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OZET

Bu c¢alisma kapsaminda nanodesenlenmis ve molekiiler baskilanmig (MIP) yiizey
plazmon rezonans (SPR) sensdriiniin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve gida giivenligi
amaciyla kullanim potansiyelinin belirlenmesi amaglanmistir. Birinci asamada N-
Metakriloil-(L)-Histidin  Metil Ester (MAH) monomeri sentezlenmis ve FTIR
spektrofotometresi ile karakterize edilmistir. ikinci asamada MAH ve EDMA (Etilen glikol
dimetakrilat) varliginda kloramfenikol (CAP) baskilanmis nanopartikiiller miniemiilsiyon
polimerizasyon yontemi ile hazirlanmistir. Kontrol amagh olarak kloramfenikol
baskilanmamis nanopartikiiller de hazirlanmistir. Nanopartikiillerin karakterizasyonu zeta
boyut analizi ile gerceklestirilmistir ve nanopartikiil biiyiikligii 52 nm bulunmustur.
Uciincii asamada hazirlanan nanopartikiiller ¢ipin altin yiizeyine tutturulmustur.
Nanosensoriin yilizey karakterizasyonu atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve temas agist
Olctimleriyle gerceklestirilmistir. 0,155-6,192 nM derisim aralifindaki CAP ¢ozeltileri ile
kinetik analizler yapilmis ve adsorpsiyon izoterm modelleri incelenmistir. Langmuir
modelinin bu sisteme en uygun adsorpsiyon modeli oldugu bulunmustur (R?,0.9941).
Kloramfenikoliin molekiiler baskilanmis nanopartikiillere adsorpsiyonunun baskilanmamis
olanlarina goére daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Nanopartikiillerin segiciligini
belirlemek i¢in florfenikol (FAP) ve tiyamfenikol (TAP) antibiyotikleri yarigsmaci bilesen
olarak secilmistir. Baskilanmig nanopartikiiller; kloramfenikolii tiyamfenikole gore 8.86
kat, florfenikole gore 8.36 kat daha yiiksek segicilikte tanimaktadir. Tayin limiti 0,04
ng/kg olarak bulunmustur. 5 degisik balda yapilan analizlerde ise CAP miktar1 tayin
limitinin altinda kalmistir. Hazirlanan nanosensoriin gida gilivenligi amaciyla gelecekteki

potansiyel biosensor fabrikasyon ¢aligmalarina katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yiizey Plazmon Rezonans, SPR, Molekiiler Baskilama,
Kloramfenikol, Gida Giivenligi
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SUMMARY

Nanopatterned and molecularly imprinted chloramphenicol biosensor: Preparation,
characterization and determination of utilization potential for food safety purpose

Preparation, characterization of nanopatternerd and molecularly imprinted surface
plasmon resonance sensor and determination of its utilization potential for food safety
purpose was aimed in this study. At the first stage, N-methacryloyl-(L)-histidine methyl
ester (MAH) monomer was synthesized and characterized with FTIR spectrophotometer.
At the second stage, chloramphenicol imprinted nanoparticles were prepared in the
presence of MAH and EDMA by miniemulsion polymerisation method. Non-imprinted
nanoparticles were also prepared without chloramphenicol for control purpose.
Characterisation of nanoparticles were carried out with zeta-sizer measurement and size of
nanoparticles was found as 52 nm. At the third stage, nanoparticles were immobolized to
the surface of gold chip. Surface characterisation was performed with atomic force
microscopy (AFM) and contact angle measurements. Kinetic analyses were executed with
chloramphenicol solution (concentration range 0,155-6,192 nM) and adsorption isotherms
were examined. Langmuir model was found the most appropriate adsorption model for this
system (R%,0.9941). Adsorption of chloramphenicol to the molecularly imprinted
nanoparticles was determined to be higher than that of non-imprinted ones. Florfenicol and
thiamphenicol antibiotics were chosen as competitive components to determine selectivity
of nanoparticles. Imprinted nanoparticles selectively recognize the CAP molecules 8.86
times more than thiampehicol and 8.36 times more than florfenicol. Detection limit was
found as 0,04 pg/kg. The amount of CAP in five different honey samples was below
detection limit. It is thought that prepared nanosensor will make conrtibution to sensor

fabrication studies of food safety purpose in future.

Key Words: Surface Plasmon Resonance, SPR, Molecular Imprinting, Chloramphenicol
Food Safety
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1. GENEL BILGILER

1.1.  Giris

AB iilkeleri ile kiyaslandiginda niifus ve yiizol¢limii bakimindan biiyiik bir iilke
olan Tiirkiye’de o6zellikle kiigiik capli liretim yapan kayit ve kontrol dig1 gida isletmelerinin
sayisinin fazla olmasi, gida kontrol hizmetlerinin yetersiz olusu, toplumda riskli
sayilabilecek gida tliketim aligkanliklarinin olmasi gida giivenligini olumsuz yodnde
etkilemektedir. Gida giivenligi; tliiketime sunulan gidalarda fiziksel, kimyasal, biyolojik ve
her tirli tehlikeli ajanlarin bertaraf edilmesi ic¢in alinan tedbirler biitliniinii ifade
etmektedir. Bagka bir ifadeyle tarladan sofraya, ¢cevre ve insan sagligina zarar vermeyen,
tiretimin her asamasinda gerekli kontrolleri yapilmis saglikli ve giivenilir {iriinlerin temin
edilmesidir. Son 40 yildir Avrupa Birligi gidalarin giivenilirligi ile ilgili ¢ok genis yasalar,
standartlar ve izleme prosediirleri olusturmaktadir. Gida ve yem konusunda kontrol
hizmetleri vermekte olan il kontrol laboratuarlarinin, iiretim yapan firmalarin, 6zel
laboratuarlarin ¢alismalarinin da AB normlarinda olmasi gerekmektedir. Bu laboratuarlarin
calismalarinin daha etkin ve giivenilir bir sekilde yiiriitiilmesi ulusal ve uluslararasi
yeterlilik testlerine tabi tutularak akreditasyonunun saglanmasi da 6nemlidir. Ayrica erken
uyar1 sisteminin olusturulmasinda 6nemli olan hizli, giivenilir, hassas test yontemleri
gelistirilmelidir. Baska bir deyisle tarim ve gida sektorli; proseslerin ve {iriinlerin
giivenligini ve kalitesini saglamak amaciyla gelismis analitik tekniklere siirekli ihtiyag
duymaktadir. Bu analitik tekniklerden maliyeti uygun olan, giivenilir, gida proseslerini
izlemeye ve zor ¢evre sartlarina uygun olan ve saha ¢alismalarinda hemen cevap verebilen
teknikler daha cok dikkat ¢cekmektedir. Bu giine kadar enzim, immiinolojik ¢alismalar,
biyosensorler ve afinite teknikleri gibi bircok analitik metotta antikor, enzim ve reseptor
gibi dogal, spesifik teshis elementleri kullanilmistir. Bu metotlar olduk¢a Onemli
olmalarina ragmen bazilarinda stabilite ve maliyet gibi sorunlar vardir. Diger yaygin olarak
kullanilan teknikler; yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC), kapiler elektroforez
(CE), gaz kromatografi, niikkleer manyetik rezonans (NMR) ve kiitle spektrometresi (MS)
gibi fizikokimyasal tekniklerdir. Biyolojik 6rnekler icin HPLC &zellikle de MS ya da NMR
gibi gelismis dedektorlerle birlikte kullanildiginda héla en temel analitik cihazdir. Bu
teknikte ise yeni ve daha spesifik sabit fazlara gereksinim vardir. Bu nedenle alternatif

tekniklerin kullanimi 6nem arz etmektedir. Molekiiler baskilama teknolojisi, bilim



adamlarina bazi avantajlar sunan hedef molekiile yonelik yiiksek spesifiteli reseptor
bolgelerine sahip gelismekte olan bir alandir (Ramstrom vd., 2001). Molekiiler baskilanmis
polimerler (MIP), kalip molekiil olarak kullanilan hedef molekiiliin varliginda
hazirlanmaktadir. Kalip molekiil, ¢apraz baglayict ile baglanmadan o6nce fonksiyonel
monomerlerle etkilesime girmektedir. Kalip molekiil kat1 polimerden uzaklastirildiginda
ise hedef molekiile komplementer olan spesifik baglanma bdlgeleri olusmaktadir (Lok ve
Son, 2009). Afinite ve secicilik bakimindan dogal reseptdrlere benzeyen molekiiler
baskilanmis polimerler, kolay hazirlanabilme ve adaptasyon, bir¢ok solvent ve kosullarda
stabil olma gibi 6zelliklere sahiptirler.

Geleneksel baskilama tekniginde diisiik baglanma verimi, yavas baglanma ve kalip
molekiiliin baglanma bdlgelerine hemen baglanmasinin engellenmesi ve iiretimindeki
zorluklar gibi dezavantajlar1 vardir. Bu nedenle baskilanacak materyalin molekiiler
seviyede kontrol edilmesi onemlidir. Geleneksel baskilamadaki dezavantajlarin bir kismi
molekiiler baskilamada matriks olarak kullanilan ultraince filmlerle giderilmektedir.
Adsorpsiyon hizinin artmasiyla seperasyon giicii arttig1 i¢in molekiiler baskilama alaninda
ultraince filmlere olan ilgi de artmistir (Yang vd., 2008). Ancak 6zellikle yliksek duyarlilik
ve kisa siirede cevabin istendigi sensor uygulamalarinda ylizeyde hizli bir kiitle transferi
icin film kalinligimin yeterince ince olmasi gerekir. Buna karsilik, yiizeyde baskilanmis
MIP kiireciklerin diizenli sekilleri ve makromolekiillerin hizli bir sekilde tekrar baglanmast
gibi Ozellikleri s6zii edilen sorunlari giderebilir niteliktedir (Tan ve Tong, 2007). Son
zamanlarda molekiiler baskilanmis nanomateryallerin  gelistirilmesinde alternatif
yaklagimlar gelistirilmistir. Nano diizeyde molekiiler baskilamada, birim hacimdeki alan
daha yiiksek oldugu i¢in kalip molekiil tamamen ayrilabilir, baskilanmis bolgeler daha
kolay ulasilabilir ve kiitle transferinde daha diisiik bir direngle karsilagilir (Xie vd., 2008).
Dolayistyla molekiiler baskilamadaki nanoteknikler, geleneksel baskilama yontemlerinde
karsilasilan sorunlara ¢6ziim olabilirler (Xie vd., 2006).

Gilinlimiizde biyosensor teknolojisi giderek gelismekte ve yayginlagsmaktadir ancak ticari
anlamdaki basarist baz1 biyolojik materyallerin diislik stabilite, yiiksek maliyetli olmas1 ve
hedef molekiilii taniyacak enzim ya da reseptorlerin olmamast gibi problemlerden dolay1
engellenmektedir. Ancak molekiiler baskilanmis polimerler yiiksek stabilitelerinden dolay1,
sensorlerde kullanim amaciyla biyolojik reseptorlere alternatif olabilmektedirler. Ayrica
polimerizasyon basamaklari, sensor teknolojisinde kullanilan mikrofabrikasyonla tamamen

uyumludur. Herbisitler, sekerler, niikleik asit ve amino asit tiirevleri, ilaglar, toksinler ve



coziiciiler icin MIP sensorler gelistirilmistir (Piletsky, 2001). Biyosensor pazarindaki
bliyiik gelismelerle birlikte MIP’ler transdiiserlere (doniistiiriicii) entegre edilmis ve tayin
edilecek analitle MIP arasindaki baglanma, islenebilir bir sinyale doniistiiriilmiistiir. Bu
anlamda quartz kristal mikroterazi (QCM) ve yiizey plazmon rezonans (SPR: Surface
Plasmon Resonance) gibi optik cihazlar biiylik bir potansiyele sahiptirler. Metal yiizeye
yakin ugucu alandaki degisimleri Olgen SPR, adsorpsiyon c¢aligmalarinda en iyi
alternatiflerden bir tanesidir. SPR, metal ylizeyine yakin ortamun refraktif indeksindeki
degisimleri olgen optik bir tekniktir. Algilama 6gesi genellikle altin ya da glimiis olan
yaklagik 50 nm kalinhigindaki ince film tabakasin1i kaplayan teshis elementinden
olusmustur. Cozelti-kat1 ara yiizeyindeki interaksiyonlar1 yerinde ol¢cen SPR; hizli,
isaretlemeye gerek gostermeyen, yiliksek duyarliliga sahip, gercek zamanli dl¢lim yapma
gibi avantajlarindan dolay1 biyomolekiiler interaksiyonlarin karakterizasyonunda giiglii bir
ara¢ olma oOzelligindedir (Li ve Husson, 2006).

Antibiyotiklerin bilingsizce kullanimi gida gilivenligini tehlikeye atmaktadir.
Hayvanlara ongoriilenden daha yiiksek dozlarda antibiyotik verilmesi ve yasal bekletme
stiresine uymaksizin hayvanlarin kesilmesi veya tirlinlerinin tiiketime sunulmasi antibiyotik
kalinti riskini arttiran faktorlerdir. Toksisitesi ve hayvan orijinli gidalarda bulunma
thtimalinden dolay1 veteriner ilag kalintilarindan kloramfenikoliin (CAP) gida iireten
hayvanlarda kullanim1 Avrupa Birligince yasaklanmistir. Ancak CAP erisilmesi kolay ve
ucuz oldugu icin hayvan yetistiriciliginde hala illegal olarak kullanilmaktadir. Bundan
dolay1, bu bilesigin dikkatli bir sekilde kontrolil i¢in 0.3 ng/g MRLP (istenen minimum
performans limiti) diizeyinde tayin yapabilecek dedeksiyon tekniklerine ihtiya¢ vardir
(Huang vd., 2006).

Kloramfenikoliin kantitatif tayinleri iilkemizde sinirlt sayida laboratuvarda yatirim maliyeti
yiiksek LC-MS-MS cihaziyla gerceklestirilmektedir. Diger laboratuvarlarda ise ELISA ve
Charm II gibi testlerle sadece tarama yapilmakta ve miktar verilmemektedir. Ayrica MIP
ve SPR teknolojilerinin tarim ve gida endiistrisine yonelik analitlerin tayiniyle ilgili bir¢ok
calisma olmasina ragmen veteriner ila¢ kalintilarindan kloramfenikoliin tayininde MIP-
SPR kombinasyonunun birlikte kullanildig1r herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
calismayla kloramfenikol tayininde kullanilabilecek MIP esasli SPR nanosensor
hazirlanmas1 amaglanmis ve analizin daha hizli, hassas ve diisiik maliyetle yapilmasi
hedeflenmistir. Arastirmada kloramfenikol baskilanmis nanopartikiiller hazirlanmis ve bu

nano partikiiller SPR sensor ylizeyine tutturulmustur.



1.2. Yiizey Plazmon Rezonans

Polarize 151k, yiizeyi altin kapli bir prizmaya gonderildiginde 15181 bir kismi
absorplanir ve bir kismi da yansir. Gelis agis1 degistirilip yansiyan 1s18in siddeti
izlendiginde yansiyan 1s1k siddetinin minimuma kaydig1 goriiliir. Bu gelis agisinda 151k,
ylizey plazmonlarimi (elektron paketgikleri) harekete gegirecek, ylizey plazmon rezonans
olay1 gerceklesecek ve yansiyan 15181in siddetinde bir minimuma ulasilacaktir. Yansiyan
15181n siddetinde maksimum kaybin gerceklestigi agiya rezonans agis1 ya da SPR agis1 adi
verilir (Spadavecchia vd., 2005). Metaldeki iletken elektronlar (plazmonlar) metal kristal
kafesi boyunca serbest¢e hareket edebilirler ve bazi zamanlarda kinetik enerjilerinden
dolay1 metalin yiizeyinden ayrilabilirler. Bir elektron yiizeyden uzaklastiginda degisen yiik
dagilimindan kaynaklanan geri toparlama kuvveti elektronu kafesin i¢ine geri ¢ceker. Enerji
transferi spesifik bir dalga boyunda gerceklesir (Diltemiz, 2006). Yiizeydeki elektronlarin
ylizeyin normal diizlemi ile yaptiklart ortalama hareket, harmonik osilatére benzer sekilde
Olctilebilen belirli bir frekanstadir. SPR agis1 ortamin ve metalin (genellikle altin) refraktif
indisi gibi sistemin optik karakteristiklerine baglidir. Prizma tarafindaki refraktif indeks
degismezken metal yilizeyinin hemen yakininda bulunan refraktif indeks ytlizeydeki kiitle
birikiminden dolay1 degisecektir. Bu nedenle ylizey plazmon rezonans kosullar1 degisir ve
SPR acisindaki kayma, yilizeyde ger¢eklesen adsorpsiyon kinetigi hakkinda fikir verir
(Schasfoort ve Tudos, 2008).

