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OZET

Yiizeyde zenginlestirilmis Raman spektroskopi, mikroorganizmalarin hizli tam1 ve
karakterizasyonu i¢in giiclii bir tekniktir. Ancak hazirlanan 6rneklerin heterojen olmasindan
dolay1 deneysel kosullarin iyi optimize edilmesi gerekmektedir.

Bu calismada, bakterilerin yiizeyde zenginlestirilmis Raman spektrumlarini etkileyen
parametreler arastirildi ve deneysel kosullar optimize edildi.

Ik olarak bakteri ve nanoparcacik karisim oranlarinin etkisi arastirildi ve optimum oran
bulundu. Bu oran kullanilarak, bakterilerin yilizeyde zenginlestirilmis Raman sagilmasini etki
edebilecek parametreler: lazer dalga boyu, nanopargacik iceren siispansiyonun pH’s1 ve
konsantrasyonu, nanopargaciklarin yiizey yiikleri, cinsi ve bliytikliigii aragtirildu.

Bu ¢alisma, bakterilerin yilizeyde zenginlestirilmis Raman sagilmasi i¢in optimum deneysel
kosullarinin yani sira, deneysel kosullarin degismesi ile bakteri hiicrelerinden molekiiler bilgi
alinabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler : Yiizeyde zenginlestirilmis Raman sacilmasi,YZRS, Bakteri, Tani,
Nanoparc¢acik, Plazmonlar



ABSTRACT

Surface-enhanced Raman spectroscopy is powerful technique for fast identification and
characterization of microorganisms. However, due to the heterogeneity of the prepared
sample, the experimental conditions must be optimized.

In this study, parameters of influencing the Surface-enhanced Raman spectrum of bacteria are
investigated and the experimental conditions are optimized.

First, ratio of bacteria to nanoparticles in the mixture is investigated and optimized. Using this
ratio, the influence of the other parameters such as laser wavelength, pH and concentration of
nanoparticles suspension, nanoparticles surface charge, type and size are investigated

This study not only demostrates optimum experimental conditions for bacterial SERS but also

the applicability of obtaining moleculer information from bacteria cells by changing the
experimental parameters.

Key words: Surface Enhanced Raman Scattering, SERS, Bacteria, Identification,
Nanoparticles, Plasmons
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1. GIRIS VE AMAC

Patojenlerin hizli, dogru ve hassas tanisi sadece klinik uygulamalarda degil, endiistriyel
uygulamalarda da ¢ok o©nemlidir. Klinik uygulamalarda, bakteri, mantar ve virlis gibi
patojenlerin hizli tanisi, hastanin hayatta kalmasi ile dogrudan ilgili ve hasta insanlarin 6liim
oranin1 diisiirebilmektedir. Patojen ve patojen olmayanlarin kontaminasyonlarin ayirt
edilmesi, endiistriyel uygulamalarda kritik bir yere sahiptir. Ornegin, gida ve ilag

endiistrisinde 6nemli bir yer teskil etmektedir.

Mikroorganizmalarin tanisi, en az bir giin ve genellikle de daha fazla siirmektedir (Al-Khaldi
ve Mossoba, 2004). Tedaviye bir an once baslanabilmesi i¢in mikroorganizmalarin tanisi
olabildigince hizli olmadir. Mikroorganizma tanisi i¢in fenotipik ve genotipik metotlar
kullanilmaktadir. Fenotipik metotlar grubunda bir¢cok klasik testlerin (biyokimyasal,
fizyolojik, patolojik, morfolojik) yanmisira (Lelliot and Stead 1987; Swing and Civerolo,
1993)., baz1 molekiiler tekniklerde (yag asit analizi, protein profilleme, serolojik testler)
(Bouzar vd., 1994) kullanilmaktadir. Klasik teknikler ¢ok zaman alic1, maliyetli ve kisiye gore
degisebilen sonuclarindan dolay1 ¢ok tercih edilmektedir. Fenotipik tekniklerde yag asit
analizi (FAME) kiiltlire alinabilen biitiin mikroorganizmalarin tanisinda kullanim olanagi
olan, ekonomik ve giivenilir bir tan1 yontemi olarak bilinir (Sasser, 1990). Bu sistem gaz
kromotografisi olup mikroorganizmalarin yag asit profillerine gore tami yapmaktadir.
Mikroorganizmalarin hiicre duvarlart her birine 06zgii oldugundan bu sistemle tani
yapilabilmektedir. Ancak bu yontem iginde hiicrelerin yag asit izolasyonlar1 yapilmasi
gerekmektedir. Buna ek olarak bunlar ugucu tiirevlerine doniistiirmek gerekmektedir. Cilinkii
gaz kromotagrafide ugucu bilesikler analiz edilebilmektedir. Bunun i¢in yag asitlerinin metil
esterleri olusturularak ugucu hale doniistiiriiliirler. Ancak bu yontemdeki dezavantaj, prosesin
uzun olusudur. Niikleik asit (genetik) tabanli teknikler son yillarda yaygin olarak mikrobiyal
tanida kullanilmaktadir. Bu tekniklerden RFLP, AFLP ve PCR genomik tanida en yaygin
olarak tercih edilirler (Louws vd., 1995). Bu yontemler i¢in yetigsmis insanlara ihtiya¢ vardir.

Ayn1 zamanda yliksek maliyetli olmas1 yontemin dezavantajidir.

