrik enerjisine donusturerek sinyal

veren kimyasal sensorlerdir [52].

Elektrokimyasal sensorler potansiyometrik, voltametrik ve konduktometrik olmak
Uzere U¢ ana sinifa ayrilmaktadir. Bu ayrim elektrigi ilettikleri yola bagh olarak
olugsmaktadir. Her U¢ grupta da elde edilen sinyaller akimda veya potansiyelde
meydana gelen degisimi yansitmaktadir [53]. Potansiyometrik elektrokimyasal
sensorler iyon segici elektrot vasitasiyla bir bilesigin aktivitesini 0Olgen
sensorlerdir. Maliyet bakimindan voltametrik ve konduktometrik sensorlere gore
en avantajli olan sensorlerdir. Ayrica kullaniminin oldukga pratik ve kullanimin

kolay olmasi avantajlari arasinda yer almaktadir [54].

Voltametrik diger adiyla amperometrik yontemde ise 0ornegin derisiminde
meydana gelen degisimi baz alarak redoks sirasinda meydana gelen akimi
Olgcmektedir. Potansiyometrik sensorlere gére daha hassas ve oldukga hizli
Olcim yapmalariyla fark yaratmaktadir. KondUktometrik sensorler ise
elektrotlarda iletkenlik degisimine dayali o6lgum yapan sensorlerdir. Bu
sensorlerin secicilik 6zelligi yoktur. O nedenle o6lgimlerde hassasiyet orani
dusuktdr [55].

GuUnumuzde oldukga yaygin kullanima sahip elektrokimyasal sensorler gevre,
tarim, oto sanayi ve tip gibi birgok alanda kullaniimaktadir. Bu konuda
verilebilecek orneklerin basinda piyasada var olan ve kan sekerini dlgmeye
yarayan kan sekeri sensorleri gelmektedir. Goruldigu Uzere elektrokimyasal
sensorler insan hayatini kolaylastiran ve gunluk hayatta bircok alette bulunan

sensorlerin basinda gelmektedir.
2.2.4. Optik Biyosensorler

Geleneksel metotlara gore bir¢ok biyolojik ve kimyasal maddenin hassas etkin bir
sekilde dogrudan ve es zamanh olarak tayininden oOtura buyuk avantajlar
sunmaktadir. Bu avantajlar arasinda maliyet, kullanim kolayhgi, az miktarda
orneklerle c¢alisabilme imkani, kisa slrede Olgim alabilme o6zellikleri yer

almaktadir. Cagimizda olduk¢ca popller olan optik biyosensorlerin
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uygulanmasinda nanoteknoloji, mikroelektromekanik sistemler (MEMS), kimya,
biyoteknoloji, tip gibi multidisipliner yaklasimlar dnemli rol oynamaktadir. Bu
yaklagimlarin 1191 altinda optik biyosensorlerin ¢evre, gida, tip, ilag, biyoteknoloji

gibi birgok alanda guncel uygulamalari bulunmaktadir [56].

Optik biyosensorler diger bir deyisle optik biyotanima sistemleri etiketli ve
etiketsiz olmak Uzere 2 gruba ayrilmaktadir. Etiketsiz optik sistemlerde etiket
kullanimi yoktur ve sisteme godnderilen sinyal direkt analit ile etkilesime
girmektedir. Etiketli biyotanima sistemlerinde ise etiket kullanimi s6z konusudur.
Bu sistemlerde isiktan gelen sinyal farkh yollarla Gretilmektedir. Bu yollar
arasinda kalorimetrik, floresans gibi yéntemlerle Uretilmektedir. Ornegin seker
hastaliginda kullanilan kandaki glukoz seviyesini Olcen sensorler etiketli
biyotanima sistemine girmekte olup, glukozun enzimatik oksidasyonu ile elde

edilmektedir.

Optik biyosensorleri saymak gerekirse baslica yuzey plazmon rezonans (SPR)
sistemine deginmek gerekmektedir. 1983'te SPR’in kesfiyle beraber onlarca yil
boyunca ylzey plazmon fiziginin tam olarak anlasiimasina yardimci olmakla
beraber basarili galismalar yapiimigtir. Kesfi ile biyomolekuler etkilesimleri tespit
etmek igin SPR tabanli sensorler olusturulmustur [57]. ik ticari SPR tabanl
biyosensor cihazi, daha sonra Biacore olarak adlandirilarak Pharmacia
Biosensor AB tarafindan piyasaya surtlmustir. Ginimuzde oldukga fazla tercih

edilen optik biyosensor olan SPR birgok firma tarafindan Uretilmektedir.
2.2.4.1. Yuzey Plasmon Rezonans Sensorleri (SPR)

Molekdullerin kimyasal bag yapilarindaki etkilesime ve fonksiyonlarini baz alan
SPR sensorlerin g¢alisma prensibi molekiler baglanmanin gergeklesmesi ile
olusan kirilma indisindeki degisimin spektral degisime yol agmasidir (Sekil 2.6) .
SPR‘da meydana gelen bu degdisim sensogram adi verilen x ekseninde zaman y

ekseninde ise kiriima ylzdesi yani baglanma grafiklerle ifade edilmektedir.

SPR sisteminde analit Uzerine gonderilen 1sik prizmadan gegtigi zaman
yansimaktadir. Gelis agisinin siddeti yansiyan siddetinden fazla olmakla beraber
bu siddetin fazlahgi yansiyan i1si§in yizey plazmonlarinin uyariimasi ile disuse
neden olmaktadir. Kirilma indeksindeki dusus ise ag¢li kaymasinda yol

acmaktadir. Bu dususun maksimum oldugu acglya rezonans agisi diger bir deyisle
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SPR egim seviyesi denmektedir. SPR sensor yuzeyindeki metal materyalin
etrafindaki kirlma indeksindeki degisimleri izlemek mumkindir. Ozellikle bir
molekulun yuzeye baglandiginda kirilma indeksindeki degisimi gormek mumkuin
olmaktadir [58].

Agi kaymas:
Isik kaynad Dedektor

QS

Prizma

Cam ve 50 nm

S L EANAN
P e -1 .

- a» < e

Analtt akis
_— /_Qx

Sekil 2.6. SPR sensorlerinin galisma prensibinin sematik gorintisu

2.2.4.2. SPR Sensorlerin Avantajlar ve Zorluklari

SPR sensorun avantajlari oldugu kadar dezavantajlari da vardir. Avantajlari
arasinda es zamanh biyomolekullerin etkilegimlerini iziemeye yardimci etiketsiz
optik bir sensor olusumu ile ilk sirada gelmektedir. Ayrica analiz edilecek 6rnegin
hazirlamasinin koaylgi, hassas olgum ve oldukga kisa surede sonug verebilme
Ozelligi de SPR ‘1 diger optik sensorler arasinda avantajli konuma getirmektedir.
Az miktarda 6rnege gereksinim duymasi, tekrar tekrar kullanilabiliyor olmasi ve
en kiguk molekiller arasi etkilesimi bile saptayabiliyor olmasi SPR’in diger
avantajli oldugu noktalardir.

SPR’In dezavantajlarini belirtmek gerekirse ekipmanlarinin maliyetli olmasi,
kalifiye personel ihtiyaci gerektirmesi olarak sayilabilmektedir. Ayrica galigirken

oldukca hassas ve titiz bir sekilde ¢calismak gerekmektedir. Cozeltilerin sisteme
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verilmesi sirasinda sistemde yer alan kilcal borularda en ufak bir hava

kabarciginin olusmasi bile sistemi olumsuz etkilemektedir.
2.3. Nanoteknoloji ve Uygulama Alanlari

1960 yilinda Richard Feynman’in c¢abalariyla ortaya c¢ikarilan mucizevi
Ozelliklerin 1s19Inda, gunumuizde oldukga populer hale gelen nanoteknoloji
hayatimizin bir parcasi olma yolunda hizla ilerleyen multidisipliner bir bilim
dalidir. Aslinda ge¢misi ¢ok eskilere dayanan nanoteknoloji; kelime olarak ‘nano’
terimi Yunanca’dan gelmektedir. Yunanca’da bu s6zclk clice anlamina gelmekte
olup; metrenin milyarda birine (1 nanometre = 10° metre) esittir. Nanoteknolojide
bir diger 6nemli isim ise Amerika'dan Eric Drexler'dir. Ozellikle nanoteknoloji
terimini ilk defa ortaya koyarak bu alanda énemli calismalara imza atmistir
[59,60,61].

Nanoteknolojiye artan ilgiyle beraber nanoboyut kavrami da hayatimiza girmeye
baslamigtir. Nanoboyut denildiginde materyallerin optik, mekanik, morfolojik ve
manyetik gibi fiziksel ©6zellikleri degismektedir. Ornegin tarinte altin
nanopartikillerin nanometre boyutundaki degisimleri partikillerde renk degisime
yol acgtigindan cam, porselen, mozaiklerde kullaniimistir [59, 60]. Ayrica bu
degisen ozelliklerle beraber atomlar arasi molekuler kuvvetlerde de degisiklikler
olmaktadir. Bu baglamda gunluk hayatta gozle gorulen, elle tutulan materyallerde
fizik yasasi olarak Newton mekanigi kullanilirken nanoboyuttaki materyallerde bu
durum degismektedir. Nanoyapilar s6z konusu oldugunda kuantum mekanigi
devreye girmektedir [60, 62]. Nanoteknolojik yapilari ayricalikh kilan bir diger
onemli 6zellik ise artan ylzey alani/hacim oranidir. Bu 6zellik sayesinde daha
dayanikli daha guiclii nanoyapilar ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin nanopartikillerde
bu oran oldukca ylksektir. Bu nedenle nanopartikiller kullanildiginda ytksek
floresans Isimasina sahip, olduk¢a hafif ama bir o kadar gugllu fonksiyoneller

yapilar elde etmek mumkuindur.

Nanoteknoloji multidisipliner bir bilim dali oldugundan kullanim alanlari da
oldukgca genis bir spektruma sahiptir. Ayrica daha az enerjiye ihtiya¢ duyarak
daha guglu yapilarin olusturulmasina imkan vermesi, daha az sarf teminiyle farkli
kombinasyonlarinin biraraya gelerek minimal dlgekli yapilarin olugsmasina imkan

saglamasi da nanoteknolojiyi avantajli kilmaktadir. Bu avantajlarindan dolay tip,
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savunma, gida guvenligi, kozmetik, ila¢ sanayi gibi birgok alanda kullaniimaktadir
[63]. Nanoteknolojinin yardimiyla insan sagligini ve gida guvenligini tehdit eden;
tarimda yabani otlarin oldurtlmesinde kulanilan herbisitlerin tespitine yonelik
nanosensorlerin yapilmasi kisa surede dogru ve guvenilir sonuglarin alinmasina
olanak saglamaktadir [64]. Son donemlerde Ozellikle cevre kirliginine karsi
nanoteknolojik ¢éziimlerde devreye girmektedir. Ozellikle sularin kirlenmesine
yol agan ve buradaki ekosisteme zarar veren arsenigin remediasyonunda demir
oksit nanopartikllleri  kullaniimaktadir [59]. Kozmetik sektdriinde de
nanoteknolojik Urtnler gunlik hayatta 6nemli bir yer tutmaktadir. Birgcok unlu
markanin nemlendirici kremleri, gunes kremleri, ylUz temizleme jelleri ve
yaglanma  karsiti  bakim  kremlerinden  0Ozellikle  nanopartikillerden
yararlaniimaktadir [65]. Ayrica saglik alaninda da nanoteknoloji avantajlarindan
yararlaniimaktadir. Gerek goruntileme, gerekse ilag sektorinde nanopartikiller,
kuantum noktalari ve nanomateryaller kullaniimaktadir. Ornegin kanser
tedavisinde kemoterapi ilaglarinda yer alan nanopartiktller sayesinde sadece
hedef organi baz alan ¢evre dokuya ve organlara zarar vermeyen kontrolll ilag
salimlari yapilabilmektedir. Ayrica kuantum noktalarinin floresans isima 6zelligi
sayesinde kanserli dokuyu goruntileme olanagl saglamaktadir [66]. Goruldugu
uzere nanoteknoloji birgok alanda gunluk hayatimizi kolaylastiran ¢ozimler

sunarak gelecege umut vaat etmektedir.
2.4. Nanopartikuller ve Nanosensorler

Nanoteknolojinin uygulama alanlarinin temel yapitaglarindan biri olan
nanopartikuller diger bir adiyla nanokure ya da nanokapsuller 10 ila 1000 nm
arasinda degisen boyutlarda homojen bir gorunime sahip ama aslinda tam
olarak ¢ozunmemis heterojen yapida ara karigimlardir. Nanokure ve
nanokapsuli nanopartikilden ayiran belirgin 6zellikleri vardir. Nanokurede
solusyon igerisinde etkin homojen bi dagilim s6z konusudur. Nanokapsulde ana
fonksiyon godrevi goéren maddenin etrafi bir membranla ile c¢evrilidir.
Nanopartikuller ile yapilan kontrolll ilag salimi galigmalarinda istenen 6zelliklerin
basinda nanopartikillerin homeostasisi bozmayacak sekilde pargalanmasi ve
parcalanma sonrasinda agiga ¢ikan pargalarin toksisite olusturmamasidir [67].
Ozellikle ayni boyuttaki nanopartikiiller molekiler yapilarda isaretleyici olarak
kullanilimaktadir. Ozellikle biyolojik isaretlemede tip alaninda goruntileme
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Ozelliginde kolaylik saglamasindan dolayi nanopartikullerden yararlaniimaktadir
[68]. Nano dlgekli malzelemelerin temelini olusturan nanopartikiller yuzey/hacim
oraninin fazla olmasi, kuantum mekaniginin olusturdugu etkilesimler ve ylizey
karakterizasyonun benzersizligi gibi oOzellikleriyle biyomedikal sektoriunde de

genig bir kullanima sahiptir [69].