Belirli sartlar altinda 151k fotonlar1 tarafindan tasinan enerji, metal yilizeyinde bulunan
ve plazmon ad1 verilen elektron paketciklerine transfer edilir. Enerji transferi 1s181n spesifik
bir dalga boyunda meydana gelir. Bu rezonans dalga boyu fotonlar tarafindan kuantlagmis
enerji seviyesine esit oldugu dalga boyudur. Yiizey plazmonlarinin titresimi sonucu
elektromanyetik dalgalar olusur (Sekil 1) (URL-3, 2010). P-polarize 15181 fotonlar1 metal
ylizeyindeki serbest elektronlarla etkilesime girerek serbest elektronlarin dalga benzeri
salinimlarina neden olur ve bdylece yansiyan 15181 siddeti azalir(Spadavecchia vd., 2005).
P-polarize 151k, elektrik vektorii dalga diizlemine paralel ise olusur. S-polarize 151k ise

elektrik vektorii dalga diizlemine dik ise olusur (Gryczynski vd., 2004).
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Sekil 1. Elektromanyetik dalganin olusumu

Sadece p-polarize 151k ylizey plazmonlarim1i harekete gecirir, s-polarize 1s1k
geciremez (Xinglong vd., 2001). Ciinkii sadece p-polarize 151k metal film normaline uygun
elektrik alan vektdr salinimina sahiptir. Yiizey plazmon rezonansi iki optik ortamin ara
ylizeyine ince iletken bir film yerlestirildiginde meydana gelir. Spesifik bir gelis agisinda
metal yiizeyindeki elektronlar (ylizey plazmonlari) frekanslarinin eslesmeleri nedeniyle
gelen 151k ile rezonans durumuna gelecektir. Bu rezonans durumunda enerji absorblanacagi
icin yanstyan 1sinin (I) yogunlugunda bir azalma meydana gelir (Sekil 2) (URL-3, 2010).
Yiizey plazmon rezonansin gozlendigi yansiyan 1sin agisini belirleyen 3 tane parametre
vardir:

-Metal filmin 6zellikleri (optik sabitler, kalinlik, tekdiizelik gibi)
-Gelis acisinin dalga boyu
-Metal filmin her iki yiizeyindeki ortamin refraktif indeksi
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Sekil 2. Yiizey plazmon rezonansin olusumu

Gergek zamanli biyointeraksiyon analizlerinde metal filmin 6zellikleri, dalga boyu ve
yogun ortamin (cam) refraktif indeksleri sabit tutulur. SPR altin metal yiizeye bitigik siv1
tabakadaki refraktif indeksi dlger. Altin film yilizeyinden incelenen mesafe, soniimlenen
dalganin ¢ozelti icerisine ne kadar penetre olduguyla belirlenir. Dalga, metal filmden
uzaklastikca tistel olarak azalir (Biacore AB,1998).

Metal yiizey olarak en yaygin kullanilani altindir (Sekil 3). Giimiis uzun siire stabil
kalacak nitelikte degildir. Indiyum pahali, Na ise oldukga reaktiftir (Caide ve Sui, 2000;
Homola, 1999; Earp ve Dessy, 1996). Altin, kimyasal stabilitesi ve serbest elektron
davranisindan dolay1 ¢ok tercih edilmektedir. Altin filmin kalinlig1 genellikle 50-100 nm
arasindadir.

SPR agisindaki kaymanin belirlenmesi icin SPR sistemleri farkli sekillerde
yapilandirilabilirler. Yiizey plazmonlarinin uyarilmasi i¢in kullanilan 3 farkli optik sistem
vardir. Bunlar; prizmalar, gratingler ve optik dalgalardir (Schasfoort ve Tudos, 2008).
Ancak yiizey plazmon rezonansin1t meydana getirmek i¢in kullanilan iki sistem Kretchman
ve Otto prizmalaridir. SPR cihazlarinda en yaygin kullanilani ise Kretchman prizmasidir.
Kretchman konfigrasyonu yiizey plazmonlarini harekete gecirmek i¢in azaltilmig toplam

yansima prensibini kullanir (Shankaran, 2007).



Sekil 3. Yiizeyi altin kapli SPR sensor ¢ipi

1.2.  Yiizey Plazmon Rezonans Sensorler

Biyosensorler; doku, mikroorganizma, organel, hiicre reseptorii, enzim, antikor gibi
biyolojik bir element ve fizikokimyasal bir doniistiirliciiden olusan analitik cihazlardir.
Hedef analit ve biyolojik materyal arasinda olusan spesifik etkilesim fizikokimyasal bir
degisim olusturur ve bu da doniistiiriicii (transducer) tarafindan dedekte edilir. Transducer
daha sonra spesifik analitin konsantrasyonuyla dogru orantili olarak analog bir elektrik
sinyali olusturur (Schasfoort ve Tudos, 2008). Yiizey plazmon rezonans ise doniistiiriicii
ylizeyine ¢ok yakin kisimlarda olusan, 1s1k ile metal yiizeyinin etkilesiminden meydana
gelen biyomolekiiler interaksiyonlarin izlenmesinde kullanilan yiizey duyarli optik bir
tekniktir (Shankaran, 2007). Baska bir deyisle SPR sensorler prensipte, ylizey plazmonu
olusturan metal filmin yiizeyinde kirilma indisinde meydana gelen degisimleri 6lgen ince

film refraktometrelerdir (Homola, 2008). Doniistiiriicii ylizeyine immobilize edilmis



biyomolekiil ile bu molekiile spesifik analit arasindaki interaksiyonu, ara ylizeydeki
kirilma indisi degisimlerinden yararlanarak gercek zamanli veren, biyomolekiiliin
isaretlenmesine gereksinim gostermeyen bir sistemdir (Shankaran, 2007). Bu sistem sensor
ylizeyinde cereyan eden biyomolekiiler etkilesimleri incelemek icin ylizey plazma
dalgalarim1 kullanir (Homola vd., 2007). Bir SPR sisteminde genel olarak lazer 1sik
kaynagi, dedektor, cam prizma, altin yiizey, biyomolekiil ve akis sistemi bulunmaktadir
(Homola vd., 2007; Indyk, 2006) (Sekil 4).

SPR sensorler metal yiizeyindeki sinirli bir alan1 ya da sabit bir hacmi dedekte
edebilirler ve direkt olarak refraktif indeksi 6lcerler (Homola ve Piliarik, 2006). Sinyalin
alinabildigi elektromanyetik alanin (kaybolan, soniimlenen alan) penetrasyon derinligi
genellikle birka¢ yiliz nanometreyi agsmaz ve sensOr ylizeyindeki metalden uzaklastikca
tistel olarak azalir. Sontimlenen alanin penetrasyon derinligi gelen 15181n dalga boyunun bir
fonksiyonudur. Soniimlenen alandaki biitliin refraktif indeks degisimleri sinyal degisimi
olarak yansir. Bu degisimler, ortamlarin farkli refraktif indekse sahip olmasindan
kaynaklanabilir. SPR sensor ylizeyinin segici bir tanima i¢in hedef molekiilii segici olarak
yakalayabilmesi buna karsilik 6rnekteki diger bilesenlere baglanma egilimi olmayan bir

ligand ile modifiye edilmesi gerekir (Schasfoort ve Tudos, 2008).
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Sekil 4. Yiizey plazmon rezonans sistemi



SPR sensorler, uygun biyolojik tanimlayici elementlerle birlikte afinite
biyosensorleri olarak kullanilabilirler ve analit molekiiliiniin sensor yiizeyine immobolize
edilmis biyolojik tanimlayici elementler tarafindan yakalanmasiyla dedeksiyon yaparlar.
SPR sensoérlerinin performans 6zelliklerinden en dnemlileri duyarhilik, ayirim, dogruluk,

tekrarlanabilirlik ve tayin limitidir (Homola ve Piliarik, 2006).

1.3.  Bir SPR Sensor Sisteminde Deney Adimlari

Biomolekiiler etkilesim analizlerindeki deney adimlari su sekilde siralanabilir
(URL-1, 2009):

-immobolizasyon: Ligandin sensér ¢ip yiizeyine kovalent olarak baglanmasi

-Baglanma: Analitin liganda baglanmasi

-Denge durumu: Baglanma ve ayrilma oraninin ayni olmasi

-Ayrilma: Analitin liganddan ayrilmasi

-Rejenerasyon: Analitin zorlamal1 ayrilmasi

Bir SPR 6l¢iimiinde hedef bilesen ya da analit ligand tarafindan yakalanir. Ligand,
Olciimden Once sensoOr yiizeyine immobolize edilir. Ligand immobolize edilmis ¢esitli
sensOr yiizeyleri ticari olarak da satilmaktadir. Analit liganda baglandiginda 6lgiilebilir bir
sinyal olusur ve buna direk dedeksiyon adi verilir. Direk dedeksiyondaki asamalar Sekil
5’te verilmistir. SPR Ol¢limlerinde dncelikle sensor yiizeyi uygun bir tampon ¢ozelti ile
sartlandirilir. Metal yiizeyine baglanma gergeklesmeden once diizgiin bir baseline alinmasi
gerekir. Bu noktada sensor yiizeyi aktif ligandi icermektedir ve hedef analitleri yakalamaya
hazirdir. Analiti ya da hedef molekiilii igeren ¢ozelti sisteme verildiginde bu molekiiller
ylizeye baglanir. Aym1 zamanda 6rnegin diger bilesenleri de liganda segici bir 6zellikte
olmamalarina ragmen sensOr yiizeyine baglanabilirler. Ancak bu baglanma spesifik
degildir ve kolayca kirilabilir. Bu adimda analit molekiiliin adsorpsiyon kinetikleri gergek
zamanl belirlenebilir. Sonra sensor yilizeyine tampon gonderilir ve bdylece non-spesifik
olarak baglanmis bilesenler uzaklastirilir. Biriken kiitle SPR cevabindan belirlenebilir.
Ayn1 zamanda bu asamada analitin ayrilmasi baslar ve bu asamada ayrilma kinetigi
incelenebilir. Son olarak analitle ligand arasindaki spesifik baglanmay1 kiran rejenerasyon

¢Ozeltisi sisteme verilir.
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Sekil 5. Direk dedeksiyon agamalari

Sensor ylizeyine baglanma diizgiin bir sekilde gercgeklestirilmisse hedef analitler
kantitatif olarak uzaklastirilirken ligand sensor yiizeyinde kalir. Ayni sensorii kullanarak
yiizlerce hatta binlerce analizi yapabilmek i¢in liganda zarar vermeyen rejenerasyon
¢ozeltilerinin kullanilmasi1 gerekmektedir. Sistemi sonraki analize hazirlamak i¢in sensor
ylizeyinden tekrar tampon gegcirilir. Rejenerasyon iyi yapilmazsa kalan birikmis kiitle
baseline ¢izgisinin yiikselmesine neden olur. SPR o6l¢iimleri siklikla baglanma prosesi
kinetigini saptamak igin gerceklestirilir. Gergek¢i sonuglar almak i¢in ligand
immobolizasyonunun 1iyi yapilmas: gerekmektedir. Ayrica, kinetik deneyler prosesin
termodinamigi hakkinda da bilgi verir.

SPR olgiimleri kinetik ve termodinamik ¢alismalardan baska bir 6rnekteki analit
konsantrasyonunun tayininde de kullanilabilirler (kantitatif analizler). Bu durumda ilk
olarak analitin farkli konsantrasyonlar1 ayr1 ayr1 analiz edilir. Baglanma basamaginin plato
degeri analit konsantrasyonuyla artmaktadir. Kalibrasyon egrisi; sensor cevabinin (AR)
konsantrasyona karsi grafige gecirilmesiyle elde edilebilir. Bir oOrnekteki analitin
bilinmeyen konsantrasyonunu tayin ederken genellikle bir seri diliisyon hazirlanarak

Olctimler gergeklestirilir (Schasfoort ve Tudos, 2008).
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Analitin (A) sensor yiizeyinde liganda baglanmasi 2 basamakli bir olaydir.
Birincisi; analit ¢ozeltiden ayrilarak sensor ¢ip yiizeyine transfer olur. Ikincisi; analitin
liganda baglanmasi durumudur. Birinci basamak ayni zamanda kiitle transferi olarak
bilinir, konveksiyon ve difiizyon yolu ile ger¢eklesir. Her iki durumun da kendine 6zgii
sabitleri vardir. Kiitle transferi katsayisi (ky,) dir ve her iki yonde de aynidir. Cozeltiden
ylizeye difiizyon, analitin liganda baglanmasindan daha yavastir. Baglanma ve ayrilma hiz
sabitleri akis hizindan bagimsiz olduklarinda kiitle transfer sinirlamasi beklenmez.

Biyomolekiiler interaksiyon deneylerinde ilk asama baglanmadir. Analit ve ligand
difiizyondan dolay1 carpistiklarinda ve ¢arpisma dogru yon ve yeterli enerjiye sahipse
baglanma gerceklesir.

Baglanma hizi: [Ligand].[ Analit] .k,

Baglanma olustugunda, ligand ve analit bir siire birbirlerine bagl kalirlar.

Ayrilma hizi: [Ligand-Analit].kq

Ayrilma olasilig1 siirenin her aninda aynidir. Analit liganda ne kadarlik bir siire
zarfinda bagl kalacagini bilemez. Dissoasiasyondan sonra ligand ve analit, baglanmadan
onceki durumlarinda kalirlar. Eger analit ya da ligand kimyasal olarak modifiye edilirse

baglanma, kiitle etki yasasina uymaz.

A+B = AB

Immobolize ligand (B) ile analit (A) arasindaki reaksiyonun yalanci-birinci derece
kinetigine uydugu farzedilir. Baglanma fazinda [BA] kompleksi zamanin bir fonksiyonu

olarak asagidaki esitlige gore artar:

P = k. [BL.[4] —kq.[BA] M

Baglanma hiz sabiti k, kompleks olusum hizi yani B ve A’ min 1 molarlik
¢ozeltisinde sn’de olusan BA komplekslerinin saysidir. k, degeri biyolojik sistemlerde 10
ve 107 arasindadr.

Ayrilma sabiti kg kompleksin stabilitesini tanimlar yani sn’ de azalan kompleksin

fraksiyonlarini ifade eder. kq degeri biyolojik sistemlerde genellikle 10" ve 10 arasindadir
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(URL-1, 2009). Rezonans sinyalindeki degisim rezonans birimi (RU) olarak ifade
edilmektedir ve zamanin bir fonksiyonu olarak takip edilebilir ve bir sensogram seklinde
verilebilir. Bu verilerden analit-ligand interaksiyonu belirlenebilir.

Baglanma sabitleri asagida verilen denge analizi ve baglanma kinetik analizleriyle

belirlenebilir (Lin vd., 2005).

1.4. Denge Analizi (Scathard modeli)

Toplam ligand miktar1 [B]o ylizeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
ifade edilirse, baska bir deyisle sensor yiizeyinde kloramfenikolii baglayan toplam baglama
bolgeleri; kiitleyi molar konsantrasyona ¢evirmeye gerek kalmadan biitiin konsantrasyon
terimleri SPR sinyali R olarak ifade edilebilir. Serbest analit konsantrasyonu yalanci-
birinci derece kosullarinda akis hiicresinde sabit tutuldugunda, baglanma su sekilde ifade

edilebilir:

dAR /dt = k,C (ARmak -AR)-kqAR )

Bu esitlikte

dAR /dt : SPR sinyalinin degisim hiz1

R: Baglanma ile 6l¢iilen sinyal

Rimak: Baglanma ile 6l¢iilen maksimum sinyal

C: Analit konsantrasyonu (nM)

k, : Baglanma hiz sabiti (1/nM.s)

kq: Ayrilma hiz sabiti (1/s)

Baglanma sabiti K4 (nM), k, ve kg sabitlerinin oranindan hesaplanir (Ka=ka/kd).
Denge durumunda, dAR/dt=0" dir ve esitlik su sekilde yazilabilir:

A1{denge /C = I<AA1{mak - I<AA1{denge (3)
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Baglanma sabiti Ka, ARgenge /C’ nin ARgenger ye karst grafige gecirilmesiyle ve

ayrilma sabiti Kpise 1/ K5’ dan hesaplanabilir.

1.5. Baglanma Kinetik Analizi

(1) esitligi yeniden diizenlendiginde

dAR/dt = k,CAR naxs — (koC + kq)AR 4)

esitligi elde edilir. Buna gore dAR/dt’ nin AR’ ye karsi ¢izilen grafiginin egimi —(k,C + kq)
olur. Baslangi¢ baglanma hiz1 analit konsantrasyonuyla direkt orantilidir ve konsantrasyon
Olclimlerinde kullanilabilir. Rpyas degeri bilinirse k, ve kg degerleri, tek bir baglanma
sensogramindan hesaplanabilir. Bununla birlikte yiizeyi tamamen doygun hale getirmek
icin yiiksek konsatrasyonlarda analite gereksinim oldugundan Ry.ks degerini deneysel
olarak hesaplamak zordur. Tercih edilen yaklagim, birkag¢ farkli analit konsantrasyonunda
baglanma sensogramlarinin almmasidir. Ileri ve geri ydndeki hizlarin analizi igin
dAR/dt’ye karst AR grafige gecirilir ve bu grafigin e§imi olan S degeri ileri ve geri
yondeki hiz sabitleriyle iliskilidir:

S =kiC + kg ()
S’ ye kars1 C grafigi ¢izildiginde egimi k, olan bir dogru ¢ikar. Teorikte y eksenini
kestigi nokta kg degerini verir. Ancak k,C >> ky ise ayrilma sabiti olan kg degerinin

hesaplanmasi i¢in bu yontem gilivenilir degildir. Daha giivenilir olan yontem ayrilma

kineriginin incelenmesidir.

