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OZET

RENK DEGIiSiMi TABANLI NANOBiYOSENSORLERIN URETIiMi
YUKSEK LISANS TEZI
SEYMA GONER
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOMEDIKAL MUHENDISLiGi ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. SUKRU GOKHAN ELCI )
DENIZLi, MAYIS 2023

Giiniimiizde sanayi ve tarimsal faaliyetlerin hizla gelismesiyle birlikte gevresel
atiklarin birikimi de artmaktadir. Insan populasyonundaki artis, cesitli kimyasal ve
ilaglarin kullanimin artmasi ¢evrede agir metal birikimine neden olmaktadir. Agir
metaller ¢evre ve canli yasami Uzerinde olumsuz etkilere sahiptir ve besin zinciri
yoluyla insan viicudunda kolayca birikerek toksik etkilere neden olurlar. Su, hava,
toprak ortamlarinda birikerek canli sistemini tehdit eden agir metal iyonlari
arasinda en onemli toksik etki civaya aittir. Hg?" iyonu, suda ¢oziiniirliigiiniin
yiiksek olmasi nedeniyle su kirliligine neden olur. Deniz mahsulleri tiikketimi ile
insan viicudunda kolayca birikebilir ve insan sagligini tehdit eder. Agir metallerin
toksik etkilerinden dolay1 ekolojik ve biyolojik numunelerde tespit edilerek,
seviyelerinin belirlenmesi 6nemlidir. Agir metal tespiti geleneksel olarak cihaz
tabanli yontemler ile gerceklestirilmektedir. Bu yontemler istenilen metali hassas
ve segici bir sekilde tespit edebilmektedir ancak bu ydntemlerin pahali, portatif
olmamasi, zaman alic1 olmalar1 ve egitimli personel gerektirmesi gibi sebepleri
nedeniyle hizli ve kolay yeni yontemlere ihtiyag dogmustur. Biyosensorler gesitli
uygulamalarda kullanilan, analit tespitini ve hastalik durumlarinin izlenmesini
kolaylagtiran sistemlerdir. Bu nedenle, ¢cogu konuda oldugu gibi agir metal tespiti
icin de popiiler olan yeni bir tespit yontemidir. Bu tez ¢alismasindaki amacimiz,
civa iyonlarini tespit edebilen bir nanosensor sistemi Uretmektir. Giimiis ve altin
nanopargaciklarin sahip olduklart genis renk skalasi, arastirmacilarin kolorimetrik
sensOr iretmesine olanak saglar. Giimiis ve altin nanoparcacik yizeyleri sitrat,
sistin ve sistein yilizey gruplari ile modifiye edilerek agir metallere tepkileri
incelendi. Etkilesimden kaynaklanan renk degisimleri hem ¢iplak gézle hem de
UV-Visible Spektrofotometre ile goézlemlendi. Bu sonuclardan elde edilen
kalibrasyon egrisine gore test edilen konsantrasyonlarda nanopargacigin dogrusal
bir yanit verdigi (y = 0,00005x + 0.01394, R? = 0,98249) gbzlemlendi. LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla 14,4 nM ve 43,2 nM olarak hesaplandi. Nanosensor sistemi
gercek sistemler tizerinde test edildi ve elde edilen geri kazanim degerleri ¢cesme
suyu ic¢in %106, gol suyu icin %121,5, endiistriyel atik suyu i¢in %112 ve deniz
suyu icin %98 olarak hesaplandi. Tim sonuglar sentezlenen CA-AgNP’nin Hg?*
iyonuna spesifik olarak yanit verdigini ve gercek drneklerde Hg?* iyonunu tespit
edebilecegini gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Giimiis nanoparcactk, altin nanoparcacik,
kolorimetrik sensor, agir metaller, civa, sitrat, sistin, sistein.



ABSTRACT

PRODUCTION OF COLORIMETRIC NANOBIOSENSORS
MSC THESIS
SEYMA GONER
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOMEDICAL ENGINEERING
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. SUKRU GOKHAN ELCI)
DENIZLI, MAY 2023

Nowadays, environmental waste accumulation increases with the rapid
development of industrial and agricultural activities. The increase in the human
population and the increase in the use of various chemicals and drugs cause heavy
metal accumulation in the environment. Heavy metals have adverse effects on the
environment and living life, and they accumulate easily in the human body through
the food chain leading to toxic effects. Among the heavy metal ions that accumulate
in water, air, and soil environments, mercury threatens the living system due to its
high toxicity. Hg?" ion causes water pollution due to their high solubility in water.
The consumption of seafood leads to the accumulation of mercury, thus threatening
human health. Due to the toxic effects of heavy metals, it is critical to determine
their levels by detecting them from ecological and biological samples. The
conventional methods for heavy metal detection are based on the use of instruments.
These instrumental methods can analyze the desired metal sensitively and
selectively, but these methods are expensive, not portable, time-consuming, and
require trained personnel. For these reasons, a rapid and easy method is required
for the analysis of these metals. Biosensors are systems used in various applications,
facilitating analyte detection, and monitoring of disease states. Therefore, it is a
popular new detection method for heavy metal detection, as in most subjects. Our
aim in this thesis is to produce a nanosensor system to detect mercury ions. Silver
and gold nanoparticles were investigated because of their special properties for the
nanosensor system. The wide color scale of these particles allows researchers to
produce colorimetric sensor systems. Silver and gold nanoparticle surfaces were
modified with citrate, cystine, and cysteine surface groups, and their response to
heavy metals was examined. Color changes resulting from the interaction were
observed both with the naked eye and a UV-Visible Spectrophotometer. According
to the calibration curve obtained from these results, a linear response of the
nanoparticle was observed at the tested concentrations (y = 0.00005x + 0.01394, R?
= 0.98249). LOD and LOQ values were found to be 14.4 nM and 43.2 nM,
respectively. The nanosensor system was tested on real systems, and the recovery
values obtained were 106% for tap water, 121.5% for lake water, 112% for
industrial water, and 98% for seawater. All results showed that the synthesized CA-
AgNP responds specifically to the Hg?* ion and can detect the Hg?* ion in real
samples.

KEYWORDS: Silver nanoparticle, gold nanoparticle, colorimetric sensor, heavy
metals, mercury, citrate, cystine, cysteine.
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ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim boyunca akademik bilgisini ve deneyimlerini
benimle paylagan, her konuda her zaman benimle ilgilenip bana yardimci olan,
destegini esirgemeyen sevgili danisman hocam Dog. Dr. Siikrii Gkhan ELCI’ye;
tez ¢aligmalarim sirasinda laboratuvarini bizlere acan Kimya Boliim Baskanligina
ve Analitik Kimya Anabilim Dali Bagkanligina; tez ¢alismasi i¢in maddi destek
saglayan Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’ne; uzaktan da olsa her kosulda bana destek olan sevgili arkadaglarim Kutay
Bulut, Fatma Nur Bedeloglu, Fatma Kurul, Feryal Sunar, Eda Karatas, Cansu
Oguzhan ve Aysu Yigit’e; hayatim boyunca her kararimda beni destekleyen, en zor
anlarimda ayaga kalkmami saglayan, sonsuz sevgilerini her zaman hissettiren

canim aileme sonsuz tesekkiir ederim.



1. GIRIS

1.1  Nanoteknoloji Hakkinda Temel Bilgiler

Nanobilim, nanoteknoloji ve nanomalzeme giiniimizde hem bilimsel alanda
hem de giinliik yasamda siklikla karsilagtigimiz terimlerdir. Nanomalzemelerin tarihi
Big Bang (Buyuk Patlama) sonrasina kadar dayanir. Bu olay sonrasi birgok nanoyap1
meydana gelmistir. Yakin zamanda nanomalzemeler arastirmacilarin dikkatini ¢ekmis

ve nanoteknoloji alaninda ¢aligmalar baglamistir (Sudha ve digerleri, 2018).

Nanomalzeme ve nanopargacik icin birden fazla tanimlama mevcuttur.
Nanoteknoloji standartlariyla ilgilenen bir¢ok uluslararasi kurulus bulunmaktadir.
IEEE (Elektrik ve Elektronik Muhendisleri Enstitlisti) gibi diger kuruluslar bu alana
katilms olsa da, ISO (Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii) ve ASTM'nin (Amerikan
Test ve Malzeme Kurumu) 6nemli bir rol oynadigi kabul edilmektedir. ISO tarafindan
nanomalzeme ve nanoparg¢acik i¢in tanimlamalar yapilmistir. Buna gére nanomalzeme
herhangi bir boyutu (dis yapi, i¢ yap1 veya yiizey yapisi) nano 6lcekte (1-100 nm) olan
nanoyapilara; nanopargacik ise U¢ boyutu birden nano 6lgekte (1-100 nm) olan
nanoyapilara verilen isim olarak tanimlanmigtir. ANSI (Amerikan Ulusal Standartlar
Enstitlist) tarafindan bir dizi ncelik grubu bildiren Nanoteknoloji Standartlari Paneli
(ANSI-NSP) yapilmistir. Nanoteknoloji standardizasyonu igin bu 6ncelik gruplart dort
baslik altinda toplanmistir. Bunlar: malzeme bilesimi ve 6zellikleri i¢in terminoloji;
nanobilim ve teknoloji igin terminoloji; analiz metrolojisi ve standart test yontemleri;
toksisite etkileri, ¢evresel etkiler ve risk degerlendirmesi seklindedir. ANSI standart
terminolojileri de dort ana gruba ayirmis ve bu bilesenler, terimleri bilesim ve
Ozelliklere gore diizenlemek; nanobilim ve nanoteknoloji igin evrensel sozlikler;
analiz teknikleri ve zararl etkiler; risk degerlendirmesi olarak siniflandirilmigtir. TUm
bunlara gore nanoteknoloji terimleri icin uluslararas1 kabul gérmiis tek bir tanim

mevcut degildir (Sudha ve digerleri, 2018).



Bu durumu basit ve genel bir deyise indirmek gerekirse nanoyapilar, nano
boyutta olan maddelere verilen isimdir. Nano boyut metrenin bir milyarda biri olan
Olcektir. Nanomalzeme terimi bir boyutu 100 nm altinda olan malzemeler i¢in
kullanilirken; nanopargacik ise her ii¢ boyutu da 100 nm’nin altinda olan
nanomalzemeler i¢in kullanilan isimdir. Karsilastirma igin gergek hayattan ornekler
verilirse insan sag telinin 1 tanesi 60000 nm (Sekil 1.1), DNA ¢ift sarmalinin ¢api ise

2,5 nm boyutundadir (Bayda ve digerleri, 2019).

DNA Virus Antibody
A
=) Can cer Cell Strand of Hair
Water  Bacteria  Protein Biochips 2B

niz‘ o

10° 0° 10 108

Graphen Carbon Nanotube ~Metal Nanoparticles

O L y
. B o

Dendrimer  Liposome  Polymer Micelle

Sekil 1.1: Bazi biyomolekiiller ve nanoyapilar i¢in nano boyut grafigi (Sekil tizerindeki dgeler
https://www.vecteezy.com ve https://www.freepik.com (15.04.2023) sitelerinden alinmigtir.).

Nanoteknoloji 21.yiizyilin en 6nemli teknolojisidir. Ortaya atilmis nanobilim
teorilerinin faydali ve kullanilabilir uygulamalara doniisebilmesi i¢in maddeyi
nanometre Olgeginde gozlemlemek, 6lgmek, modifiye etmek, birlestirmek, kontrol
etmek ve Uretmek gerekmektedir (Bayda ve digerleri, 2019). Malzemeler nano boyuta
gecince farkli spesifik ozellikler kazanir. Nanomalzemelerin bu 6zelliklerine 6rnek
olarak optik, mekanik, manyetik, iletkenlik vb. verilebilir. Ayn1 malzemeye ait farkli
boyutlarda bile kazanilan 6zellikler degisebilir. Nanopargaciklarin 6zelliklerini daha
iyi anlamak, gelecekteki kullanimlarinin Oniinii agmak ve yasam standartlarim
arttirabilecek potansiyelinin degerlendirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Sudha ve

digerleri, 2018).

)


https://www.vecteezy.com/
https://www.freepik.com/

Nanoteknoloji, malzemelerin herhangi bir alanda, istenilen sekilde modifiye
edilerek spesifik ve karakteristik 6zelliklere ulagsmak i¢in malzemelerin atomik/nano
diizeyde hazirlanmasimi igerir. Dogal siireclerin ¢ogu nano diizeyde gerceklesir.
Nanoteknolojinin ve biyolojinin kombinasyonu ile tibbi sorunlar ve hastaliklarin tani
tedavisindeki ¢ogu sorun ¢oziilmiistiir. Saglik ve tip alani i¢in biiyiik bir devrim
niteliginde olan nanoteknolojide nanoparcaciklarin énemi biiyliktiir. Nanoteknoloji
daha cok goriintileme, algilama, ila¢ iletimi, gen tasima sistemleri ve yerlesik
implantlarda kullanilmaya baglanmistir. Bahsedilen spesifik islemler i¢in kiigiik
malzemeler gerektiginden nanopargaciklar biiyiik 6nem kazanmistir (Shrivastava ve

digerleri, 2007).

1.1.1 Nanoteknolojinin Tarihcesi

Nanobilimin kesfi M.O. 5. yiizy1la Yunanlara ve Democritus’a kadar dayanir
(Bayda ve digerleri, 2019). Nanoteknoloji, nanobilim, nanopargacik gibi terimlerde
gecen nano kelimesi Yunanca “¢ok kisa adam/ciice” anlamina gelen “nannos”
kelimesinden gelmektedir (Sudha ve digerleri, 2018). Ingiliz Miizesi’nde bulunan
Lycurgus kupasi (Sekil 1.2) antik donemden kalan en énemli objelerden biridir. En
eski ve en popiiler dikronik bardak 6rnegidir. Dikronik bardaklar iki ayr1 cam 6zelligi
bulundurur; bu sayede 15181n yonelimine gore bardak renk degistirir. Kisaca bu bardak
iki farkli renkte goriilmektedir; bardaga dogrudan i1sik geldiginde yesil renkli
gortiniirken 15181 dogrudan almadigi durumlarda kirmizi-mor renkte goriintr (Bayda
ve digerleri, 2019).