Nanopartikullerin sentezi nanoteknolojik Urlnlerin gesitlenmesinde ve cesitli
alanlarda kullaniimasinda ilk adim olmustur. Ozellikle ginimiizde oldukca
populer olan nanosensorlerin ticarilestiriimesi ve birkag UrunUn pazara ulastigi
bilinmektedir. Bu pazarlar dinyanin buyuk ve yuksek teknolojili girketlerinin
bircogunu igcermektedir [70]. Nano Olg¢ekli malzemelere kiyasla benzersiz
fizyokimyasal ozellikleri, biyolojik etkilesimlerde uyumlulugu ve fonksiyonel
tasarim ozellikleriyle nanosensoérler oldukga popular bir hale gelmistir [71, 72].

Nanosensorler ve uygulama alanlari gizelge 2.2’de yer almaktadir [70].

Cizelge 2.2 Nanosensorler ve uygulama alanlari

Endustri Alani Uygulamalari
Saglik Hizli teshis, goruntuleme, medikal arastirmalar,
ilag Uretimi
Savunma Savunma alaninda Uretilen kimyasal ve biyolojik

materyallerin tespiti ve silah yapimi

Cevre Pestisitlerin tayini, zararh kimyasallar ve Kirlilik
tespiti
Gida Tagsis, patojenlerin saptanmasi, kontaminasyon
Nanoteknoloji Nanomateryal ve nanoyapilarin karakterizasyonu

Nanosensorlerde 6nemli hedeflerden biri vUcudun kimyasini tamamen
aydinlatmak ve dolayisiyla farkli biyolojik strecleri cok daha buyuk bir dlgekte
iligkilendirmektir. Dinyada nanoteknoloji alanindaki hizli ilerleme g6z 6nune
alindiginda nanosensoérler hayatimizin bir pargasi olarak her alanda karsimiza

cikacaktir.
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2.5. Molekiiler Baskilama

Son yillarda oldukga populer hale gelen segicilik ve 6zgulluk kavramlarini temel
alan bu yontem 1972 yilinda Gunter Wulff ve ekip arkadaslarinin sentezledikleri
yapay polimerlerin U¢ boyutlu yapilarinda fonksiyonel bdlgelerinde segici
baglanma bélgelerinin olusturuimasi ortaya konulmustur. Ozellikle glinimizde
gida gavenligine yonelik ¢alismalar, pestisit tayini, ilag endustrisi ve savunma
sanayinde spesifik molekulleri tespit etmeye yonelik arastirmalar molekuler
tanima yontemlerine yoOneltmistir. Molekiler tanima yontemlerinde biyolojik
sistemlerde anahtar-kilit iliskisi olarak adlandirilan 6rnegin enzim-substrat,
antijen-antikor gibi analiz edilmek istenen molekule secgici afinititesi olan

yontemleri icermektedir [73,74].

Molekuler baskilama teknolojisinde kalip molekil ve fonksiyonel monomer olmak
uzere iki temel yapi s6z konusudur. Burada fonksiyonel monomerlerin kalip
molekul ile kimyasal etkilesime girmesi ve bu etkilesim sonrasinda uygun bir
isleme tabi tutulup islevsel Ozelliklere sahip polimerlerin olusturulmasi
hedeflenmektedir. Olusturulan bu polimerlerde desorpsiyon asamasinda kalip
molekulin uzaklastiriimasi ile kalip molekule spesifik bosluklar olusmaktadir.
Kalip molekllin uzaklastirlmasindan sonra kalip molekulin etrafindaki
fonksiyonel monomerler kalmaktadir. Bu monomerler tayin veya ayirma islemleri
icin kullanilacak yapiya 6zgu ve benzer 6zellige sahip oldugu igin yuksek secicilik
gOstermektedir. Bu 6zgul ve spesifik olarak hazirlanan polimerlere molekuler

baskilanmis polimerler (MIP) denmektedir [75].

MIP olarak olarak adlandirilan bu U¢ boyutlu polimer yapinin olusumunda
fonksiyonel monomer ve c¢apraz baglayici olarak tanimlanan kimyasallar rol
oynamaktadir [76]. U¢ boyutlu polimerlerden tanimlanmasi istenen molekuliin

desorpsiyonu ile kalip molekulin birebir aynisi olan bir sablon olugsmaktadir.

MIP’ler gerek fiziksel gerekse kimyasal acgidan diger polimerlere gore oldukca
dayaniklidir. Isiga, asit, baza kargi ve organik ¢ozuculere, molekuler strese
oldukga dayaniklidir. Bu Ustun ozelliklerinin yanisira kolay uretimi, az maliyetli
olusu ve birkag yiIl bozunmadan stabil kalmalari ile de MIP’ler, sensor

calismalarinda oncelikli olarak tercih edilmektedir [77].

20



MIP’ler ilk bulundugu zamanda kullanim alani oldukg¢a kisitli kalmigtir ve
arastirmalar nanomalzemeler alanina kaymigtir. Ama son yillarda fonksiyonel
monomer sayisindaki artis, molekller baskilama metotlarindaki degisiklik ve
kullanim alanlarindaki artis ile beraber MIP bazli sensérlere yonelik ilgi oldukga
artmistir [78].

Yuksek secicilik ve 6zgullik gostermelerine ragmen MIP teknolojisinde sablonda
olugsan bosgluklara 6zellikle yabanci kuguk molekullerin baglanmasi ve molekul
dagiima bolgelerinin  heterojen olmasi bu Ustin o6zellikleri dezavantaja
donugturmektedir. Ama son yillarda MIP alaninda farkli yontemlerin ve

nanopartikullerin kullaniimasiyla bu dezavantajlar avantaja ¢evrilmektedir [79].
2.5.1. Molekiler Baskilamanin Agsamalari

Molekuler baskilama temel olarak 3 asamadan olugmaktadir. Bu asamalar
kalip molekul ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimlere
dayanmaktadir. ilk asama kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda
bag olusumu, ikinci agama polimerizasyon olarak adlandirilan tum yapinin
bir butinluk gosterip tek bir yapi olarak polimer olusturdugu basamaktir. En
son asama ise desorpsiyon yani kalip molekllin polimer yapisindan

ayrildigr basamaktir [80].
1) Bag olusumu

On komplekslesme adi da verilen bu basamakta kalip molekiil ile fonksiyonel
monomer arasinda bag olusumu gerceklesmektedir. Bu baglanma kovalent ya
da kovalent olmayan fakat guglu etkilesimlerle meydana gelmektedir. Etkilesimin
meydana gelmesinde kalip molekulun kimyasal ve sterokimyasal ozellikleri

onemli rol oynamaktadir.
2) Polimerizasyon

Sulu ¢ozelti igerisinde ve uygun kosullar altinda kalip molekul ile fonksiyonel
monomerin uygun bir capraz baglayici ile polimer haline getirmektir. Bu asamada

capraz baglayicinin 6nemli fonksiyonu bulunmaktadir.
3) Kalip molekiiliin desorpsiyonu

Desorpsiyon yani ayrilma olarak ifade edilen asamada kalip molekulin elde

edilen polimerden uzaklastiriimasidir. Bdylece hedef molekul i¢in yapida uygun
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bosluklar meydana getiriimektedir. Bu agamada 6zellikle spesifitenin olusumu ve
secicilik acisindan kalip molekulin ve fonksiyonel monomerin seg¢imi oldukca

onem tasimaktadir [81].
2.5.2. Molekiiler Baskilama Yontemleri

Molekuler baskilama yontemleri fonksiyonel monomer ile kalip molekl
arasindaki kimyasal bagin c¢esidine siniflandirnimigtir. Kovalent ve kovalent

olmayan baskilama olmak uzere iki gruba ayrilmaktadir.
2.5.2.1. Kovalent baskilama

Kovalent baskilamada kalip molekul ile fonksiyonel monomer arasinda tersininr
kovalent baglanma gerceklesmektedir. Polimerizasyon isleminden 06nce
gerceklesen bu islemde, polimerizasyon sonrasi ise baglar kirilmaktadir. Baglarin
kirilmasiyla kalip molekll yapidan uzaklagsmaktadir. Hedef molekil varliginda ise
bu baglar yeniden olusmaktadir. Bu baglamda kovalent baskilama ydnteminin

avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir [82].
* Avantajlari

- Kalip molekdl ile fonksiyonel monomer arasinda tersinir kovalent baglanma
oldugundan homojen bir dagihm s6z konusudur. Bdylece baglanma noktalarinda

heterojenite gézlenmemektedir.

- Kalip molekl ile fonksiyonel monomer arasindaki glgcli kovalent baglanma

nedeniyle polimerizasyon sartlari polimer olusumunu etkilememektedir.

* Dezavantajlari

- Kovalent baskilama yonteminin ilk ve en 6nemli dezavantaji maliyetli olugudur.
- GUglu kovalent baglanma sonrasinda desorpsiyon asamasi zor olmasidir.

- Hedef molekilin baglanma kinetigi ve sayisi kisithdir [73,82].

2.5.2.2 Kovalent olmayan baskilama

Kovalent olmayan baskilama yonteminde kalip molekl ile fonksiyonel monomer
arasinda hidrojen baglar ve elektrostatik etkilesimler ile gergeklestirimektedir.
Kovalent olmayan baskilamanin kolayligi ve maliyetinin uygun olusuyla son
yillarda 6zellikle bu yontem tercih edilmektedir. Ayrica 6zel baglanma baolgelerinin
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olusumu ve kopolimerizasyon ile baglanma gerceklesmektedir. Kovalent

olmayan baskilama yonteminin de avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir [73].
* Avantajlari

- Kovalent olmayan baskilama yénteminin ilk ve en énemli avantaji kolay ve

uygun maliyetli olusudur.

- Hedef molekulun baglanma kinetigi hizli ve baglanma bolgeleri oldukga fazladir.
- Kovalent olmayan baglanmada desorpsiyon asamasinin kolay olmasidir.

* Dezavantajlari

- Kalip molekul ile fonksiyonel monomer arasindaki non-kovalent baglanma

nedeniyle polimerizasyon sartlari polimer olusumunu etkilemektedir.