Mikroorganizma tani ve karakterizasyonu i¢in yukarida belirtilen yontemlere alternatif olarak
spektroskopik yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemleri kiitle ve titresimsel spektroskopiler
olarak ikiye aymrabiliriz. Kiitle spektroskopisi mikroorganizma tanisinda kullanilmistir
(Claydon vd., 1996; Goodacre vd., 1996; Haag vd., 1998). Kiitle spektroskopi yontemi ¢ok

pahali oldugundan fazla tercih edilmemektedir. Son yillarda titresimsel spektroskopi



teknikleri mikroorganizma tan1 ve karakterizasyonu i¢in imit vaat etmektedir (Maquelin vd.,
2002b, 2003). Bunlar IR ve Raman spektroskopik yontemleridir. Bu yontemlerde her
molekiile 6zgli parmak izi 6zelliklerinden dolayr kimyasal ve biyolojik yapilardan ¢ok kisa
siirede bilgi alinabilmektedir. Bu iki yontemde titresimsel spektroskopidir. Ancak temel
olarak birbirinden farklidir. IR dipol moment degisikligine bagli absorpsiyon spektrumu
verirken, Raman polarite degisime bagli sagilma spektrumu vermektedir. IR spektroskopi
mikroorganizma tanisi i¢in kullanilmistir (Naumann vd., 1991; Naumann, 2000). Ancak
infrared spektroskopinin kullanilmas1 bir takim dezavantajlar1 birlikte getirmektedir. Bunlar,
suyun spektruma girisim yapmasi, Ornek hazirlamanin zahmetli ve uzun olmast ve
spektrumlarin karmasik olmasidir. Son yillarda Raman spektroskopisi mikroorganizma tanisi
icin giiclii bir teknik olarak goriilmektedir. IR spektroskopisine gore iki biiyiik avantaji vardir.
Suyun spektruma az girisim yapmasi ve 6rnek hazirlamanin ¢ok daha kolay ve hizli olmasidir.
Bu o6zelliklerinden dolay1 mikroorganizma tanisi igin ideal bir ara¢ olarak diistiniilmektedir.
Ciinkii mikroorganizmalar genellikle biyolojik ortamlarda bulundugundan sulu 6rneklerdir ve
Raman spektroskopi ile kolayca analiz edilebilmektedir. Raman spektroskopide alinan
spektrumlar her molekiile 6zgii parmak izi tasimaktadir. Bu o6zelliginden faydalanarak
kimyasal ve biyolojik molekiillerden bilgi alinabilmektedir. Ancak Raman spektroskopinin
kullaniminin bir ka¢ dezavantaji vardir. Raman sagilmasinin zayif ve floresansin spektruma
girisim yapmasidir. Floresans girisimini daha az enerjili daha uzun dalga boylu lazerler
kullanilarak elimine edilmeye calisilmistir (Chase, 1987). Sacilmay1 zenginlestirmek i¢inde
soy nanometaller kullanilmaktadir ve bu yoOnteme yilizeyde zenginlestirilmis Raman
spektroskopi denilmektedir. Bu yontemi ilk olarak Jeanmaire ve Van Duyne (1977) , Albrecht
ve  Creighton (1977) kesfetmislerdir. Kullanilan soy nanometallere Raman substrati
denmektedir, bu substratlar: nano yiizeyler, pargacik igeren ¢ozeltiler ve diizenli bir yapida
olan iki ve {i¢ boyutlu yapilar olabilmektedir (Lee ve Meisel, 1982; Tessier vd., 2000; Dustin
vd., 2001; Lu vd., 2005; Hossain vd., 2007). Bir¢ok grup tarafindan mikroorganizma tanisi
icin Raman spektroskopinin kullanilabilecegi gosterilmistir (Manoharan vd., 1990; Maquelin
vd., 2000, 2002a, 2006; Jarvis ve Goodacre, 2004c; Lopez-Diez ve Goodacre, 2004). Ilk
olarak Raman spektroskopisi kullanilarak mikroorganizma tanisinin yapilabilecegi Maquelin
tarafindan 2000 yilinda ortaya konmustur (Maquelin vd., 2000). Ancak normal Raman’da
sacilma zay1f oldugundan uzun siire lazerin rnek iizerinde kalmas: gerekmektedir. ilk olarak
yilizeyde zenginlestirilmis Raman spektroskopi 1998’de mikroorganizma tanisinda Efrima ve
Bronk (1998) tarafindan kullanilmigtir. Yapilan bu ¢alismada giimiis nanopargaciklar bakteri

ile birlikte indirgenerek elde edilmistir. Goodacre ve calisma arkadaglari (2004,2006)



nanoparcaciklarla bakterileri basit karistirma ile tan1 yapmislardir. Bir¢ok grup bu alanda
calismaktadir (Efrima vd., 1998, 1999; Jarvis vd., 2004a; 2004b; 2006, Sengupta vd., 2005,
2006; Zeiri vd., 2002, 2004; Premasiri vd., 2005). Yapilan c¢aligmalarda kullanilan 6rnek
hazirlama metotlar1 birbirinden farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklar spektrumlarin
kalitesini ve tekrarlanabilirligini etkilemektedir. Su ana kadar deneysel parametreler heniiz
optimize edilmemistir. Jarvis (2004b) tekrarlanabilirlik sorununu ¢ézmeye ¢alismis ve bunun
icin, Raman cihazina elektron mikroskopunu eslestirerek bakterinin nerede oldugunu tespit
etmis ve oradan spektrum almistir. Ancak alinan spektrumlarin kalitesi ve zenginligi ¢ok

zayiftir.