Sekil 1.2: Lycurgus kupasi (Sudha ve ark. 2018, https://www.amusingplanet.com/2016/12/lycurgus-
cup-piece-of-ancient-roman.html sitesinden alinmastir.).

Bilim adamlar tarafindan bardagin dikronik 6zelliginin arastirilmasi 1990
yilinda TEM kullanilarak gerceklestirilmistir. iki renkli dikronik bardaktan elde edilen
sonuglara gore bardagi olusturan nanopargaciklarin 50-100 nm boyutunda oldugu
bulunmustur. X-Ray analizi ise bardagin biiyik ¢ogunlugunu giimiis-altin
nanopargaciklarin olusturdugunu, bu pargaciklarin 7:3 (Ag:Au) oraninda bulunarak,
bardak matriksinde %10 oraninda bakir nanoparcacik (CuNP) bulundugunu
goOstermistir. Altin nanopargaciktan (AUNP) kaynaklanan kirmizi renk igin absorbans
degeri yaklasik 520 nm degerinde bulunmustur. Kirmizi-mor renk daha biyiik boyutlu
parcaciklarinin absorpsiyonuna bagli olup; yesil renk boyutu 40 nm’den kii¢iik olan
giimiis nanopargaciklarin (AgNP) kolloidal dispersiyonlarinin absorpsiyonundan

kaynaklanir (Bayda ve digerleri, 2019).


https://www.amusingplanet.com/2016/12/lycurgus-cup-piece-of-ancient-roman.html
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Sekil 1.3: Nanopargaciklarin cam/vitray renklerinin gériiniimiine etkisi (The New York Times 2005,
https://archive.nytimes.com/www.nytimes.com/imagepages/2005/02/21/science/20050222_NANO1
GRAPHIC.html) .

Vitray sanat1 9. ve 17. yiizyillar arasinda Islam diinyasinda, sonrasinda ise
Avrupa’da devam eden ve popiiler hale gelen bir sanattir (Sekil 1.3). Vitray sanatinda
camda istenilen renklerin elde edilmesi Ag, Cu veya farkli nanoparcaciklar ile
saglanmistir. Ronesanstan sonra Italya’da da nanoparcacik kullanimi devam etmis ve
Osmanli tekniklerinden esinlenilmistir. Sam kilic bigaklarinin {iretiminde giic,
esneklik ve keskin bir kenar tutma yetenegi saglamak i¢in sementit nanoteller ve
karbon nanotiipler kullanilmigtir (Reibold ve digerleri, 2006). Bu renkler ve malzeme
ozellikleri ylizyillardir iiretilmelerine ragmen bu nedenlerin etkileri yillar sonra

anlasilmigtir (Bayda ve digerleri, 2019).

Faraday 1857 yilinda kolloidal siispansiyon Ozelligi gésteren Ruby altini
hazirlamistir. Ruby, essiz elektronik ve optik oOzellikleri ile en ¢ok ilgi ¢eken
nanopargacik haline gelmistir. Faraday AuNP’nin 151k kaynag: altinda farkli renklerde
cozeltiler olusturabildigini kesfetmistir (Bayda ve digerleri, 2019).

Nanoteknolojide modern teknikler 1981 yilinda IBM (Uluslararas: Is

Makineleri Sirketi) Zurich Arastirma Laboratuvari’ndan fizik¢i Gerd Binnig ve
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Heinrich Rohrer’in tasarladigit STM nin (Taramali Tiinelleme Mikroskobu) Feynman
tarafindan kullanilmasiyla baslamistir. Bu cihazin tasarimi, AFM (Atomik Kuvvet
Mikroskobu) ve SPM (Taramali Prob Mikroskobu) gibi cihazlarin iiretimine 1s1k
tutmustur. Karbon tabanli nanomalzemeler (karbon nanotip, karbon Kkireler,
fullerenler (buckyball)) 1985 yilinda; boyutlar1 10 nm’den daha kiigiik olan C-dot’lar
(karbon noktaciklar1) ve grafen ise 2004 yilinda kesfedilmistir. C-dot’lar boyutlari,
diisiik toksisite seviyesi ve biyolojik uyum 6zellikleri sayesinde oldukca ilgi gorerek
biyogoriintiileme, biyosensor ve ilag tasinimi gibi alanlarda kullanilabilecek favori
malzeme haline gelmistir. Grafenin kesfi ile karbon tabanli malzemeler bilim ve

miihendisligin her alaninda temel malzeme haline gelmistir (Bayda ve digerleri, 2019).

Nanoteknoloji ve nanomalzeme biliminin gelismesiyle birlikte cevresel ve
biyomedikal uygulamalarda nanopargaciklar (NP’ler)(Howes ve digerleri, 2014;
Shetti, Bukkitgar ve digerleri, 2019a, 2019b; W. Zhang ve digerleri, 2017), kuantum
noktalar1 (QD’ler) (Dai ve digerleri, 2015), karbon nanotipler ve karbon nano elyaflar
(CNT'ler/CNF'ler) (Wooten ve digerleri, 2014, Shetti ve digerleri, 2019; Z. Wang ve
digerleri, 2019;), nanoteller (Ho ve digerleri, 2017), grafen (L. Wang ve digerleri,
2017, 2018) gibi ¢esitli fonksiyonel nanomalzemeler ile diger iki boyutlu (2D)
nanomalzemeler sensor tasarimlarinda kullanilmaya baslanmistir (Anichini ve
digerleri, 2018; Kumar ve digerleri, 2019; B. Liu ve digerleri, 2020; Shetti ve digerleri,
2019).

1.1.2. Nanoteknolojide Altin ve Giimiis Kullanimi

Gundmuzde nanoteknoloji, yeni yontemlerin kesfi igin bilimsel arastirmalarda
en ¢ok ilgi ¢eken, kullanilan ve yatirim alan alanlardan biridir. 1 ila 100 nm boyut
araligindaki nanoyapilar nanopargacik olarak tanimlanir ve madde nano boyutlara
indirgendiginde, makro ve mikro boyutlarindan farkli olarak spesifik fiziksel 6zellikler
gostermeye baslar (ASTM E2456-06(2020), 2020). Bu fiziksel o6zellikler,
nanopargaciklarin bulundugu ortamin boyutundan, seklinden ve dogasindan etkilenir.
Bu durum nanopargaciklarin ¢esitli alanlardaki uygulamalarda modifiye edilerek
kullanimina zemin hazirlar (Dreaden ve digerleri, 2011; Eustis & EI-Sayed, 2006;
Huang ve digerleri, 2007; B. Liu ve digerleri, 2020). Biyolojik uygulamalarda AuNP



ve AgNP’ler toksik olmama, biyouyumluluk, kolay sentezlenme, boyut ve sekil
ayarlanabilirligi gibi spesifik 6zelliklerinden dolay1 diger nanopargaciklara gore daha
cok ilgi gérmistiir (EI-Sayed, 2001; Jain ve digerleri, 2006; Shukla ve digerleri, 2005).
Giliniimiizde bu nanopargaciklarin genomik, gen, DNA, antijen, bagisiklik tahlili,
klinik ¢aligmalar, mikroorganizmalarin ve kanser hiicrelerinin tespiti ve fototermolizi,
spesifik ilag dagitimlari, biyogoriintiileme ve biyosensor gibi alanlarda ¢esitli
uygulamalar1 bulunmaktadir (Kalidasan ve digerleri, 2013; Shah ve digerleri, 2014).
Ozellikle kanser tedavisi ve ila¢ dagitimi1 uygulamalarindaki potansiyel kullanimu ile
tip biliminde biiyiik ses getiren yeni yontemlerdir (Arvizo ve digerleri, 2010; Badwaik
& Dakshinamurthy, 2012; Shah ve digerleri, 2014; Yucai Wang ve digerleri, 2013).

1.1.3. Altin ve Giimiis Nanopar¢acik Tarihi

Altin ve glimiis nanoparcacik giliniimiizde en ¢ok incelenen iki nanoparcaciktir.
AuNP’ler, cami1 renklendirmek i¢in kolloidal altinin kullanildigi Roma déneminden
beri kullanilmaktadir. Yiizyillardir kullanilmasina ragmen Faraday'in 1857'deki
caligmasina kadar, kolloidal altinin gosterdigi farkli renklerin nedenini kimse
anlayamamigtir. Richard Adolf Zsigmondy tarafindan 1898'de ilk kez seyreltik
cozeltide kolloidal altin hazirlanmistir. Caltech’te c¢alisan fizik¢i Richard P.
Feynman'in 1959°da gelecekteki yenilik ve teknolojinin anahtarinin maddeyi
nanoboyuta indirgemek oldugunu One siiren sunumundan sonra nanoparcacik

caligmalarina olan ilgi artmistir (Bayda ve digerleri, 2019).

AuNP’lerin 6neminin ve bu parcaciklarla yapilabilecek ¢alismalarin anlasildigi
bilim diinyasinda arastirmacilar, bu pargaciklarin 6zelliklerini ve uygulama alanlarini
aragtirmaya devam etmektedir. Bu sebeple son yillarda altin nanopargaciklar ile ilgili

caligmalarin artig gosterdigi goriilmektedir (Shah ve digerleri, 2014).

AuNP’de oldugu gibi AgNP’ler de 100 yil1 agkin bir siiredir farkina varilmadan
fotografcilik, boya ve pigment, yara tedavisi, iletken/antistatik kompozitler,
katalizorler, biyositler gibi ¢esitli uygulamalarda bir¢ok alanda kullanilmakta ve ticari
olarak satilmaktadir. Yillardir terminolojideki degisiklikler bilim adamlar1 arasinda
kafa karigikligina yol agmis olsa da giiniimiizde nanopargaciklar bilinmektedir.

AgNP’nin bilinen en eski kullanimi Roma doneminde iiretilmis olan ve giiniimiize

7



kadar korunan Lycurgus kupasidir. Yillardir kullanimi sebebiyle son 120 yilda nano
boyuttaki giimiisiin yani AgNP’nin kimyasma yonelik literatiirde birgok arastirma
bulunmaktadir (Nowack ve digerleri, 2011).

Gunumuzde 6zellikle biyolojik uygulamalarda ve tipta kullanimi artan AuUNP
ve AgNP’nin en 6nemli kullanim alanlarindan biri de kanser tani ve tedavisidir. Kanser
terapotiklerinin bir pargasi olarak nanopargaciklarin gelistirilmesi, yeni bir arastirma
alan1 olan kanser nanotipin1 dogurmustur. Geleneksel anti-kanser ilaglarina kiyasla
nanopargaciklar, istenmeyen etkileri dnleyen hedefe yonelik bir yaklasim saglar.
Kanser nanotipinda altin ve giimiis nanopargaciklarin rolii oldukg¢a énemlidir (Chugh

ve digerleri, 2018).

1.1.4. Altin ve Giimiis Nanoparcacigin Ozellikleri

Altin ve glimiis nanoparcaciklarin spesifik O6zellikleri, basta biyolojik
uygulamalar olmak Tlizere c¢ok sayida uygulamanin temelini olusturur. Bu
nanoparcaciklar geleneksel yani makro boyutlardaki metallerine kiyasla benzersiz
fiziksel ve kimyasal ozellikler sergiler (Nowack ve digerleri, 2011). AuNP ve
AgNP’nin bilingli olarak kullanim1 diger teknolojilere gore oldukga yeni oldugu i¢in
gevre ve canlilar iizerindeki etkileri ¢ok net bilinmemektedir. Son ¢aligmalar metal
nanopargaciklarin dogas1 geregi reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini indiikleyerek
oksidatif strese ve toksik etkiye neden oldugu yoniindedir. Metal nanopargacik
kaynakli oksidatif stres, hiicresel biyomolekiilleri bozarak, biyolojik ve metabolik
stireclerde dengesizlige neden olabilir (Ulhassan ve digerleri, 2023). Altin ve glimiis,
nano boyuta indirgendiginde antibakteriyel 6zellik kazanir; bu 6zellikleri sayesinde
biyolojik uygulamalarda ve tip alanindaki ¢aligmalarda AgNP basta olmak iizere en

cok tercih edilen nanopargaciklardir (Nowack ve digerleri, 2011).

AuNP ve AgNP’lerin antibakteriyel Ozellikleri antik ¢aglardan beri
kullanilmakta fakat nedeni bilinmemektedir. Au, Ag veya Cu gibi metal
nanoparcaciklarin kolloidal ¢d6zeltileri, bakterileri yok edici 6zelliklere sahiptir.
AgNP’lere dayali antimikrobiyal ajanlarin kullanimi tipta iyice yerlesmistir. Glimiisiin
bakterisidal Ozellikleri, nanopargaciklarin yavas oksidasyonu ve Ag"® iyonlarinin

salmimi ile iligkilidir (Krutyakov ve digerleri, 2008). Diisiik konsantrasyonlarda
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AgNP, ¢ogu viriis ve bakteriye kars1 etkilidir; Ag* iyonlari hiicrelerde biiyiik protein
molekdllerine saldirdig1 i¢in mikroorganizmalarin mutasyon siirecinde giimiis direnci
kazanmasi olas1 degildir. Antibiyotik direncine sahip ¢ok sayida bakteri oldugu i¢in
bu 6zellikleri oldukca 6nemlidir (Tran ve digerleri, 2013). Nanopargaciklar, makro
boyutlarina gore daha genis bir ylizey alanina sahiptir. Parcacik ne kadar kiigiikse o
kadar iyi antibakteriyel ozellik sergileyebilir (Singaravelu ve digerleri, 2007). Bu
durum daha fazla zar gecirgenligi saglayarak hiicre i¢i siiregleri etkileyebilir (Dibrov
ve digerleri, 2002). Nanoparg¢aciklarin antibakteriyel etkisi, boyutlarina, sekillerine ve
farkli parcacik sekilleri ic¢in farkli sekilde ortaya ¢ikan DNA replikasyonunun
inhibisyonuna baglidir (Pal ve digerleri, 2007). Daha da ©6nemlisi, daha kuguk
nanoparcaciklar daha iyi antibakteriyel 6zellikler sergiler (Slepicka ve digerleri, 2019).