- Fonksiyonel monomerlerin kullanim fazlaligindan 6tirt 6zguillik azalmakta ve

non-spesifik baglanmalar meydana gelmektedir [83].
2.5.3. Molekuler Baskilama Bilesenleri

Molekller baskilama temel olarak 4 bilesenden olugsmaktadir. Bunlar baslica
fonksiyonel monomerler, kalip molekll, c¢apraz baglacilar, ¢ozlcller ve

baglaticilardir.
2.5.3.1. Fonksiyonel monomerler

Fonksiyonel monomerler molekller baskilamada olduk¢ca Onemli rol
oynamaktadir. Fonksiyonel monomerlerin kimyasal yapilarindaki fonksiyonel
gruplar ile baskilamada kullanilacak olan kalip molekll ve hedef molekilin
fonksiyonel gruplarinin uyusmasi gerekmektedir. Ayrica fonksiyonel monomer
seciminde ise dikkat edilmesi gereken bazi noktalar vardir. Bunlardan bir tanesi
secilen monomerin polimerlesebilme 6zelliginin olmasi gerekmektedir. ikinci bir
nokta ise fonksiyonel gruplarin uyusmasinin yanisira kalip molekdl ile kuvvetli bir
baglanma gercgeklestirebilmesi gerekmektedir. Fonksiyonel monomerlere 6rnek
vermek gerekecek olursa; metakrilik asit (MAA), 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA),
4-Vinil pridin sayilabilmektedir [84].
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2.5.3.2. Hedef - Kalip molekul

Oncelikli olarak hedef ya da kalip molekllin kararli olmasi ylksek sicakliklara
dayanabilmesi, polimerlesebilecek bir yapiya sahip olmasi gerekmektedir. Gerek
kovalent gerekse nonkovalent baglanma tekniginde guglu bir baglanmanin
olabilmesi icin etkilesime acik bag yapabilen kimyasal gruplarinin olmasi
gerekmektedir. Ayrica kalip molekuller hem fizikokimyasal hem de sterokimyasal
olarak hedef molekil ile birebir benzerlik gdstermesi gerekmektedir. Kalip
molekllin polimerizasyon asamasinda c¢evresel kosullardan etkilenmeyip
yapisinin bozulmamasi da baslica aranan 6zellikler arasinda sayllmaktadir. Kalip
molekullere o6rnek verilecek olursa; iyonlar, hormonlar, herbisitler ve ilaglar
sayllabilmektedir [84].

2.5.3.3. Capraz baglayicilar

Capraz baglayicilar polimerizasyon iglemi sonrasinda olusan polimer yapinin
hem mekanik hem de kimyasal agidan kararli olmasini saglamaktadirlar.
Fonksiyonel monomerlerle uyumsuzluk etkin bir baskilamanin olmasinda en
blyuk engel teskil etmektedir. Ayrica ¢capraz baglayicinin tepkime igerisideki mol
orani gok onemli rol oynamaktadir. Eger capraz baglacinin mol orani fonksiyonel
monomerden fazla ise non kovalent baglanmalara yol acgarak molekuler
baskilanmay etkisiz kilmaktadir. Tam tersi bir durum s6z konusu olursa da kalip
molekulin baglanma noktalari arasidaki mesafe kapanarak molekuler
baskilanma kisitlanmis olmaktadir. Bu nedenle gapraz baglayacilarin ¢gézucudeki
sitokiyometrik oranlari deder bilesenler agisindan ©6nem tasimaktadir.
Gunumuzde kullanilan capraz badglayicilara érnek verilecek olursa Etilenglikol
dimetakrilat (EDMA) ve N,N-metilendiakrilamit sayilabilmektedir [85].

2.5.3.4. Cozuciler ve Baslaticilar

Molekuler baskilamada kullanilan c¢ozuculer ve baslaticilarin ayri bir onemi
bulunmaktadir. Cozuculer 6zellikle non kovalent molekuler baskilama tekniginde
hedef molekil ya da kalip molekdl ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilegimi
arttirmaktadir. Ayrica polimerizasyon sirasinda meydana gelen isinin egit bir
sekilde reaksiyon ylzeyine yayllmasini saglayarak bazi bolgelerde olusabilecek

asiri iIsinmanin 6nune gecmis olmaktadir.
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Baglaticilar ise adindan da anlagilacagi Uzere kimyasal reaksiyonun yani
polimerizasyonun baglamasinda aktif rol oynamaktadir. Aktivasyon enerjisini
dusurerek tepkimenin baglamasina yardimci olmaktadirlar. Baglica peroksitler ve
azo yapisini igeren bilegikler baglaticilar icerisinde sayilabilmektedir. En yaygin
kullanilani  ve vyuksek sicaklarda bozulma egilimi gosteren baslatici
azobisizobutironitildir (AIBN) [85] .

2.5.4. Molekiuler Baskilama Uygulama Alanlari

Son yillarda molekuler baskilamaya artan ilgiyle beraber bu alandaki ¢alismalar
artmistir. Kullanim alanlari yaygin bir spektrum gizmektedir. Ozellikle biyolojik

sensorler, kimyasal sensorler olarak kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir [86, 87].

Calismasi kolay ve maliyetinin disiUk olusuyla MIP’lar, ilag ve tip alaninda, boya
sanayinde, gida tagsisinde, cevreyi olumsuz etkileyen herbisit/pesitisit kullanimin
tayinini gibi daha birgok alanda karsimiza gikmaktadir. ilag sanayinde 6zellikle
proses validasyonu asamasinda ilaglari izlemek, igcerik kontrolinin
saglamasinda etkin rol oynamaktadirlar [88]. Ayrica tip alaninda c¢igir acan
uygulamalar ile de MIP’lar giindeme gelmektedir. Tersinir baglanma kapasitesine
sahip olmalarindan o6tura ilag taslyici sistemlerde, vicut sistemininde ilaglarin
takibinde reseptor olarak kullaniimaktadirlar [89]. Bir diger MIP’larin yaygin
oldugu alan ise gida sektoértdir. Burada gida tagsisinde o6zellikle énemli rol

oynamaktadirlar [90,91].

Gunumuzde son yillarda yapilan ¢alismalardan bir tanesi de molekuler baskilama
yontemi kullanilarak protein benzeri yapay polimelerin Uretiimesi olmustur.
Boylece proteinlere benzer yapay polimerlerin olusturulmasi ile birgok avantaj
olugsmaktadir. Proteinlerin yuksek sicaklilarda bozulmasi, hassas yapiya sahip
olmalari, maliyetlerinin yuksek olup, Uretiminin zor olmasi gibi engeller MIP’lar ile

asiimistir [92].
2.6. Literatuirde Yer Alan Diger Caligmalar

Son gunlerde kurkuminin 6zellikle saglik alaninda terapétik etkilerinden dolayi
oldukga populer olmasi bilim insanlarini bu konuda calismaya yoneltmigtir.
Kurkumin tayinine yonelik sensor ¢alismalari basta olmak Uzere birgok ¢calisma

yapimigtir.
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Bu calismalardan bir tanesi 2016 yilinda Food Analytical Methods dergisinde
yayinlanmigtir. Bu ¢alismada distile su, atik su, musluk suyu, targin surubu ve
tarcin c¢ayl gibi gida orneklerinden kurkuminin tayini icin mikro yuzey hacim
spektrofotometrisi  kullaniimistir.  Sivi-sivi mikro  ekstraksiyon ydntemiyle
ekstrakte edilen kurkuminden 10-2000 ng/mL"~ * derisim araliginda regresyon
katsayisi 0.99 olan dogrusal bir kalibrasyon grafigi elde edilmistir. LOD degeri
0.23 ng/mLt, LOQ degeri ise 0.78 ng/mL* bulunmustur. Ayrica bu g¢alismada
deney kosullarini optimize etmek igin merkezi kompozit tasarimi (CCD) ve

istatiksel varyans analizi ANOVA kullaniimigtir [93].

Bir diger calisma ise PCR c¢alismasina dayali kurkumin tayinine yonelik olarak
Sasikumar ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Bu calismada piyasada yer alan
3 adet kurkumin tozunun Polimorfik DNA'nin Rastgele Amplifikasyonu (RAPD)
yontemiyle analizleri gergeklestiriimistir. Bu galisma sonuunda piyasada yer alan
kurkumin 6rneklerinden bazilarinin daha ucuz ve kurkuminoid igerigi bakimindan
farkh olan yabanil tir oldugu saptanmistir. Ayrica gerek renk farkhli§i gerekse
insan sagligi acgisindan tehdit olusturabilecek bu UrUnlerin kalite kontrol

analizlerinde yeni bir metot olarak bu PCR metodu ortaya konmustur [94].

2011 yilinda Sasikumar ve arkadaslarn tarafindan bir dnceki calismalarinda
oldugu gibi uluslararasi olarak ticareti yapilan énemli bir tibbi baharat Grind olan
kurkuminle ilgili yapilan yonelik sekans analizinden yola c¢ikarak calisma
yapilmistir. Bu g¢alismada islem gormus zerdecgal tozundaki karisimlari tespit
etmek igin spesifik, hassas ve tekrarlanabilir Sekans Karakterize Amplifiye Bolge
(SCARS) belirteclerinin gelistiriimesi amaclanmistir. Hizli ve gtvenilir bir sekilde
geligtirilen bu yontemle 10 g/kg gibi daha dustk derisimlerde, kurkumin miktarini
tespit edebilen SCAR belirtecglerinin etkinligi ortaya konulmustur [95].

2019 yihinda yapilan bir ¢alismada ise yagsiz sutten elde edilen kazein proteini
ile kurkumin arasindaki etkilesimin termodinamik ve kinetik parametrelerini
belirlemek icin SPR ve ultraviyole-gorinur spektrofotometrisi  (UV-vis)
kullaniimistir. Kazein miselleri ve kurkumin kompleksinin in vitro olarak HelLa
hlcreleri vasitasiyla kanser hicrelerine kurkuminin tagsinmasina yonelik nano

tasiyici olarak gorev yapabilme fonksiyonu Gzerinde ¢alisiimistir [95].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Tez kapsaminda kalip molekll olarak kullanilan kurkumin ve 2-
hidroksietilmetakrilat (HEMA), etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), deneyi baglatici
aktivator olarak kullanilan amonyum persiulfat (APS) ve sodyum bisulfit Sigma-
Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan
diger kimyasallar ise Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan alinmistir.
Calismada gercek ornek denemesinde kulanilan ¢ay ve baharatlar ise yerel

marketlerden saglanmistir.

3.2. Kurkumin Baskilanmisg ve Baskilanmamis Poli (HEMA-MATrp) SPR

Nanosensorlerin Hazirlanmasi
3.2.1. Sensor Cip Yuzeyinin Modifikasyonu

SPR nanosensorlerin ¢ip ylUzeyini analize hazirlamak igin allil merkaptan
(CH2CHCH2SH) ile tiyol (-SH) gruplari olusturularak ytzey modifikasyonu
yapiimigtir. Bunun igin ilk once 20 mL pirana ¢ozeltisinde birka¢ saniye bekletilen
¢ip ylzeyi daha sonra etil alkol ile yikanmistir. Yikama iglemi ile temizlenen gip
yuzeyi 200 mmHg basing ve 40°C sicakhdinda vakum etivinde 3 saat boyunca
kurutulmustur. Kurutulmus olan ¢ip yuzeyine esit bicimde dagilacak sekilde 5 pyL
allil merkaptan damlatilirak karanlik bir ortamda ve oda sicakhiginda 12 saat
boyunca bekletilmistir. Bu stre sonunda allille muamele edilmis gip yuzeyi etanol
ile yikanip, kurutulmustur. Bdylelikle altin sensor yuzeyine polimerle etkilesime

girecek —SH gruplari baglanmistir (Sekil 3.1).
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Allil merkaptan
cozeltisi

Hs " \F

Altin yuzey Allillenmis
SPR cip SPR ¢cip

Sekil 3.1. SPR nanosensor ¢ip yuzey modifikasyonun sematik gosterimi

3.2.2. Kurkumin-MATrp Gozeltilerinin Hazirlanmasi

Tez kapsaminda kalip molekil olarak kullanilan kurkumin farkh oranlarda MATrp
monomerinde ¢ozulerek bir karigim olusturulmustur. Bunun igin kurkumin miktari
sabit olacak sekilde 1, 2, 4 ve 8 ymol oranlarinda MATrp eklenerek 4 farkl stok
cozelti elde edilmistir. Elde edilen stok ¢ozeltilerden 20 pL alinarak toplam hacim
metanol ile 600 yL’ye tamamlanmistir. Daha sonra ise 420 nm dalga boyunda
UV spektrofotometrede oOlgimleri yapiimistir. En yiksek absorbans degerine
sahip olan stok ¢o6zelti kurkumin baskilanmis nanopartikil sentezinde
kullaniimistir.