In(ARg / AR) = kq (t — to) (6)

ARy, tp aninda ve AR; ise t aninda ayrilma egrisinden elde edilen SPR sinyal

degerlerini verir (Lin vd., 2005).
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1.6.  Denge izoterm Modelleri

Adsorbsiyon olayi, maddenin ara ylizeyinde bulunan molekiiller arasindaki
kuvvetlerin dengelenmemis olmasindan ve Van der Walls kuvvetlerinden ileri gelmektedir.
Adsorpsiyon, fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Fiziksel
adsorbsiyonda adsorbant ve adsorbent arasindaki etkilesme zayiftir. Bu tiir etkilesmeler
Van der Waals tiirli etkilesmeler olarak ifade edilmektedir. Kimyasal adsorbsiyon ise
kimyasal baglarin olusumundan kaynaklanmaktadir. Cesitli etkenlere bagli olan
adsorpsiyon olaylarindaki davranislar, adsorpsiyon izotermi olarak adlandirilan bagintilarla
ifade edilmektedir. Sabit sicaklikta adsorban tarafindan adsorplanan madde miktar1 ile
denge basinct veya konsantrasyonu arasindaki bagintiya adsorbsiyon izotermi
denilmektedir. Adsorplanan ve adsorplayict maddelerin 6zelliklerine gore bir adsorpsiyon,
Freundlich izotermi, Langmuir izotermi, BET (Brunauer-Emmett-Teller) denklemi,
Polonyi denklemi, Sylgin-Frumkin denklemi, Hill denklemi, Temkin denklemi, Fowler
denklemi, Harkins-Jura (HJ) denklemi gibi esitliklerden biri ya da birkacina uygunluk
gostermektedir (URL-4, 2010).

1.6.1. Langmuir Modeli

Langmuir modeli; adsorbentin yiizeyinde adsorpsiyon olay1 i¢in aktif merkezlerin
oldugunu ve her bir aktif noktanin sadece bir molekiil adsorblayabilecegini kabul eder.
Boylece adsorbent yiizeyinde meydana gelen adsorban tabakasi bir molekiil
kalinligindadir. Ayrica adsorbent yiizeyindeki tiim aktif noktalarin adsorban molekiillerine
kars1 aymi ilgiye sahip oldugunu ve adsorplanmis adsorban molekiilleri arasinda etkilesim
olmadigini kabul eder.

Langmuir izoterminde adsorpsiyon olay1; adsorbanin baglangi¢ konsantrasyonu ile
dogrusal olarak artar. Maksimum doygunluk konsantrasyonunda yiizey, adsorbanin tek
tabakasi ile kaplanmakta ve ylizeye adsorbe olmus adsorban molekiilleri hareketsiz
kalmaktadir. Ayrica adsorpsiyon enerjisi sabittir (URL-5, 2010). Biitiin interaksiyonlarin
enerjitik olarak esit oldugunu varsayan Langmuir modeli denge sabitlerinin

hesaplanmasinda siklikla kullanilmaktadir (Sandblad vd., 2009).
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1.6.2. Freundlich Modeli

Heterojen ylizey enerjileri i¢in 6zel bir durumu ifade eden Freundlich modelinin
dogrusallagtirilmig sekli kullanilarak adsorpsiyon sabitleri bulunabilmektedir. Bu modelde
analit derisimi arttikca dengede adsorplanan miktarlarin arttigi, heterojen yiizeylerdeki
adsorpsiyonu ifade eden daha gercek¢i bir modeldir. Hem Langmuir hem de Freundlich
modeli c¢alisilan derisim araligina bagli olarak deneysel denge degerlerinin
degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir (Yener, 1999). Freundlich modelinde, adsorbe
edilen molekiillerle yiizey adsorpsiyon bdlgeleri arasinda molekiiller arasi interaksiyonlar
vardir (Matharu vd., 2009). Freundlich izotermi genellikle sivilardan adsorpsiyon

durumlarina daha uygundur (Oubagaranadin vd., 2007).

1.6.3. Langmuir-Freundlich (LF) Modeli

Bu model Langmuir modelinde oldugu gibi bazi temel adsorpsiyon kavramlar ile
Freundlich modelindeki adsorpsiyonda heterojeniteyi ele almaktadir. Langmuir-Freundlich
modeli, diisiik analit konsantrasyonlarinda Freundlich esitligi, yiiksek analit
konsantrasyonlarinda ise Langmuir esitligi gibi davranir (Etemadi ve Yen., 2007). LF
modeli, ¢ozeltideki baglanan kalip molekiiliin konsantrasyonu ile denge kalip molekiilii
konsantrasyonu arasindaki denge iliskisini agiklamaktadir (Garcia-Calzon ve Diaz-Garcia,
2007) . LF izotermleri bir¢ok heterojen sistemin 6rnegin; gazlarin yiizeylere adsorpsiyonu,
ligandin poliklonal antikorlara afinitesi ve metal iyonlarmin c¢evresel Orneklere
adsorpsiyonu gibi davranislarin modellenmesinde basariyla kullanilmaktadir. Ayrica LF
baglanma modeli hem homojen hem de heterojen baglama yiizeylerinin modellenmesinde

kullanilmaktadir (Umpleby vd., 2001) .

1.7.  SPR Uygulamalari ve Gida Giivenligi Ornekleri

SPR tabanli biyosensorler, biyomolekiillerin interaksiyonunu isaretlemeye gerek
duymadan o6l¢mektedirler ve bu oOzelliklerinden dolayr molekiiler interaksiyonlarin
karakterizasyonunda onemli birer aragtirlar. Interaksiyonlari gercek zamanli vermeleri

kinetik parametrelerin, termodinamiklerin, konsantrasyonun, ligand ve analit arasindaki
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iliskileri kalitatif olarak belirlenmesine olanak saglamaktadir (Navratilova ve Myszka,
2006).

Protein baglanmasi (Ahmad, 2003), baglanma/ayrilma kinetikleri, afinite sabitleri,
gida analizleri (Spadavecchia, 2005; Homola vd., 2005), klinik teshis, proteomiks, ¢evresel
izleme, bakteriyoloji, viroloji, hiicre biyolojisi, ila¢ kesifleri gibi alanlarda SPR
sistemlerinden yararlanilmaktadir (Shankaran, 2007). SPR biyosensorler; organik ve
inorganik kimyasallar, mikrobiyal patojenler ve toksinler gibi c¢evresel risk olusturan
kimyasal ve biyolojik kontaminantlarin tayininde kullanilmaktadirlar. Cevresel risk
olusturan organik kontaminantlar pestisitler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH),
poliklorlanmis bifeniller (PCB), fenoller, dioksinler ve inorganik kontaminantlar ise agir
metallerdir (Dostalek ve Homola, 2006). Son yillarda SPR biyosensorler, gidalardaki
kalint1 ve kontaminantlarin tayininde duyarlilik, ¢cok yonliiliik, saglamlik, hiz ve nispeten
az maliyetli test olma gibi 6zelliklerinden dolay1 olduk¢a popiiler hale gelmiglerdir. Teshis
elementi olarak antikor kullanan biyosensorlere immunosensor adi verilir. Tipik bir SPR-
immunosensdr uygulamasinda, antijenler sensdr ylizeyine immobolize edilir ve bu
antijenlerin spesifik antikorlarla etkilesimi ortamin refraktif indisini degistirir. SPR
algilama sisteminin geleneksel ELISA yoOntemine {stlinliikleri vardir. Ciinkii analitik
uygulamalar direkt ve isaretlemeye gerek gostermemektedir. Es zamanli otomatik tanima
saglayan SPR ile ¢ok sayida analizi yapmak miimkiindiir ve ELISA’ dan daha kisa siirede
analiz yapilabilmektedir (Petz, 2009). Hepatit B yiizey antikoru baskilanmig SPR ¢ipinin
insan serumunda Hepatit B antikorunun teshisinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Uzun
vd., 2009).

SPR biyosensorler, kiiciik analitlerin, Ornegin; simazine, atrazine, morphine,
theophyline, fumonisin B, teshisinde kullanilmaktadirlar (Homola, 2003).

Gida endiistrisinde, hammadde toplama islemi dahil proses, depolama, tasima ve
tiikketiciye ulagincaya kadar bircok asamada basit, hizli ve otomatik analitik sistemlere
gereksinimi vardir. Gida tirlinlerinin kalite, hijyenik kosullar ve safliginin korunmasi igin
kiiciik molekiiler organik bilesenler, fungal metabolitler, mikroorganizmalar gibi spesifik
analitlerin tayin edilmesi gerekmektedir. Giiniimiizde HPLC ve kiitle spektrometresi ya da
spesifik enzimatik metodlar genis kullanim alanina sahiptirler ancak hala zahmetli, pahali,
zaman alict ve uzun hazirlik asamalar1 gibi sebeplerden dolayr dezavantajlari vardir.
Biyosensorler pestisit ya da herbisit igeren iiriinler, siit iiriinleri, et ve balik gibi tirlinlerde

bulunan veteriner ilaglari, gida koruyuculari, katki maddeleri gibi analitlerin tayininde



17

kullanilmaktadirlar. Gida kalitesiyle ilgili birgok kiiclik molekiiler bilesiklerin tayininde
indirekt yarismali immunoreaksiyon prensibine dayanan SPR immunosensorler yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Deniz iirlinlerinde rastlanan domoic asit, 0.5 ppb diizeyinde,
toksik fungal bir metabolit olan deoxynivalenol 2.5 ppb, bebek formiilasyonlarinda,
atletikler i¢in hazirlanan karigimlarda ve meyve igeceklerinde genis kullanim alani olan
folik asit oldukga diisiik diizeylerde tespit edilebilmektedir (Shankaran, 2007). Sialik asit
tayininde molekiiler baskilanmis polimerle kapli SPR sensor kullanilmistir (Kugimiya ve
Takeuchi, 2001).

SPR kullanimiyla siitte Salmonella hizli ve basit bir sekilde tespit edilmistir
(Mazumdara vd., 2007). Kloramfenikoliin gida matrislerinde hizli ve duyarli bir sekilde
tayin edilmesi amaciyla ylizey rejenerasyonuna gereksinim gostermeyen SPR ¢aligmalar
yapilmustir (Yua vd., 2009). Molekiiler baskilama teknigi kullanilarak lizozim-secici SPR
sensoOr cipler gelistirilmistir (Matsunaga vd., 2007). Coklu kanallara sahip SPR sensorii
kullanilarak elma suyunda E.coli 0157:H7, S. chloeraesuis serotip typhimurium, Listeria
monocytogenes ve C. jejuni bakterilerinin tayini segici olarak gergeklestirilmistir (Taylor
vd., 2006). SPR kullanilarak karides orneklerinde fenol grubu antibiyotik kalintilarinin
tayini hizli ve duyarl bir sekilde yapilmistir (Dumonta, 2007). Botulinum ndrotoksinleri ve
stafilokok enterotoksinleri; mikotoksinlerden fumonisin, deoxynivalenol ve aflatoksin

tayinlerinde SPR sensorlerinden yararlanilmistir (Ladd ve Jiang, 2006).

1.8.  Biyolojik Tamima Elementleri Olarak Kullanilabilecek Ligandlar

Spesifik olmayan baglanmalari minimize etmek ve spesifik immobolizasyon igin
reaktif gruplar1 sisteme katmak amaciyla immobolizasyondan 6nce metali kaplama
yontemleri gelistirilmistir. Bu yaklagimlardan en basarili olan1 metal yiizey iizerinde thiol
veya disiilfit molekiillerinin kendiliginden olusturulmasidir (SAM: Self Assembled
Monolayer). Kararli SAM, metal ile siilfiiriin etkilesimi ve van der Waals kuvvetleri ile
meydana gelir. BoOylece farkli molekiilleri analiz etme imkani ortaya ¢ikar. Yiizeyi
hidrofilik yapmak i¢in dekstran bazli, ince hidrojel benzeri polimerler gelistirilmistir. Bu
hidrojel benzeri tabaka ylizeyi hidrofilik yapmaktadir. Dekstran polimer, proteinlerin
kovalent immobolizasyonuna uygundur ve metal yiizey ile karsilastirildiginda, ligand
baglama orani birkag¢ kat daha yiiksektir. Ligandin kovalent immobolizasyonu ile yiizey ve

ligand arasinda giiclii bir etkilesim kurulur. Bu tiir baglanmanin en biiyiik avantajlarindan
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birisi, hemen hemen her protein i¢in uygulanabilmesidir. Fakat iki énemli dezavantaji
vardir. Birincisi; kovalent immobolizasyonu ile yiizeye baglanan molekiillerin
rejenerasyonu ¢ok zordur. Ikincisi; bu tiir baglanma ile analitin reseptdr molekiillere
tutunmast giiclesir. Eger ligand, yiizeye baglanma kosullarinda kararli degil ve bu
kosullarda aktif bolge zarar goriiyorsa, ligandin kovalent olmayan (hidrojen baglari, van
der waals kuvvetleri) etkilesimlerle immobilizasyonu miimkiindiir. Hidrofobik
etkilesimlerle ligand baglanmasi yonteminde yaglar kullanilmaktadir. Bu yontem hiicre
zar1 ile ilgili proteinlerin immoblizasyonunda kullanilmaktadir (L6fds S ve McWhirter,
2006).

Biyosensorlerde kullanilan biyolojik tanima elementlerindeki iki onemli ozellik,
afinite ve seciciliktir. Ligand degerlendirmesinde en 6nemli faktdrlerden bir tanesi ligandin
baglama afinitesini tayin eden ligand ayrilma sabitidir (Kp). Spesifiteleri, cok yonliiliikleri,
antijene giiclii ve stabil bir sekilde baglanmalar1 sebebiyle antikorlar tanima elementi
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Ancak antikorlarin heterojeniteleri
baglanmada degisimlere ve yetersiz spesifiteye neden olmaktadir. Ayrica antikorlarin raf
Omiirleri sinirhidir ve depolamada sicaklik 6nemlidir.

Antikorlar en iyi dogal ligandlardir ¢linkii yiiksek afiniteye sahiptirler ve ayrilma
sabitleri (Kp) 10” diizeyindedir. Fakat antikorlar biiyilk miktarlarda iiretmek miimkiin
degildir ¢iinkii ya canli bir hayvan konak¢iya ya da hiicre kiiltiirline gereksinim vardir.
Diger biyolojik tanima elementleri; enzimler, reseptor proteinler, peptitler, DNA sekanslar,
hiicreler, molekiiler baskilanmis polimerler ve aptamerlerdir. Protein ligandlarin son
zamanlardaki gelisimindeki en biyiik dezavantaj ise bu ligandlarin K, degerlerinin (107-

107 M) diisiik olmasidir (Petz, 2009).

1.9.  Molekiiler Baskilama Teknolojisinin Tarihcesi

Molekiiler baskilama yeni bir bilim alani degildir ve baskilamayla ilgili en eski
raporlar 1930’lara uzanmaktadir. Bu tarihlerde M.V Polyakov bir seri silika jel hazirlamis
ve bu jelleri bir solvent varliginda hazirladiginda silikanin bu solvente tercihli olarak
baglandigini gézlemlemistir. Polyakov 1950’ lere kadar bu ¢alismayla ugragsmasina ragmen
bulgular1 nadir olarak Dogu Avrupa’nin disina ¢ikmustir. Silikanin kullanildigi sonraki
calisma daha cok etkili olmustur. 1949’ larda Linus Pauling, Frank Dickey’ in iginde

bulundugu grup, boya varliginda hazirladiklar1 silika jellerle ilgili deney sonuglarini
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yayinlamislardir. Dickey, boya sablonu uzaklastirildiktan sonra silikanin diger boyalarin
varliginda ayni boyayi tekrar bagladigin1 gérmiistiir. Silika baskilama 1950 ve 1960’larda
da devam etmis ancak bu alandaki yayin sayisi sinirli kalmigtir. Bununla birlikte, 1972° de
Guenter Wulf grubu molekiiler baskilanmis organik polimeri basariyla hazirladiklarim
acikladiklarinda molekiiler baskilama alaninda kademe sayilabilecek bir degisim
gerceklesmistir. Wulf, gliserik asitin enantiyomerlerini ayirt edebilecek kapasiteye sahip
molekiiler baskilanmis organik polimeri giiniimiizde kovalent yaklasim olarak adlandirilan
yontemle hazirlamigtir. 1981’ de Mosbach ve Arshady kovalent olmayan yaklagimi
kullanarak organik molekiiler baskilanmis polimerler hazirladiklarint bildirmislerdir.
Kovalent olmayan yaklasim, 1990’larda molekiiler baskilamada patlamay1 baslatmistir.
Gilinlimiizde ise hem kovalent hem de kovalent olmayan yaklagim halen tartisilmaktadir.
Ancak, her iki yaklasimin da arti ve eksileri oldugu kabul edilmektedir. 1995’ te
Whitcombe ve arkadaslari her iki yontemin avantajlarini birlestiren orta bir yaklagim
gelistirmiglerdir. Bu yaklagim, polimerizasyon basamaginda kovalent interaksiyona,
yeniden baglanma asamasinda ise kovalent olmayan interaksiyonlara dayanmaktadir.
Kovalent olmayan yaklagim, molekiiler baskilanmis polimer sentezinde halen en yaygin
kullanilan yaklasimdir. Bu yoOntemin birka¢ dezavantaji;  monomer-kalip molekiil

oranlarinin stokiyometrik olarak ayarlanmasiyla giderilebilir (Sellergren ve Allender,

2005).