Parcaciklarin stabilizasyonu, ylizey kimyasina eklenen fonksiyonel grup veya
ligandlarin fiziko-kimyasal parametrelerine, konsantrasyonuna, nanoparcaciklarin
yuzeyine, adsorpsiyonuna, sivi ortamdaki ¢oziniirligine baghdir (Valueva ve
digerleri, 2010). Nanopargaciklarin farkli kristal yiizeyleri stabilize edilerek sekilleri
kontrol edilebilir (Deori ve digerleri, 2014; Reznickova ve digerleri, 2017; Xia ve
digerleri, 2009; Yu & Yam, 2004). AuNP ve AgNP’lerde, nanopargacik agregalarinin
olusumunun antibakteriyel 6zelligi azalttig1 goriilmiistiir. Yani antibakteriyel 6zellik

pargacik boyutuna baglidir (Lok ve digerleri, 2007; Slepicka ve digerleri, 2019).

Simdiye kadar, bir¢ok farkli 6zellige ve farkli kullanim alanina sahip AuNP ve
AgNP sekilleri basartyla iiretilmistir. En yaygin olan nanoparcacik kiiresel sekilde
olup; ayrica iiggen, ¢ubuk, kiip, yildiz, tel, ¢icek vb. sekillerde de nanopargacik iiretimi
yapilabilmektedir. Ayn1 pargacigin farkli 6zellikler ve farkli sekiller almasina iiretim
esnasinda kullanilan maddelerin miktar1 ve konsantrasyonu, sicaklik, inkiibasyon
sliresi vb. gibi reaksiyon kosullart neden olmaktadir (Compagnini ve digerleri, 2019;
Jain ve digerleri, 2006; Kneipp ve digerleri, 2002; Schultz, 2003). AuNP’lerin Su
icindeki hali yani altinin kolloidal dispersiyonlarinin rengi, parcaciklarin sekline ve
boyutuna bagli olarak kirmizidan maviye; AgNP’lerde ise renk genis bir aralikta
saridan maviye degisir (Compagnini ve digerleri, 2019). AuNP ve AgNP’lerin renk ve
optik ozellikleri, lokalize ylizey plazmon rezonansindan (LSPR) kaynaklanir ve lokal

dielektrik ortamlarina duyarlidir (Sharma ve digerleri, 2009).



Herhangi bir boyutta, belirli bir dalga boyundaki 1sik metal bir yiizeye
carptiginda, 151k dalgasinin bir kismi metal yiizey boyunca bir yiizey plasmonuna
neden olur; yani, bir grup yizey iletken elektronlar metal/dielektrik arayuze paralel
yonde yayilir. Makro boyutlardaki bir metalde plasmon olustugunda elektronlar
malzemede serbestge hareket edebilir ve hicbir etki kaydedilmez. Nanoparcaciklarda
ise yuzey plasmon ¢ok daha kicik boyutlarda lokalize olur ve kiguk bir alanda
senkronize bir sekilde ileri-geri salinir; bu etki LSPR olarak adlandirilir. Bu salinimin
frekansi, gelen 15181n frekansi ile ayni1 oldugunda, plazmon 1sikla rezonans i¢indedir.
LSPR sadece metal nanopargaciklarda goriilen bir 6zelliktir. LSPR, malzemenin ve
cevrenin dielektrik fonksiyonuna ve nanoparcacigin sekline ve boyutuna duyarlidir.
Metal nanoparcacigin yiizeyinin bir fonksiyonel grup veya ligand ile modifiye
edilmesi sonucu parcacigin LSPR enerjisi degisir. Bu 6zellik sayesinde pargaciklar
farkli ozellikler kazanir (Ding & Chen, 2016). Farkli sekil ve boyutlarda metal
nanopargaciklarin spesifik 0Ozellikler kazanmasi, farkli uygulamalarda ve farkli
alanlarda kullanimina olanak saglar. Biyogoriintiileme, tani, tespit, kanser tedavisi vb.
uygulamalar i¢in farkli sekil ve boyutlarda AUNP ve AgNP kullanimina baglanmistir.
Belirli uygulamalar i¢in belirli bir sekil ve boyutta AUNP ve AgNP iiretmek i¢in gesitli
sentez yontemleri kullanilir (Shah ve digerleri, 2014).

1.1.5. Altin ve Giimiis Nanoparc¢acigin Uretimi

Nanoparcacik hazirlamanin fiziksel, kimyasal, fotokimyasal ve biyolojik
yontemleri vardir. Kimyasal yontemlerde, istenen AuNP'leri olusturmak tizere altin
iyonlarinin indirgenmesi ve kaplanmasi i¢in farkli kimyasal maddeler kullanilirken;
fiziksel yontemler lazer ablasyon ve elektron 1sin1 litografisi gibi cesitli teknikleri
icermektedir. AuNP ve AgNP’lerin sentezinde “Bottom up” ve “Top down” metotlart
kullanilmaktadir (Lu ve digerleri, 2016). Bottom up (asagidan yukariya) yonteminde
atomlarin istenilen biiyiikliige ulasilana kadar bir araya toplanmasi; top down
(yukaridan asagiya) yonteminde ise istenen nanoyapiyr elde etmek icin toplu
maddeden materyalin ¢ikarilmasi islemi yapilir. AuNP ve AgNP sentezi i¢in mevcut
olan tiim sentez islemleri, yukaridaki iki yontemden herhangi birine dayanmaktadir.
Literatiirde sikca kullanilan Turkevich yontemi, boyutlar1 indirgeyici ajan

konsantrasyonuna ve stabilize ettigi ligandin boyutuna bagli olarak degisen tek
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dagilimli nanopargaciklar ile sonuglanir (Kimling ve digerleri, 2006). Diger
yontemlerle nanopargaciklarin stabilizasyonu, buyume ylzeyi tizerinde organik bir tek
tabaka olusturarak, indirgeyici ajan ve stabilizatoriin konsantrasyonu ile boyut ve sekil
kontrol edilerek gergeklestirilmektedir (Slepi¢ka ve digerleri, 2019). Nanopargacik
tiretimi igin yukarida verilen yontemler ne kadar verimli ve gelecege doniik olsa da bu
sentetik yontemler sirasinda toksik reaktiflerin kullanimi ile toksik yan drinlerin
salinmasi, cevresel ve biyolojik giivenlik endiselerini artirarak, nanopargacik
sentezinde daha gilivenilir, yesil ve c¢evre dostu ydntemlerin arastirilmasini
gerektirmektedir. Bu durum, AuNP ve AgNP'leri daha g¢evre dostu bir sekilde
sentezlemek ic¢in bitkiler, meyveler, mikroorganizmalar gibi g¢esitli biyolojik
kaynaklarin kullanilmasi; bunlardan elde edilen biyomolekiillerin ve biyobilesenlerin
farkli kombinasyonlar ile farkli spesifik 6zelliklerde AuNP’ler olusturmasini amaglar
(De ve digerleri, 2012; Migowski & Dupont, 2007; Shah ve digerleri, 2014; Torimoto
ve digerleri, 2006).

1.2 Sitrat, Sistin ve Sistein Hakkinda Genel Bilgiler

Bu calismada literatiirde rastlanmamig olunmasindan dolay1 sistein amino
asidinden olusan ve dimeri olan sistin ile ¢alisildi. TSC (Trisodyum Sitrat) cogu AgNP
tiretiminde yaygin olarak kullanildigi i¢in de sitrat hakkinda da kisa bir bilgi verilmek

istenilmistir.

1.2.1 Sistein

Sistein, insanlarda sistin ile ilgili, esansiyel olmayan kiikurt igeren bir amino
asittir. Sistein, adint mesane anlamina gelen Yunanca kustis kelimesinden gelen
sistinden almistir. Sistein, protein sentezi, detoksifikasyon ve g¢esitli metabolik
fonksiyonlar i¢in 6nemlidir. Tirnaklarda, deride ve sagtaki ana protein olan p-keratinde
bulunan sistein, cilt elastikiyeti ve dokusu kadar kollajen tretiminde de dnemlidir.
Amino asit taurinin dretiminde de gerekli olan sistein, antioksidan glutatyonun bir
bilesenidir ve koenzim A, heparin ve biyotin gibi temel biyokimyasallarin

metabolizmasinda rol oynar. L-sistein, L konfiglrasyonuna sahip optik olarak aktif bir
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sistein formudur. Sistein, yalnizca kiiglik miktarlarda olmasina ragmen ¢ogu proteinde
bulunan, dogal olarak olusan, kiikiirt igeren bir amino asittir. Sistein, bir tiyol grubu
igerdiginden, yirmi dogal amino asit arasinda benzersizdir (Sekil 1.4). Tiyol gruplari
redoks (oksidasyon/rediiksiyon) reaksiyonlarina girebilir; sistein oksitlendiginde, bir
disulfit bagi ile birlestirilen iki sistein kalintist olan sistini olusturabilir. Bu reaksiyon
tersine cevrilebilir: bu disiilflir baginin indirgenmesi iki sistein molekiiliinii yeniden
olusturur. Sistinin disiilfit baglari, bircok proteinin yapisini tanimlamak ic¢in ¢ok
onemlidir (Mihara & Esaki, 2002; National Center for Biotechnology Information,
2023).

Sekil 1.4. Sistein amino asitinin yapis1 (Pubchem, Cysteine Compound,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Cysteine).

1.2.2 Sistin

Sistin, sistein amino asitinin tiyol yan zincirlerinin oksidasyonundan elde
edilen; diger bir deyisle bir disiilfit bag1 yoluyla baglanan iki sistein molekiiliiniin
birlesmesi ile elde edilen kikirt iceren bir tirevdir (Sekil 1.5). Antioksidan gorevi
goriir ve dokulari radyasyona ve kirlilige kars1 koruyarak yaslanma siirecini yavaslatir.
Ayn1 zamanda protein sentezine yardimci olur. Sistin, iskelet dokularinin ve derinin
bircok proteininde bol miktarda bulunur ve insilin ve sindirim enzimleri
kromotripsinojen A, papain ve tripsinojende bulunur. Sistin ilk olarak bobrek

taslarindan izole edilmistir (National Center for Biotechnology Information, 2023).
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Sekil 1.5. Sistin peptidinin yapis1 (Pubchem, Cystine Compound,
https://pubchem.ncbhi.nlm.nih.gov/compound/Cystine).

Kiikiirt biyolojik olarak aktif bir elementtir. Kiikiirt ve kiikiirt iceren bilesikler,
agir metallerin uzaklastirilmasi, radikallerin yakalanmasi, antimikrobiyal aktivite,
antioksidan ve antitimor aktivite gibi gesitli biyolojik aktiviteler gostermistir
(Komarnisky ve digerleri, 2003; Xie ve digerleri, 2009). Kikrt pargaciklarinin sekli
ve boyutu, 6zelliklerini ve kullanimlarini etkileyen énemli faktorlerdir. Tiyol grubu
iceren sistein amino asidi ve sistin de bu nedenle dnemlidir (Xie ve digerleri, 2009).
Ayrica, Au ve Ag gibi metal nanopargaciklarin yiizeyine kolayca baglanabildikleri

bilinmektedir.

1.2.3 Sitrat

Sitrat, sitrik asidin bir tuzu veya esteridir (National Center for Biotechnology
Information, 2023). Trisodyum sitrat (TSC) kisaca "sodyum sitrat" olarak anilir, ancak
sodyum sitrat, sitrik asidin ¢ sodyum tuzundan herhangi biri de olabilir (Sekil 1.6).
Kimyasal formili NazCeHsO-7“dir (Trisodium Citrate, n.d.). Tuzlu, hafif eksi bir tada
sahiptir ve hafif bir alkalidir. Sodyum sitrat esas olarak bir gida katki maddesi olarak,
genellikle lezzet veya koruyucu olarak kullamilir (E331, n.d.). Sitrik asidin
metabolizmada dnemli bir ara madde oldugu bilinmektedir. Sitrik asit bitki ve hayvan

materyallerinde yaygin olarak bulunur (Moellering & Gruber, 1966). Au ve Ag
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nanopargacik sentezinde siklikla elektrostatik olarak pargacigin kararli hale

getirilmesinde kullanilir.

Sekil 1.6. Trisodyum Sitrat bilesiginin yapisi (Pubchem, Sodium Citrate,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sodium-citrate).

1.3  Agir Metaller

Agir metaller canli sistemlerde 6nemli roller oynayan, besin zinciri yoluyla
canli viicudu i¢inde kolayca birikebilen ve ¢evre Uzerinde ciddi toksik etkileri olan
metallerdir (Ali & Khan, 2018; Ayangbenro & Babalola, 2017; Kulshreshtha, 2019;
Malik ve digerleri, 2019a)(Ali & Khan, 2018; Ayangbenro & Babalola, 2017;
Kulshreshtha, 2019; Malik et al., 2019b). Sanayi ve tarimin hizla gelismesi ve ¢esitli
sentetik ilaglarin insan yasaminda yiiksek oranda kullanimi ile su, hava ve toprak
ortamlar1 agir metal iyonlari, anyonlar, organikler, bilesikler, boyalar, ilaclar,
pestisitler, bakteriler, virisler, gazlar vb. bircok toksik kirleticiden etkilenmektedir
(Hoffman & Hennig, 2017; B. Liu ve digerleri, 2020; West ve digerleri, 2016). Cd,
Pb, As ve Hg gibi agir metal iyonlarinin saglik ve cevre iizerindeki potansiyel
tehlikeleri nedeniyle yiiksek hassasiyet ve segicilikte tayini olduk¢a énemlidir (Moses
OLADE, 1988; Valeur, 2000). Cd’a maruz kalma sonucunda insan bobrek, akciger,
kemik ve sinir sisteminde ciddi hasarlar olusabilir, bu da bobrek fonksiyonlarinda ve
kalsiyum metabolizmasinda bozulmalara, belirli kanser tiirlerinin goériilme sikliginin
artmasina neden olur (World Health Organization, 1992). Asya, Afrika ve Glney

Amerika gibi kitalar olmak iizere cesitli iilkelerde As’ya maruz kalma sonucu olusan

14



akut toksisite 6nemli bir sorun hale gelmistir (Bhattacharya ve digerleri, 2002;
Smedley & Kinniburgh, 2002). As***(in ¢zuiniir inorganik formu, organik formundan
daha yaygin ve toksiktir (Brinkel ve digerleri, 2009). As®*’{in yeralt1 sularinda izin
verilen arsenik seviyesi 10 ppb'dir (Shankar ve digerleri, 2014; toshev ve digerleri,
2019). Benzer sekilde, Pb pillerde, benzinde ve pigmentlerde genis dagilimi ve
kullanim1 nedeniyle ¢evremizde en ¢ok bulunan agir metaller arasinda ikinci siradadir
(Domaille ve digerleri, 2008; Valeur, 2000). Kursuna diisiik diizeyde maruz kalmak
bile sinir, ilireme, kardiyovaskiiler ve gelisimsel sistemlerde bozukluklara neden
olabilir (Needleman, 2009). Demir metabolizmasindaki genlerin mutasyona ugramasi
sonucu ¢ocuklar kursun emilimine ve birikimine karst daha duyarli olabilir (Hopkins
ve digerleri, 2008). Diinya Saglik Orgiitii bir igme suyunda izin verilen maksimum
kursun miktarmin 10 mg/l i¢inde olmasi gerektigini sart kosan 1996 tarihli igme suyu
kilavuzunu yaymlamistir (Vinod Kumar & Anthony, 2014; World Health
Organization, 1992).