3.2.3. Kurkumin Baskilanmig ve Baskilanmamigs Nanopartikiillerin

Hazirlanmasi

Kurkumin baskilanmig poli(HEMA-MATTp) nanopartikillerin yapiimasinda toplam
Uc tane sivi faz karisimi hazirlanmistir. Oncelikle birinci fazin hazirlanmasinda
200 mg PVA, 30 mg SDS ve 25 mg sodyum bikarbonat 10 mL suda manyetik
karistiricida kanistinlimistir. Bir sonraki asamada yag fazi olarak adlandirilan sivi
fazda 2.1 mL ¢apraz baglayici EGDMA, 0.45 mL fonksiyonel monomer HEMA ve
UV spektrofotometrede en ylksek absorbansi veren kurkumin (1 ymol) ve MATrp
(4 pmol) 6n kompleksi olarak 600 uL kullaniimistir. Hazirlananan yag fazi birinci
faza eklenerek 30 dakika boyunca 24.000 rpm’de karistirilarak homojenize
edilmistir. Karisima bir diger sulu faz; 200 mL suda c¢o6zundurilerek hazirlanan
100 mg PVA ve 200 mg SDS c¢ozeltisi eklenerek sonikatorde 15 dk.
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karistinimistir. Daha sonra elde edilen bu karigim polimerizasyon cihazina
aktarilmigtir. En son olarak polimerizasyonu baslatici aktivatorler olan 230 mg
sodyum bisulfit ve 252 mg APS karisima eklenmistir. Reaktérde 450 rpm hizinda
ve 40°C’de 24 saat boyunca polimerizasyon gerceklestiriimistir. Polimerizasyon
sonrasi elden edilen nanopartikullerden yikama iglemine tabi tutulmustur. Bunun
icin 5 kez art arda etil alkol ve saf su ile ylkanmigtir. Her yikama basamagindan
sonra 9000 rpm hizinda santriflij edilerek baglanmayan molekdllerin partikil
yapisindan uzaklasmasi saglanmigtir. Daha sonra ylkama iglemi tamamlanan
nanopartikullerden 4 yL hacminde alinarak alillenmig gip yuzeyine damlatiimigtir.
Spin coater cihazi ile c¢ip ylzeyine homojen olarak dagilimi saglanan
nanopartikullerin 100 W gucundeki UV 1si1g1 altinda 40 dakika boyunca
fotopolimerizasyon reaksiyonu gergeklestiriimistir.  Kurkumin baskilanmis
nanopartikil sentezinde en son basamak ise polimerizasyon reaksiyonunda
baglanmayan yapilarin ¢ip yluzeyinden uzaklastirmaktir. Bunun icin saf su ve
etanol ile altin gip yuzeyi yikanip kurutulmustur.

Kurkumin baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) nanopartikillerin hazirlanmasinda
ise kalip molekul olarak kullanilan kurkumin eklenmeden ayni sentez
basamaklari uygulanmigtir. Bunun igin birinci faz 200 mg PVA, 30 mg SDS ve 25
mg sodyum bikarbonat 10 mL suda ¢dzllerek hazirlanmistir. Yag fazi olarak
adlandirdigimiz diger faz ise 2.1 mL EGDMA, 0.45 mL HEMA ve kalip monomer
MATrp 197.6 pL karistirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan birinci faza yag fazi
eklenerek sonikatorde karistiriimistir. Sentezde yer alan bir diger faz olan 100 mg
PVA ve 200 mg SDS kristali 200 mL suda ¢o6zundurllerek hazirlanan karisima
eklenmistir. Daha sonra cam polimerizasyon cihazina aktarilan baskilanmamig
nanopartikil ¢dzeltisine aktivator olarak 230 mg sodyum bisulfit ve 252 mg APS
eklenmistir. Polimerizasyonun basglamasi igin gerekli olan 40°C sicaklik ve 450
rom karistirma hizinda nanopartikiller 24 saat boyunca bekletilmigstir (Sekil 3.2).
Kurkumin baskilanmig nanopartikil sentezinde oldugu gibi tepkimeye girmeyen
monomerlerin ortamdan uzaklastiriimasi igin seri halinde 5 kez saf su ve etanol
ile yikanip 9000 rpm’de santriflij edilmistir. En son basamakta ise kurkumin
baskilanmamis nanopartikullerin ¢ip yuzeyine immobilizasyonu UV 15131 altinda
gerceklestiriimistir ve ¢ip yuzeyi baglanmayan yapilarin uzaklastirilmasi igin
yikanmistir.
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Sekil 3.2.Kurkumin baskilanmig (MIP) ve baskilanmamis (NIP) nanopartikullerin
polimerizasyon cihazindaki ve yikama islemi sonrasindaki goruntuleri.

3.2.4. Kalip Molekul Kurkuminin Desorpsiyonu

Kurkumin baskilanmig SPR  nanosensorlerin  yuzeyinden  kurkuminin
uzaklastirimasi i¢cin 0.5 M NaCl ¢ozeltisi kullanilarak yaklasik 1 saat kadar
yikama iglemi gerceklestiriimigtir. Her yikamada da desorpiyon ¢ozeltisi olan
NaCl degistirilmistir.

3.3. Kurkumin Baskilanmig poli(Hema-MATrp) Nanosensorlerinin

Karakterizasyonu
3.3.1. Zeta Boyut Analizi

Kurkumin baskilanmis nanopartikillerin boyut analizi dlgiimleri mensei ingiltere
olan Malvern marka Nano Zetasizer cihazinda yapilmistir (Sekil 3.3). Zeta boyut
analizi kirlma indeksi 1.2 ile 1.65 araliginda olan cihazla i1s1§in molekuler
duzeydeki itme ve gekme kuvvetinin olguimu sonucunda partikul boyutuna ve
kolloidal ¢Ozelti igerisindeki dagilimi hakkinda bilgi vermektedir. Bu amagla
nanopartikil ¢ozeltisinden 1 mL kadari kuvartz kuvete aktarilarak olgim
alinmistir. Olglimler 3 kez tekrarlanip ortalamasi alinarak boyut ve dagilhm verileri

ortaya konmustur.
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Sekil 3.3. Nano Zetasizer cihazi

3.3.2. Elipsometre Olgiimleri

Tez calismasi kapsaminda bir diger karakterizasyon caligmasi nanosensor
yuzeylerinin yuzey kalinhgini dlgmek Uzere elipsometre oOlgumleri yapilmistir.
Elipsometre cihazi 11gin ylzey Uzerinde kirilmasi ve yansimayla meydana gelen
kutuplagsma farkinin dlgulmesi sonucu yuzey kalinh@r hakkinda bilgi vermektedir.
Bunun icin EP3-Nulling Elipsometre (Almanya) cihazi kullaniimistir (Sekil 3.4).
Olgimler 532 nnm dalga boyunda gelen isikla 3 tekrarll 6 farkli noktanin
dlcimiyle gerceklestiriimistir. Olcim sonucu elde edilen sonuglarin ortalamasi

alinarak kaydedilmigtir.
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Sekil 3.4. EP3-Nulling Elipsometre cihazi

3.3.3. Temas Agisi Olgiimleri

Sentezlenen SPR c¢ip ylzeyinin karakterizasyon c¢alismalarinda Almanya
menseili KRUSS DSA100 cihazi kullanilarak temas agisi dlgiimleri de yapilmigtir
(Sekil 3.5). Temas acisi Olgimlerinde kati yuzeyin, sivi ortamdaki biyolojik
materyalle olusturacagl ortamin yanitini karakterize etmektedir. Metal yluzeyin
islatilabilirligi diger bir deyisle hidrofilisite olarak ifade edilen bu durum, modifiye
edilmis ya da modifiye edilmemis olan kati ylzeyin suya olan ilgisini ortaya

koymak i¢in yapilan karakterizasyon ol¢gumleridir.

Tez kapsaminda modifiye edilmemis SPR ¢ip yuzeyi, kurkumin baskilanmis ve
baskilanmamis olmak Uzere Ug¢ ana grupta temas agisi olgumleri yapilmistir. Bu
Olcimler kapsaminda altin ¢ip ylzeyinin farkh bolgelerine su damlatiimis ve

temas acilan belirlenek bu gruplara ait fotograflar cekilmistir. Kati SPR
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nanosensor yuzeyinin su damlasi ile sag taraftan alinan temas agisi1 degeri ve sol

taraftan alinan temas acisi degeri ve her iki noktanin ortalamasi hesaplanarak

.

veriler ortaya konulmustur.

Sekil 3.5. KRUSS DSA100 Temas agisi dlgiim cihazi

3.3.4. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Olgiimleri

Gerek kurkumin baskilanmis gerekse baskilanmamigs nanopartikillerin yikama
islemleri tamamlandiktan sonra Amerika menseili QUANTA 400F Field Emission
taramali elekron mikroskop Olcumleri igin ornegin hazirlanmasi agsamasina
gecilmistir. ilk olarak numune tablasinin lizerine drnegi sabitleyecek sekilde
karbon bant yapistiriimistir. Ikinci olarak érnegin SEM goriintilerinin alinmasi
asamasina gecilmistir. Bunun icin uygun gerilim ve buyutme ile Ornekler
incelenmigtir. Boylece nanopartikullerin  yuksek ¢ozunarlukla U¢ boyutlu

goruntuleri ve morfolojk géruntuleri elde edilmigtir.
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3.3.5. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

Tez kapsaminda sensor yuzeylerinin U¢ boyutlu karakterizasyonu igin atomik
kuvvet mikroskobu ile oélgimler alinmistir. Bu &lgiimler ingiltere menseili
Nanomagnetics firmasindan temin edilen AFM cihaziyla gergeklestirilmistir. ilk
olarak kurkumin baskilanmamisg ¢ip yuzeyi daha sonra ise kurkumin baskilanmig
cip yuzeyi cihaz yuzeyine karbon bant yardimiyla sabitlenerek inceleme oncesi
hazir hale getirilmistir. Daha sonra ise yuzeylerin kantilever yardimiyla tg¢ boyutlu
tarama islemleri baslamistir. Calisma modu yari degen, hiz 2 um/s, titresim
genligi 1 VRSM ile bos titresim genligi 2 VRSM olmak uzere 256x256 piksel
¢Ozunurlikte olgumler alinmigtir. Herbir ylzey icin yaklasik 5x5 um’lik bir alanda

inceleme yapilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

3.3.6. Fourier Donlsimli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)
Spektrofotometre Analizi

Kurkumin baskilanmis ve kurkumin baskilanmamis poli(HEMA-MATrp)
nanopartikillerin Fourier transform kizilétesi spektroskopisi (FTIR) spektrumlari,
bir FTIR spektrofotometresi (Varian FTS7000, Palo Alto, CA) kullanilarak elde
edilmistir. Bunun igin nanopartikuller kurutulmus ve ardindan 2 mg ornek IF
dereceli 98 mg KBr ile karistirilmistir. lyice karistirilmis numune bir pelet formuna
basingla preslenmistir ve nanopartikillerin FTIR spektrumu kaydedilmistir.
Bdylece gerek kurkumin baskilanmig gerekse baskilanmamis nanopartiktllerdeki

karakteristik bandlari incelenmistir.