1.10. Molekiiler Baskilama

Molekiiler baskilama, hedef molekiile yiiksek spesifite gosteren materyallerin
sentezinde kullanilan gelisen bir teknoloji dalidir (Lok ve Son, 2009).
Molekiiler baskilama teknigi, sentetik polimer matriksinde kalip molekiile fonksiyonel ve
yapisal olarak komplementer bosluklarin olusmasindan ibaret olan bir tekniktir (Nicholls
ve Rosengren, 2002; Widstrand vd., 2010; Sellergren ve Allender, 2005; Kindschy ve
Alocilja, 2005; Mayes ve Mosbach, 1997).

Molekiiler baskilama islemleri ti¢ basamaktan olugsmaktadir:

1. Fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasinda kovalent ya da kovalent
olmayan kompleks olusumu (On kompleks olusumu): Bu asamada fonksiyonel monomer

ve kalip molekiil, kovalent ya da kovalent olmayan interaksiyonlarla birbirine baglanir.
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2. Polimerizasyon: Polimerizasyon asamasinda, bu konjugatlarin yapilar
polimerin ii¢ boyutlu aginda dondurulur. Fonksiyonel monomerden gelen fonksiyonel
kisimlar kalip molekiile topografik olarak komplementerdir.

3. Kalip molekiilin polimerden uzaklastirilmas:: Ugiincii asamada, kalip
molekiilleri polimerden uzaklastirilmaktadir. Boylece polimerde kalip molekiilce zapt
edilen kisimlar bosluk olarak kalmaktadir. Uygun kosullarda, bu bosluklar kalip molekiiliin
boyut, yap1 ve diger fizikokimyasal 6zelliklerini hatirlar ve molekiilii ya da analogunu
etkili ve secici olarak baglar (Komiyama vd., 2003). Molekiiler baskilamadaki adimlar
Sekil 6’ da verilmistir (Xu vd., 2009).

&‘: Polimerizasyon
- -
_QO 4 '

QO

Ayrilma

Baglanma

_p ‘ V\_ aRGG Kalip molekiil

Sekil 6. Molekiiler baskilanmis polimerin hazirlanma adimlari

1.11. Molekiiler Baskilama Cesitleri

1.11.1. Kovalent Baskilama

Polimerizasyon dncesi fonksiyonel monomer ve kalip molekiil birbirlerine kovalent
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bagla baglanirlar. Sonrasinda bu kovalent konjugat, kovalent baglanmanin tam olarak
gerceklestigi kosullarda polimerize olur. Polimerizasyondan sonra kovalent bag kirilmakta
ve kalip molekiil polimerden uzaklastirilmaktadir. Kalip molekiil baskilanmis molekiille

tekrar etkilesime birakildiginda kovalent bag tekrar olugsmaktadir (Komiyama vd., 2003).

1.11.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Kovalent olmayan baskilamada; fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasinda
hidrojen bagi, elektrostatik interaksiyon ve koordinasyon bagi olarak adlandirilan kovalent
olmayan interaksiyonlar kullanilmaktadir (Komiyama vd., 2003; Mosbach ve Ramstrom,
1996) ve monomer-kalip molekiil arasindaki interaksiyon kolayca saglanmaktadir (Spivak,
2005). Polimerizasyon basamagindan sonra uygun solventin kullanilmastyla kalip molekiil

polimerden ekstrakte edilerek uzaklastirilmaktadir.

1.12. Kovalent ve Kovalent Olmayan Baskilamanin Avantaj ve
Dezavantajlan

Genellikle kovalent olmayan baskilama kolaydir ve genis bir kalip molekiil
spektrumuna uygulanabilir 6zelliktedir. Baskilamanin sikiligi bakimindan kovalent
baskilama genellikle daha iistiindiir. Thtiyaca ve gerceklestirilecek islemin 6zelligine gore
ornegin; hedef bilesik, istenen segicilik, maliyet ve hazirlama asamasi i¢in kabul edilebilir
stire gibi, bu iki metottan biri segilebilir.

Kovalent baskilamanin avantajlari:

-Monomer-kalip molekiil konjugatlar1 kararli ve stokiyometriktir. Bdylece
molekiiler baskilama prosesi nispeten daha diizgiindiir.

- Konjugatlar kovalent baglarla olusturuldugu ve yeterince kararli olduklari igin
yuksek sicaklik, yiiksek ya da diisiik pH, yiiksek polariteye sahip solvent gibi ¢ok cesitli
polimerizasyon kosullar1 kullanilabilir.

Kovalent baskilamanin dezavantajlart:

-Monomer-kalip molekiil konjugatlarinin sentezlenmesi genellikle zor ve ¢ok
ekonomik degildir.

-Tersinir kovalent bag sayis1 sinirlidir.
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-Kalip molekiiliin polimerden uzaklastirilmasi asamasinda baskilamanin etkinligi
bazi durumlarda azalmaktadir.

-Kovalent bagin olusmast ve kirilmasi s6z konusu oldugu i¢in kalip molekiiliin
baglanmasi ve serbest kalmasi yavastir.

Kovalent olmayan baskilamanin avantajlar:

-Kovalent monomer-kalip molekiil konjugatlarinin sentezlenmesine gerek yoktur.

-Kalip molekiil polimere kovalent olmayan baglarla zayif bir sekilde baglandigi
icin polimerden kolaylikla uzaklastirilabilir.

-Kalip molekiiliin baglanmasi ve serbest kalmasi hizli oldugu i¢in avanatjhidir.

Kovalent olmayan baskilamanin dezavantajlari:

-Monomer-kalip molekiil bagi labil olup stokiyometrik olmadig1 i¢in baskilama
prosesi daha az diizgilindiir.

-Kovalent olmayan baglarin olusumunu maksimize etmek ic¢in polimerizasyon
kosullarinin ¢ok dikkatli segilmesi gerekir.

-Bag olusumunda denge degisimini saglamak icin fonksiyonel monomer cok
kullanilmakta ve bu da spesifik olmayan baglarin olusumuna neden olarak secici

baglanmay1 azaltmaktadir (Komiyama vd., 2003).

1.13. Molekiiler Baskilamada Kullanilan Materyaller

Kullanilan reaktifler 1) Fonksiyonel monomerler 2) Capraz baglayicilar 3)

Polimerizasyon i¢in ¢oziiciiler 4) Baslaticilar 5) Kalip molekiil

1.13.1. Fonksiyonel Monomerler

Fonsiyonel —monomerler, baskilanmig baglama bdlgelerinde baglama
interaksiyonlarindan sorumludurlar ve kovalent olmayan molekiiler baskilama protokoliine
gore fonksiyonel monomerler, kalip molekiilin mol sayisindan c¢ok fazla sayida
kullanilmahdirlar ki kalip molekiil-fonksiyonel monomer baglanmasi gergeklessin.
Kovalent olmayan baskilamada kalip molekiil/fonksiyonel monomer orani 1:4 ya da daha
fazladir. Kalip molekiil ile fonksiyonel monomer fonksiyonelliklerinin birbirlerini
tamamlamas1 gerekmektedir (Ornegin; hidrojen bagi vericisi hidrojen bagi alicisiyla

eslesir) ki kompleks olusumu maksimize ve baskilama etkin olsun. Iki ya da daha fazla
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monomer kokteyl polimerizasyonunda aynmi anda kullanildiklarinda kopolimerizasyonun
uygunlugunun saglanmasinda bu monomerlerin reaktivite oranlarina dikkat edilmesi
gerekir (Chetanworld, 2010). Kovalent baskilamada, kalip molekiil vinil gruplarina
kovalent olarak baglanir. Monomer olarak genellikle akrilik ya da metakrilik asitin ester ve
amidleri kullanilmaktadir. Kovalent olmayan baskilamada uygun fonksiyonel gruplari
tasiyan vinil monomerleri sentezlenmektedir. Ayrica birgok fonksiyonel monomeri ticari
olarak bulmak da miimkiindiir. Ticari monomerler genellikle inhibitér ya da stabilizor

icerdikleri i¢in kullanilmadan 6nce distile edilmeleri gerekmektedir (Komiyama vd., 2003).

1.13.2. Capraz Baglayicilar

Capraz baglayicilar, baskilanmis polimerde {i¢ 6nemli fonksiyonu yerine getirmek-
tedirler. 1) Capraz baglayici, polimer matriksinin morfolojisini (jel tipi, makro gézenekli
ya da mikrojel toz formda olup olmamasi gibi Ozelliklerini) kontrol etme agisindan
onemlidir. 2) Baskilanmis baglanma bolgelerini stabilize eder. 3) Polimer matriksine
mekanik kararlilik verir. Polimerizasyon agisindan bakildiginda kalic1 gdzenekli materyal
elde etmek ve yeterli mekanik stabiliteye sahip polimer elde etmek i¢in genellikle ytliksek
capraz baglayici oranlari tercih edilmektedir. % 80 ve daha iizerindeki ¢apraz baglayici
oranlar1 siklikla kullanilmaktadir. Molekiiler baskilamaya uygun bir¢ok ¢apraz baglayici
vardir. Etkin bir baskilama i¢in, capraz baglayicilarla fonksiyonel monomer uyumlu
olmalidirlar (Cormack ve Elorza, 2004). Aksi takdirde fonksiyonel monomer ya da capraz
baglayicidan biri baskin ¢ikar ve kopolimerizasyon etkin bir sekilde gergeklesmez. Uygun
bir capraz baglayici ajanin secimiyle rasgele kopolimerizasyon basarili bir sekilde
gerceklesir ve fonksiyonel monomerden gelen fonksiyonel gruplar polimer aginda uniform
bir sekilde dagilir. Capraz baglayicinin fonksiyonel monomere mol orani da 6nemlidir.
Capraz baglayici/fonksiyonel monomer orani c¢ok kiigiikse kalip molekiiliin baglama
gruplart birbirlerine o kadar yaklasirlar ki birbirlerinden bagimsiz hareket edemezler. Kalip
molekiiliin baglama bolgeleri yakinindaki baglama bdlgelerini komple inhibe eder. Capraz
baglayici/fonksiyonel monomer mol orani ¢ok biiyiikse, Ozellikle c¢apraz baglayict
fonkisyonel monomer ve/veya kalip molekiille kovalent olmayan interaksiyona girdiginde
baskilama etkinligi zarar goriir. En sik kullanilan capraz baglayicilar; etilen glikol

dimetakrilat (EDMA) ve divinilbenzendir DVB) (Tablo 1) (Komiyama vd., 2003).
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Tablo 1. Capraz baglayicilar

Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) o
T
- || ]
Divinylbenzene (DVB) \C

1.13.3. Coziiciiler

Coziiciiler, polimerizasyon sirasinda kalip molekiil, fonksiyonel monomerler,
capraz baglayici ve baslatici olarak adlandirilan bilesenleri tek fazda tutarlar. Diger 6nemli
fonksiyonlar1 ise makro gozenekli polimerlerde porlari olusturmalaridir. Bu nedenle
solventler porojen olarak da adlandirilirlar. Kalip molekiiliin polimerden ayrilmasi porozite
sayesinde olmaktadir. Termodinamik olarak iyi bir ¢oziicii se¢ildiginde daha ¢ok spesifik
ylizey alanlar1 olusur. Porojen hacminin artmasi por hacmini arttirmaktadir. Coziiciiler
ayrica kovalent olmayan baskilamada kalip molekiil-fonksiyonel monomer arasindaki
kompleks olusum olasiligin1 da arttirmaktadirlar (Cormack ve Elorza, 2004). Coziicl
secimi baskilama tiirline baghdir. Kovalent baskilamada, bilesenleri ¢ozdiikleri siirece
birgok solvent kullanilabilir. Kovalent olmayan baskilamada, fonksiyonel monomer-kalip
molekiil arasinda bag olusumunu gergeklestirme ve baskilama verimini arttirma
bakimindan ¢6ziicii segimi daha 6nemlidir. En yaygin kullanilan solvent birgok monomeri
ve kalip molekiilii ¢6zdiigli ve hidrojen bagi olusumunu hi¢ engellemedigi icin
kloroformdur.

Solvent kullanilmadan hazirlanan polimerler sert ve yogun olurlar ve hemen hemen
kalip molekiili hi¢ baglamazlar. Coziiciiler ayrica polimerizasyon sirasinda olusan
reaksiyon 1sisi1 disperse ederler. Aksi takdirde reaksiyon karigiminin sicakligi bolgesel

olarak yiikselir ve istenmeyen yan reaksiyonlar olusur (Komiyama vd., 2003).



25

1.13.4. Baslaticilar

Farkli 6zelliklere sahip birgok kimyasal baslatici serbest radikal polimerizasyonunda
radikal kaynak olarak kullanilmaktadir. Kovalent olmayan baskilamada yaygin olarak
kullanilan baslaticilar: 2,2’-azobis(izobiitironitril) (AIBN), 2,2’-azobis(2,4 dimetilvaleronitril)
(ADVN), benzolperoksit, 4,4’-azo(4-siyanovalerik asit).

Baglaticilar monomerlerle karsilastirildiklarinda genellikle diisiik miktarlarda
kullanilmaktadirlar. Baslaticilarin radikallere dekompozisyonu kimyasal yapisina bagl
olarak 1s1, 151k, kimyasal, elektrokimyasal yollarla gergeklestirilebilir. Ornegin; AIBN
ultraviyole ile kolaylikla bozunur, termal ya da fotokimyasal kosullarda metilmetakrilatt
polimetilmetakrilata dontstiiriir. Oksijen serbest radikal polimerizasyonunu geciktirdigi
icin ¢oziinmiis oksijenin monomer ¢ozeltisinden hemen uzaklastirilmasi gerekir. Oksijenin
uzaklastirilmasi ultrasonikasyonla ya da monomer ¢6zeltisine inert gazlardan argon ya da

azot gazi pliskiirtiilmesiyle gerceklestirilebilir (Yan ve Row, 2006).

1.13.5. Kalip Molekiil

Biitiin molekiiler baskilama islemlerinde kalip molekiil ¢ok biliyiikk Onem
tagimaktadir ve fonksiyonel monomerdeki fonksiyonel gruplarin organizasyonunu kontrol
eder. Ancak bircok sebeplerden dolay: her kalip molekiil direkt olarak baskilamaya uygun
degildir. Serbest radikal polimerizasyonuna uyumluluk agisindan kalip molekiiliin
polimerizasyon kosullarinda kimyasal olarak inert olmasi gerekmektedir. Kalip molekiil
radikal reaksiyonlarina katiliyorsa ya da polimerizasyon kosullarinda kararsizsa alternatif
baskilama stratejileri gelistirilmelidir. Ilaclar, pestisitler, amino asitler ve peptidler,
niikleotid bazlari, steroidler ve sekerler gibi kiiclik organik molekiillerin baskilanmasi artik
kolaylikla ve rutin bir sekilde gergeklestirilebilmektedir. Protein, hiicre gibi biiyiik organik
molekiiller icin spesifik protokoller olmasina ragmen bu biiyiikliikteki molekiillerin
baskilanmasi héla zordur. Bunun sebebi, biiyiik kalip molekiiller daha az rijittirler ve
baskilama sirasinda belirgin kavitelerin olusumunu zorlagtirirlar. Ayrica protein gibi
sekonder ve tersiyer yapiya sahip biiyilk molekiillerin yapilari termal ya da fotolitik
islemlerden etkilenebilirler. Peptit ya da protein gibi biiylik molekiiller baglanma ceplerine
rahatlikla giremedikleri i¢in tekrar baglanmalar1 da zordur (Yan ve Row, 20006).

Kalip molekiil se¢imi yapilirken su sorularin sorulmasi gerekir:
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1. Kalip molekiil polimerize olabilecek herhangi bir grup tasiyor mu?

2. Kalip molekiil, serbest radikal polimerizasyonunu inhibe edecek ya da
geciktirecek thiol ya da hydroquinone gibi fonksiyonel gruplar tagiyor mu?