Havada, suda ve toprakta bulunan, ¢evreye yaygin olarak dagilmis en yaygin
toksik elementlerden biri olan Hg canlilarin sagligimi tehdit eden baglica agir
metallerden biridir. Metalik, organik, inorganik olmak tizere farkli formlarda bulunan
civa fizyolojik olarak canli yagsamini tehdit eder (Soomro ve digerleri, 2014). Saglik
acisindan risk olusturmayan etil civa bazi asilarda koruyucu olarak kullanilir (WHO,
2017). Metalik civa buharlar1 ve organik civa tiirevleri -6rnegin metil civa (CHsHgQ)-
beynin bir¢ok farkli bolgesini ve bunlarla iliskili iglevleri etkiler; inorganik civa kalp,
bobrek, mide ve bagirsaklara zarar verebilir (Eustis & El-Sayed, 2006; Smitha ve
digerleri, 2008). Inorganik civanin en kararli hali olan civa iyonu (Hg?"), suda
¢Oziiniirliigliniin yiiksek olmasi nedeniyle cogunlukla ylizey sularinda bulunur;
Hg?"'nin protein ve enzimlerdeki tiyol gruplarmna yiiksek afinitesi cilt, g6z, beyin,
bobrek ve merkezi sinir ve endokrin sistemlerindeki hiicrelerde bozulmaya ve islev
kaybina yol agar (Farhadi ve digerleri, 2012; Sung ve digerleri, 2013; Tchounwou ve
digerleri, 2003; Vinod Kumar & Anthony, 2014). Anne karninda bebegin gelisimini
tehdit eder. Civa bilesiklerini solumak, yutmak veya dermal olarak maruz kalmak
norolojik ve davranigsal bozukluklara sebebiyet verebilir. Semptom olarak titreme,
uykusuzluk, bas agrisi, hafiza kaybi, néromiiskiiler etkiler, bilissel ve motor islev
bozuklugu ornekleri verilebilir (WHO, 2017). Bu nedenle hem cevresel hem de

biyolojik numunelerdeki Hg?* seviyesini yiiksek hassasiyet ve secicilikle, diger metal
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iyonlarinin miidahalesi olmadan tespit edebilmek ve Olgebilmek cok Onemlidir
(Farhadi ve digerleri, 2012). Hg?* iyonlarinin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi,
gilinliik hayatta, ekolojik dengenin korunmasinda, gida endiistrisi gibi daha birgok
alanda énemlidir (Chai ve digerleri, 2010; Farhadi ve digerleri, 2012; Sun ve digerleri,
2011; Sung ve digerleri, 2013; S.-H. Wu & Chen, 2004). Son zamanlarda, agir metal
iyonlariin tayininde yaygin olarak kullanilan kemosensorler, secici ve hassas olmalari
nedeniyle biyuk ilgi gérmektedir (Eustis & El-Sayed, 2006; Kazuma & Tatsuma,
2013; Smitha ve digerleri, 2008; S.-H. Wu & Chen, 2004; ZHU ve digerleri, 2008).

Agir metallerle ilgili bu durum, metal konsantrasyonlarini izin verilen aralikta
sinirlayarak tespitini yapabilmek, ekosistemi ve canli yasaminmi kurtarabilmek icin
hizli, ucuz ve yiiksek performansli, tespit edilmek istenen metallere spesifik kolay bir
izleme sisteminin  gelistirilmesini  gerekli  kilmaktadir. Metallerin  diisiik
konsantrasyonlarda 6l¢imu her ne kadar atomik absorpsiyon spektroskopisi, atomik
floresans spektroskopisi, endiiktif olarak eslesmis plazma kiitle spektroskopisi vb. gibi
geleneksel analitik tekniklerle olduk¢a hassas ve ylksek performanslh bir sekilde
yapilsa da, ¢ok maliyetlidir ve laboratuvarda yliksek diizeyde egitimli personel
gerektirir (Yogarajah & Tsai, 2015). Gelismekte olan iilkelerde bu cihazlar1 ve egitimli
personeli temin edebilmek i¢in uygun altyap: bulunmamaktadir. Bu sebeple, basit ama
etkili agir metal tayini i¢in portatif, diislik maliyetli, stabilitesi yiiksek problara ihtiyag
duyulmaktadir. Nanoteknoloji alanindaki son gelismeler, ultra hassas algilama ve
goriintiileme yontemlerinin gelistirilmesi, nanomalzemelerin ve nanoparcaciklarin
uygulamalari igin olduk¢a elverigli alanlar olusturmustur (Nozik, 2010; Rosi &
Mirkin, 2005; Shirai ve digerleri, 2006; Vinod Kumar & Anthony, 2014). Analitik
yontemler arasinda kolorimetrik tespit, zaman ve maliyet tasarrufu olarak kullanicilar
arasinda en popiiler goriinmektedir. Son zamanlarda, nanopargaciklar kullanilarak
yapilan problar, piyasada bulunan ticari tespit kitlerine gore spesifik optik 6zelliklere
sahip olmalari, diisiik konsantrasyonlardaki metal iyonlarin1 analiz edebilme
yetenekleri gibi essiz yeteneklerinden dolay1 arastirmacilar tarafindan biiyiik ilgi
gormiistiir (Moghimi ve digerleri, 2015). Hedeflenen agir metal iyonlari ile etkilesime
bagli nanoparc¢acik agregasyonu olusumu, nanopargacik soliisyonunun orijinal rengini
degistirebilir. Bu renk degisimi, nanopargaciklar tarafindan metal iyonlarinin
kolorimetrik tespitinin temel prensibidir (Priyadarshini & Pradhan, 2017; C.-C. Wang
ve digerleri, 2013). Ozellikle, AGNP ve AuNP bazl1 kolorimetrik sensorler, bu metal
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nanopargaciklarin giiglii lokalize yiizey plazmon rezonansi ve spesifik optik 6zellikleri
nedeniyle diger metallere oranla artan bir ilgi gormektedir (Malinsky ve digerleri,
2001; Rosi & Mirkin, 2005; Talapin ve digerleri, 2010; toshev ve digerleri, 2019;
Vinod Kumar & Anthony, 2014; Xiaoyang Xu ve digerleri, 2010; X. Zhang ve
digerleri, 2020).

1.3.1 Agir Metallerin Geleneksel Tespit Yontemleri

Agir metal iyonlar1 ¢cogunlukla suda olmak tizere dogal kaynaklarda kirlilige
neden olan ve biytyen bir ¢evresel sorunu olusturan mikro kirleticilerden biridir. Agir
metal kirliligine neden olan baslica kaynaklara 6rnek olarak kozmetikler ve yan
tirinleri, endiistriyel ve evsel atiklardan ftiretilen kimyasallar verilebilir (Callender,
2003). Cevreye salinan agir metal iyonlari biyolojik olarak par¢alanamaz. Bu nedenle
yiizyillarca salindigi ortamda bulunmaya devam eder (Gong ve digerleri, 2016). Canli
organizmalara alindiginda birikme egilimi gosterirler; biyolojik sistemlerde uzun
stireli hasara neden olurlar, hiicresel diizeyde biyolojik olaylar1 bozarak kanserojen
etki gosterirler ve oksidatif hasara neden olurlar (Knecht & Sethi, 2009); kiigiik dozlari
bile sinir, bagisiklik, tireme, sindirim sistemi gibi viicudun temel sistemlerinde ve
organlarinda ¢esitli bozukluklara ve hastaliklara neden olur (Afkhami ve digerleri,
2013; Aragay & Merkogi, 2012; Gumpu ve digerleri, 2015; Tag ve digerleri, 2007;
Turdean, 2011). Agir metal iyonlarina genellikle havadan, sudan ve yiyeceklerden
maruz kalan insanlarda birikimi en ¢ok olan metal civadir, birikmenin ana kaynagi
denizlerdeki civa kirliligini bilinyesinde biriktiren baliklarin sik tliketilmesidir
(Medeiros ve digerleri, 2011; Pujol ve digerleri, 2014). Pb, Hg, As ve Cd basta olmak
lizere baz1 agir metaller eser seviyelerde bile insan sagligr icin oldukca toksik ve
tehlikelidir (B. K. Bansod ve digerleri, 2017; Cui ve digerleri, 2015).

Insan ve canli saghigina ciddi toksik etkileri bulunan bu metal iyonlarinin tespiti
i¢in hizli, dogru ve giivenilir tekniklere gerek vardir. Ozellikle dogal kaynaklarda ve
icme sularinda tespit edilerek miktarmin belirlenmesi olduk¢a Snemlidir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO), Ortak Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), ABD Cevre Koruma
Ajanst (EPA), Hastalik Kontrol Merkezi (CDC) ve Avrupa Birligi gibi bircok

uluslararasi kurulus, agir metalleri oncelikli maddeler olarak nitelemis; gevresel kalite
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standartlarin1 (EQS) izleyerek sudaki konsantrasyonlari igin izin verilen belirli
limitleri izlemis ve kan, serum, tukirdk gibi biyolojik numuneler, dogal ve atik su,
gida, hava ve toprak gibi cesitli sistemlerde agir metal iyonlarinin seviyelerinin
belirlenmesi i¢in oldukca hassas ve secici yontemlerin gelistirilmesi gereklidir
(APHA, 2012.; Bansod ve digerleri, 2017; The European Parliament And Of The
Council, 2013.; U.S., 2009; World Health Organization, 2011).

Agir metallerin ve spesifik olarak civanin tespiti i¢in literatiirde agiklanan
cesitli geleneksel yontemler bulunmaktadir. Agir metal iyonlarinin tespiti igin
kullanilan teknikler; spektroskopik algilama teknikleri, elektrokimyasal algilama
teknikleri ve optik algilama teknikleri olarak ii¢ ana kategoriye ayrilabilir (Malik ve
digerleri, 2019a). Agir metal iyonu tespiti i¢in spektroskopik yontemlere drnek olarak,
atomik absorpsiyon spektrometrisi/atomik emisyon spektrometrisi (AAS/AES) (de
Castro Maciel ve digerleri, 2003; Suddendorf ve digerleri, 1981; Q. Yang ve digerleri,
2005), indiiktif eslesmis plazma-kitle spektrometrisi (ICP-MS) (Fong ve digerleri,
2007; Karunasagar ve digerleri, 1998), atomik floresan spektrometrisi (AFS) (Nevado
ve digerleri, 2005), yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) (lchinoki ve
digerleri, 2004), iyon secici elektrot (ISE) ve alev fotometrisi (Farhadi ve digerleri,
2012; Kuswandi ve digerleri, 2007), X-1s1n1 floresans spektrometresi (XRF) (Sitko ve
digerleri, 2015), notron aktivasyon analizi (NAA) ve endiiktif olarak eslesmis plazma-
optik emisyon spektrometrisi (ICP-OES) (B. K. Bansod ve digerleri, 2017; Losev ve
digerleri, 2015) verilebilir.

Elektrokimyasal yontemler amperometri, voltammetri, potansiyometri,
elektrokimyasal empedans ve elektrokimyasal luminesans 6l¢cimu gibi yontemleri
icerir (C. Zhu ve digerleri, 2015). Spektroskopik yontemlere gore maliyeti daha diisiik,
zamandan tasarruf saglayan, kullanic1 dostu, giivenilir portatiftir. Yiiksek segicilik,
tasinabilirlik, diisiik maliyet, hizli analiz etme ve miikkemmel hassasiyete sahip Anodik
Siyirma Voltammetrisi, diisiik seviyelerdeki agir metal iyonlarinin analizi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir (Z.-G. Liu ve digerleri, 2014; R.-X. Xu ve digerleri, 2013; Yao
ve digerleri, 2014; Q.-X. Zhang ve digerleri, 2015; Y. Zhu ve digerleri, 2012). Iki
teknik kiyaslandiginda elektrokimyasal teknikler basit prosediirlere izin verir kisa
analiz stiresi ile avantajlidir. Optik algilama yontemleri ise metal iyonlari, geleneksel

absorpsiyon, yansima veya liiminesans spektrometresi gibi yontemleri igerir. Segici
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kromojenik reaktifler ve indikator boyalar, genellikle belirli bir metal iyonu ile
reaksiyona girdikleri optik algilama yontemlerinde kullanilir. Ek olarak optik fiberler,

biitiinlesmis optikler, kilcal tip cihazlar metal iyonlarinin tespitine yardimci olur

(Malik ve digerleri, 2019b).