3.4. SPR Nanosensorler ile Kinetik Analizler

Kinetik analizler kurkumin baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) olmak
uzere iki koldan yuaruatulmuastar. Molekuler baskilanmis nanosensorlerde kalip
molekul kurkumin miktari sabit olup, fonksiyonel monomer olan poli(Hema-
MATrp) miktari degistirilerek hazirlanmistir.  Molekuler baskilanmamis
nanosensorler ise kurkumin olmaksizin sadece fonksiyonel monomer ile
olusturulmustur. Molekuler baskilanmis nanosensor g¢alismasinda kurkuminin
farkli derigsimleriyle SPR’da dlgimler yapilmistir. Bu ¢oézeltiler 0.01 mg/mL ve 150
mg/mL derisim araliinda pH 7.4 fosfat tamponuyla hazirlanmistir. ik olarak

sisteme 2 dk boyunca pH 7.4 fosfat tamponu verilmigtir. Daha sonra farkl
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derisimlerdeki kurkumin ¢ozeltileri 25°C’de dakikada 2 mL akis hizinda 10 dk
boyunca dlgumler alinmigtir. Son olarak desorpsiyon agsamasinda ise 0.5 M NaCl
2 dk sureyle nanosensorden gegirilmistir. Yapilan olgumler sonucunda ¢ikarilan
sensogramlar ile (%)AR ile sembolize edilen kiriima ylzdesi degerleri

belirlenmistir.
3.5. Secicilik Caligmalari

Tez kapsaminda vyapillan kurkumin baskilanmamis poli(HEMA-MATrp)
nanosensorler ile kurkumin baskilanmis nanosensorlerin segicilik ozellikleri
ortaya konmustur. Bunun i¢in 50 mg/L derigsimindeki boyar maddelerden sunset
yellow ve tartrazin molekulleri ile SPR 6lgumleri yapilmigtir. Hazirlanan ¢ozeltiler
secicilik calismasinda kullanilan molekiller ile pH 7.4 fosfat tamponu ve kurkumin

ile hazirlanarak olgumler alinmistir.
3.6. Gergek Ornek Denemesi

Kurkumin baskilanmig nanosensorler ile gergcek ornek denemesi marketten
alinmis olan kurkumin igerikli bitkisel cay ve toz halinde baharat olarak satilan
kurkuminin ekstrasiyonu ile yapilmisgtir. Ekstraksiyon igin Oncelikle 60 L
siklohekzilamin ve 0.6 gr NaCl 10 mL santrifuj tupune aktariimistir. Daha sonra
cay ve baharat orneklerinden 0.2 gr. tartiip santriflj tUpundeki karigima
eklenmigtir. Diger bir taraftan 1.35 mL %85’lik HsPOa4 ve 23.98 gr NaH2P04.2H20
son hacim 1 L olacak sekilde pH 3.0 tamponu hazirlanmistir. Santriflij tiptindeki
elde edilen karisimin pH 3.0 tamponuyla 10 mL’ye tamamlanmistir ve 5 dk
boyunca vortekslenmigtir. Son olarak 5000 rpm’de 25 dk santrifuj edilmistir.
Supernatant kismi alinmis ve SPR analizlerinde kullanilmistir [97]. Ayrica gergek
ornek denemesinde referans metot olarak sivi kromatografi-kitle spektrometresi
(LC-MS) cihazi kullanilmigtir. Bunun igin Amerika menseili Thermo Scientific
Quantum Access Triple Quadrupole cihazi ¢alisiimistir. Bu yontemde ile spike
numunelerde kurkumin konsantrasyonu tayini yapilmistir. LC-MS ayrimi, C18
ters faz kolonu (2.1x50 mm, 1.7 um) Agilent Technologies, Santa Clara, CA ile
saglanmistir. Calismalarda mobil faz A olarak suda ¢6ziinmus %0.1 formik asit
ve organik mobil faz B olarak iae asetonitril (ACN) kullaniimistir. TUum analizler
100 pL/dk akis hizinda gergeklestiriimistir [97]. LC-MS analizlerinde her bir

numuneden cihaza 20 yL hacminde 6rnek verilmis olup, analiz suresi ise 18
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dakikada tamamlanmigtir. Buna gore elde edilen sonuglar ile SPR sonuglari

kargilastiriimistir.
3.7. Tekrar Kullanilabilirlik

Hazirlanan SPR nanosensoérlerin tekrar kullanilabilirligini ve stabilitesini
incelemek amaciyla 50 mg/L derigimindeki kurkumin ile tekrarli oOlgUmler
yapilmigtir. Tekrar kullanilabilirlik igin stok kurkumin ¢ozeltisi SPR sistemine ayni
gun icerisinde art arda 5 kez verilerek dlgimler alinmigtir. Ayrica uzun vadede
stabilitesini incelemek amaciyla kurkumin baskilanmis SPR nanosensoérlerin
aylar igerisinde tekrar kullanilabilirlik testleri yapiimigtir. Bunun igin 50 mg/L
derigimindeki kurkumin ile ilk ay ve 9 ay sonrasinda farkli zaman dilimlerinde
dlguimler yapilmistir. Olglimler sonrasinda elde edilen sensogramlar ile kurkumin

baskilanmis poli(Hema-MATrp) nanosensorlerin verimliligi ortaya konulmustur.

36



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kurkumin Baskilanmig ve Baskilanmamis Nanopartikilli SPR

Nanosensorler

4.1.1. Baskilanmis ve Baskilanmamig Kurkumin-poli(Hema-MATrp) SPR

Nanosensorlerin Karakterizasyonlari

Tez kapsaminda hazirlanan SPR nanosensorlerin ézelliklerini incelemek igin
asagida belirtildigi gibi zeta boyut analizi, elipsometre, temas acisi ve taramali

elektron mikroskobu (SEM) ile yapisal karakterizasyon galigmalari yaratalmustar.
4.1.1. Zeta Boyut Olgiimleri

Kurkumin baskilanmig ve baskilanmamig nanopartikullerin Zeta cihazi ile dlgulen
boyut ve dagilim analizlerine dair veriler Sekil 4.1’de yer almaktadir. Kurkumin
baskilanmamis nanopartikullerin ortalama boyutu 68.73 nm, partikdl dagilimi
olarak ifade edilen polidispersite indeksi (PDI) 0.115 olarak saptanmistir.
Kurkumin baskilanmis nanopartikullerin boyutu ise 70.37 nm, PDI degeri ise
0.122 olarak kaydedilmistir. Zeta boyut analiz sonuglarina bakildiginda gerek
baskilanmis gerekse baskilanmamis nanopartikullerin PDI degerleri birbirlerine
yakin olarak bulunmustur. Her iki grup partikilde de PDI degerlerinin yakin olmasi
dagilimin homojen oldugunu gostermektedir. Bu durum nanopartikul sentezinin
basaril bir sekilde gerceklestigini gostermektedir. Ayrica elde edilen sonuglara
gore, kurkumin baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikullerin boyutlarinin
birbirine yakin ve molekuler baskilanmis nanopartikullerin boyutlarinin ise daha
buyuk oldugu ortaya konulmustur. Bu durum ise molekuler baskilamanin basarili

bir sekilde gergeklestirildigini isaret etmektedir.
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4.1.1.2. Elipsometre Olgiimleri

Tez kapsaminda hazirlanan kurkuminin baskilanmig ve baskilanmamis altin ¢ip
ylzeyinin kalinliklari elipsometre cihaziyla élgulmustir. Bu kapsamda olgumler,
dalga boyunun 532 nm ve 1sigin gelis agisinin 62° oldugu kosullarda
gerceklestiriimistir. Elde edilen goruntilerden kurkumin baskilanmis SPR
nanosensorun ortalama kalinhg 78.5 nm ve kurkumin baskilanmamig
nanosensorun ise ortalama kalinlik degeri 73.4 olarak bulunmustur. Sekil 4.2°’de
yer alan elipsometri goruntulerine de bakildiginda kurkumin baskilanmis SPR
nanosensorundn kalinh@inin baskilanmamis nanosensor kalinligindan fazla
oldugu gorulmektedir. Bu sonug molekuler baskilamanin basarili bir sekilde

gercgeklestigine isaret etmektedir.

Sekil 4.2. SPR nanosensorlerin elipsometri goruntuleri (A) Kurkumin baskilanmig

ve (B) Kurkumin baskilanmamis

4.1.1.3. Temas Agisi Olgiimleri

Modifiye edilmemis altin SPR ¢ip ylUzeyi, kurkumin baskilanmis ve kurkumin
baskilanmamis SPR ¢ip ylzeyi olmak Uzere yapilan temas agisi 6lgim sonuglari
Sekil 4.3'te verilmistir. Olgiimler nanosensor ylizeyinde farkli noktalara damlatilan
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su damlasinin sag ve sol taraftaki temas noktasindan alinan ve her iki noktaya
dair elde edilen degerlerin ortalamasi hesaplanarak yapilan temas agisi dlgim
sonuglari ortaya konulmustur. Bdylece gerek modifikasyon sonrasi gerekse
molekuller baskilamanin ylzeyde meydana getirdigi hidrofilisitedeki farklilik
belirlenmistir.

Tez kapsaminda ilk olarak modifikasyona ugramamis ¢ip yuzeyinin temas acisi
Olcim sonugclarina bakiimistir ve yapilan élgimler sonucunda temas agisi degeri
82.6" + 3.6 bulunmustur. Ikinci olarak c¢ip ylzeyinin allii merkaptan ile
modifikasyonu sonrasi Olguimler alinmigtir. Bunun sonucunda ise 72.6°+2.7
olarak belirgin bir azalig gézlenmistir. Son olarak ise kurkumin baskilanmis ve
baskilanmamis ¢ip yuzeylerinde élgiimler alinmis, bu degerler sirasiyla 79.4°+2.1
ve 76.1°t3.5 temas agisi deg@erleri bulunmustur. Bu sonuglara gore kurkumin
baskilanmis SPR cip ylzeyindeki MATrp monomerinin hidrofobik fonksiyonel
gruplari nedeniyle yuzeyin hidrofobik karakterindeki artis kaydedilmigtir.

Al A2

|

Sekil 4.3. (A1) Modifiye edilmemis SPR c¢ip yuzey, (A2) Allil merkaptan
modifikasyonu sonrasi SPR ¢ip ylzeyi, (A3) Kurkumin baskilanmamis SPR ¢ip
yuzeyi ve (A4) Kurkumin baskilanmig SPR ¢ip yuzeyleri temas agi fotograflari
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4.1.1.4 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Olgiimleri

Nanopartikullerin  SEM ile yapilan karakterizasyon c¢aligmalari sonucunda
kurkumin baskilanmis nanopartikillerin SEM analizinde, yaklasik olarak 76.63
nm buyudkliginde oldugu bulunmustur (Sekil 4.4). Ayrica kurkumin baskilanmis

nanopartikullerin purazlu bir yizeye sahip oldugu gozlemlenmistir.

EHT= 500 kv Signal A= SE2
Mag = 100.00 K X WD = 7.2 mm

Sekil 4.4. Kurkumin baskilanmis nanopartikillerin SEM goértntis

4.1.1.5. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

SPR nanosensorlerinin ylzey karakterizasyonu igin kullanilan AFM sonuglari
degerlendirilmigtir. Bu sonuglara gore kurkumin baskilanmis nanosensorlerin
ylzey derinigi 43.8 nm olup, kurkumin baskilanmamis nanosensor ylzeyi ise
39.6 olarak kaydedilmistir (Sekil 4.5). Sonuclarda yola c¢ikarak kurkumin
baskilanmis nanopartikillerin  SPR nanosensor yuzeyine homojen olarak

yayildigi gdézlemlenmisgtir.
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Sum

Sekil 4.5. (A1) Kurkumin baskilanmis SPR nanosensor yuzeyi, (A2) Kurkumin
baskilanmamis nanosensor yuzeyi
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4.1.1.6. FTIR Spektrofotometre Analizi

Kurkumin baskilanmis ve baskilanmamis poliHEMA-MATrp) nanopartikullerin
FTIR spektrumlari sirasiyla Sekil 4.6 ile gosterilmektedir. Kurkumin baskilanmis
nanopartikiller icin 1630 cm ve 1513 cm* dalga boylarindaki bant C=C ve C=0
titresim modlarina sahiptir. Ayrica aromatik halkalarin C-H titresimlerinden dolayi
1239 cm™ bandinda meydana gelmistir. Her iki spektrumdan da 2941 cm™
(alifatik alkil icin CH gerilme bantlarr), 1710 cm™ (C=0 gerilme bandi), 1446 cm™*
ve 1371 cm? (amid icin CN gerilme bantlari) ve 1147 cm* (aromatik halka
bukilme bandi) bantlar oldukga belirfin bir gekilde gorulmektedir. MATrp
yapisinda bu bantlara kargilik gelen bazi fonksiyonel gruplarin varligi, MATrp
monomerinin nanopartikullerin yapisina basarili bir gekilde dahil edildigini
gOstermektedir. Ayrica tum bu sonuglardan yola ¢ikarak molekuler baskilamanin

basarili bir sekilde gergeklestigi ortaya konulmaktadir.
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130 | 1l \ o™
- o = %0 \ \H 'x\ \
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Sekil 4.6. Kurkumin baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) nanopartikullerin
FTIR spektrumlari.
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4.1.2. Kurkumin Baskilanmis poli(Hema-MATrp) SPR Nanosensorlerin

Analizleri
4.1.2.1. Kurkumin-MATrp Oraninin Belirlenmesi

Kalip molekul kurkumin sabit tutularak degisen mol oranlarinda MATrp monomeri
ile nanopartikul sentezi igin 6n karigim olusturulmustur. Bu karisim 1, 2, 4 ve 8
pmol degisen oranlarda MATrp ve 1 ymol kurkumin ile hazirlanmigtir. Elde edilen
karigimlardan 20 pL alinip toplam hacim metanolle 600 pyL tamamlanmistir. Daha
sonra UV spektrofotometrede 420 nm dalga boyunda délgumler yapiimistir. Elde
edilen absorbans dederleri ait sekil 4.4’de gosterilmistir. Sekilde de goruldugu gibi
en yuksek absorbans degerine MATrp'nin 4 pmol oldugu c¢ozeltiden elde
edilmistir. Nanopartikll sentezi basta olmak Uzere diger tum analizlerde bu oran

kurkumin stok ¢ozeltisi olarak hazirlanmistir.