3. Kalip molekiil, orta derecede yiiksek sicakliklarda ya da UV 1simasina maruz

kaldiginda kararli mi? (Chetanworld, 2010)

1.14. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Uygulama Alanlar

Molekiiler baskilama; kromatografi alaninda (Ansell vd., 1996; Spivak vd., 1997;
Kriz vd., 1994; Baggiani vd., 2000; Lei ve Tan, 2002; Matsui, 2002; Schweitz, 1998),
enzimatik katalizlerde ve mimiklerde (Wulf, 2002; Cormack ve Mosbach, 1999; Wulff,
2002; Lele vd., 1999; Motherwell, 2001), kati-faz ekstraksiyonunda (Lanza ve Sellergren,
2001; Masque vd., 2001; Mahony vd., 2005; Schirmer ve Meisel, 2008; Ersoz vd., 2008;
Jiang vd., 2001; Takeuchi, T., ve Haginaka, J., 1999; Schirmer, ve Meisel, 2009),
antikor/immunolojik ¢alismalarda (Ye ve Mosbach, 2001; Piletsky vd., 2001; Haupt ve
Mosbach, 1998; Lavignac vd., 2004), MIP esasli sensorlerde (Haupt ve Mosbachi, 2000;
Kriz vd., 1997; Wang vd., 2008; Yano ve Karube, 1999) kullanilmaktadir.

Molekiiler baskilamanin en ¢ok kullanildig1 alan, seperasyondur ve ozellikle
rasemik karisimlarin kiral aymriminda sik¢a kullanilmaktadir. Geleneksel kromatografi
kullanimlarindan bagka ince tabaka kromatografisinde de kullanilmaktadir. Seperasyon
alanindaki baska bir kullanimi ise kapiler elektroforezdir (Haupt ve Mosbach, 1998).

Baskilanmis polimerlerin katalizor olarak kullanildigi uygulamalar i¢in gelistirilmis
baskilanmis polimerlere “plastik enzim” denilmektedir. Plastik enzim hedef molekiilii tanir
ve ona baglanarak kimyasal tepkimenin aktivasyon enerjisini diisiiriir; boylece tepkimenin
daha hizli, daha diisiik sicaklikta ve daha verimli bir sekilde gergeklesmesini saglar.
Hidrojen floriiriin bir molekiilden ayrildig1 tepkimeyi katalizleyen bir plastik enzim
tretilmistir. Enzimler, yiiksek sicaklik ve organik ¢oziiciiler i¢cinde denatiire olur ve
islevlerini yitirirler. Ancak enzimlerin plastik taklitleri organik ¢oziiciiler i¢inde oldukga
genis bir pH aralifinda ve yiiksek sicakliklarda ozelliklerini kaybetmeksizin giivenle
kullanilabilmektedirler (Giimiigderelioglu, 2010).

Kafeinin kalip molekiil olarak kullanildigr molekiiler baskilanmis polimer, kat1 faz
ekstraksiyonunda kullanilmis ve bu yontemle kafein igeceklerden ve insan plazmasindan

direkt olarak ekstrakte edilmistir (Theodoridis ve Manesiotis, 2002). Kovalent olmayan
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baskilama yontemiyle quersetin bilesigi baskilanmis ve kat1 faz ekstraksiyonunda basariyla
kullanilmistir (Weiss vd.,2002).

Immunolojik  ¢alismalarda  baskilanmis  polimeler  antikorlarla  yer
degistirebilmektedirler. Molekiiler baskilanmis polimerler bir bakima antikorlardan ¢ok
farklilardir ancak ortak birgok yonleri vardir. Molekiiler baskilanmig polimerler,
antikorlardan daha biiylik, rijit ve ¢oziinmez yapidadirlar fakat dogal reseptdr olma ve
hedef molekiile spesifik olarak baglanabilme o6zellikleri olduk¢a 6nemlidir. Giinlimiizde
antikorlarin ¢6ziiniir formda kullanildiklar1 immunodifiizyon, immunoelektroforez gibi
tekniklerde baskilanmis polimerler antikorlarla rekabet edememektedirler ancak
immobolize antikorlara dayali immunoafinite kromatografi, immunolojik metodlar ve
immunosensorler gibi alanlarda baskilanmis polimerler antikorlara gergek bir
alternatifdirler (Haupt ve Mosbach, 1998).

Molekiiler olarak baskilanmis polimerlerin son yillarda hizla gelisen bir diger
uygulama alanm1 da hidrojellerdir. Hidrojeller, diisiik ¢capraz bagh biiyiik dl¢iide sivi emme
ozelligine sahip yapilardir. Hidrojellerle yapilan MIP, molekiiler baskilamanin hidrojellerin
ilag yiikleme ve salim davranist iizerinde olumlu gelismeler sagladigini gostermektedir
(Giimiigderelioglu, 2010).

Molekiiler baskilanmis polimerlerin sensor teknolojisinde de bir ¢ok kullanim alan1
vardir. Florimetri tabanli sensorle; triazin, sialik asit, piren, cAMP; kondiiktometri tabanli
sensoOrle atrazin, sialik asit, morfin, L-fenilalanin; spektrometri esasli sensorle
kloramfenikol, testosteron; SPR tabanli sensorle teofilin analizleri gergeklestirilmistir
(Yano ve Karube, 1999). Indol-3 —asetik asitin hedef molekiil olarak kullanildigi molekiiler
baskilanmis polimer piezoelektrik sensérde kullanilmistir (Kugimiya ve Takeuchi, 1999).
Baskilanmis polimerlerin molekiiler tanima elementi olarak kullanildigi kuvarts kristal
mikroterazi (QCM) sensorleri gelistirilmistir. QCM elektrodunun yiizeyinde sialik asit ve
indol asetik asit baskilanmis polimer filmler hazirlanmis ve sialik asit i¢in tayin aralig1 20-
250 nmol olarak belirlenmistir. Herbisitlerden 2,4-diklorofenoksiasetik asitin baskilandigi
polimer partikiilleri ekran baskilamayla hazirlanmis tek kullanimlik tglii elektrot
sisteminin yiizeyine immobolize edilmislerdir. Ayn1 sekilde sialik baskilanmig polimer
filmi sensor yilizeyine tutturularak SPR’ de tayin amacli kullanilmistir (Komiyama vd,

2003).
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1.15. Molekiiler Baskilamanin Gida Giivenligi Amach Uygulamalari

Molekiiler baskilama teknolojisi ortaya ¢iktig1 glinden bu yana gida {iretimi, analizi
ve kalite kontrolii alanlarinda da ¢ok genis uygulama alanlari bulmus ve halen de
gelismektedir. Gida endiistrisinde gidanin tiiketim agisindan giivenilir olup olmadigimnin
test edilmesi acisindan kontaminantlarin tayin edilmesi olduk¢a Onem arz etmektedir.
Gereken korumayi saglamak i¢in gida endiistrileri ve resmi kurumlar, gidalarda
bulunabilecek kontaminantlar ya da antimikrobiyal ilaglarin hizli, basit ve dogru bir sekilde
analiz edilmesini istemektedirler. Kalintilar ¢ok diisiik miktarlarda bulunduklar1 icin
biyolojik Orneklerde temizlik ve 6n konsantrasyon amacli olarak kat1 faz ekstraksiyonu
rutin bir sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler baskilanmis kati-faz ekstraksiyonu gidalarda
etkili bir 6n iglem metodu olarak goriilmektedir (Lok ve Son, 2009). Djozan ve Ebrahimi
(2008), atrazinin molekiiler olarak baskilandig1 yeni bir kati-faz mikro ekstraksiyon fiber
hazirlamiglar, su, sogan ve pirincin matriks olarak kullanildig1 iirlinlerde atrazin ve
analoglar1 olan simazin, triazin ve propazin gibi herbisitleri tayin etmislerdir. Konserve
gidalarin matriks olarak kullanildig: tirtinlerde Bisfenol-A molekiiler baskilanmig ve kati-
faz ekstraksiyonunda kullanilmistir (Martin-Esteban ve Tadeo, 2006). Kloramfenikoliin
molekiiler olarak baskilandigi mikrokiireler, siit ve karides Orneklerinde HPLC’ ye
enjeksiyon yapilmadan onceki asamalarda temizlik ve 6n konsantrasyon amacli olarak
kullanilmislardir (Shi vd., 2007). Siitten siilfametazinin tayini ve 6n konsantrasyonu i¢in
hazirlanan molekiiler baskilanmis polimer, secici kat1 faz ekstraksiyonunda sorbent olarak
kullanilmistir (de Prada vd., 2005).

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan klasik metodlar olduk¢a yavas ve zaman
alicidir. Yeni metotlardan sayilan ELISA ve polimeraz zincir reaksiyonlarinin da sektorde
yaygin bir sekilde yerini almamistir. Hangi metot olursa olsun gida orneklerinden
mikroorganizmalarin ayrilmast ve kontrol edilmesi hala problem teskil etmektedir.
Whitcombe ve ark. tanima elementi olarak uygun antikor ya da lektini tasiyan ¢oziiniir bir
polimer kullanilarak mikroorganizmalart baskilanmiglardir (Whitcombe vd., 1997). Son
zamanlarda [-laktam grubu antibiyotikler i¢in molekiiler baskilanmis polimerler
gelistirilmistir (Ramstrom vd., 2001). Penisilin V kullanilarak hazirlanan molekiiler
baskilanmis polimerlerin penisilin G, penisilin V ve oksasilin gibi farkli penisilinleri dahi
secici olarak ayirt edebildigi belirlenmistir (Skudar vd., 1999). Liibke ve ark. da sulu

cozeltilerden P -laktam grubu antibiyotiklerinden ampisilini etkin bir sekilde
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baskilamiglardir (Liibke vd., 2000). Kloramfenikoliin kalip molekiil olarak kullanildigi
molekiiler baskilanmis polimerler, yer degistirme kromatografi teknigi ile HPLC’de
floresan dedeksiyonda kullanilmislardir (Levi vd, 1997). Baska bir ¢alismada nikotinli
sakizlarda nikotin ve nikotinin oksidasyon iiriinleri, nikotin baskilanmis polimerle kati-faz
ekstraksiyonunda 6n saflastirma islemine tabi tutulmustur (Zander vd., 1998).

Gidalarin 6nemli lipid bilesenlerinden biri olan kolesterol de molekiiler olarak
baskilanmistir. Bu bilesigin serumdaki seviyesinin izlenmesi ve steroid formundaki bir yag
olarak diyet {iriinlerinden segici olarak uzaklastirilmas: agisindan analitik uygulamalarda
hayli ilgi gormiistiir. Kolesterol baskilanmis polimerle hazirlanan filmler altin elektrot
ylizeyine immobolize edilerek 5 dk icinde 15-60 pumol aralifinda tayin yapilabilmistir
(Ramstrom vd., 2001). Flavonolle zenginlestirilmis zeytinyagi orneklerinden molekiiler
baskilanmis polimerler kullanilarak florseans dedeksiyonla flavonol tayini duyarli ve segici
bir sekilde gergeklestirilmistir (Sudrez-Rodriguez ve Diaz-Garcia, 2000). Gida
analizlerinde kontaminant olarak agir metallerin tayin edilmesi de 6nem arz etmektedir.
Kursunun ayrilmasi amaciyla kursun baskilanmis iyon degisim rezinlerinin sentezlendigi
calisma molekiiler baskilamanin agir metal tayinlerindeki drneklerinden bir tanesidir.

Polistren mikrokiireciklerinin ylizeyinde papain baskilanmis 60-100 nm
kalinliginda poli-3-aminofenilboronikasitin (pAPBA) nanofilmi basariyla sentezlenmistir.
Baskilanmas kiirecikler, kalip molekiil olarak seg¢ilen papaine yiiksek afinite gostermislerdir
(Lu vd., 2009). D-glikoz ve titanyum n-biitoksit’ten hazirlanmis kompozit nanofilm,
kuvarts kristal mikroterazi (QCM) elektrodunun yiizeyine tutturulmustur. Kalip molekiil
olarak kullanilan glikozun uzaklastirilmasindan sonra kalip molekiil ve D-mannoz, D-

galaktoz ve D-fruktoz  monosakkaritlerinin baglanma davranislart incelenmistir (Yang

vd., 2008).

1.16. Kloramfenikol

Kloramfenikol (CAP), beyazdan grimsi beyaza ya da sarimsi beyaza degisen
renklerde, ince kristal toz formda 150.5 ile 151.5 °C erime noktasina sahip bir
antibiyotiktir. Yiiksek vakum ortaminda siiblimlesen ve 1s18a duyarli bir madde olan
kloramfenikol suda, kloroform ve eterde ¢oziinmekte ancak en iyi ¢oziiniirliigli propilen
glikol, % 50’ lik asetamid, metanol, etanol, biitanol, etil asetat ve asetonda gostermektedir.

Benzen, petrol eteri ve bitkisel yaglarda c¢oziinmemektedir (2, 2010). CAP, genis
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spektrumlu bir antibiyotik olup dogal yollarla Sreptomyces venezuelae’ dan ya da sentetik
olarak elde edilmektedir. Aerobik ve anaerobik mikroorganizmalara karsi aktivite
gostermektedirler (Huang vd., 2006).

Kloramfenikol (Sekil 7) ; ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde diger antibiyotiklerin
etkisiz kaldigr ya da kontrendikasyonlara sebep oldugu durumlarda kullanilmaktadir.
1950’lerden beri tifo, menenjit ve baz1 merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Simdilerde ise goz merhemlerinde (konjanktiva ya da kornea) ylizey
okiiler enfeksiyonlarin tedavisinde, dis kulak ya da derinin tedavisinde lokal merhem

olarak, ve i¢ enfeksiyonlarda damar i¢i siispansiyonlarin bilesiminde kullanilmaktadir.
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Sekil 7. Kloramfenikol

Kloramfenikol veterinerlikte ise olduk¢a etkili ve iyi tolere edilebilen genis
spektrumlu antibiyotik olarak kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin kullanimi, hayvansal
kaynakli gidalarda bunlarin kalintilarinin bulunmasina neden olmakta ve halk sagligimni
tehdit edici yan etkilere sebep olmaktadirlar. Antibiyotiklerin muhtemel zararh etkilerini
azaltmak icin FDA (Food and Drug Administration) ve Avrupa Birligi (AB) tarafindan
kabul edilebilir limitler belirlenmistir. Hatta bazi antibiyotiklerin gida kaynagi olabilecek
hayvanlarda dahi kullanomi A.B.D ve AB’ de yasaklanmistir. Yasaklanan bu
antibiyotiklerden biri olan CAP; aplastik anemi olarak adlandirilan kan hiicrelerinin
yeterince iiretilmemesi sonucu gelisen kemik iligi yetmezligine ve l8semiye sebep
olabilmektedir. CAP c¢ocuklarda ve 6zellikle yeni doganlarda yetiskinlere gére daha yavas
metabolize olmaktadir. Pediatrik doz asildiginda gri bebek sendromu ortaya ¢ikmaktadir.
Gri bebek sendromunda aktif kloramfenikoliin serumda birikmesi ve ilacin glukuronide
cevrilerek karacigerden atiliminin yetersiz olmasi sonucunda bebeklerde kardiyovaskular
sistem ¢Okmektedir. Ayrica kloramfenikoliin insanlarda kansere sebep oldugu

sanilmaktadir (URL-2, 2010).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1.  Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kalip molekiil olarak kullanilan kloramfenikol (C0378), poli(vinil alkol) (PVA),
sodyum dodesil siilfat (SDS), amonyum persiilfat (APS), sodyum bikarbonat ve sodyum
bistilfit Sigma ‘dan (St. Louis, ABD); etilen glikol dimetakrilat (EDMA) Fluka A.G.
(Buchs, Isvigre) ‘den; diger kimyasal maddeler ise Merck A.G. (Darmstad, Almanya)’ dan
temin edildi. EDMA, polimerizasyon inhibitériinden arindirilmak iizere diisiik basingta
(100 mmHg) damitild1 ve kullanilana kadar 4°C’da muhafaza edildi. Deneyler sirasinda
kullanilan cam malzemeler bir gece boyunca nitrik asitte bekletildi ve tozsuz ortamda
kurutuldu. Deneylerde kullanilan su, yiiksek akish seliiloz membranli Barnstead (Dubuque,
IA) Ropure LP ® ters osmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra Barnstead D3804
NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon degisim sistemi kullanilarak
saflastirildi. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18 megaohm/cm'dir.

2.2. Nanopartikiillerin Hazirlanma Asamalari

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda asagidaki basamaklar izlenmistir.
-N-Metakriloil-(L)-Histidin Metil Ester (MAH) Monomerinin Sentezlenmesi
- MAH Monomerinin Karakterizasyonu
- Kloramfenikol Baskilanmis polilEDMAH) Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

- Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

2.1.1. N-Metakriloil-(L)-Histidin Metil Ester (MAH) Monomerinin
Sentezlenmesi

5.0 g L-histidin metil esteri ve 0.2 g hidrokinon 100 ml diklorometan (CH,Cl,)
icerisinde ¢oziilmiis ve ¢dzelti 0°C'a sogutuldu. Uzerine 12.7 g trietilamin eklendi ve
sonrasinda bu ¢ozeltiye yavasca 5.0 ml metakroil kloriir ilave edildi. Bu karisim azot
atmosferi altinda manyetik karigtirict ( 150 rpm) ile oda sicakliginda 2 saat karistirildi. Bu

siirenin sonunda reaksiyona girmeyen metakroil kloriir % 10’luk NaOH c¢ozeltisi ile
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ekstrakte edildi. Sulu faz, doner buharlastiricida uzaklastirildi ve kalan kati1 kisim (MAH)

etanolde ¢ozildii.