Agir metal iyonlarinin tespitinin yaninda o6zellikle en ¢ok bulunduklari sulu
ortamlar gibi ortamlardan uzaklastirilmasi i¢in bazi yontemler kullanilir. Toksisitesi
oldukca yiiksek olan bu metallerin sulu sistemlerden uzaklastirilmasi verimli ve 6zel
yontemler gerektirir. Cokeltme, flokiillasyon, membran ayirma, iyon degisimi,
buharlastirma gibi uzaklastirma islemleri i¢in kullanilabilecek bir¢ok yontem vardir.
Etkinlik, duyarlilik, se¢icilik ve spesifiklik/6zgiilliik agisindan her yontemin kendine
Ozgii avantajlar1 ve sinirlamalar1 vardir (Crini & Lichtfouse, 2019; Pujol ve digerleri,
2014). Adsorpsiyon; diigiik maliyeti, basit tasarimi ve giiclii isletilebilirligi, 6zellikle
seyreltik cozeltilerden yiliksek ayirma verimliligi nedeniyle en cok tercih edilen
yontemdir (X. Wang ve digerleri, 2013). Bu yontemlerde verimliligi artirmak igin
malzemelerin yiizeyi degistirilebilir (Elfeky ve digerleri, 2017; Malik ve digerleri,
2019b; Ojemaye ve digerleri, 2017).

Geleneksel yontemler agir metal iyon konsantrasyonunun es zamanli olarak
belirlenmesi agisindan ¢ok yonliidiir; ayrica femtomolar (10°® nM) aralikta ¢ok diisiik
algilama limitleri sunar (B. Bansod ve digerleri, 2017). Geleneksel yontemler Hg ve
diger agir metal iyonlarinin tayini i¢in gli¢lii, miikemmel sonuglar elde edilen teknikler
olmasina ragmen pahali enstriimantasyon, ugrastirict ve zaman alan numune hazirlama
ve zenginlestirme prosediirleri gibi nedenle alternatif teknik arayisini ve yeni
yontemlerin bulunmasini gerektirir. Bu nedenle, enstriimantal analitik araglarin yerine
uygun, secici ve hassas Hg? iyon sensérlerinin kullanimina olan ilgi artmaktadir (Fan
et ve digerleri, 2010; Farhadi ve digerleri, 2012). Ayrica bu yontemler sadece kantitatif
analiz i¢in uygundur ve metal iyonu tiirlesmesini ger¢eklestirmek igin diger
kromatografik yontemlerle birlestirilmesi gerekir (Feldmann ve digerleri, 2009). Bu
durum ise depolama ve isleme sirasinda numune stabilitesinin korunamayip, degisim

riskine yol acabilir (B. Bansod ve digerleri, 2017).

Son yillarda agir metal iyonu tespiti i¢in altin ve glimiis nanoparcaciklar,
manyetik nanoparcaciklar, grafen ve nanokompozit gibi nanomalzemeler, duyarlilig1

ve seciciligi artirmak i¢in sensorlerde uygulanmakta; elektrokimyasal, spektrometrik
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ve kolorimetrik biyosensor aragtirmalarini ilgi odagi haline getirmektedir (Y. Liu ve

digerleri, 2017).

1.4  Biyosensorler

Geleneksel yontemler ile analitlerin tespiti mikemmel dogruluk ve hassasiyet
ile yapilir. Fakat bu yontemler olduk¢a maliyetli, karmasik, egitimli ekip gerektiren ve
hizli olmayan sistemlerdir. Analitlerin, yiiksek hassasiyet ve segicilikle, hizli tespitinin
yapilabilmesi igin sensor teknolojisi gelistirilmistir (Piriya V.S ve digerleri, 2017).
Biyosensorler kisaca tespit edilmek istenen analiti, uygun bir reseptdr araciligiyla
Olgerek, elde edilen sinyalin dondstiiriicii yardimiyla okunabilecek hale gelmesi

islemini yaparlar (Bhalla ve digerleri, 2016).

Biyosensorlerin  tasarimi ve {retimi alanindaki arastirmalar, biyolojik
bilimlerden miihendislige biiyiik ilgi uyandirmistir. Bir biyosensdr, biyolojik olarak
ilgili bir hedef turt yuksek derecede kesinlik ve dogrulukla tespit edebilir (Borisov &
Wolfbeis, 2008; Lange ve digerleri, 2008; Rosi & Mirkin, 2005). Genel olarak
kontrollii bir baglanma etkilesimi ile hedeflenen tiirlerin saptanmasi, daha sonra
okunabilir bir sinyal olarak iletilir. BiyosensOr uygulamalari i¢in floresans/liiminesans
(Doleman ve digerleri, 2007; Knecht & Sethi, 2009), kemiliminesans (Zhan & Bard,
2007), elektrokimyasal yontemler (Chow ve digerleri, 2008), kolorimetrik yontemler
gibi cesitli sinyallesme yontemleri kullanilir. Analit, maliyeti diisiik, basit, spesifik,
hassas, kisa siirede 6l¢iim yapabilen bir biyosensor tarafindan analiz edilebilmelidir.
Biyosensorler giinliilk hayatta da kullanilabilecegi gibi, biyolojik savas ajanlarinin
savag alaninda tespitine ve ekonomik olarak sikintili bolgelerde biyomedikal teshis
uygulamalarina bir yanit olarak giiniimiiziin modern analitik tekniklerinin yerine

gecebilecek yeni sistemlerdir (Knecht & Sethi, 2009).

. . ) Olciim
> Analit >>B|yoreseptor>> Sisterni >

Sekil 2.7: Biyosensori olusturan bilegenler.
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Ideal bir sensér segicilik, hassasiyet, stabilite, dogruluk, kesinlik, minimum
hata, tekrar iiretilebilirlik, dogrusallik gibi belirli 6zellikleri karsilamalidir. Bu nedenle
ideale yakin, etkili bir sensor gelistirmenin zorluklar1 bulunmaktadir. Sensor istenilen
Ozelliklerde tasarlanirken maliyetinin diisiiniilmesi de gerekir. GUnimizde mevcut
teknoloji farkli iiretim yontemleri ile belirtilen zorluklari karsilamaktadir (Piriya V.S
ve digerleri, 2017).

1.4.1 Kolorimetrik Sensorler

Biyosensorlerin tiretiminde kullanilan yontemlerden kolorimetrik algilama
yonteminde, analitin tespiti i¢in kullanilacak sinyal, reaksiyon ortamindaki bir renk
degisikligi yoluyla gergeklestirilir (Ghosh & Pal, 2007). Bu renk degisimi gozle
goriilebildigi icin kolorimetrik sensorler, diger sensor tiplerine gore doniistiiriicii,
isleme birimi, algilama birimi gibi karmasik birimlere ihtiya¢ duymaz, bu nedenle
daha avantajhidir (Piriya V.S ve digerleri, 2017). Kolorimetrik algilama yontemleri,
taginabilir, basit, hizli, yliksek hassasiyet, diisiik maliyet ve 6l¢tim kolaylig1 gibi bircok
avantaja sahiptir. Nanopargaciklarin yiizey modifikasyonlari, metal iyonlari igin
nanoparg¢acik tabanli kolorimetrik sensorlerin gelistirilmesinde kritik bir rol oynar (Ma
ve digerleri, 2011; Vinod Kumar & Anthony, 2014; Zhou ve digerleri, 2012).
Kolorimetrik sensorler, gesitli analitlere karsi yiliksek hassasiyet ve secici olma
ozelligindedir. Protein, DNA, patojen gibi biyomolekiiller ile agir metal iyonlari,
toksik gazlar ve organik bilesikler gibi kimyasal bilesiklerin tespiti i¢in kolorimetrik

sensorler kullanilir.

Nanoteknoloji, sensor teknolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Metal
parcaciklarin boyutu nano boyuta indirgendiginde, metal ylizeyinde iletken bant
elektronunun kollektif salinimi nedeniyle giiclii bir UV-Visible uyarma bandi gozlenir.
Alisilmis UV-Visible bandimin aksine, metal nanopargaciklarin nano boyutta
kazandig1 Lokalize Yiizey Plazmon Rezonans (LSPR) 6zelligi nedeniyle, incelenen
metalin sekline, boyutuna ve bilesimine karsi asir1 hassasiyet gosterir (Kazuma &
Tatsuma, 2013; Soomro ve digerleri, 2014). Kolorimetrik sensorlerin tasariminda nano

boyutta kazandiklar1 bu spesifik 6zelliklerinden dolay1 6zellikle Au, Ag, Cu, Fe gibi
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metal nanoparcaciklar kullanilir; Au ve Ag nanopargaciklarinin optik 6zelligi olan
LSPR ozelliginden faydalanilarak pargacik boyutu, yiizey kimyasi, parcacik-analit
etkilesimi, pargacik dagilimi ve agregasyonu gibi 6zelliklere bagli renk degisimleri
elde edilir (Piriya V.S ve digerleri, 2017). Basit sentez tekniklerine ve gesitli yiizey
modifikasyonlarina sahiptir, bu nedenle bu nanopargaciklar nanosensorlerde en sik
kullanilan iki metaldir (Knecht & Sethi, 2009). LSPR, goriiniir bolgeden gelen 1sikla
rezonans nedeniyle serbest elektronlarin toplu saliniminin meydana geldigi durumdur

(ZHU ve digerleri, 2008).

Yiizey plazmon rezonansi tarafindan kontrol edilen optik/kolorimetrik 6zellik,
nanoparcacigin boyutuna, parcaciklar arast mesafeye, agregasyona, yiizeyinde
bulunan fonksiyonel gruplara giigclii bir sekilde baghdir. Altin ve giimiis
nanopargcaciklarin agregasyonu kullanilarak kolorimetrik biyosensorler gelistirilebilir.
Nanoparcaciklarin yiizeyindeki ligandlar/fonksiyonel gruplar tarafindan agregasyon
kontrol edilir. Spesifik bir analit eklendiginde, nanoparcaciklar yiizey modifikasyonu
sayesinde bu analiti tanir ve analite spesifik bir baglanma meydana gelir. Baglanma
sonucu pargacik farkli boyutlarda ¢okelti olusturup, buna bagli olarak ¢ozelti rengi
degisimi gergeklesir (Knecht & Sethi, 2009).

Altin nanopargacigin boyut farkina gére daha kiiclik nanopargaciklar yakut
kirmizis1 goriiniirken, biiylik parcaciklar veya kiigiik pargaciklarin agregatlar1 koyu
maviden mora degisim gosterirler. Giimiis nanopargacikta ise kii¢iik pargaciklar uguk
bir sar1 renginde goriiniirken, biiylik parcaciklar veya kii¢lik parcaciklarin agregatlari
mavimsi bir siyah gibi gorinir (Daniel & Astruc, 2004; Knecht & Sethi, 2009).
Ornegin 10-60 nm boyut araligindaki Au, Ag ve Cu gibi metal nanoparcaciklar1 mor,
sar1 ve kirmizi kolloidal renklerle sirastyla 520 nm, 400 nm ve 570 nm civarinda LSPR
band1 sergilerler (Eustis & El-Sayed, 2006; Smitha ve digerleri, 2008; Soomro ve
digerleri, 2014; Sun ve digerleri, 2011; S.-H. Wu & Chen, 2004). Bu renk degisimi
etkisi, birbirine yakin parcaciklar arasindaki ylizey plazmon rezonanslarinin
eslesmesinin sonucudur. Parcaciklar arasindaki mesafe azaldik¢a, plazmonik
eslesmenin etkisi artar, boylece UV-Visible spektrumda plazmon bandinin kirmiziya
kaymasina ve ¢6zelti renginde bir degisiklige neden olur (Ghosh & Pal, 2007; Knecht
& Sethi, 2009).
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Metal nanopargacik tabanli kolorimetrik sensor sistemleri nispeten ucuz,
tiretimleri basit ve genelde belli bir analite spesifik olmalar1 nedeniyle gelecekte ¢ogu

alanda kullanilabilecek sistemler olarak umut vaat etmektedir (Knecht & Sethi, 2009).

1.5 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci, agir metal iyonlarinin, geleneksel yontemlere
kiyasla basit, hizli, maliyeti diisiik, portatif olan kolorimetrik sensorler ile tespitinin
yapabilmesidir. Uretilecek kolorimetrik sensorde reseptor olarak farkli fonksiyonel
gruplar ile ylizey kimyasi1 degistirilen Au ve Ag metal nanopargaciklari kullanilacaktir.
Tez calismasinda AuNP ve AgNP secilmesine neden olarak, AgNP’nin iiretim
maliyetinin diisiik; iki nanopargacik i¢in ortak 6zellik olarak sentezin kolay, LSPR
Ozelligi sayesinde genis bir renk skalasina sahip olmasi verilebilir. Par¢aciklarin sahip
olduklar1 genis renk skalasina ait renk degisimlerinin ¢iplak goézle gdzlenebildigi
literatiirdeki ¢aligmalarda bildirilmistir. Sitrat, sistein ve sistin yiizey kimyasinda
modifiye edilecek gruplar olarak belirlendi. Sistin grubu kapli nanopargaciklar da bu

tez calismasinda ilk kez sentezlenecektir.
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2. YONTEM

2.1 Altin ve Giimiis Nanoparcacik Sentezi

2.1.1 Kullanmilan Kimyasallar

AgNO3 ve CaCl2.2H.0, Isolab’tan; TSC, NaCl, HgCl,, BaCl2.2H-0,
Cu(NOs3)2.3H20, (CH3C00).Cd.2H20, MnS04.4H20, Ni(NO3)2.6H20, Pb(NOs),
Merck’ten; HAuCls, L-Sistin, L-Sistein, NaBHa4, KCI, FeSO4.7H20, Co(NO3)..6H20,
CrNz09.9H,0, MgS04.7H20 ve Zn(NOs)..6H.0O ABD, Sigma Aldrich’ten satin

alinmistir.

2.1.2 Kullanilan Cihazlar

Nanoparcacik sentezi sirasinda 1siticili manyetik karistirict ve santrifiij cihazi
kullanild1. Pargacik analizi ve karakterizasyonu i¢in Shimadzu UV-1601 UV-Visible
spektrofotometre cihazi ile ODTU merkez laboratuvari biinyesinde yer alan FEI
Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM markali gegirimli elektron mikroskopu (CTEM)
kullanildi.