0,9
08 Cur:MATrp (1:4)
' ——Cur:MATrp (1:8)
0.7 Cur:MATrp (1:2)
506 ——Cur:MATrp (1:1)
[0 .
" 0.5 Curcumin
e
3
504
2]
Q
< 0,3
0,2 J
0,1
0
200 300 400 500 600 700

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.7. Kurkumin-MATrp UV taramasi
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4.1.2.2. SPR Nanosensorler ile Kinetik Analizler

Tez kapsaminda kurkumin baskilanmis poli(Hema-MATrp) nanopartikiller ile
olusturulan SPR nanosensdrler ile kinetik analizler gerceklestiriimistir. ilk olarak
sistemden 3 dk boyunca pH 7.4 fosfat tamponu gegirilmigtir. Sistem dengeye
geldikten sonra kurkuminin 0.01 mg/L ile 150 mg/L araliginda farkh derigimleri
8 dk boyunca sisteme verilmistir. Bu derigsimler pH 7.4 fosfat tamponuyla
hazirlanmistir. Desorpsiyon islemi ise 3 dk boyunca 0.5 M NacCl ile
gerceklestiriimistir. Bdylece kurkumin baskilanmigs SPR nanosensorler ile 2
mL/dk akis hizinda toplam analiz suresi yaklagik 14 dk surmustur. Analiz
sonrasinda elde edilen sinyallerden yola ¢ikarak SPRview yazilim programi
destegiyle kinetik veriler incelenmigtir. Zamana karsi kiriima ylzdesi
hesaplanarak farkl derisimlerdeki kurkumin ¢ézeltisine ait sensogramlar elde
edilmigtir. Sekil 4.8 ve 4.9'da yer alan sensogramdan yola ¢ikarak kurkumin

derigiminin (C) artmasiyla kirilma ylzdesinin arttigi gézlenmisgtir.

70 — 150 mglL
— 100 mglL
G0 ——5&0mglL
10 mglL
— & mgiL
50 —1 ——1mglL
0.5 mg/L
x 40 0,1 mg/L
; I ——0,05 mgiL
— 1,01 L
30 i
20 ‘I
10
0 - &
] 100 300 400 500 800 YOO 800 800

Zaman (saniye)

Sekil 4.8. Kurkumin ¢ozeltisi ile kurkumin baskilanmis SPR nanosensor
arasindaki etkilesimlere dair sensogram grafigi (0.01-150 mg/L derigim
arahginda).
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Sekil 4.9. Kurkumin ¢ozeltisi ile kurkumin baskilanmis SPR nanosensoér

arasindaki kinetik analizlere ait sensorgramlar (0.01-1.0 mg/L derigim araligi)
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Sekil 4.10. Kurkumin derigimi ile kurkumin baskilanmigs SPR nanosensdrdeki
kirllma ylzdesi arasindaki kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.10'da goruldugu uzere kurkuminin farkli derisimlerindeki kiriima
yuzdesine karsi olan grafik yer almaktadir. Grafikten elde edilen veriler
dogrultusunda lineer bdlge x ekseninde 0.01 mg/L, 0.05 mg/L, 0.1 mg/L, 0.5
mg/L, 1 mg/L olmak Uzere toplam 5 kurkumin derisimi yer almaktadir. Bu
kalibrasyon grafigine goére determinasyon katsayisi olarak ifade edilen R? 0.99
olarak hesaplanmistir. Ayrica lineer bolgeye ait kalibrasyon denklemi y=
0.4218x+1.0889 olarak bulunmustur.

4.1.2.3. Kurkumin Baskilanmigs SPR Nanosensorler ile Denge Analizleri

Kurkumin baskilanmis poli(Hema-MATrp) nanopartikuller ile olusturulan SPR
nanosensorlerin kinetik analizlerden sonra denge analizleri ve baglanma kinetik
analizleri incelenmistir. ilk olarak denge analizlerine bakildiginda Scatchard
izoterminden vyola c¢ikilmistir. Scatchard izotermine gére ligand reseptor
baglanma iliskisine dayanarak nanosensor ylzeyine baglanan ve baglanmayan
ligand arasindaki derisim ortaya konulmaktadir. Buradan yola ¢ikarak ortaya
konan grafiklerde kirinim degdisimi (AR) baz alinarak hesaplamalar yapiimistir.

Genel olarak ortaya konan Scatchard izoterm esitliginde;
dAR/dt=kaC(ARmax- AR)kdAR @

Bu denklemde AR daha oncede belirtildigi gibi kirinim degisimini, dAR/dt
sinyaldeki degisim hizini, ka baglanma hiz sabiti, kd ise ayrilma hiz sabitini ve C
ise derisimi ifade etmektedir. Tersinir bir baglanma tepkimesini ifade eden
Scatchard izotermine gore sensor ylzeyi denge haliydeyken AR sifira esit

olmaktadir. O zaman tekrar esitlige bakilacak olunursa;
ARdenge/C = KaARmaks— KAARdenge (2)
esitligi elde edilmektedir.

Denge halindeki halindeki tepkime s6z konusu oldugunda kirihm farkindaki
degisim ARdenge Olarak ifade edilmektedir. Burada baglanma sabiti olan Ka ise
ka/kd’nin arasindaki orana ayrica ayrilma sabiti olan Kp ise 1/Ka'ya esit
olmaktadir. Scatchard denkleminde yer alan C olarak ifade edilen derigim
cikartildiginda elde edilen veriyi grafige doktigumuzde x ekseni adsorbsiyon

bdlgelerini y ekseni ise desorpsiyon bolgelerini gostermektedir.
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Scatchard denge analiz grafigine bakildiginda Ka ve Ko degerleri arasindaki fark analit
ile ligand arasindaki baglanma noktalarinin sayisini ortaya koymaktadir. Sekil
4.11’deki Scatchard denge analiz grafigi ve gizelge 4.1°’de yer alan tabloda yukarida
belirtilen denklemlere gore denge analiziyle ilgili hesaplanmig veriler yer almaktadir.
Buradan yola ¢ikarak hazirlanan kurkumin baskilanmigs SPR nanosensorde Ko ve Ka

degerleri hesaplanmigtir.
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Sekil 4.11. Scatchard denge analiz grafigi.

4.1.2.4. Kurkumin Baskilanmig SPR Nanosensorler ile Baglanma Kinetik

Analizleri

Kurkumin baskilanmis poli(Hema-MATrp) nanopartikuller ile olusturulan SPR
nanosensorler ile yapiimis olan baglanma kinetik analizleri incelenmigtir. Denge
analizi esitik 2’de yer alan dAR/dt=kaC(ARmax-AR)kdAR denklemi tekrar

duzendiginde;
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dAR/dt=kaCARmaks-(kaC+kd)AR 3)

esitligi elde edilmektedir. Yukarida 3. esitlikte yer alan dAR/dt kargi AR grafigi
cizildiginde egim -(kaC+kd) olmaktadir. Genel olarak baglanma hizi olarak ifade
edilen ka, derisim olarak ifade edilen C ile dogrusal bir orantiya sahiptir. Buradan
yola gikarak C degeri hesaplanabilmektedir. Oncelikle Rmaks degerinin pratik
olarak belirlenebilmesi i¢cin sensor ¢ip yuzeyinin maksimum analit derisimiyle
doygunluga ulasmasi gerekmektedir. Daha sonra Rmaks dederi belirlenerek tek bir
sensogram ile ka ve ka de@erleri hesaplanabilmektedir. Farkli derisimlerin oldugu
SPR calismalarinda ka sensogramlarinin alinmasi dogru bir yaklagimdir. Tersinir
bir baglanma tepkimesinde S sembolu ifade edilen egim degeri esitlik 3'te yer
alan denklem baz alinarak cizilen grafige goére duzenlenirse esitlik 4

olugsmaktadir.
S = kaC + kd 4)

Esitlik 4’e gore cizilen grafige gore ka degeri egim olmaktadir. Baglanma hiz sabiti
olan kaC deg@eri desorpsiyon sabiti olan ka degerinden blyuk oldugu durumlarda

Esitlik 4'te de yer alan kq degerinin hesaplanmasi ¢ok dogru olmamaktadir.
IN(ARo / ARt) = ka (t — to) (5)

ARo ve AR: degerlerinin t=0 ve t zamanlarindaki SPR sinyallerinden alinan
sonuglarinin logaritmasi alinarak esitlik 5 ortaya g¢ikmaktadir. Buradan Kkd
degerinin hesaplanmasi daha kesin bir sonu¢ vermektedir. Sekil 4.12°de
kurkumin baskilanmis SPR nanosensdrlerin baglanma kinetigine dair grafik yer
almaktadir. Ayrica gizelge 4.1°’de ise yukarida yer alan denklemler baz alinarak

hesaplanmig baglanma kinetik analizine dair veriler bulunmaktadir.
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Sekil 4.12. Baglanma kinetigi grafigi

Cizelge 4.1. Kinetik hiz sabitleri

80 100 120 140

C (mg/L)

Denge Analizi
(Scatchard)

Baglanma Kinetik
Analizi

ARmaks: 84

ka, (Mmg/L.s): 0.031

Ka, (mg/L): 0.0107

Kd, (1/s): 0.029

Kb, (L/mg): 93.46

Ka, (mg/L): 1.069

R?: 0.855

Kb, (L/mg): 0.935

R?: 0.9674
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4.1.2.5. Kurkumin Baskilanmis SPR Nanosensoérler ile Denge izoterm

Analizleri

Kurkumin baskilanmis poli(Hema-MATrp) nanopartikiller ile olusturulan SPR
nanosensorlerin izoterm modelleriyle de analizler yapiimigtir. Doért farkli izoterm
modeli uygulanmistir. Denge analizlerinde kullanilan Scatchard izotermi disinda
Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich izoterm modellerinden de

yararlaniimigtir.

ik olarak Freundlich izoterm modelinde heterojen yiizeylerdeki adsorbsiyon igin

kullaniimaktadir. Asagida belirtilen formulle ifade edilmektedir.
AR=ARmaks[C]¥" (6)

ikinci olarak bahsedilen Langmuir izotermi, Freundlich izoterminin tersine
homojen ylzeylerdeki adsorbsiyon icin kullaniimaktadir. Langmuir izoterminde
¢ip ylzeyinde analit adsorpsiyonun esgit bir sekilde yayildigi ve enerjinin de esit
olup, analitteki molekuler arasi etkilegsiminin sifir oldugu ortaya konulmustur.

Asagidaki formulle ifade edilmektedir.

AR={ARmaks[C]/(Kp+[C])} (7)

Son olarak hem Langmuir hem de Freundlich izoterm modeli yer almaktadir. Bu
model ise asagida belirtilen formulle ifade edilmektedir.