2.2.2. MAH Monomerinin Karakterizasyonu
2.2.2.1. FTIR Analizi

MAH monomerinin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000 Series,
Shimadzu, Japonya) kullanilarak elde edildi. 2 mg MAH monomeri ile 98 mg KBr ( IR
Grade, Merck, Almanya) homojen olarak karistirilmis ve tablet haline getirildi. Sonrasinda

4000-450 cm™ dalga sayis1 araliginda FTIR spektrumu ¢ekildi.

2.2.3. Kloramfenikol Baskilanmis Poli(EDMAH) Nanopartikiillerin
Hazirlanmasi

Polimerizasyon ikili sivi faz karisiminda gergeklestirildi. Birinci sivi faz, PVA
(0.187 g), SDS (28.9 mg) ve sodyum bikarbonat (23.4 mg)’in sulu ¢ozeltisidir (10 ml).
Ikinci siv1 faz, PVA (0.1 g) ve SDS (0.1 g)’nin sulu ¢dzeltisidir (200 ml). Monomer fazi
ise; MAH monomeri (5 mg) ve EDMA (2.1 ml) kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan
monomer fazi, birinci siv1 faza eklendi. Karigim, miniemiilsiyon elde edilmek tizere 25.000
rpm’de homojenize (T10, Ika Labortechnik, Almanya) edildi. Daha sonra, kalip molekiil
kloramfenikol —miniemiilsiyona eklendi ve etkin monomer-kalip etkilesimini
gerceklestirmek icin manyetik karistirict ile 2 saat karistirildi. Karistirma islemi devam
ederken kalip molekiilii iceren miniemiilsiyon yavasca ikinci sivi faza eklendi. Daha sonra
karisim cam polimerizasyon reaktdriine (Radleys Carousel 6, Essex, Ingiltere ) aktarildi.
Reaktér mekanik olarak karistirildi (300 rpm) ve 40°C’ta 1sitildi (Radleys Carousel 6,
Essex, Ingiltere). Son olarak, sodium bisiilfit (0.115 g) ve amonyum persiilfat (0.126 g)
karisima eklendi. Polimerizasyon 40°C’ta 24 saat siireyle devam ettirildi. Elde edilen
kloramfenikol baskilanmis nanopartikiiller 5 kez deiyonize su, 5 kez etil alkol ve tekrar
deiyonize su ile yikanarak reaksiyona girmeyen monomer, yiizey aktif madde ve baslatici
uzaklastirildi. Her bir yikama basamagi icin ¢ozelti 9000 rpm’de 1 saat siireyle santrifiij

(Allegra-64R Beckman Coulter, ABD) edildi ve nanopartikiiller yikama ortamindan
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ayrildi. Temizlenen nanopartikiiller, deiyonize su igerisinde tekrar dagitildi ve 4°C’de
saklandi.
Kloramfenikol baskilanmamis poli(EDMAH) nanopartikiiller polimerizasyon ortaminda

ayn1 yontem ile hazirlandu.

2.2.4. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
2.2.4.1. Zeta Boyut Analizi

Nanopartikiillerin boyut analizi, Nano Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments,
Londra, Ingiltere) ile belirlenmistir. 3 ml nanopartikiil ¢dzeltisi boyut anlizoriiniin érnek
yuvasina yerlestirildi. Isigin sacilmasi 90°’lik gelis agisinda 25°C’da tayin edildi. Isigin

sacilma sinyali birim saniyedeki partikiil sayisi1 (partikiil sayisi/sn) olarak hesaplandi.

2.2.5. Yiizey Plazmon Rezonans Sensor Yiizeyine Nanopartikiillerin
Tutturulmasi

Nanopartikiillerin yiizey plazmon rezonans sensor yiizeyine tutturulmasindan 6nce
SPR sensoriin altin ylizeyi asidik pirana ¢ozeltisi (3:1 H2SO4:H,0,, v/v) ile temizlendi.
Asidik pirana ¢ozeltisi (20 ml) icerisine daldirilan sensdr, 20 saniye ¢ozelti igerisinde
bekletildi. Cozeltiden ¢ikarilan sensdr, deiyonize su ve saf etil alkol ile yikand1 ve vakum
etiiviinde (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutuldu. Yiizeyi temizlenen SPR sensoriin altin
yilizeyine 100 kat seyreltildi (% 4.2, v/v) nanopartikiil ¢ozeltisi damlatildi (5 pl). Tozsuz
ortamda 37°C’de 6 saat kurutuldu. Nanopartikiillerle kaplanmig SPR sensor yiizeyi
deiyonize su ve saf etil alkol ile yikand1 ve vakum etiiviinde (200 mmHg, 40°C) kurutuldu.

2.3. Kalip Molekiiliin Desorpsiyonu

MAH monomeri ve kloramfenikol arasinda molekiiller arasindaki etkilesimlerden
kaynaklanan bir etkilesim s6z konusudur. Ancak temel etkilesimler, MAH monomerinde
bulunan histidin grubu ile kloramfenikol {izerinde bulunan polar gruplar arasinda olugmasi
muhtemel elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglaridir. Kalip molekiil olarak kullanilan

kloramfenikoliin polimerik yapidan sokiilebilmesi i¢in yukaridaki etkilesimleri kirabilecek
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bir desorpsiyon ajaninin kullanilmasi1 gerekmektedir. Bu amagla desorpsiyon ajani olarak
ultra saf su kullanildi. Kalip molekiiliin desorpsiyonu kesikli sistemde gergeklestirildi.
Sensor ylizeyine tutturulan kloramfenikol baskilanmis nanopartikiiller {izerine desorpsiyon
cozeltisi olarak kullanilan 20 ml su eklendi. Calkalamali inkiibatdrde oda sicakliginda 2
saat boyunca calkalandi (200 rpm). Desorbe edilen sensor, deiyonize su ile yikandi ve

vakum etliviinde (200 mmHg, 25°C) kurutuldu.

2.4. Yiizey Plazmon Rezonans Nanosensoriin Karakterizasyonu
2.4.1. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

SPR nanosensorlerin altin yiizeylerinin karakterizasyonu i¢in yart degen modda
atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, Ingiltere) kullanildi.
Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile 4096 x 4096
piksel gibi ¢ok yliksek c¢oOziiniirliikte Slgiim alabilmektedir. SPR nanosensor ¢ift yiizli
karbon bant ile 6rnek tutucuya yerlestirildi. Gorlintiileme ¢aligmalar1 hava ortaminda, yari
degen modda gerceklestirildi. Salinim rezonans frekansi, 341.30 Hz olarak uygulandi.
Titresim genligi, | VRMS ve bos titresim genligi ise 2 VRMS’dir. Ornekler 2 um/s tarama

hizinda, 256 x 256 piksel ¢oziiniirliikte, 2 x 2 pm?’lik bir alanin goriintiisii olarak alindi.

2.4.2. Temas Acis1 Olciimleri

Hazirlanan ¢iplerin ylizey karakterizasyonu icin temas agis1 ol¢iimleri de yapildi.
Temas acis1 Olgiimleri KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi ile gerceklestirildi.
Temas acilari, ylizeyi modifiye edilmis ve edilmemis ¢iplerin yziieyine 1 damla su
damlatilarak yapisik damla (sessile drop) yontemiyle belirlendi. Sensor ylizeyinin farkli
bolgelerine su damlatilarak 40 ayr1 fotograf ¢ekilerek her biri i¢in ayr1 ayri temas agist
belirlendi. Belirlenen temas a¢1 degerleri damlacigin kati ile sol temas noktasindan alinan
soldan temas agisi; sag temas noktasindan alinan sagdan temas agist olarak belirlendi.
Ayrica her iki noktanin ortalamasi olan ortalama temas agis1 degerleri elde edildi. Modifiye
edilmemis ve edilmis sensOr ylizeyleri ig¢in temas acist degerleri alinan 40 Ol¢limiin

ortalama degerleri hesaplandi.
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2.5. Yiizey Plazmon Rezonans Sistemi ile Plazmon Olgiimleri

SPR nanosensorde ylizey plazmon egrileri, ylizey plazmon rezonans sistemi
(SPRiLab (GenOptics, Orsay, Fransa) ile alindi. SPR sensorler, 25.0 x 12.5 mm yiizey
alanma sahip 50 nm kalinlikta altin kaplanmis olarak temin edildi. Plazmon egrilerinin
alimmasi sirasinda SPRview yazilimi kullanildi. Goriintii alinmasi sirasinda 1s1¢im SPR
nanosensore ulasma acis1 degistirilerek (48.7-60.7°) 15181n % kirilma degerleri alindi. Elde
edilen degerler SPR1001 yazilimi kullanilarak incelendi ve ylizey plazmon egrileri 15181n

gelis agisina kars1 % kirilma miktar1 ve egimi grafige gegirilerek rapor edildi.

2.6. SPR Nanosensorle Kinetik Analizlerin Gerg¢eklestirilmesi

Kloramfenikol baskilanmis poli (EDMAH) SPR nanosensériin hazirlanmasindan
sonra kinetik ¢aligmalara geg¢ildi. Kinetik ¢caligmalar, farkli derisimlerde hazirlanan standart
kloramfenikol ¢ozeltileri ile gerceklestirildi. Bu ¢ozeltiler pH: 7.2 fosfat tamponu ve etanol
(9 birim fosfat tamponu:1 birim etanol) karisiminda 0.155-6.192 nM arasinda hazirlanarak
SPR sistemine verildi. Sekil 9°da GenOptics SPRiLab sistemi gosterilmistir. Sistem, lazer
kaynagi, ayna sistemi, CCD kamera sistemi, peristaltik pompa ve bilgisayardan
olugmaktadir  (Sekil 9). Yiizeyine kloramfenikol baskilanmis poli(EDMAH)
nanopartikiiller tutturulan SPR sensor, kinetik analiz ¢alismalarinda kullanildi. Kinetik
analiz ¢caligmalarinda SPRview yaziliminin kinetik goriintiileme programi kullanildi.

Kinetik analiz asamalari:

-SPR nanosensdr ylizeyi deiyonize su (50 ml) ile yikandi.

-Sistemden fosfat tamponu/etanol karisimi gecerken ylizey plazmon egrileri alindi
ve rezonans agist belirlendi. Cihaz bu acgiya ayarlandi ve kinetik c¢alismalar bu ag1
degerinde gergeklestirildi.

-Plazmon egrileri alinmasi ve aynanin rezonans acist degerine ayarlanmasinin
ardindan, SPR sisteminden yaklasitk 8 dk silireyle fosfat tamponu/etanol karigimi
gecirilmeye devam edildi.

- Bu dengeleme basamagindan sonra, farkli derisimlerdeki kloramfenikol ¢ozeltileri

teker teker (10 ml, 2.0 ml/dakika akis hiz1) sisteme verildi.
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-Rezonans frekansindaki kayma degerleri anlik olarak gozlendi ve denge durumuna
geldiginde (yaklasik 40 dakika) sisteme ultra saf su (10 ml, 2.0 mL/dk. akis hizi1) verilerek
desorpsiyon gerceklestirildi.

-Desorpsiyon isleminden sonra, SPR nanosensor fosfat tamponu/etanol ile yikandi.

-Farklt derisimlerdeki kloramfenikol ¢ozeltileri sisteme verilmeden Once
adsorpsiyon-desorpsiyon-temizleme asamalar1 tekrarlandi. Elde edilen kinetik veriler,
SPR1001 yazilimi kullanilarak analiz edildi.

Standart bir 6l¢limde; sistemden oncelikle denge tamponu, daha sonra, sistem
yeniden dengeye ulasana kadar kloramfenikol ¢ozeltisi gegirildi (b) ve son asamada
desorpsiyon ¢ozeltisi kullanildi (¢). Biitiin ol¢iimlerde sistemin dengeye ulasmasi igin
yaklagik 40 dakika beklendi. Desorpsiyon ve rejenerasyon islemleri yaklasik 5 dakika
icinde gercgeklestirildi.

2.6.1. Secicilik Analizleri

Kloramfenikol baskilanmis nanopartikiillerin segicilik analizlerinde, yarigmact
bilesen olarak secilen ve molekiiler gruplar kloramfenikole benzeyen thiamfenikol (TAP)
ve florfenikol (FAP) kullanildi (Sekil 8). Secicilik analizlerinde kullanilan TAP ve FAP
cozeltileri tekli ¢ozelti halinde 1.858 nM derisiminde fosfat tamponu/etanol karisiminda
hazirlandi. Baskilanmis ve baskilanmamis polimerler her bir molekiille ¢alisildiktan sonra
su ile desorbe edildiler. Bu bilesenler hem molekiiler baskilanmis (MIP) hem de molekiiler
olarak baskilanmamig (NIP) polimerin bulundugu SPR sensor ¢ipin ylizeyinden gegirilerek
plazmon egrileri ve kinetik verileri alind1.

Thiamfenikol ve florfenikoliin kloramfenikole gore dagilma katsayisi agagidaki esitlige

gore belirlendi:
Bz = [(C; = Co)ACs] % Vim (7)

Kq4: Dagilma katsayisi, ml/g

Ci: Analitin baslangi¢ derigimi, nM

Ct: Analitin baglanma sonras1 derigimi, nM
V: Kullanilan ¢6zelti hacmi, ml

m: Polimerin agirligi, g
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Konsantrasyon terimleri SPR sinyali olarak verilebilmektedir (Johnstone ve Turner,
1997). SPR sinyali dagilma katsayisiyla dogru orantilidir (Roper, 2007).

Bu durumda yarismaci bilesenler kullanildiginda segicilik katsayisi asagidaki gibi ifade

edilir:

F i
K= ﬂ'&.‘{m‘;p .‘Hptﬁ.'-ctl..‘-'"'ﬂ&gt."t;t.‘nct meltekll (8)

Molekiiler baskilanmis nanopartikiillerin segicilik katsayilarinin karsilastirilmasi
baskilama seg¢iciligi hakkinda fikir vermektedir. Bagil se¢icilik katsayis1 asagidaki esitlikle
ifade edilmektedir:

k' = kbaak;lanm;;r’fkbaak;lanmam;; (9)
OH OH
F OH
HaC HiG HN
\s HN o /\s o
“\ . \\o
? cl cl
cl Cl
Florfenikol (FAP) Tiyamfenikol (TAP)

Sekil 8. Yarigmaci bilesen olarak secilen florfenikol (FAP) ve tiyamfenikol (TAP)
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Sekil 9. GenOptics SPRiLab sistemi
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2.7. Bal Numunelerinin Hazirlanmasi ve Kinetik Analizler

Bal orneklerinin bir kismi marketlerden bir kismi da balcilik yapan kisilerden
almmugtir. Ballardan kloramfenikoliin ekstrakte edilmesinde Ferguson vd. (2005)
tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir. Toplanan ballardan 5 gr (+0.02) santrifiij tiipiine
almarak 10 ml ekstraksiyon tamponu ilave edilmis ve ¢ozelti haline gelinceye kadar
karistirilmistir. Daha sonra 12 ml etil asetat ilave edilmis ve karisim 30 dk siireyle
rotatorde karistirilmistir. Sonrasinda 10 dk siireyle 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Ustte
kalan kisimdan 8 ml bir test tiipiine transfer edilmis ve etiivde 50 °C’de kuruyuncaya kadar
bekletilmigtir. Kuruyan kisim tekrar 10 ml fosfat tamponu/etanol’ de c¢oziilmiis ve

vortekslenerek SPR sensor sisteminde analiz edilmistir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. MAH Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

MAH monomeri, L-histidin metil esterin metakriloil kloriir ile reaksiyonu sonucu

elde edildi (Sekil 10). Elde edilen monomer FTIR ile karakterize edildi.

HL. O
H.C H.N O —
N © 2 <
= + H (lz OomMe ——=  HL Yy o
H.C Cl |
e CH, H (llJJ—O Me
— CH,
M~ MNH __
M QQ,—*"N H
Metakrilod klorir (L)-Histidin Metil Ester  N-metakenlol-(L)-tustidin metil ester
(MAH)

Sekil 10. MAH monomerinin sentez reaksiyonu

3.1.1. FTIR Analizi

MAH monomerinin karakterizasyonu amaciyla kullanilan FTIR spektrofoto-
metresi ‘nden (FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japonya) elde edilen FTIR spektrumu Sekil
11’ de verilmistir. Sekil 10 incelendiginde MAH monomerine ait karakteristik 1724 cm-
1'de karbonil bandi; 1558 cm-1 ve 1651 cm-1 amid gerilme titresim bandlar1 ve 3500 cm-1

civarinda genis hidroksil bandlar1 goriilmektedir.
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Sekil 11. MAH Monomerinin FTIR spektrumu

3.2. Nanopartikiillerin karakterizasyonu

3.2.1. Zeta Boyut Analizi

Nanopartikiillerin boyutlar1 lile 100 nm arasinda degismektedir. Elde edilen
nanoparti-kiillerin nanoboyutta olup olmadigmin kontrolii amaciyla partikiillerin
karakterizasyo-nunun yapilmast gerekmektedir. Bu amacgla zeta boyut analizorii
kullanilmigtir. Boyut analizorii, dinamik 1s1k sagilimi metoduna gore seyreltik ¢ozelti
icerisindeki kii¢lik pargaciklardan sacilan 1s181in siddetinin ve degisiminin OGlgiilmesi
temeline gore Ol¢iim yapmaktadir. Sacilan 15181in siddetindeki degisim, parcacigin
hareketine buna bagli olarak da pargacigin biiyiikliigiine, ortamin viskozitesine ve sicakliga
baglidir (URL-7, URL-8).