2.1.3 Sitrat Kaph Giimiis Nanoparcacik Sentezi

Sitrat kapli  AgNP'lerin  (CA-AgNP) sentezi, kimyasal yontemle
gerceklestirildi. Karanlik bir ortam igerisinde, ilk olarak 0,0916113 g TSC ve 0,003783
g NaBHs 100 ml’lik saf suya eklendi. Cozeltinin 90 mL’si behere aktarildi. Bu
karisimin 1sitilirken, 0,0067948 g AgNOz 10 ml’lik saf suya eklendi ve balon joje
aliiminyum folyo ile kapatilarak karanlik bir yere kaldirildi. Karigimin sicakligi
60°C’ye getirildi ve 30 dk boyunca karistirildi. Bu ¢ozeltiye, karanlikta 10 ml AgNO3
damla damla ilave edildi ve sicaklik 90°C’ye ¢ikarildi. Karisimin, 90°C’ye gelmesiyle
birlikte 0,1 M NaOH (yaklasik 2,3 ml) eklenerek karisimin pH’1 10,5’a getirildi. Bu
kosullar altinda, 20 dk daha 90°C’de karistirma islemine devam edildi (Agnihotri ve
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digerleri , 2014). Islem sonunda hazirlanan CA-AgNP oda sicakligma getirildi.
Gozlenen yesilimsi renk, AgNP'lerinin olusumunu gésterir. Cozelti 10000 rpm’de, 20
dk boyunca santriftjlendi. Cokelti kismi, saf su kullanilarak eppendorf tiipine aktarildi
(Sekil 2.1).

ey °
O A& %
- - g \ .
AgNP Sitrat (CA) CA-AQNP -‘~.T_ ) —‘:‘ar
1]
i
* e Y ! —
* *
—_— * — ¥
*
* * *
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Alev Alev Alev Cha
45 mL TSC-NaBH4 ozeltisi AgNO G NaOH, pH=10.5
60°C, 30dk 90°C 90°C, 20 dk
* [ —_—
NaBH«  AgNO:  NaOH

Sekil 2.1: Sitrat kapli giimiis nanopargacik (CA-AgNP) sentezinin sematik gdsterimi.

Benzer seklide, 7 nm, 50 nm ve 63 nm’lik CA-AgNP sistemlerine ait sentezler
literatiire (Agnihotri ve digerleri, 2014) goére Tablo 2.1°de belirtilen miktarlar
kullanilarak ayni yontem ile sentezlendi. 30 nm i¢in yapilan islemler ve incelemeler

bu parcaciklar i¢in de uygulandi.

Tablo 2.1: Farkli boyutlarda CA-AgNP sentezi icin gereken oranlar.

Pargacik AgNOs3 () NaBH4(Q) TSC (9) pH Reaksiyon
Boyutu (hm) Sicakligi(°C)
7 0,0016987 0,007566 0,09161485 10,5 60-90
30 0,0067948 0,003783 0,09161485 10,5 60-90
50 0,002072414 0,0018915 0,051614 10,5 60-90
63 0,0033974  0,0018915 0,09135678 10,5 60-90

2.1.4 Sistin Kaph Giimiis Nanoparcacik Sentezi

Sistin kapli AgNP (Cyt-AgNP) sentezi icin CA-AgNP’ler L-sistin ile
reaksiyona sokularak yiizey gruplar1 yer degistirildi. Sentez igin 100 pl, 2x10™* M’lik
L-sistin ¢Ozeltisi 5 mI’lik CA-AgNP cozeltisine eklendi ve oda sicakliginda manyetik
karistirici lizerinde 2 saat boyunca karistirilarak senteze devam edildi. Siire sonunda
cozelti 10000 rpm’de 20 dk boyunca santrifiijlendi. Pelet kismi saf su kullanilarak

eppendorf tiipiine alind1.
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2.1.5 Sitrat Kaph Altin Nanoparcacik Sentezi

CA-AUNP'lerin sentezi, kimyasal yontemle gergeklestirildi. ilk olarak 1 mM
HAUCIs 250 ml’lik saf suda ¢ozdiiriilerek, ¢Ozelti isiticili karistiricida kaynama
noktasina getirildi. Kaynama noktasina gelen ¢6zeltiye 38,8 mM TSC iceren 25 mI’lik
cozelti hizlica eklendi. TSC’nin eklenmesiyle reaksiyon renginin ©6nce saridan
renksize, ardindan sarap kirmizisina dondigi gozlemlendi. Cozelti reflux altinda 15
dk daha 1s1t1ld1. Islemden sonra karistiricidan alinarak oda sicakligma getirildi (Chai
ve digerleri, 2010).

2.1.6 Sistin Kaph Altin Nanoparcacik Sentezi

Sistin kapli AuNP (Cyt-AuNP) sentezi icin CA-AuNP’ler L-sistin ile
reaksiyona sokularak yiizey modifikasyonu degistirildi. Sentez igin 100 pl, 2x10*
M’lik L-sistin ¢ozeltisi 5 ml’lik CA-AuNP’a eklendi ve oda sicakliginda manyetik
karistirict iizerinde 2 saat boyunca karistirilarak senteze devam edildi. Siire sonunda
¢ozelti 10000 rpm’de ve 20 dk boyunca santrifujlendi. Cokelti kism1 eppendorf tiipiine

alindi.

2.2  Nanoparcaciklarin Yiizey Modifikasyonu

Sitrat iceren nanopargaciklarin  yiizey modifikasyonu igin  sitrath
nanopargaciklarin yaninda sentez ortamma 2x10* M L-sistin veya 2x10*% M L-
sistein’den 100 pl eklendi ve 2 saat boyunca ¢ozelti karistirildi (Chai ve digerleri,
2010). Bu sentez ile CA-AgNP ve CA-AuNP’nin yiizeyindeki fonksiyonel grup
degistirildi. Farkli boyutlarda ve farkli ylizey kimyasina sahip nanopargaciklarda farkl
renkler gozlemlendi (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Farkli boyutlardaki AgNP"ler ile farkli ylizey modifikasyonuna sahip AuNP"lerin
eppendorf igindeki renklerinin gorintusd.

2.3  Parcacik Karakterizasyonu

Hazirlanan AgNP'lerin 6n analizi ve boyutlarin kontrolii igin UV-Visible
Spektrofotometre kullanildi. Parcaciklarin yiizey durumu, morfolojisi ve yapisit i¢in
CTEM (FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM Mikroskop) kullanildi. CTEM
sonuglarina gore sentezlenen pargacik boyutunun yaklasik 30 nm oldugu belirlendi
(Sekil 2.3).

Sekil 2.3: 30 nm CA-AgNP’ye ait TEM goriintiileri.
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3. BULGULAR

3.1 Metal Taramasi

Nanoparcaciklarin kolorimetrik sensor olarak agir metal iyonlarini tespit
edebilmesini incelemek amaciyla sentezlenen nanopargaciklar ve analiz edilecek agir
metaller hazirlanarak viallerde ve plakalarda kolorimetrik sensor sistemleri kuruldu.
Sensor sisteminde analit olarak metaller, reseptér olarak ise sentezlenen

nanopargcaciklar kullanildi.

Analit olarak Na, K, Hg, Pb, Co, Fe, Cr, Mg, Cu, Mn, Ni, Ca, Ba, Zn ve Cd
metalleri (bahsedilen metaller KCI, NaCl, HgCl,, FeSO4.7H.O, MgSQO4.7H-0,
Cu(NOs3)2.3H20, CrN309.9H20, Pb(NO3z)2, Co(NO3)..6H.0, (CH3CO0).Cd.2H20,
CaCl2.2H20, Ni(NO3)2.6H20, Zn(NO3)2.6H20, BaCl,.2H-0, ve MnS04.4H>0 tuzlari
kullanilarak 20 uM olacak sekilde hazirlandi) secildi. Reseptdr olarak ise sentezlenen
CA-AgNP, CA-AuUNP, Cyt-AgNP ve Cyt-AuNP kullanildu.

Viallere veya plakalara, ilk 6nce test 6rnegi (nanopargacik + saf su eklenerek
hazirlanan blank ¢ozeltisi) olacak sekilde toplamda 16 adet 6rnek hazirlandi. Once
go6zle goriiliir bir renk degisimi olup olmadigi gézlemlendi. Bir veya az sayida metale
kars1 renk degisimi oldugu goriilen kolorimetrik nanosensor sistemlerinde UV-Visible
Spektrofotometre cihazi ile absorbans grafigi incelenerek sistemin etkilesime girdigi
metal ile etkilesime girmedigi metal arasindaki fark incelendi. Cihazdan alinan
sonugclar ile kalibrasyon egrisi ¢izdirilerek LOD ve LOQ degerleri bulundu. Ardindan
gercek Ornek incelemeleri ve hesaplanan geri kazanim degerleri ile sistemin dogrulugu

kanitlandi.
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3.1.1 Sitrat iceren Parcaciklarin Metal Taramasi

Sentezlenen sitrat nanopargaciklarin metallerle etkilesimine bakmak i¢in metal
taramas1 yapildi. Ilk olarak nanoparcaciklarin absorbans degerleri UV-Visible
Spektroskopisi ile ayarlandi. Sonrasinda viallere ya da plakalara hacimce 1:1 oraninda
NP:Metal eklendi.

CA-AgNP’nin metallere karsi etkisini incelemek igin viallere hacimce 1:1
oraninda NP:Metal iyonu eklenerek incelendi. Viallere 500 pl AgNP ve 500 pl metal
cozeltisi (20 pM) ilave edildi. Bir sure beklendikten sonra kolorimetrik sensér
sistemindeki renk degisimleri incelendi. inceleme sonucunda pargacigin yesil renginin
Hg?" ile etkilesimi sonucu renksize, Fe?" ile etkilesimi sonucu sartya dondiigii, diger
metallerle etkilesimi sonucu ise hi¢ renk degistirmedigi gozlemlendi. Parcacigin Fe?*

2+

ile renk degisimi Fe?*’nin kendi sarims1 turuncu rengine baglanirken; Hg?* ile olan

renksize dénmede ise pargacigimm Hg®"’

ya spesifik oldugu seklinde yorumlandi.
Kolorimetrik incelemenin dogrulanmasi amaciyla UV-Visible Spektroskopi ile her bir
vialdeki NP+Metal karisimmin absorbans pikleri incelendi. Inceleme sonucunda

nanoparg¢acigm sadece Hg?" ile spesifik bir pik verdigi goriildii (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: 30 nm CA-AgNP kolorimetrik sensoriine se¢ilen agir metallerin eklenmesi sonucu olusan;
a) renk degisimleri, b) UV-Visible absorbans grafigi.

Laboratuvarda CA-AgNP 7, 30, 50 ve 63 nm boyutlarinda da {iretildi. Farkli
boyutlardaki bu pargaciklar arasinda sadece 30 nm boyutundaki CA-AgNP’nin
Hg?*’ya spesifik oldugu goriildii (Sekil 3.2). Bu durumda gergek orneklerde Hg?
tespit etmek amaciyla CA-AgNP ile bir kolorimetrik nanosensor sentezlenebilecegi

sonucuna varildi.
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Sekil 3.2: 96’11k plaka iizerinde farkli boyutlardaki CA-AgNP kolorimetrik sensorlerinin agir
metallere karsi olusan renk degisimi sonuglari ve 6l¢lim sablonu.

UV-Visible Spektroskopi ile CA-AuNP’nin absorpsiyon spektrumlarina
bakilarak pargacigin sentezinin kontrolii yapildi fakat bu pargacigin kolorimetrik
sensor olarak incelemesi gergeklestirilmedi. Bu sekilde CA-AuNP’nin dogru

sentezlendigi ve Cyt-AuNP sentezi i¢in kullanilabilecegi saglanmustur.

3.1.2 Sistin Iceren Parcaciklarin Metal Taramasi

Sitrat kapli nanopargaciklarda yapilan islemler, sistin kapli nanoparcaciklar

i¢in de tekrarlandi.

Cyt-AgNP’nin metallere karsi etkisini incelemek i¢in 96’lik plakaya hacimce
1:1 oraninda NP:Metal iyonu eklenerek incelendi. Viallere 150 pl AgNP ve 150 pl
metal ¢Ozeltisi (20 uM) ilave edildi. Bir sure beklendikten sonra kolorimetrik sensor
sistemindeki renk degisimleri incelendi. Inceleme sonucunda pargacigin grimsi
renginin hicbir metalle renk degistirmedigi gozlemlendi (Sekil 3.3). Gozle
goriinmeyen bir etkilesim olup olmadiginin anlagilmas: ve kolorimetrik incelemenin
dogrulanmas1 amaciyla UV-Visible Spektroskopi ile her bir kuyudaki NP+Metal
karisiminin absorbans pikleri incelendi. inceleme sonucunda parcacigin higbir metalle

spesifik pik vermedigi goriildii (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3: 96’1k plaka iizerinde sentezlenen 1) Cyt-AuNP, 2) Cyt-AgNP kolorimetrik sensorlerinin
agir metallere kars1 olusan; renk degisimi sonuglari. 3) Ol¢iim sablonu metal ¢ozeltilerinin eklenme
sirasini ifade etmektedir.

0,700

0,600~

=1 88eoeoevaied );l
QYPOZESOFQISIETED

Absorbans, a.u.

0,300~

L\

vV
0,200+

1 N I N 1 N 1 ’ 1 ' 1
300 400 500 600 700 800
Dalga Boyu, nm

Sekil 3.4: 96’11k plaka iizerinde Cyt-AgNP kolorimetrik sensoriinde agir metallere karsi olusan renk
degisimi sonuglarina gore UV- Visible absorbans grafigi.
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Cyt-AuNP’nin metallere karsi etkisini incelemek i¢in 96’lik plakaya hacimce
1:1 oraninda NP:Metal iyonu eklenerek incelendi. Viallere 150 pl AgNP ve 150 p
metal ¢ozeltisi (20 uM) ilave edildi. Bir slre beklendikten sonra kolorimetrik sensor
sistemindeki renk degisimleri incelendi. inceleme sonucunda pargacigin mavi-mor
renginin Blank, Na*, K" ve Co?" disindaki tiim metaller ile renk degistirdigi
gozlemlendi (Sekil 3.5). Parcacigin ¢ok fazla metalle etkilesime girmesi segici ve
spesifik bir sistem olmadigi, bu nedenle kolorimetrik nanosensor olarak
kullanilamayacag1 seklinde yorumlandi. Kolorimetrik incelemenin dogrulanmasi
amaciyla UV-Visible Spektroskopi ile her bir kuyudaki NP+Metal karisiminin
absorbans pikleri incelendi. inceleme sonucunda nanopargacigin farkl pikler verdigi

g6zlemlendi.