Bu c¢alismada farkl iki yontemle farkli yiizey yiikiine sahip giimiis nanopargaciklar1 ve farkl
bliyiikliiklerde altin nanopargacik sentezi yapildi (Lee ve Meisel, 1982; Creighton vd., 1979)
ve sentezlenen nanopargaciklar UV/goriiniir bolge spektrofotometre ve taramali elektron
mikroskopu ile karakterize edildi. Sitrat yontemi ile hazirlanan glimiis nanopargaciklarla
bakteri ornekleri ile farkli oranda karistirildi ve optimum nanopargacik ve bakteri orani
arastirildi. Giimiis nanopargaciklar kullanilarak hazirlanan ornekler, 830 nm ve 514 nm
lazerler kullanilarak spektrumlara etkisi incelendi. Sitrat yontemi ile hazirlanan giimiis
nanoparcaciklarin pH’lar1  degistirilerek ve farkli ylizey yiiklerine sahip glimiis
nanoparg¢aciklar kullanilarak bakteri spektrumuna etkisi incelendi ve tekrarlanabilirligi
artirmak i¢in gliimlis nanopargaciklar deristirildi ve nanopargacik konsantrasyonunun
tekrarlanabilirlige etkisi arastirildi. Farkli biiyiikliiklerde hazirlanan altin nanoparcaciklarin,
bakterilerin yiizeyde zenginlestirilmis Raman sacilmasina etkisi arastirildi. Model bakteri
olarak, gram negatif olan Escherichia coli ATCC 35218 , Pseudomonas aeruginosa (B9)

gram pozitif olan Bacillus megaterium (B6), Clavibacter michignensis (B5) kullanildi.

Bu calismada amag, yilizeyde zenginlestirilmis Raman spektroskopi ile bakteri tanisi igin
optimum deneysel kosullarin belirlenmesi, tekrarlanabilirligin daha basit yontemlerle
artirilmas1 ve biyolojik bir molekiil olan bakteri ile nanopargaciklarin etkilesiminin

incelenmesidir.



2. TEORIK BILGi

2.1 Raman Spektroskopi

Isin gecirgen ortamdan gecerken, ortamdaki tiirler, 1s1n demetinin bir kismini ¢esitli yonlere
dogru sacarlar. 1928°de, Hintli Fizik¢i C.V.Raman, belirli molekiillerce sag¢ilan 1sinin ufak bir
kesrinin goriiniir alandaki dalga boyunun gelen 1s18inkinden farkli oldugunu ve buna ilaveten
dalga boyundaki kaymalarin, sagilmadan sorumlu molekiillerin kimyasal yapisina bagimli
oldugunu buldu. Bu bulusundan dolayr 1931 Nobel Fizik Odiili’nii aldi (Ferraro ve
Nakamoto, 1994).

Su anda iyice anlasilmis olan Raman sagilmasinin teorisi, sz konusu olgunun, infrared
absorpsiyonu ile iliskili kuvantlasmis titresimsel degismelerle ayni tiirden degismelerden
kaynaklandigini gostermektedir. Boylece gelen ve sagilan 151k dalga boylar arasindaki fark,
orta infrared bolgesindeki dalga boyuna denk gelmektedir. Gergektende verilen bir tiir 151
icin Raman sac¢ilim spektrumu ile infrared absorpsiyon spektrumu c¢ogu kez birbirine
benzemektedir. Ancak infrared-aktif ve Raman-aktif fonksiyonel grup tiirleri arasinda, bu
teknikleri, birbirinin rakibi olmaktansa tamamlayicist olacak Olgiide farklar vardir. Bazi
problemler icin infrared yontemi daha iistiin arag iken, bazi durumlarda Raman spektrumu

daha iyi sonug verir.

Raman spektrumlarinin infrarede gére 6nemli bir {istiinliigli, suyun girisim yapmamasindan
kaynaklanir; sulu ¢ozeltilerden Raman spektrumlart elde edilebilir. Buna ek olarak, infrared
spektroskopide kullanilan sodyum kloriir ve diger atmosferik bakimdan kararsiz pencere
malzemeleri yerine cam ve kuvars hiicreler kullanilabilir. Bu avantajlarina ragmen, Raman
spektroskopi, 1960’larda lazerlerin gelistirilmesine kadar kimyacilar tarafindan yapisal
calismalar icin ¢ok fazla kullanilmamistir. Raman spektroskopinin kullaniminin iki
dezavantaji vardir. Birincisi, sagilmanin zayif olmasi, ikincisi ise numunede bulunan
safsizliklardan gelen floresans girisimidir. Gliniimiizde yakin infrared lazer kaynaklarinin

kullanimu ile floresans girisim biiyiik dl¢iide giderilmistir (Chase, 1987).

2.1.1 Raman Spektroskopinin Teorisi

Raman spektrumlari, bir numuneyi goriiniir alan veya yakin-infrared monokromatik 1sindan
olusan giiclii bir lazer kaynagiyla uyarilmasi ile elde edilebilir. Isinlama siiresince sagilan

1s1n1n spektrumu uygun bir spektrometre ile belirli bir agidan (genellikle 90 derece) dlgiiliir.



Raman c¢izgilerinin siddetleri ¢ok zayiftir; bu yilizden sagilmanin Ol¢iimii infrared

spektrumlarindan daha giictiir.

2.1.1.1 Raman Spektrumlarimin Uyarilmasi

Sekil 2.1, bir karbon tetrakloriir numunesinin 488 nm (20492 cm™") dalga boylu argon iyonu
lazer kullanilarak elde edilen Raman spektrumunun bir kismin1 gostermektedir. Sagilan 151n
lic c¢esittir: Stokes sagilimi, anti-stokes sacilimi ve Rayleigh sacilimi. Rayleigh sagiliminin
dalga boyu, uyarici kaynagin dalga boyu ile ayni1 olup bu sacilim diger iki tipten ¢ok daha
siddetlidir.