Kloramfenikol baskilanmis partikiillerin boyutu 52 nm olarak tespit edildi.
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3.3. Kloramfenikol Baskilanmis SPR Nanosensor Yiizeyinin karakterizasyonu

3.3.1. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM) Analizi

Kloramfenikol baskilanmig ve baskilanmamig sensor yiizeylerinin karakterizasyonu
amaciyla kullanilan diger bir yontem atomik kuvvet mikroskopisidir. CAP baskilanmis ve
baskilanmamis sensorlerin yiizey ve ii¢ boyutlu goriintiileri Sekil 12 ve Sekil 13’te
verilmigtir. Tablo 2’ de ise AFM analiz parametreleri verilmistir. Sekil 12 ve Tablo 2
incelendiginde kloramfenikol baskilanmis nanopartikiillerin tutturdugu sensor yiizeyinin
derinligi 48.48 nm olarak belirlendi. CAP baskilanmamis sensor yiizeyinin derinligi ise
40.71 nm’dir (Sekil 13 ve Tablo 2). Bu sonuca gore altin kapli ve nanopartikiil tutturulmus
SPR sensor yiizeyinde piiriizliiliigiin olustugu, tek tabaka seklinde yiizeyi kapladigir ve
polimerizasyonun gerceklestigi anlasilmaktadir. CAP baskilanmamig (NIP) sensdriin yiizey

derinligi CAP baskilanmig (MIP) sensdrden daha diisiiktiir.

Tablo 2. Atomik kuvvet mikroskopisi analiz parametreleri

Yiizey Derinlik, nm

CAP baskilanmig SPR Nanosensor 48.48

CAP baskilanmamis SPR Nanosensor 40.71
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Sekil 12. Kloramfenikol baskilanmis (MIP) SPR nanosensoriin
(a) Ylizey goriintiisii (b) 3B goriintiisii
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Sekil 13. Kloramfenikol baskilanmamig (NIP) SPR nanosensoriin (a) Yiizey goriintiisii
(b) 3B goriintiisii

3.3.2. Temas Agisi Olgiim Sonuglari

Bir kat1 yiizeyi ile temastaki bir siv1 yiizeyi bir ac1 olusturur. Temas acist adi verilen
bu acinin biiylikliigii, sivinin kendi molekiilleri arasindaki ¢ekim kuvvetleri (kohezyon
kuvvetleri) ile sivi kati arasi1 ¢ekim kuvvetlerinin (adhezyon kuvvetleri) goreceli
biiylikliigiine baghdir. Kohezyon kuvvetlerinin biiyiikligli, adhezyon kuvvetlerinin
biiytlikliigiinden ne kadar fazla ise, sivi kat1 arasindaki temas agis1 da o denli biiyiik olur.

Diger bir ifade ile biiylik bir temas acis1 siv1 kat1 ¢ekim kuvvetlerinin azliginin, kiigiik bir
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temas agist ise bu kuvvetlerin biiyiik olmasinin bir gostergesidir. Ayrica temas agisinin
blyiikligi, kati yiizeyin diizliigii ve temizliginden baska sivinin saflik derecesine de
baglidir (URL-6,2010). Katilarin sivilarla 1slanabilirligi 6nemlidir ve bu da ylizeyde sivi
damlasinin sekli izlenerek tanimlanmaktadir. Damlanin sekli ve islatabilirligi temas agis1
ile belirlenmektedir. Diislik temas agis1 kat1 cismin sivi ile iyi i1slanabildigini gosterir.
Temas ag1s1 90 °C’den biiylikse 1slatabilirlik zayiftir (Saragoglu vd., 2001).

Yiizeyi modifiye edilmemis, CAP baskilanmis ve baskilanmamis ciplerin yiizey
karakterizasyonu KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) ile ger¢eklestirildi. Temas agis1
degerleri DSA2 yazilimi kullanilarak hesaplandi. Temas agis1 6l¢iim sonuglar1 Tablo 3’ te

verilmistir.

Tablo 3. Temas agis1 Ol¢timleri

Yuzey Temas agis1, derece
Modifiyie edilmemis 79.3
Kloramfenikol baskilanmis sensor (MIP) 73.4
Kloramfenikol baskilanmis sensor (NIP) 73.1

Tablo 3’ te goriildiigii gibi, ylizeyde CAP baskilamasi ile temas acgist MIP igin 79.3’
ten 73.4’e NIP icin ise 73.1° e diigmiistiir. Bu da ¢ip ylizeyinin polimer ile kaplandigini ve
hidrofilik 6zelligin arttigin1 gostermektedir. Bunun sebebi, hem MIP hem de NIP sensor
yilizeyinde hidrofilik 6zellikteki MAH monomerinin kullanilmasidir. MAH monomerinin
yapisinda histidin amino asidi vardir ve bu da ylizeyi hidrofilik yapmaktadir. Dolayisiyla
MAH monomerinin yiizeye tutturulmasi temas agisint diigiirmiistiir. Modifiye edilmemis,
CAP baskilanmis ve baskilanmamis nanosensorlere ait temas agis1 goriintiileri Sekil 13°te

verilmigtir.
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(©) (d)

(e) ®

Sekil 14. Temas agis1 dl¢limleri: a, b: Modifiye edilmemis nanosensor yiizeyi ¢, d: CAP
baskilanmis nanosensor yiizeyi e, f: CAP baskilanmamis nanosensor yiizeyi

34. Kinetik Analizler

SPR sinyali ile kloramfenikol derisimi arasindaki iliskinin degerlendirilmesi i¢in
0,155-6.192 nM arasindaki derisimlerde standart kloramfenikol kullanilarak bir seri ¢ozelti
hazirlandi. Cozeltiler peristaltik pompa araciliryla SPR nanosensorle etkilestirildi ve
SPRview yazilimi kullanilarak kinetik veriler alindi. Elde edilen ham veriler zamana kars1
% R (reflektivite) ve AR olarak gosterilmistir. AR, anlik reflektivite degeri ile baslangic

% reflektivite degeri arasindaki farki ifade etmektedir. Sabit agi modunda gergeklestirilen
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SPR o6l¢iimlerinde SPR a¢1 kaymasi reflektivite (R) sinyaline doniistiiriilmektedir. SPR
acisindaki kayma ya da bu acidan tiiretilmis bir parametre olan reflektivitedeki degisim
zamanin bir fonksiyonu olarak grafige gecirildiginde sensogram elde edilmektedir.
(Beusink vd., 2008) Sekil 15°’te farkli derisimlerdeki kloramfenikol ¢ozeltilerinin SPR

nanosensorden elde edilen zamana kars1 % R degerlerine ait sensorgramlar1 goriilmektedir.

(a) 0.155 nM (b) 0.310 nM

(¢) 0.619 nM (d) 1.238 nM

Sekil 15. Kloramfenikol ¢ozeltilerinin her birinin kloramfenikol baskilanmis SPR
nanosensorden elde edilen zamana kars1 % R degerlerine ait sensorgramlari



Sekil 15’in devamu

(e) 1.858 nM

(g) 3.096 nM

48

(f) 2.477 nM

(h) 4.644 nM

(1) 6.192 nM
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Sekil 16. Kloramfenikol ¢ozeltilerinin hazirlanan biitiin derisimlerinin (0.155-6.192 nM)
zamana kars1 % R degerlerine ait SPR sensorgramlari

Sekil 16°da biitiin derisimlerden elde edilen sensogramlar bir arada verilmistir.
Sekil 15 ve Sekil 16’da goriildiigii gibi derisim artisiyla birlikte % reflektivite oranlari da
artmistir. SPR goriintiileme deneylerinde reflektivitedeki % degisim ylizeye tutunan
molekiil miktariyla dogru orantilidir (Nelson vd., 2001). Chang vd.’lerinin ( 2010) yaptig1
bir calismada da antijen derisiminin artmasiyla SPR cevabinin da arttig1 goriilmiistiir. Ince
altin filmlerin reflektivitesi civanin altin yiizeye adsorpsiyonuyla artmistir (Butler vd.,
1990). Olgiimler sirasinda once denge tamponu verildi. Daha sonra sistem dengeye
ulagincaya kadar sensor sisteminden CAP ¢ozeltisi gegirildi. Sonrasinda desorpsiyon ve
rejenerasyon islemleri gerceklestirildi ve bu islem 5 dk siirdii. Olgiimlerde sistemin
dengeye ulagma siiresi 40 dk olarak tespit edildi.

Sekil 17° de CAP ¢ozeltilerinin SPR nanosensorden elde edilen zamana karst AR
degisimlerine ait sensogramlar verilmistir. AR degerlerinin kullanimi1 verilerin daha duyarl
degerlendirilmesine olanak vermektedir.

Sekil 17 ve Sekil 18 birlikte incelendiginde CAP derisimi arttik¢a AR degerlerinin
de arttig1 goriilmektedir. Sekil 18’ de ise biitlin sensogramlarin bir arada verilmesi verilerin

bir arada incelemesini kolaylastirmistir.



50

(a) 0.155nM (b) 0.310 nM

(c) 0.619 nM (d) 1.238 nM

(¢) 1.858 nM (f) 2.477 nM

Sekil 17. Kloramfenikol c¢ozeltilerinin her birinin kloramfenikol baskilanmig SPR
nanosensorden elde edilen zamana kars1 AR degerlerine ait sensorgramlari
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Sekil 17’nin devami

(2) 3.096 nM (h) 4.644 nM

(1) 6.192nM

*0.155 nd
= 0210 nd
0519 nhd
= 1.238 nhd
» 1.858 nhd
=27 nid
v 3006 nd
= 4544 nhd
- G192 nid

m

Delta Fe e ktivite

Zaman, dak.

Sekil 18. Kloramfenikol ¢ozeltilerinin hazirlanan biitlin derisimlerinin (0.155-6.192 nM)
zamana kars1 AR degerlerine ait SPR sensorgramlari
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Sekil 19 (a) incelendiginde kloramfenikol derisimi arttikga AR degerlerinin arttigi
goriilmektedir. AR degeri yaklasik 11 civarinda dengeye ulasmistir ve denge derisimi 3.10
nM olarak tespit edildi. Rezonans sinyali, refraktif indeks ve dolayisiyla adsorbe edilen
kitleyle dogru orantilidir. Bagka bir deyisle SPR cevabi konsantrasyonla dogru orantilidir
(Arnell vd., 2006). Grosjean vd. (2005)’ nin yaptig1 bir ¢caligmada da AR ile yumurta
lizozimi derisimi arasinda korelasyon bulundu. Sekil 19 (b) incelendiginde ise CAP
baskilanmis SPR nanosensoriin iki farkli derisim araliginda derisim-sinyal dogrusallig:
gosterdigi goriilmektedir. 0 - 2.477 nM derisim aralifindaki dogru denklemi y=4.5483x-
0.0052 olup R* degeri 0.9941; 3.096 - 6.192 nM derisim araligindaki dogru denklemi ise
y=0.032x+11.7 olup R? degeri 0.9967" dir. Bu verilere gore, hazirlanan nanosensér 0 -
2.477 nM derisim araliginda % 99.41; 3.096 - 6.192 nM derisim aralifinda ise % 99.67
dogrulukta dl¢iim yapmustir. Bu verilere gore CAP iki farkli bolgeden yiiksek afinite ile
baglanmaktadir. Molekiiler baskilanmis polimerdeki bolgeler yapi olarak hicbir zaman
tekdiize degillerdir ve biri yliksek digeri ise diisiik afiniteye sahip en az iki farkli baglanma

bolgesi vardir (Garcia-Calzon ve Diaz-Garcia, 2007).

1] 1 2 3 4 ] ] 7

Kloramfenikol Derigimi, nM

(2)

Sekil 19. Kloramfenikol derisimi ile AR arasindaki iligki



Sekil 19°un devami
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y =4 5483 - 0,0052 = — =
R* = 0,9941
y=00332% + 117
R? = 09967
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Kloramfenikol Derisimi, nM

(b)

3.4.1. Denge Analizi ve Baglanma Kinetik Analiz Sonug¢lar:

Baglanma sabitleri agsagida verilen denge analizi (Scathard) ve baglanma kinetik

analizleriyle belirlendi (Sekil 20). Sekil 20° deki grafiklerden hesaplanan denge analizi ve

baglanma kinetik analizine ait parametreler Tablo 4’ te verilmistir.

Tablo 4. Kinetik hiz sabitleri

Denge Analizi (Scatchard)

Baglanma Kinetik Analizi

Alzmak
KA, nM
Kp. 1/nM
R2

12.01
18.1
0.055
0.9395

ke 1/nM.s 1.0328
ke 1/s 0.2951
Kas, nM 3.5

Kp, I/nM  0.286
R’ 0.9593
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Kloramfenikol Derigimi, nM

(b)

Sekil 20. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi. (a) Denge analiz yaklagimi (Scatchard); (b)
Baglanma kinetik yaklagimu.

3.4.2. Denge izoterm Modelleri

Teorikte kinetik modeller, karakteristik adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri
verirler ancak pratikte bir¢ok kinetik modeli ve gilivenilir kinetik parametreleri elde etmek

zordur (Georgiadis vd., 2000). Calismamizda kinetik veriler dort modelle karsilagtirildi:
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Scatchard ARgenge /[C] = KA(ARmak- ARgenge)
Langmuir AR=AR . [C]/Kp+[C]
Freundlich AR=ARu[C]""
Langmuir-Freundlich AR=AR a[C]"/Kp+[C]""

AR nak : Maksimum SPR sinyal kaymasi

ARgenge : Denge durumunda SPR sinyal kaymast

C : Analit derisimi, nM

Ka : Baglanma denge sabiti, nM

Kp : Ayrilma denge sabiti, 1/nM

I/n : Freundlich yiizey heterojenite indeksi

Langmuir, Freundlich, ve Langmuir-Freundlich (LF) izoterm modellerine iliskin

grafikler Sekil 21° de verilmistir.
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(c) Langmuir-Freundlich

Sekil 21. Denge adsorpsiyon izoterm modelleri a) Langmuir, b)
Freundlich, ¢) Langmuir-Freundlich
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Her ii¢ izoterm modelinden elde edilen parametreler Tablo 5°te verilmistir.
Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich izoterm modellerinin R? degerleri
incelendiginde en yiiksek R? degerinin Langmuir modelinde (0.9941) tespit edildigi
gorlilmektedir (Sekil 21a). Bu sonu¢ da elde edilen verilerin Langmuir modeli ile en
uyumlu oldugunu gostermektedir. Langmuir modeli, adsorpsiyonun adsorbent tizerindeki
homojen bolgelerde gergeklestigini ve bir molekiil bir bolgeye yerlesmisse bu bolgede

baska bir adsorpsiyonun ger¢ceklesmeyecegini varsayar (Baskaralingam vd., 2006).

Tablo 5. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich

AR mar, nM 83.33 AR mar, nM 3.87 AR mar, nM 24.57

Kp, 1/nM 19.69 1/n 0.8594 1/n 0.8594

Ka, nM 0,051 R? 0.9442 Kp, ml/pg 7.656

R’ 0.9941 K, nM 0,131
R’ 0,9925

3.5.  Secicilik Analiz Sonuclar:

Baskilama etkinliginin belirlenmesinin en dogru yontemi baskilanmis maddelerin
dagilim katsayilariin ve segicilik katsayisinin hesaplanmasidir. Dagilim katsayisi; denge
durumunda hedef molekiilin MIP’taki miktarinin sivi fazda kalan miktarina oranidir.
Secicilik katsayisi ise baskilanmig materyalin dagilim katsayisinin baskilanmamis
durumuna oranidir (Xie vd., 2008). Dagilim orani, analitik ayirma iglemlerinde oldukca
onemli bir parametredir. Denge durumunda analitin iki fazdaki konsantrasyonu hakkinda
fikir vermektedir. Ayrica faz oranlar1 (polimerin siv1 faza orani) degistiginde maddenin
dagiliminin nasil degisecegi konusunda da fikir vermektedir (T6th vd., 2007). Segicilik,
spesifik baglanma baskin oldugu zaman ki bu da kalip molekiil ve MIP polimerin dogru bir
sekilde eslesmesi ile gerceklesir (Vaihinger, 2002). Kontrol deneyleri molekiiler olarak

baskilanmamig referans polimerle ve yapisal benzerlik gosteren FAP ve TAP

molekiilleriyle gerceklestirildi. Kloramfenikoliin 0.155 nM, 0.619 nM, 1.858 nM, 3.096
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nM ve 6.192 nM derisimlerinin NIP polimerindeki SPR sensogramlar1 (Sekil 22, Sekil 23,
Sekil 24 ve Sekil 25°te verilmistir).