Sekil 3.5: Cyt-AuNP kolorimetrik sensoriine se¢ilen agir metallerin eklenmesi sonucu olugan renk
degisimleri.

3.2 Civa Konsantrasyonu Olciimleri

Hg?"’ya spesifikligi bulunan nanoparcaciklar (CA-AgNP) icin benzer bir
deney, NP:HQCI: orani sabit tutularak ve HgCl, konsatrasyonu (10 puM ile 100 nM)
degistirilerek tekrarlandi ve UV-Visible absorpsiyon spektrumlar1 kaydedildi.
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Sistemin dogru ¢aligmasi igin her bir vialdeki ve plakadaki NP:HgCl> 5 dk inkibe
edilerek okumasi yapildi. Hassasiyet, UV-Visible Spektroskopisi ile 300-800 nm
araliginda kaydedildi.

CA-AgNP’nin absorbans spektrumu incelendiginde, Hg?* konsantrasyonu
arttikga absorpsiyon piklerinin yogunlugunda bir azalma oldugu goriildi. Hg?*
konsantrasyonu arttik¢a yogunlugun diismesi, nanoparcacigin Hg?' ile etkilesime
girdigini gosterir. Ayrica Hg?* konsantrasyonu arttikga nanopargacik daha kiigik
boyutlara ayrildi. UV-Visible spektrumunda dalga boyu mavi bdlgeye dogru kayarak
blue shift etkisi goruldi. Bu sayede 30 nm CA-AgNP ile civanin tespiti basit ve hizli
bir sekilde yapildi (Sekil 3.6). Sistemin dogrulunun kanitlanmasi i¢in analitik

performansi incelendi.
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Sekil 3.6: 30 nm CA-AgNP kolorimetrik sensériine farkli konsantrasyonlarda Hg?* eklenmesi sonucu
olusan; a) renk degisimleri, b) UV-Visible absorbans grafigi.
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3.3 Yontemin Analitik Performansi

Civa hassasiyetine bakilan CA-AgNP icin standartlara ait (belirlenen Hg?*
konsantrasyonlar1) UV-Visible absorbans spektrumu grafiginden 407 nm’de bulunan
maksimum absorbans degerleri kullanilarak bir kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon
egiriginin hesaplanmasi i¢in ii¢ 6l¢lim ortalamasindan elde edilen veriler kullanildi. Bu
egri yardimu ile sistemdeki lineer iliski, LOD, LOQ degerleri incelendi. inceleme

sonucunda sistemin dogrulugu hakkinda net bir karara varildi.

Lineer iligskiye gore secilen ger¢ek ornekler iizerinde kolorimetrik sensoriin
civa tespit edebilme yetenegi incelendi. Bu incelemeden alinan geri doniislere gore
civanin geri kazanim degeri hesaplandi ve bu kazanima ait tablo olusturuldu. Bu adim
ile sentezlenen kolorimetrik sensoriin tayin sinir1 da belirlenerek secicilik, duyarhlik,
hassasiyet, Ol¢iim aralig1 ve siiresi gibi ideal biyosensor Ozelliklerine sahip olup

olmadigi test edilerek bulundu.

3.3.1 Kalibrasyon Egrisi

30 nm CA-AgNP’nin belirlenen Hg?* konsantrasyonlar1 ile standart deger
okumas1 yapildi. Bu okuma igin 100, 200, 500 ve 1000 nM Hg?* konsantrasyonlari
kullanildi. Absorbans spektrumundan alinan sonuglar ile kalibrasyon egrisi Gizdirildi
ve test edilen konsantrasyonlarda nanoparcacigin lineer bir yanit verdigi ve Hg?*
konsantrasyonlar1 ile AgNP absorbansi arasinda 407 nm'de bir dogrusal iliski (y =

0,00005x + 0,01394, R = 0,98249) g6zlemlendi (Sekil 3.7).

35



Absorbans (a.u.)
5

0.06

400 500 600 700 800

o

o

a
1

Dalga Boyu (nm)

y = 0.00005x+0.01394
R?=0.98249

Net Absorbans (a.u.)
o o

g g

| |

0.02

T 4 T ' T ! I A T
200 400 600 800 1000
Hg Konsantrasyonu (nM)

Sekil 3.7: 30 nm CA-AgNP kolorimetrik sensoriiniin Hg?" ile etkilesiminden elde edilen kalibrasyon
egrisi.

3.3.2 LOD ve LOQ Degerleri

Lineer yanit verdigi kanitlanan nanosensoriin duyarliligini belirlemek icin
kalibrasyon egrisinden yola ¢ikilarak LOD (saptama siniri/algilama limiti) ve LOQ

(tayin sinir1) degerleri bulundu.

Bir oOnceki baglikta da Dbelirtildigi gibi nanoparcacik test edilen
konsantrasyonlarda lineer bir yanit verdi ve kalibrasyon egrisinde dogrusal iliski (y =
0,00005x +0,01394, R2=0,98249) gdzlemlendi (Sekil 3.7). Bu iliskiden yola ¢ikilarak
LOD ve LOQ’un hesaplanmasi i¢in Blank dl¢limleri tekrarli bir sekilde yapilmis ve
elde edilen standart sapma degerleri kullanilmigtir. Buna gére LOD = 14,4 nM, LOQ
= 43,2 nM olarak bulunmustur. Sonuclar, tasarlanan nanosensoriin istenilen

ozelliklerde oldugunu kanitlamaktadir.
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3.4  Civanin Gergek Orneklerde Tespiti

Son adim olarak Hg?* iyonunu spesifik tespit edebilen 30 nm CA-AgNP
kolorimetrik sensoriiniin etkinligi ger¢ek ornekler lizerinde test edildi. Gergek 6rnek
olarak ¢cevremizde en ¢ok etkilesime girdigimiz, insan sagligini en ¢ok etkileyebilecek
gercek ornekler secildi. Bu 6rnekler sirasiyla gesme suyu, gol suyu, atik suyu ve deniz

suyudur.

Kolorimetrik inceleme i¢in Orneklerin yarisina sadece nanoparcacik eklendi;
diger yarisina nanoparcacik ve konsantrasyonu bilinen miktarda Hg ¢ozeltisi eklendi.
Yapilan ekleme ile gercek drneklerin igerisinde 1 uM civa olmasi saglandi. Hazirlanan
ornekler 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda UV-Visible absorpsiyon
spektrumlarina bakildi. Ekleme yapilan ve yapilmayan c¢oOzeltilerin maksimum
absorbans degerleri kullanilarak her bir gergek Ornege ait geri kazanim degerleri
eklenmis miktar ile gozlemlenen miktarin orantilanmasi kullanilarak hesaplandi. Elde
edilen lineer kalibrasyon egrisi ve diisiik LOD degeri ile 30 nm CA-AgNP’lerin gergek
orneklerdeki Hg?* iyonu icin kolorimetrik test olarak kullanilabilecegi ve diisiik
hacimli 6rneklerde basit prosediirlerle potansiyel uygulamalar sergiledigi goriildii
(Sekil 3.8).
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Sekil 3.8: 30 nm CA-AgNP kolorimetrik sensdriiniin ekleme igermeyen ve iceren gergek drnekler
tizerinde test edilmesi sonucu olusan; a) UV-Visible absorbans grafigi, b) Hg?* geri kazanim degerleri.
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4. TARTISMA

Literatiirde yapilmis bir¢ok kolorimetrik sensor ¢alismasi bulunmaktadir.
Bu calismalarda farkli fonksiyonel gruplarla modifiye edilmis AuNP ve AgNP’ler
kullanilmis ve farkli analitler tespit edilmistir (Tablo 2.1). Kuglk organik ve
biyomakromolekillerin uygun kombinasyonlarda secilmesiyle fonksiyonel hale
getirilen AgNP'ler, farkli agir metal iyonlarimin segici kolorimetrik algilamasini
sergilemistir. Son zamanlarda, bitki 6zli bazli kimyasal islevsellikler, genis pH
araliginda sulu cozeltide Hg, Zn ve Pb'un secici kolorimetrik algilamasi icin
AgNP'lerin ¢evre dostu yesil sentezinde basariyla kullanilmistir (Karthiga & Anthony,
2013; Ravi ve digerleri, 2013; Vinod Kumar & Anthony, 2014). Kromoforlara,
floroforlara (Coronado ve digerleri, 2005; Lee ve digerleri, 2007), organik bilesiklere
(Chiang ve digerleri, 2008; Yoon ve digerleri, 2005), polimerlere (Kim & Bunz, 2006;
X. Liu ve digerleri, 2007; Zhao & Zhong, 2006), oligonukleotidlere (S.-J. Liu ve
digerleri, 2009; Z. Zhu ve digerleri, 2009), DNA'ya (J. Liu & Lu, 2007), proteinlere
(Wegner ve digerleri, 2007) dayali Hg?* tespiti igin nanopargaciklar ve nanogubuklar
kullanilarak tasarlanmis gesitli sensor sistemleri bildirilmistir (Chen ve digerleri, 2007,
Lee ve digerleri, 2007; Rex ve digerleri, 2006). Yang ve arkadaslari rodamin boyasina
dayanan Hg?" icin secici, coklu sinyallemeli optik-elektrokimyasal kemosensor
bildirmistir (H. Yang ve digerleri, 2007). Liu ve arkadaslar1 kromoforik rutenyum
kompleksi ile modifiye edilmis nanofosfor (N719-UCNP) dayali hiicre i¢i civa
iyonlarmin liiminesans algilamasi i¢in segici bir suda ¢oziiniir prob bildirmistir (Q. Liu
ve digerleri, 2011). Rothberg ve arkadaslari, nanoparcaciklar (izerine adsorbe edilen
farkli DNA yapilarmin ayirt edilmis kararli etkilerine dayanan, degistirilmemis
AuNP'lerin kolorimetrik algilamasini kullanan yeni bir DNA biyosensoru bildirmistir
(Huixiang Li & Rothberg, 2004). Daha sonra birgok arastirmaci, degistirilmemis
yontemlerin bu hedefini kiigik molekdller (J. Zhang ve digerleri, 2008), metal iyonlar1
(Apyari ve digerleri, 2014; Zhan & Bard, 2007) ve protein (Wei ve digerleri, 2007)
gibi cesitli analitlere genisletmistir. Bu konuya odaklanan arastirmalarin neredeyse
tamami, AgNP ve AuNP'lerin kullanimina odaklanmistir (Kanjanawarut & Su, 2009;
Soomro ve digerleri, 2014; Su & Kanjanawarut, 2009; Yong Wang ve digerleri, 2010;
Xiaowen Xu ve digerleri, 2009; S. Zhang ve digerleri, 2014). Mevcut ¢aligmalarda
proteinler, bakteriler (D. Li ve digerleri, 2015), mikroorganizmalar (B. Li ve digerleri,
2017), organofosfat pestisitler (Fahimi-Kashani & Hormozi-Nezhad, 2016), nitramin
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bilesikleri (Uzer ve digerleri, 2014), coklu agir metal iyonlar: (Sener ve digerleri,

2014)

gibi analitlerin ciplak gozle tespiti igin ¢esitli metalik (Au/Ag) tabanl

kolorimetrik sensorler basariyla iiretilmistir (B. Liu ve digerleri, 2020).

Tablo 4.1: Civa tespitine yonelik literatiirde kullanilmis Ag ve AuNP sistemleri.

Nanosensor Ozellikleri Tespit Edilen LOD Referans
Metal(ler) Degerleri
Nanopargacik Yizey Modifikasyon
Tard Grubu
Au/Ag Sitrat, Tannik Asit Hg?, Pb* 5x10°M (Xing ve
bimetalik Hg* digerleri, 2018)
NPlar 1.4x10°M
Pb%
AgNP Sitrat, Melamin Hg?*, Cr3* 0.52x10%M  (Kailasa ve
Cr* digerleri, 2018)
1.80x10° M
Hg?*
AgNP Sitrat Cr¥*, Cr# 0.441x10°  (Elavarasi ve
M Cr® digerleri, 2014)
AgNP Sitrat As® 6 ppm (Toshev ve
digerleri, 2019)
AgNP Sitrat Hg?* 4x10° M (Amirjani &
Haghshenas,
2019)
Ag/Cu Sitrat Hg? 0.51x10°M  (S.Live
bimetalik digerleri, 2018)
NPIlar
AgNP N-(2-hidroksibenzil)- Cd?*, Hg*, (Vinod Kumar &
valin (VP) ve N-(2- Pb** Anthony, 2014)
hidroksibenzil)-izoldsin
(ILP)
CuNP Sistin Hg? 4.3x108M  (Soomro ve
digerleri, 2014)
AgNP Sitrat Thiophanate- 0.12x10°M  (Zheng ve
methyl (TM) digerleri, 2018)
AgNP - Hg?* 2.2x10%* M (Farhadi ve
digerleri, 2012)
AgNP Civa spesifik Hg? 17x10°M (Yong Wang ve
oligonukleotitler digerleri, 2010)
(MSO)
AgNP Sistein Hg?*, Cd?* 18x10° M (Praveen Kumar
Amid triazol Hg?* ve digerleri,
20x10° M 2016)
Cd+2
AUNP Sistein Hg? 1.0x10"M  (Chai ve
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AgNP

AgNP

AgNP

AuNP

AgNP

AgNP

AgNP

AgNP

AgNP

AgNP

AgNP

AgNP

AgNP

AgNP

AgNP

AgNP

Glutatyon

Polivinilpirolidon
(PVP) ve Metiyonin

Jelatin

Tween 20 and Sitrat

Portakal (Citrus
sinensis) Kabugu
Ekstrakt1
N-asetil-L-sistein

Elma suyunun sulu
meyve ekstrakti
(Syzygium aqueum)
B-siklodekstrin

Merkaptoundekanoik
asit (11-MUA)

Sitrat

Sitrat

Sitrat

Sitrat, 3,5-Dimetoksi-4-
(6’
azobenzotriazol)fenol

Sitrat

Stilfiir kapli gCN
Quantum noktaciklar1

Sitrat

Ni?*

Hg?*

Hg?*
ng+, Ag+

Hg?*

Fe*s

Hg?*

Cys

Ni2+
Ni2*
Cr#
Hg?