Raman spektrumlarinda genellikle Sekil 2.1°de goriildiigii gibi yatay eksen, dalga kaymasi Av
olup, gbzlenen 1s1mn ve kaynagin dalga sayilari (cm™) arasindaki fark olarak tanimlanir.
Rayleigh pikinin her iki yaninda ii¢ adet Raman pikinin bulunmasi ve iki taraftaki kayma
diizenlerinin 6zdes olmas1 dikkat cekicidir. Bir diger deyisle stokes ¢izgileri Rayleigh
pikinden 218, 314 ve 459 cm™ daha kiiciik dalga boyunda ¢ikarlar. Halbuki anti-stokes pikleri
kaynagin dalga sayisindan 218, 314, 459 cm™ daha biiyiik dalga sayilarinda goriiliir. Genel
olarak anti-stokes ¢izgileri bunlara gelen stokes ¢izgilerinden ¢ok daha az siddetlidir. Bu
nedenle sadece stokes kismi kullanilir. Floresans yapan molekiiller i¢in, stokes degil, anti-
stokes kaymalar1 kullanilmas1 daha yararlhidir. Clinkli daha az enerjili olurlar ve floresans
girisimi engellenebilmektedir. Raman sa¢ilmalarinin siddetini uyarici dalga boyundan
bagimsizdir. Sekil 2.1°de verilen 6zdes kayma diizenleri, uyarmanin kripton iyon lazeri ile
(488), helyum/neon lazeri ile (632.8) veya Nd:YAG lazer ile (1064) yapildigina bakilmaksizin
karbon tetrakloriir i¢in gozlenir (Kilig vd., 1998).

Rayleizh sagininm
Va=20492 cm™

o =488.0nm

Anti-Stokes

1ddet

g

Sekil 2.1 488 nm lazer ile uyarilan CCly’lin Raman spektrumu (Strommen ve Nakamoto,

1981).



2.1.1.2 Raman ve Rayleigh Saciiminin Mekanizmasi

Raman spektroskopide, spektral uyarma normal olarak, analitin herhangi bir absorpsiyon

pikinden yeterince uzakta bir dalga boyuna sahip bir 1s1n ile yapilir.
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Sekil 2.2. Rayleigh ve Raman sagiliminin esasi

Sekil 2.2°deki enerji-seviye diyagrami, Raman ve Rayleigh sacilimlar1 gostermektedir.
Soldaki koyu ok, kaynaktan gelen bir fotonla etkilestiginde molekiildeki enerji degisimini
gostermektedir. Enerjideki artis, foton (4v) esittir. Kaynaktan gelen 1sinin frekansina baglh
olarak molekiiliin enerjisi, temel hal ile diyagramin {ist tarafinda gosterilen birinci elektronik
uyarilmis hal arasinda sanal haller diye bilinen sonsuz sayidaki degerlerden herhangi birini
alabilir. Soldan ikinci ve daha ince ok, fotonla karsilasan molekiiliin, elektronik temel halin
birinci titresim seviyesinde bulunmasi durumunda ortaya ¢ikabilecek degisimi
gostermektedir. Oda sicakliginda bu halde molekiillerin bulunma ihtimali pek yoktur. Boylece

bu islemin gerceklesme olasiligi ¢ok diisiiktiir.

Ortadaki ikinci ok Rayleigh sacilimini olusturan degisimleri gosterir. Buradaki daha olasi

degisim daha kalin okla temsil edilir. Rayleigh saciliminda enerji kayb1 olmadigina dikkat



edilmelidir. Bunun sonucunda foton ve molekiil arasindaki c¢arpismalarin “esnek™ oldugu

sOylenir.

Son olarak stokes ve anti-stokes sagilimi olusturan enerji degisimleri sag tarafta verilmektedir.
Bu ikisi, Rayleigh 1sinindan temel halin birinci titresim diizeyinin enerjisi olan +AE’ye
karsilik gelen frekanslar kadar farklhidir. Bag infrared aktifse, bagin absorbsiyon enerjisinin de
AE kadar olacagina dikkat ediniz. Yani Raman frekans kaymasi ve infrared absorpsiyon pik

frekans1 6zdestir.

Dikkate deger baska bir husus bu iki iist enerji halinin bagil bolluklarinin, Stokes
emisyonunun anti-Stokes emisyonuna gore daha cok tercih edilecek bigimde bulunmasidir.
Ayrica Rayleigh sag¢ilimi Raman’a gbre oldukca yiiksek bir gerceklesme olasiligina sahiptir.
Ciinkii en olas1 olay, temel haldeki molekiillere enerji aktarimi ve bu molekiillerin temel hale
geri dontisleriyle yeniden enerji emisyonudur. Son olarak anti-Stokes/Stokes siddet oraninin
sicaklikla artacagina dikkat edilmelidir, ¢linkli molekiillerin daha biiyiik bir kesri bu kosullar
altinda birinci titresim uyarilmis halde bulunur (Kilig¢ vd., 1998).

2.1.1.3 Raman ve IR Karsilastirma

Belirli bag i¢in bir Raman deneyinde gdzlenen enerji kaymalari, iliskili titresim modlari hem
infrared absorpsiyonuna, hem de Raman sagilmasina karsi aktif olmak kosuluyla, bagin

infrared absorpsiyon bantlarinin enerjisiyle 6zdes olmasina dikkat ediniz.
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Sekil 2.3 Raman ve infrared spektrumlarinin karsilagtirilmasi



Sekil 2.3, bu iki tip spektrumun benzerligini ortaya koymaktadir. iki bilesik i¢in 6zdes ¥ ve
AV degerlerine sahip ¢esitli piklerin var oldugu goriilmektedir. Ancak bazi kars1 gelen piklerin
birbirine gore ¢ogu kez oldukca farklidir; ayrica bir spektrumda ortaya ¢ikan bazi pikler

digerinde goriilmemektedir.