AR={ARmaks[C]1n/Kp+[C]1n} (8)

Kurkumin baskilanmis poli(Hema-MATrp) nanopartikiller ile olusturulan SPR
nanosensorlerin her Ug izoterm modeli baz alinarak ortaya konan veriler gizelge
4.2'de yer almaktadir. Ayrica Sekil 4.13'de Langmuir, Sekil 4.14’de Freundlich ve

Sekil 4.15’de Langmuir-Freundlich izoterm grafikleri yer almaktadir.
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y =1.1233x + 1.3481
R?=0.994
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Sekil 4.13. Kurkumin baskilanmis SPR nanosendrlerde Langmuir izotermi

In AR

y =0.8787x-0.1713
R?=0.9733

Sekil 4.14. Kurkumin baskilanmis SPR nanosendrlerde Freundlich izotermi
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Sekil 4.15. Kurkumin baskilanmis SPR nanosendrlerde Langmuir-Freundlich
izotermi

Cizelge 4.2. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri

Langmuir ARmaks, (Mg/L): 0.742
Kb, (L/mg): 0.833

Ka, (mg/L): 1.200

R?: 0.994

Freundlich ARmaks, (Mmg/L): 1.187
1/n: 0.8787

R2:0.9733
Langmuir-Freundlich ARmaks, (Mmg/L): 0.0514
1/n: 0.8787

Kb, (L/mg): 1.356

Ka, (mg/L): 0.737

R?: 0.9603
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Cizelge 4.2.'de yer alan veriler dogrultusunda her Gg¢ izoterm modeli icerisinde en
uyan model ARmaks degerinin 0.742 mg/L ile ve R? degerinin 0.994 ile en yiiksek
oldugu Langmuir izoterm modelidir. Ayrica Ko ayrilma sabitinin 0.833 L/mg
olmasi sebebiyle, 1.200 mg/mL olan baglanma sabiti Ka’den kiguktir. Buna goére
sonuglar kurkuminin nanosensor yluzeyine baglanmasinin homojen ve tek
tabakali guclu bir baglanti olduguna isaret etmektedir.

4.1.2.6. Kurkumin Baskilanmig SPR Nanosensorler ile Segicilik Analizleri

Hazirlanan kurkumin baskilanmis SPR nanosensorlerin  secicilik analizleri
C16HoN4NasO9S2 molekul formuline sahip 50 mg/L derigsiminde tartrazin (MA:
534.36 g/mol) ve CisH10N2Na207S2 molekul formaline sahip 50 mg/L derigimin
sunset yellow (MA: 452.38 g/mol) molekiilleri ile yapilmistir (Sekil 4.16).

(A)

0 OH
= e, ~ ~
HO | = OH
OCH, H4CO
(B) o
Na*:ﬁJ =N
NaO-§— V=N
o = OH 5 0Na
o

Sekil 4.16. (A) Kurkumin, (B) Sunset Yellow ve (C) Tartrazin molekuler yapisi
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Sekil 4.17. Kurkumin (CUR), Sunset Yellow (SY) ve Tartrazin (TAR) ¢ozeltileri ile
kurkumin baskilanmis SPR nanosensdrine (MIP) ait sensogram

Sekil 4.17°e bakildiginda kurkumin baskilanmis nanosensoérde kurkumin diginda
kullanilan molekullerde spesifik bir baglanmanin olmadigi kaydedilmigtir.
Buradan cikarilan sonuca gore elde edilen nanosensorun yalnizca kurkumine
spesifitesi oldugu kanitlanmistir. Segicilik calismasi kapsaminda gerek kurkuminli
gerekse vyarismaci molekullerin  birbiriyle karigimlari  hazirlanip  dlgimler
alinmigtir. Bu tur karisimlardan elde edilen (%)AR degerinin daha dusuk oldugu
saptanmigtir. Karisim halindeki durumlarda molekullerin yarismaci davranig

sergiledigi ve kayma degerinde dususe yol agtigi ortaya konulmustur.

Ayrica tez kapsaminda segicilik ¢alismalarinda spesifite farkindaligini ortaya
koymak icin kurkumin baskilanmamis poli(Hema-MATrp) nanopartikuller ile
olusturulan SPR nanosensoérleri hazirlanmigtir. Sunset yellow ve tartrazin
cOzeltileri tipki  kurkumin baskilanmis nanosensérlerde oldugu gibi SPR
sisteminde analiz edilmigtir. Sekil 4.18’e bakildiginda kurkumin digindaki
molekulerde (%)AR degerinin daha az oldugu gorulmektedir. Bu durum ise bu

molekullerin rekabetci ajan olarak davranip kalip molekuliin baglandigi bolgelere
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gerek MIP gerekse NIP nanosensorlerde adsorbe olmaya yonelmelerinden

kaynaklanmaktadir.

Sekil 4.19°'da gubuk grafik seklinde ifade edilen yarismaci molekullere ait NIP ve
MIP’daki yluzde kirilm degisimi grafigi yer almaktadir. Bu grafige bakildiginda
genel olarak MIP’daki baglanmanin ve spesifik seciciligin NIP’a gore fazla oldugu,
(%)AR degerindeki degisim ile ortaya konulmaktadir. Ayrica kurkumin gozeltisinin
de ortamda oldugu zaman yarismaci molekullerin rekabete girerek daha fazla

degisime yol actigi bir kez daha bu grafikle kanitlanmistir.

1.8 ——CUR
16 —— CUR+TAR+SY
’ ——CUR+TAR
1,4 I - CUR+SY
~ —TAR
1,2 —8Y
x 1
<
x0,8
0,6
0,4
0,2 L
N \

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Zaman (saniye)

Sekil 4.18. Kurkumin (CUR), Tartrazin (TAR) ve Sunset Yellow (SY) ¢ozeltileri ile
kurkumin baskilanmamis SPR nanosensdrine (NIP) ait sensogram.
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OMIP CINIP

Sekil 4.19. Kurkumin (CUR), Tartrazin (TAR) ve Sunset Yellow (SY) ¢ozeltilerinin
MIP ve NIP sendrlerine ait kargilastirmali grafigi.

Secicilik (k) ve bagil secicilik (k') katsayilarini belirlemek ve formulize ederek

sayisal verileri hesaplamak amaciyla asagidaki formullerden yararlaniimistir.

k=ARkaI|p/ARyar|$maC| (9)
k'=kbaskllanm|§/kkontrol (10)

Yukarida yer alan formillerden vyola c¢ikarak gerek MIP gerekse NIP
nanosensorler ile yapilan segicilik galismalari dogrultusunda hesaplanan sayisal
veriler gizelge 4.3'te ortaya konulmustur. Her iki nanosensor galismasinda da
yarismaci molekullerin kalip molekdl olarak kullanilan kurkumine goére daha az
degerde AR degeri verdigi kaydedilmigtir. Ayrica kurkuminin MIP nanosensorde
kaydedilen 25.07 AR degeri ile NIP nanosensorundeki AR degerine gore yaklasik
8.5 kat yuksek olmasi kurkuminin gugli bir 6zgullik ile nanosensor yuzeyine

baglandigini ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.3. Kurkumin ve yarismaci molekullere ait segicilikle ilgili parametreler

MIP SPR Nanosensor NIP SPR Nanosensor
Yarismaci

Molekuller AR k AR k k'

KUR 25.07 - 1.51 - -
TAR 4.51 5.56 1.32 1.14 4.88
SY 1.09 23.00 1.25 1.21 19.01
KUR+TAR 20.59 1.22 1.44 0.69 1.77
KUR+SY 22.10 1.13 1.31 1.15 0.98
KUR+TAR+SY | 23.15 1.08 1.49 1.01 1.07

4.1.2.7. Kurkumin Baskilanmis SPR Nanosensér ile Gergek Ornek Analizleri

Hazirlanan kurkumin baskilanmis poli(Hema-MATrp) nanopartikuller ile
olusturulan SPR nanosensdrlerin dogrulugunu ve caligilabilirli§ini ortaya koymak
icin gercek ornek denemeleri yapilmistir. Bu analizler marketten alinan g¢ay ve toz
halindeki baharat olarak kullanilan kurkumin ile yapiimigtir.

Oncelikle gida 6rneklerinde ekstraksiyon basamagi gerceklestiriimistir. Bunun
icin dncelikle 60 uL siklohekzilamin ve 0.6 gr NaCl 10 mL santriflij tipune
aktarilmistir. Daha sonra cay ve baharat drneklerinden 0.2 gr. tartilip santrif(j
tupundeki karisima eklenmistir. Diger bir taraftan 1.35 mL %85’lik HsPO4 ve
23.98 gr NaH2P04.2H20 son hacim 1 L olacak sekilde pH 3.0 tamponu
hazirlanmistir. Santrifiij tipindeki elde edilen karisimin hacmi pH 3.0 tamponuyla
10 mL’ye tamamlanmistir ve 5 dk boyunca vortekslenmistir. Son olarak 5000
rom’de 25 dk santriflij edilmistir. SUpernatant kismi stok olarak alinmistir [97].
SPR analizleri i¢in ¢cay ve toz kurkumin ekstraktelerine gizelge 4.4’te de belirtildigi
gibi ekstra 5 ve 10 mg/L kurkumin ¢ozeltisinden de ilave edilmistir. Ayrica gay ve
toz orneklerine ait zamana karsi kirilim degerlerinin yer aldigi sensogramlar da
Sekil 4.20 ve 4.21°de yer almaktadir. Sonrasinda da LC-MS teknigi kullanilarak
validasyon ¢aligsmalari yurtttlmustar. Bu ¢alismalarda LC-MS cihaziyla kurkumin

iceren gidalarda miktar tayini yapilmigtir.
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Gercek 6rnek denemesi sonuglarina bakildiginda Sekil 4.20 ve 4.21’deki yer alan
(%)AR degerleri dogrultusunda y=0.4218x+1.0889 denklemi baz alinarak gergek
orneklere ait kurkumin miktarlari hesaplanmistir. Cizelge 4.4’te goruldagu Uzere
referans metot LC-MS ve SPR analizleri igin gerek ¢ay gerekse kurkumin tozunda
geri kazanim orani %9%’in Uzerinde oldugu kaydedilmistir. Sonuglar, LC-MS ile
kiyaslayarak kurkumin baskilanmig SPR nanosensorunin, c¢ay ve toz
numunelerinde kurkumin tespiti icin nicel, kesin, kararli ve hassas oldugunu
ortaya koymustur. Ayrica tez kapsaminda literatirde kurkumin tayinine yonelik

yapilmig olan g¢alismalar incelenmis ve cizelge 4.5’ te verilmigtir.

Cizelge 4.4. Kurkumin baskilanmis SPR sensorlerin cay ve toz kurkumin
orneklerindeki sayisal veriler

Gida Eklenen Bulunan miktar Geri kazanim
Ornekleri miktar (mg/L) (%)
(mg/L) SPR LC-MS SPR LC-MS
5 4.92+0.0082 | 4.91+0.009 | 98.4+0.630 |98.35+0.191
Cay 10 9.96+0.009 | 9.91+0.01 |99.68+0.095 |99.15+0.100
Kurkumin 5 4.93+0.006 | 4.89+0.008 | 98.5+0.115 |97.8+0.163
Tozu 10 9.91+0.008 | 9.88+0.005 | 99.1+0.082 |98.85+0.057
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Sekil 4.20. Kurkumin baskilanmig SPR nanosensorler ile gcay 6rnegdi sensogrami
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Sekil 4.21. Kurkumin baskilanmig SPR nanosensorler ile toz kurkumin érnegi
sensogrami
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Cizelge 4.5. Kurkumin saptama yontemlerine dair literatirde yer alan ¢alismalar

Metot Tespit Aralig Uriin LOD RF

icme suyu, 6gutilmis
zencefil, kori tozu,
Fluoresans sensor 0.0576-2.3026 mg/L zencefil suyu, hardal, 0.0067 mg/L 99
kirmizi biber, Chinese
meyve suyu

Hardal, zencefil, kirmizi

Fluoresans sensor 0.0115-4.0295 mg/L . 0.0044 mg/L 100
biber ve zerdegal tozu

Fluoresans sensor 0-172.695 mg/L Musluk Sus)l/:;:e mineral 0.0078 mg/L 101

Fluoresans sensor | 0.1524-2.2865 mg/L Kurkumin soltisyonu 0.0469 mg/L 102

_ Zencefil suyu, kori tozu,
Fluoresans kimyasal | 4 g576.2 3026 mg/L hardal, 6gitiimas 0.0093 mg/L 103

nanosensor ) .
zencefil, radix curcuma
Fluoresans sensor - Zencefil 0.1324%x107% mg/L 104
Kagit sensor 0-299.338 mg/L Portakal suyu, kori sosu 0.015 mg/L 105
Voltametrik sensér 0.0230-36.8416 B9 vitamini varliginda 0.0092 mg/L 106
mg/L gidalarda
Voltametrik sensor 0.0230-0.1151 mg/L Dogal gida takviyesi 0.0031 mg/L 107
Yuzey plazmon , Bu
. 0.01-150 mg/L Kurkumin cay!i ve tozu 0.0012 mg/L
rezonans nanosensor calisma
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Tez kapsaminda yapilan bu galismada 0.01 ile 150 mg/L tespit derisim araliginda
olup, LOD degeri 0.0012 mg/L ve LOQ degeri 0.0040 mg/L bulunmustur.
Literatlrde yer alan ¢alismalara bakildiginda genel olarak floresans sensorler ile
calismalar yapilmistir. Bu calismalardan elde edilen LOD degerleri tabloda
verilmigtir. Literatire bakildiginda daha once SPR ile kurkumin tayinine yonelik
yapilmig bir ¢galismaya rastlanmamigtir. Sonuglara bakildiginda hassasiyet ve
segicilik agisindan kurkumin baskili SPR nanosensorler ile daha iyi sonuglar elde
edildigini goriimektedir. Ayrica tez kapsaminda sunulan bu yeni metot ile diger
metotlara kiyasla érnek hazirlama kolayligi ve kisa surede dlgim yapma imkani
bulunmaktadir.