(a) 0.155 nM (b) 0.619 nM

(c) 1.858 nM (d) 3.096 nM

(¢) 6.192 nM

Sekil 22. CAP molekiiliiniin molekiiler baskilanmamis polimerde (NIP) zamana karst %
R degerlerine ait sensogramlar
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Sekil 23. Kloramfenikol ¢ozeltilerinin 0.155; 0.619; 1.858; 3.096 ve 6.192 nM
derisimlerinde molekiiler baskilanmamis polimerde (NIP) zamana kars1
%R degerlerine ait SPR sensorgramlarinin bir arada gosterilmesi

(a) 0.155 nM (b) 0.619 nM

(c)1.858 nM (d) 3.096 nM

Sekil 24. CAP molekiiliiniin molekiiler baskilanmamis polimerde (NIP) zamana
kars1 AR degerlerine ait sensogramlar
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Sekil 24°tin devami
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Sekil 25. Kloramfenikol ¢ozeltilerinin 0.155; 0.619; 1.858; 3.096 ve 6.192
nM derisimlerinde molekiiler baskilanmamis polimerde (NIP)
zamana kars1 AR degerlerine ait SPR sensorgramlariin bir arada
gosterimi

Sekil 22, Sekil 23, Sekil 24 ve Sekil 25 birlikte incelendiginde beklenen bir sonug
olarak baskilanmamig polimerlerde ¢alisilan derisimlerde alinan sinyal degerlerinin MIP
polimerlerine gore olduk¢a diisiik oldugu goriilmektedir. NIP polimerinde alinan
sinyallerin ise spesifik olmayan baglanma boélgelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Piletsky vd. ‘nin (1999) yaptiklar1 bir calismada referans polimer olarak secilen NIP
polimerinin karboksil gruplarinin rasgele dizilime sahip oldugu ve bunun da spesifik

olmayan baglanma bdlgelerine sebep oldugu bildirilmistir. Molekiiler baskilanmamis bir
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polimere herhangi bir kalip molekiilin baglanmasinin sebebi spesifik olmayan
adsorpsiyondur (Vaihinger vd., 2002).
Yarigsmaci bilesen olarak secilen TAP ve FAP bilesenlerinin CAP molekiilii ile

karsilagtirmali olarak MIP polimerinde zamana kars1 R degerlerine ait sensogramlar Sekil

26’da verilmistir:

(2) (b)

(©)

Sekil 26. Kloramfenikol baskilanmis nanosensér yiizeyinden gegirilen 1.858 nM
derisimindeki CAP, FAP ve TAP c¢ozeltilerine ait zamana karst % R
degerlerine ait SPR sensogramlar (a) CAP-MIP (b) FAP-MIP (c) TAP-MIP

Yarigsmaci bilesen olarak secilen TAP ve FAP bilesenlerinin CAP molekiili ile
karsilagtirmali olarak NIP polimerinde zamana kars1 % R degerlerine ait sensogramlar

Sekil 27°de verilmistir.
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Sekil 27. Kloramfenikol baskilanmamis nanosensor yilizeyinden gegirilen 1.858 nM
derisimindeki CAP, FAP ve TAP cozeltilerine ait zamana karst % R
degerlerine ait SPR sensogramlar (a) CAP-NIP (b) FAP-NIP (c) TAP-NIP

Sekil 26 ve Sekil 27 incelendiginde daha once de ifade edildigi gibi
kloramfenikoliin MIP polimerine adsorpsiyonunun NIP polimerinden daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Yarigsmaci bilesen olarak secilen FAP ve TAP antibiyotiklerinin hem MIP
hem de NIP polimerindeki % R degerleri oldukca diisiiktiir. Tablo 6 incelendiginde
kloramfenikoliin dagilma katsayisinin (Ky4) diger antibiyotiklere gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Yarigmaci bilesenler i¢in molekiiler baskilanmig polimerde (MIP)
hesaplanan secicilik katsayilar1 (k) TAP ve FAP igin sirasiyla 3.54 ve 3.26; molekiiler
baskilanmamig (NIP) polimerde hesaplanan seg¢icilik katsayilarit TAP ve FAP i¢in sirasiyla
0.40 ve 0.39°dur. Bu veriler, kloramfenikoliin diger yarigmaci bilesenlere gore MIP
nanopartikiillere daha ¢ok adsorbe oldugunu gostermektedir. Bagil segicilik katsayilar

degerlendirildiginde ise kloramfenikol baskilanmis nanopartikiiliin kloramfenikolii
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tiyamfenikole gore 8.86 kat, florfenikole gore 8.36 kat daha yiiksek segicilikte
tanimaktadir. Kloramfenikol ve diger yarismaci bilesenlerin molekiil yapilar1 birbirlerine
cok yakin oldugu dikkate alinirsa 8.86 ve 8.36 katlik bir farkin 6nemli oldugu
diistiniilmektedir. Bagil secicilik katsayisinin yiiksek olmasi, kloramfenikol baskilanmis
tanima bolgelerinin afinitesini gostermektedir. Balik dokusundan kloramfenikoliin etkin bir
sekilde tespit edilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada CAP baskilanmis MIP polimeri,
miniemiilsiyon polimerizasyonu yontemiyle hazirlanmis ve dedeksiyon amacl olarak da
HPLC kullanilmistir. Bu c¢alismada CAP baskilanmis polimerinin CAP molekiiliinii
tiyamfenikole gore 2 kat daha yiiksek adsorbe ettigi ve dolayistyla hazirlanan CAP
baskilanmis polimerin CAP antibiyotigini daha yiiksek secicilikle tanidig1 ifade edilmistir
(Guo vd., 2008). Tablo 6 incelenirse TAP ve FAP antibiyotiklerinin MIP’ 1 aktif
bolgelerine belli diizeyde tutundugu goriilmektedir. Bu tutunmamanin kantitatif diizeyde
olmadig diisiiniilmektedir. Guo vd.” nin (2008) calismasinda da TAP molekiiliiniin MIP
polimerinde bir dereceye kadar tutundugu ve bu tutunmanin kantitatif diizeyde olmadigi
belirtilmektedir. Sekil 27 incelendiginde NIP polimerinde CAP, FAP ve TAP
antibiyotiklerinin sinyal verdikleri goriilmektedir. Ancak bu sinyaller spesifik olmayan
baglanmalardan kaynaklanmaktadir. Molekiiler baskilanmis polimerde spesifik ve spesifik
olmayan baglanma bolgeleri vardir fakat NIP polimerinde sadece spesifik olmayan
baglanma bdlgeleri vardir. Bu nedenle NIP polimeri CAP ve TAP molekiilleriyle
interaksiyona girmektedir ve ayni zamanda MIP, spesifik bolgelerden dolayr CAP
molekiiliine yliksek afinite gdstermistir. (Guo vd., 2008).

Tablo 6. Kloramfenikol antibiyotigine gére FAP ve TAP antibiyotiklerinin Ky, k ve k'

degerleri
MIP NIP
AR(Ky) k AR(Ky) k k'
CAP 8.2837 - 0.9807 - -
TAP 2.3385 3.54 2.4469 0.40 8.86

FAP 2.5386 3.26 2.4938 0.39 8.36
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3.6.  Degisik Bal Cesitlerinden Yapilan Kinetik Analizler

Kloramfenikol baskilanmig SPR nanosensoriin gida giivenligi amacgli kullaniminin
test edilmesi amaciyla gida matriksi olarak bal se¢ilmis ve ballarda CAP tayini igin
calismamiz kapsaminda hazirlanan nanosensor kullanildi. Hazirlanan bal ekstraktlari
nanosensorle etkilestiridi ve SPRview yazilimi kullanilarak kinetik veriler alindi. 5 ¢esit
balda yapilan analizlerin sensogramlarindan AR degerleri Langmuir denkleminde yerine
konuldu ve baldaki CAP miktarlar1 hesaplandi. Tiirk Gida Kodeksinin 2002/30 sayili
Hayvansal Kokenli Gidalarda Veteriner Ilaglari Maksimum Kalmti Limitleri Tebligi’ne
gore kloramfenikol yasakli maddeler grubundadir. Yasakli maddeler i¢in maksimum
kalinti limiti (MRL) belirtilmemektedir. Avrupa Komisyonunun 2003/181/EC nolu
direktifine gore hayvansal orijinli gidalarda minimum istenen performans limiti 0.3 pg/kg’
dir . Giirtiltii sinyalinin 3 kat1 olarak tanimlanan tayin limitinin belirlenmesi i¢in denge
tamponu SPR sensorle etkilestirildi ve elde edilen AR degerlerinin ortalamasi alindi ve
Langmuir denkleminde yerine konularak tayin limiti 0,04 pg/kg olarak bulundu. 5 ¢esit

baldan yapilan analizlerde ise ballardaki CAP miktarlar tayin limitinin altinda kalmstir.



4. SONUCLAR VE ONERILER

<> MAH monomeri, L-histidin metil esterin metakriloil kloriir ile reaksiyonu
sonucu elde edilmistir. Elde edilen MAH monomeri FTIR analizi ile karakterize edilmistir.
FTIR spektrumunda MAH monomerine ait karakteristik 1724 cm™'de karbonil bandi; 1558
cm™ ve 1651 cm™ amid gerilme titresim bandlar1 ve 3500 cm™ civarinda genis hidroksil
bandlar1 goriilmiistiir.

<> Kloramfenikol baskilanmis nanopartikiillerin karakterizasyonu amaciyla
zeta boyut analizorii kullanilmistir. Partikiillerin boyutu 52 nm olarak tespit edilmistir.

<> Kloramfenikol baskilanmig ve baskilanmamis SPR nanosensor yiizeyinin
karakterizasyonu amaciyla AFM ve temas agis1 dlgiimleri gergeklestirilmistir.

<> Atomik kuvvet miskroskopisi analiz sonucuna gore CAP baskilanmis
nanosensoriin yiizey derinligi 48.48 nM ve CAP baskilanmamis nanosensoriin yiizey
derinligi ise 40.71 nM olarak tespit edilmistir. Bu sonuca gore altin kapl ve nanopartikiil
tutturulmus SPR sensor yiizeyinde piiriizliligin olustugu, tek tabaka seklinde yiizeyi
kapladig1 ve polimerizasyonun ger¢eklestigi sonucuna ulasilmistir.

X4 Yiizeyi modifiye edilmemis, CAP baskilanmis ve baskilanmamis c¢iplerin
ylizey karakterizasyonu amaciyla yapilan temas agis1 Olcilinlerinde modifiye edilmemis
sensoOriin temas acist 79.3, CAP baskilanmis sensoriin temas acist 73.4 ve CAP
baskilanmamig sensoriin temas acgist ise 73.1 derece olarak tespit edilmistir. CAP
baskilamasiyla temas acis1 73.4’e NIP polimerinde ise 73.1°e¢ diismiistiir. Bu da ¢ip
ylizeyinin polimer ile kaplandigini ve hidrofilik 6zelligin arttigin1 gdstermistir. Bunun
sebebi, hem MIP hem de NIP sensor ylizeyinde hidrofilik 6zellikteki MAH monomerinin
kullanilmasidir. MAH monomerinin yapisinda histidin amino asidi vardir ve bu da yiizeyi
hidrofilik yapmaktadir. Dolayisiyla MAH monomerinin yiizeye tutturulmasi temas agisini
diistirmiistiir.

<> SPR sinyali ile kloramfenikol derisimi arasindaki iliskinin degerlendirilmesi
icin 0.155-6.192 nM arasindaki derisimlerde standart kloramfenikol kullanilarak bir seri
¢Ozelti hazirlanmis ve SPR nanosensor ile etkilestirilmistir. % reflektivite degerleri CAP
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak artmistir. Ayrica AR degerlerinin kullanilarak da

sensogramlar elde edilmistir. AR anlik reflektivite degeri ile baslangi¢ % reflektivite degeri

arasindaki farki ifade etmekte ve verilerin daha duyarli degerlendirilmesine olanak
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vermektedir. AR’ye kars1 konsatrasyon birimlerinin bulundugu SPR sensogramlarinda da
CAP konsantrasyonu arttikca AR degeri de artmustir.

X Olgiimler sirasinda énce denge tamponu verilmistir. Daha sonra sistem
dengeye ulasincaya kadar sensor sisteminden CAP ¢ozeltisi gegirilmistir. Sonrasinda
desorpsiyon ve rejenerasyon islemleri gergeklestirilmis ve bu islem 5 dk slirmiistir.
Olgiimlerde sistemin dengeye ulasma siiresi 40 dk olarak tespit edilmistir.

<> AR degeri yaklasik 11 civarinda dengeye ulasmistir ve denge derigimi 3.10
nM olarak tespit edilmistir. CAP baskilanmis sensor, iki farkli derisim araliginda sinyal
dogrusallig1 gostermistir. 0 - 2.477 nM derisim araligindaki dogru denklemi y=4.5483x-
0.0052 olup R? degeri 0.9941; 3.096 - 6.192 nM derisim araligindaki dogru denklemi ise
y=0.032x+11.7 olup R? degeri 0.9967 bulunmustur. Bu verilere gore, hazirlanan
nanosensor 0 - 2.477 nM derisim araliginda % 99.41; 3.096 - 6.192 nM derigim araliginda
ise % 99.67 dogrulukta 6l¢iim yapmistir ve CAP iki farkli bolgeden yiiksek afinite ile
baglanmistir.

<> Kinetik wveriler Scathard, Langmuir, Freundlich, Langmuir-Freundlich
modelleriyle karsilastirilmistir. Bu izoterm modellerinin R* degerleri incelendiginde en
yiiksek R” degerinin Langmuir modelinde (0.9941) tespit edilmistir. Bu sonu¢ da elde
edilen verilerin Langmuir modeli ile en uyumlu oldugunu gdstermektedir. Langmuir
modeli, adsorpsiyonun adsorbent iizerindeki homojen boélgelerde gerceklestigini ve bir
molekiil bir bélgeye yerlesmisse bu bolgede bagka bir adsorpsiyonun gerceklesmeyecegini
varsaymaktadir.

<> Kontrol deneyleri molekiiler olarak baskilanmamis referans polimerle ve
yapisal benzerlik gosteren FAP ve TAP molekiilleriyle gerceklestirilmistir. Baskilama
etkinliginin belirlenmesinde secicilik 6nemli bir kriterdir. Segicilik deneylerinde FAP ve
TAP molekiillerinin seg¢ilmesinin nedeni molekiiler gruplarin kloramfenikole benzerlik
gostermelerindendir. Baskilanmamis polimerlerde c¢alisilan derisimlerde alinan sinyal
degerlerinin MIP polimerlerine gore oldukca diisiik oldugu goriilmektedir. NIP
polimerinde alinan sinyallerin ise spesifik olmayan baglanma bolgelerinden kaynaklandigi
distiniilmektedir.

<> Kloramfenikoliin MIP polimerine adsorpsiyonunun NIP polimerinden daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yarismaci bilesen olarak segilen FAP ve TAP
antibiyotiklerinin hem MIP hem de NIP polimerindeki % R degerleri oldukca diisiik

bulunmustur.
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X/

> Kloramfenikoliin dagilma katsayisinin (Kg4) diger antibiyotiklere gore daha
ylksek oldugu goriilmiistiir. Yarigsmaci bilesenler i¢in molekiiler baskilanmis polimerde
(MIP) hesaplanan segicilik katsayilar1 (k) TAP ve FAP igin sirasiyla 3.54 ve 3.26;
molekiiler baskilanmamis (NIP) polimerde hesaplanan segicilik katsayilar1 TAP ve FAP
icin sirastyla 0.40 ve 0.39°dur. Bu veriler, kloramfenikoliin diger yarigsmaci bilesenlere
gore MIP nanopartikiillere daha ¢ok adsorbe oldugunu gostermektedir.

<> Bagil secicilik katsayilar1  degerlendirildiginde ise kloramfenikol
baskilanmis nanopartikiiliin kloramfenikolii tiyamfenikole gore 8.86 kat, florfenikole gore
8.36 kat daha yiiksek secicilikte tanimaktadir. Bagil segicilik katsayisinin yiliksek olmasi,
kloramfenikol baskilanmis tanima bdlgelerinin afinitesini gostermektedir.

<> NIP polimerinde CAP, FAP ve TAP antibiyotiklerinin sinyal verdikleri
goriilmiistiir ancak bu sinyaller spesifik olmayan baglanmalardan kaynaklanmaktadir.
Molekiiler baskilanmig polimerde spesifik ve spesifik olmayan baglanma bolgeleri vardir
fakat NIP polimerinde sadece spesifik olmayan baglanma bdlgeleri vardir.

<> Kloramfenikol baskilanmis SPR nanosensoriin gida gilivenligi amagh
kullaniminin test edilmesi amaciyla 5 ¢esit balda CAP tayini yapilmistir. Ballardaki CAP
miktari, tayin limiti olarak belirlenen 0,04 pg/kg ‘in altinda kalmistir.
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