Bir Raman spektrumuyla infrared arasindaki farkliliklar, temel mekanizmalar1 ayni titresim
modlarina dayali oldugu halde, mekanik olarak farkli islemlerden kaynaklandiklari g6z oniine
alindiginda hi¢ de sasirtic1 degildir. Infrared absorpsiyonu, molekiiliin bir titresim modunun
dipol momentle bir degisime veya bununla iliskili bir yiik dagilimina sahip olmasini
gerektirir. Ancak ondan sonra aym frekanstaki 1sim, molekiille etkilesime girebilir ve onu
uyarilmig bir titresim haline yiikseltir. Bunun aksine sacilim, bir molekiildeki bagin
etrafindaki elektronlarin dagilmasindaki anlik bozulmasi1 ve sonra, bagin normal haline geri
doniisii sirasinda 1sinin yeniden emisyonu ile iligkilidir. Elektron dagilimi bozulmus olan
molekiil, gecici olarak polarizlenmistir; yani durulma ve yeniden emisyonla kaybolan bir
anlik indiiklenmis dipol olusturur. Mekanizmadaki bu temel farkliliktan oOtiirii, verilen bir
titresim modunun Raman aktivitesi onun infrared aktivitesinden 6nemli 6lciide farkli olabilir.
Ornegin azot, hidrojen veya klor gibi homoniikleer bir molekiiliin gerek denge konumunda,
gerekse gerilme titresimi iki ¢ekirdek arasindaki uzaklikta bir degisime yol actifinda dipol
moment degisimi yoktur. Bu yiizden titresim frekansinda absorpsiyon ger¢eklesemez ve

IR aktif degildir. Diger taraftan bu tir bir molekiilde iki atom arasinda bagin
polarizlenebildigi, periyodik olarak gerilme titresimleri ile esfazli olarak degisir ve maksimum
degerine en biiylik ayrimda, minimum degerine ise, en fazla yaklagsmada olur. Buna bagh
olarak titresim modundakine karsilik gelen frekansta bir Raman kaymasi ortaya cikar.

Dolayistyla Raman aktiftir.

Karbondioksit molekiilii i¢in eslesmis titresim modlarinin infrared ve Raman aktivitelerini
kiyaslamak oldukga ilgingtir. Simetrik modda iki oksijen atomu, merkezdeki karbon
atomundan uzaklastiginda veya yaklastifinda dipol momentte degisiklik olmaz; yani bu mod
infrared bakimindan aktif degildir. Ancak polarizlenebilirlik, titresimle esfazli bir degisim
gosterir, ¢linkii baglar uzadik¢a bunlarin elektron dagilimi kolaylasir ve kisaldikc¢a giiclesir.
Raman aktivitesi bu modla ilgilidir. Buna karsit olarak, karbondioksitin dipol momenti anti-
simetrik titresim modu ile esfazli olarak dalgalanma gosterir. Su halde infrared absorpsiyon
piki bu moddan kaynaklanir. Buna karsilik baglardan birinin polarizlenebilirligi bag uzadik¢a
artar ve digerinin polarizlenebilirligi azalir; dyle ki polarizlenebilirlikte net bir degisim olmaz.

Boylece antisimetrik gerilme titresimi Raman aktif degildir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Karbondioksitin Raman ve infrared aktivitelerinin karsilagtirilmasi

Genellikle Raman ve infrared spektrumlariin bazi kisimlari, her biri bir molekiildeki farkl

bir dizi titresim modu ile iliskili olarak birbirinin tamamlayisicidir (Kilig vd., 1998). IR ve

Raman spektroskopisinin karsilastirilmast Cizelge 2.1°de genel olarak kisaca goriilmektedir.

IR

RAMAN

Absorpsiyon esasina dayanir.

Sag¢ilma esasina dayanir.

Dipol moment degisimi gereklidir.

Polarite degisimi gereklidir.

Sulu 6rnekler analiz edilemez.

Sulu 6rnekler analiz edilebilir.

Floresanstan etkilenmez.

Floresanstan etkilenebilir.

Cam ve kuvars kullanilamaz.

Cam ve kuvars kullanilabilir.

Sadece KBr ve NaCl hiicreleri kullanilir.

Cizelge 2.1 Raman ve IR karsilastirilmast

2.1.2 Raman Cihazi

Modern Raman spektroskopide kullanilan cihazlar {i¢ ana bilesenden olusur; bir lazer

kaynagi, bir numune aydinlatma sistemi ve uygun bir spektrometre. Ancak bu bilesenlerin

performans Ozellikleri, molekiiler spektrometrelerden ¢ok daha Snemlidir ve ¢ok daha iyi

olmalidir, ¢iinkii Raman sagilim sinyali ¢ok zayiftir.
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2.1.2.1 Ismn Kaynaklan

Modern Raman spektrometrede kullanilan 1gin kaynaklar1 genellikle lazerlerdir. Ciinkii makul
bir sinyal/gliriiltii oranmiyla 6l¢iilebilir yeterlilikte bir siddete sahip Raman sacilimi olusturmak
icin yiiksek siddetli 1s1n kaynag1 gerekir. Raman spektroskopide yaygin olarak kullanilan 5

lazer Cizelge 2.2’°de verilmektedir.

KAYNAK TiPi DALGA BOYU (nm)
Argon iyonu 488.0 veya 514.5
Kripton iyonu 530.9 veya 647.3
Helyum/Neon 632.8

Diyod lazeri 782 veya 830
Nd/'YAG 1064

Cizelge 2.2 Raman spektroskopide yaygin olarak kullanilan bazi lazer kaynaklar

Raman sacilim siddeti frekansin dordiincii kuvveti ile orantili oldugundan, spektrumun diisiik
dalga bolgesinde yayinim yapan argon ve kripton iyon kaynaklar1 diger kaynaklara gére daha
avantajlidir. Ornegin 488 nm’deki argon ¢izgisi, aym giris giiciindeki helyum/neon kaynaklari

ile uyarilan Raman ¢izgilerinden neredeyse ii¢ kat daha siddetli ¢izgiler verirler.