Hg*, Cu®

Hg?*, H.0;

Hg2+

Hg?*, H.0;

7.5x10° M

20-200
mg/L

25x10°M

1.24x10°% M
(0.25 ppm)

8x10°M

8.5x107" M

4.65x10°M

2.15x10° M

0.75x10°M
1.52x10° M

1.0x10°M

1.0x10*M
ng+
1.0x10*M
Cu*
1.0x10% M
Hz0,

- HgZ+
0.13x10°M

0.06 ppm

(Haibing Li ve
digerleri, 2009)

(Balasurya ve
digerleri, 2020)

(Jeevika &
Shankaran, 2016)

(Lin ve digerleri,
2010)

(Aminu &
Oladepo, 2021)

(Gao ve digerleri,
2015)

(Firdaus ve
digerleri, 2017)

(Rajamanikandan
& llanchelian,
2018)

(Rossi ve
digerleri, 2021)

(Almaquer ve
digerleri, 2019)
(Ravindran ve
digerleri, 2012)

(Fu ve digerleri,
2021)

(F. Live
digerleri, 2013)

(G. L. Wang ve
digerleri, 2012)

(Pattnayak ve
digerleri, 2022)

(Jarujamrus ve
digerleri, 2015)

Literatiirde Ag veya AuNP tabanli kolorimetrik sensor ¢alismalarinda tiyol

(SH) gruplarmin Hg?* ile etkilesiminin incelendigi 6rnek sayis1 oldukga azdir. Sitrat

kapli AgNP calismalarindan (Tablo 4.2) Amirjani ve arkadaslar tarafindan yapilmis

caligmada, sitrat kapl giimiis nanotiggenler (CA-AgTrngs) tretilmistir (Amirjani &

Haghshenas,

2019).

Calismada

nanoparcacik

sentezi oda

sicakliginda

gerceklestirilerek, 30-40 nm boyutlarinda ve mavi renkli CA-AgTrngs’ler iiretilmistir.
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Calismada parcacigin Hg?* ile etkilesiminden sonra mavi renginin menekseye

dondigi bildirilmis fakat bu renk degisimi ile ilgili bir gorsel eklenmemistir. Bu

nedenle tez calismasinda 1s1l islemle sentezlenmis 30 nm boyutundaki kiiresel CA-

AgNP’ler kullanilarak agir metal tespiti yapilmak istendi.

Tablo 4.2: Agir metal tespitine yonelik literatiirde kullanilmus sitrat kapli AgNP ler.

Nanopargacitk  AgNP Ylzey Tespit Edilen  LOD Degeri Referans
Tard Boyutu  Modifikasyon Metal
(nm) Grubu
Au/Ag 26-59  Sitrat, Tannik Hg?*, Pb* 5x10°M  (Xing ve
bimetalik NP asit Hg** digerleri,
1,4x10°M  2018)
Ph?*
AgNP 29,9-  Sitrat, Melamin ~ Hg?, Cr¥*  0,52x10%M (Kailasa ve
445 Cr3* digerleri,
1,80x10° M  2018)
Hg?*
AgNP 10-20 Sitrat Cr¥* Cr* 0,441x10°  (Elavarasi
M Cr3* ve digerleri,
2014)
AgNP 1,5-8 Sitrat As®* 6 ppm (Toshev ve
digerleri,
2019)
AgNP 30-40 Sitrat Hg?* 4x10° M (Amirjani &
Haghshenas
, 2019)
Ag/Cu 5-8 Sitrat Hg?* 0,51x10°M (S. Li ve
bimetalik NP digerleri,
2018)
AgNP 8 Sitrat Thiophanate- 0,12x10°M  (Zheng ve
methyl (TM) digerleri,
2018)
AgNP 10,4+4 Sitrat Ni2* 0,75x10°M  (Almagquer
5 1,52x10°M  ve digerleri,
2019)
AgNP 10-15 Sitrat Cr# 1,0x10°M  (Ravindran
ve digerleri,
2012)
AgNP 11,1- Sitrat Hg?* 0,1-2ppb  (Fu et ve
88 digerleri,
2021)
AgNP 20 Sitrat, 3,5- Hg?*, Cu**  1,0x10M (F. Li ve
Dimetoksi-4- Hg?* digerleri,
(6°- 1,0x10" M 2013)
azobenzotriazol) Cu?
fenol
AgNP - Sitrat Hg?", H.0,  1,0x108M  (G.-L.
H20. Wang ve
- Hg* digerleri,
2012)
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AgNP 8,31, Sitrat Hg?*, H,0, 0,06 ppm  (Jarujamrus

4 ve digerleri,
2015)
AgNP 30 Sitrat Hg?* 14,4x10°M Bu ¢alisma

Renk degisiminin gozle goriinlir bir sekilde gerceklesmesi, LOD degerinin
oldukca diisiik ¢ikmasi ve geri kazanim degerlerinin %98-112,5 araliginda olmasi bu
caligmada tiretilen sensor sisteminin dogru bir sekilde, kisa bir 6l¢iim siiresinde diisiik
konsantrasyonlarda bile Hg?" iyonunu spesifik bir sekilde dlcebilecegini gosterdi.
Uretilen sensor gelecekteki galismalarda giinliik hayatta rahatca kullanilabilecek bir
kagit tabanli kolorimetrik sensoér haline getirildiginde, diisiik iiretim maliyeti ve

portatif olmasi gibi 6zelliklerle daha avantajli bir agir metal tespit yontemi olacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Glinlimiiz ¢evre kosullarinda, ¢esitli kirleticilerin igme sularini tehdit ettigi,
biyolojik bazi tiirlerin 6liimciil sonuglar dogurabildigi goriilmektedir. Hg, As, Cd, Ni,
Pb gibi ¢esitli metal iyonlar1 ¢cevrede dogal olarak bulunur, ancak diizensiz pestisit
kullanimi, kentlesme, fosil yakitlarin yanmasi ve endiistriyel faaliyetler nedeniyle bu
metallerin kalintilar1 ekosistemde hizla artar (Y. Wu ve digerleri, 2019). Bu metal
iyonlarinin kalintilar1 ve metabolitleri oldukca toksiktir, kanserojendir, biyolojik
olarak parcalanamaz, hayvanlar ve insanlarin gidalari ile birikme egilimi yiiksektir
(Khoshbin ve digerleri, 2018). Toksik metal iyonlari ile iliskili zehirlenme toplumda
en yaygin sorun haline gelmistir. Ekosistemde hava, toprak ve suya dagilmis halde
bulunan civa (Hg) metali, giinlimiizde ¢evre ve canli sagligini tehdit eden en 6nemli
toksik elementlerden biridir. inorganik formu suda oldukca fazla bulunan ve besin
zinciri yoluyla insan viicudunda kolayca birikebilen Hg?* iyonunun gida ve su
numunelerinden hizli, basit, ucuz, spesifik bir sekilde tespitinin yapilabilmesi olukga
onemlidir (S. Wang ve digerleri, 2013).

Fizik¢i Richard P. Feynman'm 1959 yilinda yaptigi sunumunda gelecekteki
yenilik ve teknolojinin anahtarinin maddeyi nanoboyuta indirgemek oldugunu 6ne
slrmesinin  ardindan nanopargactk ¢alismalarina olan ilginin  artmasiyla,
nanoparcaciklara dayali kolorimetrik yaklasimlar, c¢esitli calismalarda metal
iyonlarimin basit ve hizli belirlenmesi i¢in muazzam bir potansiyel géstermistir (Bayda
ve digerleri, 2019). Bu sistemler, metal iyonlarinin taninmasi i¢in herhangi bir pahali
enzim veya herhangi bir floresan boya gerektirmez ve elde edilen sonuglar ¢iplak gozle

bile gdzlemlenebilme kolayligina sahiptir (G. Wu ve digerleri, 2015).

Metal nanoparcaciklar, LSPR ile iligkili olarak farkli renklerde bulunma,
parcacik boyutu, sekil ve yilizey modifikasyonlarinin ¢esitliligi, ortamin dielektrik
Ozellikleri, parcaciklar arasindaki mesafe, adsorbe edilen tiirler gibi oOzellikleri
sebebiyle biiyiik ilgi gdren nanoparcacik tiirleridir. Ozellikle parcacik boyutunun
kolay ayarlanabilir ve tiretim maliyetinin diisiik oldugu AgNP’ler, en popiiler metal

nanopargaciktir (S6nnichsen ve digerleri, 2005).
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Gunumuzde herhangi bir 6zel enstrimantasyon gerektirmeyen kolorimetrik
sensorler, Hg'nin dogal bir dedektor yardimiyla, hizli, basit, pratik, ucuz olma gibi

avantajlarla gorsel tespiti i¢in 6nem kazanmis yontemdir (Chang ve digerleri., 2019).

Bu yiiksek lisans tez projesi kapsaminda toksik metal iyonlariin ve miktarinin
belirlenmesi igin farkli nanopargaciklar ve yilizey modifikasyonlar1 kullanilarak
kolorimetrik tabanli nanosensor sistemleri tiretilerek incelenmistir. Sensor sisteminin
tasarimi i¢in Oncelikle CA-AgNP ve CA-AUNP sentezlendi. Her bir nanopargacik i¢in
farkli ylizey gruplar ile modifikasyonundan 6nce UV-Visible Spektrofotometrisi ile
sentezin dogrulugu kontrol edildi. Sonrasinda pargaciklar sistein ve sistin gruplari ile

modifiye edilip bu parcaciklarin da sensor ozellikleri incelendi.

Sentezlenen nanoparcaciklar 15 farkli analit/agir metal iyonu ile etkilesime
sokuldu ve bu analitlere karsi renk degisimleri gozlemlendi. Renk degisimi sonuglart,
sistin gruplar ile kaplanmig olan Cyt-AgNP ve Cyt-AuNP nanosensorlerinin agir
metal tespitinde kullanilamayacagini gosterdi. 30 nm CA-AgNP nanosensoriiniin Hg?*
iyonu ile etkilesimi sonucu renginin yesilden renksize; literatiirde de bulunan CA-
AuNP sentezi sonucunda bu parcaciginda Hg?* iyonu ile etkilesimi sonucu renginin
kirmizidan maviye dondiigii goriildii. Renk degisimlerine gére bu iki pargacigin Hg?*
iyonunu spesifik olarak tespit edebildigi anlasildi. CA-AgNP nanosensoriiniin farkli
Hg?* konsantrasyonlari ile renk degisimi etkilesimlerine bakilarak gozle goriinen ve
UV-Visible Spektroskopisi ile gézlenen en diisiik Hg?* smiri tespit edildi. 1.25 pM’a
kadar gozle gozlemlenebilen CA-AgNP’nin UV-Visible Spektroskopi sonuglarina
bakildiginda, elde edilen kalibrasyon egrisine gore test edilen konsantrasyonlarda
nanoparcacigin lineer bir yanit verdigi ve Hg?* konsantrasyonlari ile AgNP absorbansi
arasinda 407 nm'de bir dogrusal iliski (y = 0,00005x + 0,01394, R? = 0,98249)
g6zlemlendi. Cihazdan elde edilen sonuglar ile elde edilen kalibrasyon egrisine gére
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 14,4 nM ve 43,2 nM olarak bulundu. CA-AgNP icme
suyu, g6l suyu, atik suyu ve deniz suyu Uzerinde test edildi. Eklemeli ve eklemesiz
degerlerden elde edilen geri kazanim degerlerine gore CA-AgNP’nin gercek
orneklerden Hg?" iyonunu tespit edebildigi ve gelecek uygulamalarda Hg?* iyonunu

spesifik olarak tespit edebilen bir sensor olarak kullanilabilecegi anlasildi.
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Uretimi basit, hizli, kullanim1 rahat ve portatif olan kagit tabanli kolorimetrik
sensorlerin; tez ¢alismamizda hazirlanan nanopargaciklarla  birlestirilerek
kullanilabilecegi ve giinliik kullanima uygun hale getirilebilecegi diisiiniildii. Uretilen
CA-AgNP Kkolorimetrik nanosensoriiniin giinliik hayatimizda kullanimi i¢in kagit
tabanli bir kolorimetrik sensor olarak iiretilebilecegi; kullanilan numunede civa iyonu
bulunup bulunmadigini1 anlamanin kagit tabanli sensor ile kolayca tespit edilebilecegi

diistintildii.

Sonug olarak, metalik nanoparcaciklar, 6zellikle AgNP ve AuNP'ler,
kolorimetrik sensor olarak kullanmaya elverisli parcaciklardir; minimum malzeme
tiikketimi ile hassas algilama saglar. Ozellikle ekosistemdeki metalik katyon-anyonlar,
kicuk molekdller, ilaclar, biyomolekdiller, bakteriler gibi toksik Kirleticilere yonelik
kolorimetrik algilama mekanizmalarinin tasarlanmasi; bu sensorlerde kullanilacak
nanoparcaciklarin tiirii, yapist ve islevi, kolorimetrik sensdrlerin algilama
performansini iyilestirmek olduk¢a 6nemlidir. Her ne kadar glinimiizde kolorimetrik
biyosensorler, biyolojik ¢aligmalar basta olmak iizere bir¢ok uygulamada hizla tercih
edilen ve biiyiik 6l¢iide basarili olan yontemler haline gelmis olsa da arastirmalara gore
kolorimetrik sensorler ¢ogu pratik kullanimda diisiik hassasiyet gibi dezavantajlar
gostermekte ve bazi durumlarda uygulamalar sulu ortamlarda kararli veya islevsel
olmamaktadir. Bu ufak dezavantajina ragmen literatiirde farkli 6rnekleri bulunan ve
hala gelismeye devam eden kolorimetrik sensér teknolojisi, analitik kimya,
biyomedikal, cevre ve gida gibi alanda toksisiteleri izlemek icin biiylik potansiyel ve

umut verici pratik uygulamalar sergilemistir.
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