4.1.2.8. SPR Nanosensérlerin Tekrar Kullanilabilirliginin incelenmesi

Kurkumin baskilanmis poli(Hema-MATrp) nanopartikiller ile olusturulan SPR
nanosensorlerin tekrar kullanilabilirligini incelemek igin ayni gun igerisinde art
arda 5 defa tekrarli dlgimler yapiimigtir. Bunun igin 6nce 3 dk pH 7.4 fosfat
tamponu sistemden gecirilmis, daha sonra 8 dk boyunca 50 mg/L derisimindeki
kurkumin c¢ozeltisi sisteminden gegirilip en son 3 dk stre ile 0.5 M NaCl
desorpsiyon ¢ozeltisi sistemden gecirilmis. Bu islem araliksiz arka arkaya 5 kez

tekrarlanmigtir ve Sekil 4.22'de zamana kargi kirilma indisi grafigi yer almaktadir.

Kurkumin baskilanmis SPR nanosensoérlerin tekrar kullanilabilirligi sadece ayni
gun icerisinde degil, ilk ay ve akabinde 9 ay boyunca 50 mg/L derisimindeki
kurkumin c¢ozeltisi ile farkli zamanlarda tekrar kullanilabilirligi analiz edilmigtir. Bu
durum kurkumin baskilanmis nanosensorun tekrar kullanilabilirliginin yanisira,
zaman igerisinde bozunmadan stabil kalabildigini de ortaya koymaktadir. Sekil
4.23'de elde edilen sonuglar, zamana kargi %AR grafigine dokulduginde %84.57
verimlilikle kurkumin baskilanmis SPR nanosensorlerin gida analizlerinde

kullanilabilirligini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.22. Kurkumin baskilanmis SPR nanosensorin ayni gun igerisinde art arda
yapilan olgumler sonucunda tekrarlanabilirligini gosteren zamana kargi kirilma
indisi grafigi (a: adsorpsiyon, b: desorpsiyon, c: rejenerasyon).
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Sekil 4.23. Kurkumin baskilanmis SPR nanosensdrun aylar igerisinde yapilan
Olgimler sonucunda tekrarlanabilirligini gosteren zamana karsi kirllma indisi

grafigi
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5. YORUM

Gunumuzde birgok hastalia karsi farkli mekanizmalar ile tedavi edici ve
enflamasyonu azaltici 6zelliklere sahip olan kurkuminin fazla kullanimi insan
saghgini olumsuz yonde tehdit etmektedir. Ayni zamanda piyasada yer alan
uranlerde kurkumin ile ilgili yapilan miktar degisimi gida guvenilirligi agisindan
olumsuz sonuglara yol agabilmektedir. Bu amagla tez kapsaminda kurkuminin
tayinine yonelik hassas, gulvenilir ve hizh SPR nanosensér c¢alismalari

yurattlmastar.

Tez calismasinin ilk basamaginda altin sensor ¢ip yuzeyinin allil merkaptan ile
modifikasyonu ve kurkumin baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikiler
sentezi gerceklestirilmistir. Oncelikle nanopartikiil sentezi igin kurkumin miktari
sabit tutularak farkh derisimlerde triptofan monomeriyle ile karigtirimigtir. UV
spektrofotometrede yapilan dlgimler sonucunda en yuksek absorbans degerini
veren derisim oran belirlenerek, sentez igin 6n kompleks olusturulmustur. Daha
sonra kurkumin baskilanmig ve baskilanmamig nanopartikuller sentezlenmistir.
ikinci asamada ise zeta boyut analizi, SEM, elipsometre, temas agisi, AFM ve
FTIR ile karakterizasyon calismalari yurutilmuastir. Zeta boyu analizinde
sentezlenen nanopartikillerin boyut analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglara
gore kurkumin baskilanmamis nanopartikullerin ortalama boyutu 68.73 nm
cikarken, kurkumin baskilanmisg nanopartikullerin boyutu ise 70.37 olarak
kaydedilmistir. Elde edilen bu veriler dogrultusunda gerek kurkumin baskilanmis
nanopartikul boyutunun buyuk olmasi gerekse homojen dagilim gostergesi olarak
PDI degerlerinin her iki grupta da birbirine yakin degerler ¢ikmasi, basarili bir
nanopartikil sentezinin gercgeklestigini gostermektedir. Ayrica kurkumin
baskilanmis nanopartikillerin karakterizasyon calismalarina yonelik SEM ile
yapilan olgumler sonrasinda yaklasik 76.63 buyuklugunde ve puruzlu bir ylzeye
sahip oldugu go6zlenmistir. Karakterizasyon calismalarinin bir digeri ise SPR
nanosensorlerin  ortalama kalinlik degerini veren elipsometre cihaziyla
gerceklestirilmistir. Burada kurkumin baskilanmis SPR nanosensorin 78.5,
molekuler baskilanmanin olmadigi sentezde ise 73.4 degeri kaydedilmistir.
Sonuglara gére kurkumin baskilanmis olan nanosensoérin daha kalin olmasi,
molekuler baskilamanin basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir. Bir

diger karakterizasyon calismasinda temas agcisi olgimleri yapilmistir. Yapilan
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Olcumler sonucunda allil merkaptan yuzey modifikasyonu sonrasi 72.6°+2.7,
kurkumin baskilanmamis ¢ip ylzeylerinde 76.1°+3.5 ve baskilanmis 79.4°+2.1
temas agisi degeri bulunmustur. MATrp monomerinin hidrofobik fonksiyonel
gruplari nedeniyle yuzeyin hidrofobik karakterinde artis gézlenmistir. Kurkumin
baskilanmis ve baskilanmamis SPR nanosensorlerin ylzey karakterizasyonunda
bir digeri ise AFM ile gergeklestiriimistir. Kurkumin baskilanmig ve baskilanmamis
SPR nanosensor ylzeylerinin ytzey derinligi degerleri sirasiyla 43.8 nm ve 39.6
nm olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore kurkumin baskilanmig
nanosensorlerin  yuzeyinde homojen dagilim vyaptigi gozlenmistir. Tez
kapsaminda son olarak FTIR cihaziyla analizler gergeklestiriimistir. Bu
analizlerde kurkumin baskilanmis nanopartikillerin 1630 cm™ ve 1513 cmY'deki
bantlari C=C ve C=0 titresim enerjisine sahiptir. Ayrica aromatik halkalarin C-H
titresimlerinden dolayr 1239 cm™ bandinda pik meydana gelmistir. Gerek
kurkumin baskilanmig gerekse kurkumin baskilanmamis nanopartikillerin
spektrumlarinda 2941 cm? (alifatik alkil icin CH gerilme), 1710 cm?* (C=0
geriime), 1446 cm™ ve 1371 cm™ (amid igin CN gerilme) ve 1147 cm! (aromatik
halka bikme) bantlari oldukga belirgin bir sekilde gézlenmistir.

Tez galismasinda altin gip yluzeyinin modifikasyonu, karakterizasyonu, kurkumin
baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikll sentezinden sonra kinetik analiz
calismalarina gegilmistir. Kurkumin baskilanmis ve baskilanmamis SPR
nanosensorler ile toplamda 14 dakikada 0.01 mg/L ile 150 mg/L araliginda farkl
derisimlerde hazirlanmis kurkumin ¢ozeltileri analiz edilmistir. Sensogramlardan
yola c¢ikarak kurkumin derisimi arttikga aktif secici baglanma bolgelerine
baglanan analit derisimi ARmax degeri arttigi kaydedilmistir. Ayrica elde edilen
verilere dayanarak R? degeri 0.99 olan kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
Baglanma kinetik ve denge izoterm analizlerine bakildiginda ise kinetik hiz
sabitlerine gore denge analizinde Scatchard’a ve baglanma kinetik analizine gore
Ka degeri Ko degerinden oldukga kuguktur. Bu sonu¢ baglanmanin tek bir
noktadan gugclu bir sekilde yapilmis oldugunu gostermektedir. Her U¢ izoterm
modeli incelendiginde ise kurkumin baskilanmis SPR nanosensorlerde en uyan
modelin R? de@erinin 0.999 oldugu Langmuir izoterm modeli oldugu saptanmistir.
Langmuir izotermine go6re kurkumin baskilanmis SPR ¢iplerinin homojen
baglama bolgelerine sahip oldugunun ve tek tabakali guglu bir baglanti olduguna

isaret etmektedir.

65



Kurkumin baskilanmig ve baskilanmamig MATrp nanosensorlerde tartrazin ve
sunset yellow gibi yarigmaci molekuller ile secicilik analizleri de
gerceklestiriimistir. Her iki nanosensor ¢aligsmasinda da yarismaci molekullerin
kalip molekul olarak kullanilan kurkumine gore daha az degerde AR degeri verdigi
ve MIP nanosensorde kaydedilen 25.07 AR degeri ile NIP nanosensoriundeki AR
degerine gore yaklasik 8.5 kat ylksek olmasi kurkumin baskilama isleminin
basarih  bir gekilde gergeklestirildigini gostermektedir. Ayrica segicilik
katsayilarinda, MIP nanosensorin NIP nanosensore kiyasla kurkumini oldukga
segici bir sekilde tayin edebildigi ortaya konulmustur.

Gelistirilen bu SPR nanosensoru ile sahada uygulanabilirligini test etmek
amaciyla marketten alinan kurkumin igerikli toz baharat ve ¢ay érnekleri ekstrakte
edilerek incelenmigtir. Sonuglar her iki numunede de SPR nanosensorler ile
kiguk derigimlerde bile geligtirilen metodun duyarh oldugunu ve geri kazanim
oraninin %9%’in Uzerinde olmasi ile de kurkumin tayini i¢in kullanilabilirligini
ortaya koymaktadir. Tez kapsaminda referans metot olarak LC-MS cihaziyla da
gergek ornek numuneleri Uzerinde galigmalar yapilmistir. Bu ¢alismalardan elde
edilen sonuglar SPR ile kiyaslandiginda oldukga tutarli sonuglar elde edildigi ve
dogruluk payinin yiksek oldugu bulunmustur.

Ayrica tez galismasi kapsaminda ayni gun igerisinde ve 9 ay boyunca tekrarli
Olcimler alinarak SPR nanosensorler ile analizler gergeklestiriimistir. Kirinim
yuzdesinin  minimal duzeyde degisimi  kurkumin baskilanmig SPR
nanosensoruandn kararlihgini ve bozunmadan tekrar kullanilabilirligini ortaya
koymustur.

Bu tez calismasi literatlirde ilk defa yapilan bir calisma olmasi sebebiyle SPR
nanosensorler icin dncu niteligi tasimaktadir. Kisa surede tayin etme, oldukca
hassas sonuclar ve drnek hazirlama kolayligi ile ginimuzde c¢aligilan birgcok
sisteme gore fark yaratmaktadir. Ayrica kurkumin tayininde 6zellikle molekuler
baskilanmis nanosensorlerde spesifik segiciligin arttigi ve bozunmadan aylar
boyunca tekrar kullanilabiliyor olmasi sahada aktif olarak uygulabilecedini ortaya
koymaktadir.
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