Cizelgedeki yakin-infrared 1sinlari, uyarici olarak giderek daha fazla kullanim bulmaktadir.
Ciinkii  yakin-infrared kaynaklarinin, daha kisa dalga boylu lazerlere gore iki Onemli
Ustiinliigii vardir. Birincisi, numunenin foto parcalanmasina yol a¢gmaksizin ¢ok yiiksek
giiclerde (50 W’a kadar) calistirilabilmesidir. Ikincisi, cogu molekiilde yeterli sayida floresans
olusturucu uyarilmis elektronik enerji hallerini doldurmaya yetecek kadar enerjili
olmamalidir. Bunun sonucu olarak bu lazerlerle floresans, ¢ok diislik siddetlidir veya hig
olmaz. 1064 nm’deki Nd/YAG ¢izgisi floresansin giderilmesinde 6zellikle etkilidir. Diyod
serili lazerlerin 782 ve 830 nm’lerdeki iki ¢izgisi de ¢ogu durumda floresanst dnemli dlciide

distirmektedirler.

Sekil 2.5, 1064 nm’deki Nd/YAG kaynaginin zemin floresansini tamamen giderdigi bir
ornegi gostermektedir. Ustteki spektrum uyarma icin argon iyon lazerinden gelen 514.5 nm
cizgisini kullanan klasik dispersif Raman cihaziyla elde edilmistir. Numune antrasendir ve
kaydedilen sinyalin biiyiik kismi1 bu bilesigin floresansindan gelmektedir. Alttaki spektrum ise
ayni numunenin, 1064 nm’de 151 yayan bir Nd/YAG lazeriyle donatilmis bir Fourier

doniistimlii spektrometre ile alinan spektrumudur. Burada floresans zemin sinyalinin tamamen
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yok olmustur (Chase, 1987). Yani floresan girisimini engellemek icin uzun dalga boylu

lazerler kullanmak daha avantajhidir.
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Sekil 2.5 Antrasen’in spektrumu A: Klasik cihaz, 514.5 uyarimi, B: FT cihazi, 1064 nm lazer
ile uyarimi (Chase, 1987).

2.1.2.2 Numune Isinlama Sistemi

Raman spektroskopik Ol¢limlerinde, numunenin hazirlanmasi infrared spektroskopiden daha
basittir, ¢linkii pencereler, mercekler ve diger optik bilesenler i¢in daha kirillgan ve atmosferik
olarak daha az dayanikli kristal halojen yerine cam kullanilabilir. Buna ek olarak lazer
kaynagi, numunenin kii¢iik bir alanina kolaylikla odaklanabilir ve yayinlanan 1sin bir slit
tizerine verimli olarak odaklanabilir. Bunun sonucunda ¢ok ufak numuneler bile incelenebilir.

Sekil 2.6, stvi numuneler icin kullanilan pek ¢ok sistemden ikisini gostermektedir. Bunlardan
her biri, bir lazer kaynagindan gelen tek bir ¢izgiyi gegiren ve diger ¢izgileri ge¢irmeyen dar
bir bant-gecirimli bir girisim filtresine sahiptir. Sekil 2.6b’deki tiipin boyutlari, Raman
1sinlarinin tiipiin duvarlarda yansimasinin ayrintili bir sekilde gosterilmesi igin biiyiitilmiistiir.

Aslinda tutucu, yaklasik 5 cm uzunlugunda 1mm dis ¢apli bir cam kapilerdir.
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Sacithm toplayict

MNumun

Sekil 2.6 Iki numune uyarim sistemleri
Raman spektroskopinin infrarede gore numune hazirlamada temel iistiinliigii, suyun zayif bir
Raman sagindiricisi, fakat kuvvetli infrared 1sm1 absorplayicist olma ozelliginden gelir.
Boylece sulu ¢ozeltiler, infrared ile degil Raman spektroskopisiyle incelenebilir. Bu iistiinliik,
biyolojik ve inorganik sistemler i¢in ve su kirliligi sorunlarina iligkin ¢aligmalarda o6zellikle

¢ok onemlidir.

Kat1 numunelerin Raman spektrumlari, cogu kez ufak bir oyugu ince toz edilmis numune
doldurularak alinir. Polimerler genellikle numune dogrudan incelenebilirler. Gaz numuneler
icin Raman spektrumu almak icin, 151 yolu uzatilmis gaz hiicrelerinin kullanimidir. iki ucuna
aynalar yerlestirilmis silindirik bir cam tiip numune gazi ile doldurulur. Uyarici lazer demeti
aynalardan birindeki ufak bir penceren gegirilir ve bunun ardindan gaz numuneden defalarca
gecer. Numune tiipiine ve uyarici lazer demetine dik olarak olusan Raman sacilimi bundan

sonra biiylik mercek araciligi ile spektrometrenin giris siliti tizerine odaklanir (Kili¢ vd.,1998
).
2.1.2.3 Raman Spektrometreleri

1980’1i yillarin bagina kadar Raman spektometreleri klasik ultraviyole/goriiniir bolge dispersif

cihazlarla ayni tiir bilesenleri kullanmakta ve bunlara tasarim yoniinden benzemekteydiler.



13

Bunlarin ¢ogunda transdusere ulasan yalanci 1511 en alt diizeye indirmek i¢in ¢ift optik aglh
sistemler kullanildi. Fotogogalticilar transduser olarak kullanildilar. Ancak su anda c¢ogu
Raman spektrometre ya germanyum tranduseri ile donatilmis Fourier doniisiimlii cihazlar
olarak ya da yiik eslesmis diizeneklere dayali ¢cok kanalli cihazlar olarak pazarlanmaktadir.
Fotocogaltici tiiplerin aksine bu tranduserler, ciddi floresansa yol agmaksizin ¢ogu bilesigin
Raman uyarimini saglayan ve diyod lazerleri ile 782 nm’de iiretilen 1s18a karst duyarhidir. Ne
yazik ki, yik eslesmis diizenekler bir Nd/YAG lazerinden gelen 1064 nm 1smnina duyarh
degillerdir.

Gliniimiizde floresans gosteren numunelerde Raman dl¢limleri i¢in hangi tiir cihazin daha iyi
oldugu konusunda tam bir netlik yoktur. Fourier doniisiimlii cihazlar m1 yoksa yiik-eslesmis
dedektorlere dayanan dispersif cihazlar mi1 daha iyi sonug¢ verir? Bu noktada bu cihaz

tiirlerinin hangisinin gelecekte daha yayginlikta kullanilacagi acik degildir.

Sekil 2.7, Fourier-doniisiimlii Raman &lciimleri icin bir cihazin semasidir. Interferometre,
infrared cihazlarda kullanilanlarla aymi tiptendir. Transduser ise sivi azotla sogutmali
germanyum fotoiletkenidir. Rayleigh ¢izgisinin siddeti, Raman ¢izgisine ait olandan bir kag
mertebe daha yiiksek oldugundan, cihazda, transdusere kaynaginkinden daha uzun dalga
boylu 1sminin erismesini smirlandirmak i¢in genellikle notch filtreleri denen holografik
girisim filtreleri veya bir monokromator kullanilir. Baz1 Fourier doniisiimlii cihazlarda sadece

lazer kaynaginin dalga boyunu gidermek iizere tasarlanmis filtreler kullanilir (Chase, 1987).
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Sekil 2.7 Bir FT-Raman spektrometrenin optik diyagrami (Chase, 1987).
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Sekil 2.8, bir yiik eslesmis dedektorii olan tipik bir Raman dispersif spektrometrenin
semasidir. Kaynak 783 nm’de 151n veren bir diyod lazeri ve filtre sistemidir. Bu demet bir
mercek araciligiyla uyarim fiberinin ucuna odaklanir ve 19 toplayici fiberle cevrili uyarim
fiberinden olusan bir fiber proba iletilir. Bu fiber prob ise, Raman sacilimini bir
monokromatoriin slitine tasir ki burada filtreden gecerken Rayleigh sacilmis 1511 yok edilir.
Her mm’sinde 600 yiv iceren bir kirtnim optik ag1 1sm1 disperse eder ve onu 258’e 1152
pikselden olusan bir yiik eslesmis cihazin iizerine yansitir. Son okumadan 6nce 258 diisey

pikselden her biri toplanir (Newman vd., 1992).
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Sekil 2.8 Bir yiik-eslesmis diizenegi (CCD) bulunan ¢ok kanall1 dispersif Raman
spektrometre. BP, girisim bant-gegirimli filtre, BR, Rayleigh bant-reddeden filtre (Newman
vd., 1992).

2.1.3 Raman Spektroskopinin Uygulama Alanlari

Raman spektroskopisi inorganik, organik ve biyolojik sistemlerin kalitatif ve kantitatif

analizlerinde kullanilmaktadir (Grasselli ve Bulkin, 1991).

2.1.3.1 Raman Spektroskopinin inorganik Uygulamalar

Inorganik sistemlerin incelenmesinde spektroskopinin kullanimi agisindan Raman teknigi
cogu kez infrarede gore lstiindiir. Ciinkii sulu ¢ozeltiler kullanilabilir. Buna ek olarak metal-
ligand baglarinin titresim enerjileri genellikle infraredin deneysel olarak gii¢ olan 100-700 cm”
"araliginda yer alir. Ancak bu titresimler Raman aktiftir ve A degerleri bu aralikta yer alan

pikler, kolaylikla gozlenir. Raman g¢aligmalar1 koordinasyon bilesiklerinin bilesim, yapt ve
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kararlihgina iliskin bilgilerin elde edilmesinde yararli kaynaklardir. Ornegin ¢ok sayida
halojenli ve halojenimsi kompleksler Raman spektrumu olustururlar ve bu sekilde
incelenebilirler. Metal-oksijen baglar1 da Raman aktiftir. Boylelikle metal-oksijen bagi iceren
kompleksler incenlenmistir. Gelecekte Raman spektroskopinin, inorganik sitemlerin kurumsal
kanitlanmas1 ve yapisal caligmalar1 i¢in daha yaygin kullanim bulacagi diisiiniilmektedir

(Nakamoto, 1996).

2.1.3.2 Raman Spektroskopinin Organik Uygulamalari

Raman spektrumlari, fonksiyonel grup belirtilmesinde yararli bolgeler ile belirli bilesiklerin
taninmasina olanak veren parmak izi bolgelerine sahip olmalar1 bakimindan infrared
spektrumlarina benzerler. Daimay ve calisma arkadaslart (1971) Raman fonksiyonel grup
frekanslarinin kapsamli bir incelemesini yayinlamiglardir.

Raman spektrumlari belirli tipte organik bilesikler i¢in infrared spektrumundan daha fazla
bilgi verirler. Ornegin, olefinlerin cifte bag gerilme titresimi zayif ve bazen belirlenemeyen
infrared absorpsiyonuna yol acar. Diger yandan Raman bandi (infrared bandi gibi yaklasik
1600 cm™’de ortaya cikan) siddetli olup, konumu siibstitiientlerin dogasina oldugu kadar
geometrisine de duyarlidir. Raman c¢alismalari, infrared calismalariyla ortaya konulamayan
olefinik fonksiyonel gruplar hakkinda yararl bilgiler vermeye adaydir. Bu ifade sikloparafin
tirevleri i¢in de gecerlidir. Bu bilesikler 700-1200 cm’ araliginda karakteristik bir Raman
pikine sahiptir. Bu pik, ¢ekirdeklerin halka merkezine gore iceriye ve disar1 simetrik hareket
ettikleri bir nefes alma titresimine atfedilmistir. Pikin konumu siklopropan i¢in 1190 cm’den
siklooktan igin 700 cm™'’e kadar siirekli bir azalma gdsterir; Raman spektroskopi bu sekilde
parafinlerin halka boyutunu tahmin etmede milkemmel bir teshis araci olarak ortaya

cikmaktadir. Bu titresime iliskin infrared piki zayiftir veya yoktur.

2.1.3.3 Raman Spektroskopinin Biyolojik Uygulamalari

Raman spektroskopi, biyolojik sistemlerin incelenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Carey, 1982, Tu, 1982). Bu teknigin avantajlari, az miktarda numune gerektirmesi, suyun
girisiminin ¢ok az olmasi, ayrintili spektrum elde edilmesi ve konformasyonel yapiya ve

cevreye ¢ok duyarli olmasidir.

2.1.3.4 Kantitatif Uygulamalan

Raman spektrumlarinda, infrared spektrumlarindan daha az cakismis pik bulunur. Bunun
sonucu olarak karisgimlarda pik cakismasi daha az olasidir ve kantitatif Olgiimler daha

kolaydir. Buna ek olarak, Raman numune diizenekleri nemden etkilenmez ve numunelerde
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var olabilen az miktardaki su girisim yapmaz. Bu avantajlara ragmen Raman spektroskopi,
kantitatif analizde yaygin olarak yer almamistir. Bu kullanim eksikligi biiyiik dl¢iide Raman
spektrometrelerinin absorpsiyon cihazlarina gore yiiksek maliyetinden kaynaklanmistir.
Uygun diisiik maliyetli lazer diyodlar piyasaya siiriildiikge bu engelin gittikce Onemini
kaybedecegi diisiiniilebilir. Lazer demetleri yiiksek kesinlikle odaklanabildiginden, kantitatif
analizleri ¢cok az numunelere uygulamak miimkiin olmaktadir. Bu is i¢in lazer mikro problar
denen cihazlar kullanilir. Lazer mikro problar tek bakteri hiicrelerinde, duman ve ucucu kiiliin
her bir tanecigi i¢indeki bilesenlerde ve minerallerin mikroskopik yapisinda tiirlerin tayininde

kullanilmigtir (Kili¢ vd., 1998)

2.1.4 Raman Spektroskopinin Diger Cesitleri

Ayarlanabilen lazerlerin gelistirilmesi ile ¢esitli Raman spektroskopik yontemler 1970’lerin
basarinda gelistirildi. Bu tekniklerin bazilarinin uygulamalarina iliskin kisa bir bilgi asagida

verilmigtir.

2.1.4.1 Rezonans Raman Spektroskopi

Rezonas Raman sacilimi, Raman ¢izgi siddetlerinin, bir analitin elektronik absorpsiyon pikine
oldukca yaklasan dalga boylar ile uyarilmasi sonucu biiyiik dlgiide giiclendigi bir olguya
isaret eder. Bu kosul altinda ¢cogu simetrik titresime iliskin Raman piklerinin siddetleri 10% ile
10° kat kadar kuvvetlenir. Bunun sonucunda rezonans Raman spektrumlar1 10® M’a kadar
diistiriilebilen analit derisimlerinde elde edilmistir. Bu duyarhilik diizeyi, ¢ogunlukla 0.1
M’dan daha yukar1 derisimlerle sinirli normal Raman ¢alismalariyla c¢eliskilidir. Rezonans
kuvvetlendirmesi, kromofor ile ilgili Raman bantlar ile kisitlanmis oldugundan rezonans
Raman spektrumlar1 genellikle sadece birka¢ ¢izgiden olusur. Bundan da otesi, rezonans
Raman spektrumlar1 olduk¢a secimli olarak elde edilebilir. Ciinkii uyarma, spesifik
absorpsiyon bantlarina hedeflenebilir. Sekil 2.9a, rezonans Raman sagilimindan sorumlu
enerji degisimlerini gostermektedir. Bu sekil, normal Raman sagilimi i¢in gecgerli olan enerji
diyagramindan (Sekil 2.2), elektronun uyarilmis bir elektronik hale sicramasi ve bunun
ardindan elektronik kararli halin bir titresim seviyesine siiratle durulmasi bakimindan
farklidir. Sekilde gosterildigi gibi rezonans Raman sagilimi, kararli hale durulma isleminden
once uyarilmig elektronik halin en diisiik titresim diizeyine 6n durulmasinin gergeklesmeyisi

bakimindan floresanstan (Sekil2.9b) ayrilir.
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Rezonans Raman Floresans

(a) (b)

Sekil 2.9 (a) Rezonans Raman sa¢ilimi (b) floresans emisyonlari i¢in enerji diyagramlari

(Morris ve Wallan, 1979).

Bu iki olgunun zaman 6Slgekleri de oldukea farkli olup floresans emisyonunun 107 ile 10 s
arasindaki siiresine karsilik, Raman durulmasi 10 s’den daha kisa siirede gerceklesmektedir.
Bir rezonans Raman deneyinde ¢izgi siddetleri, uyarma dalga boyu elektronik absorpsiyon
pikinin dalga boyuna yaklastikca hizla artar. Bdylece genis bir absorpsiyon maksimumu
araliginda en fazla sinyal kuvvetlendirmesini saglamak i¢in ayarlanabilir bir lazer gereklidir.
Siddetli lazer 1511 ile numune ayrismasi ciddi bir problem haline gelebilir, ¢iinkii elektronik
absorbsiyon pikleri siklikla ultraviyole bolgesinde ortaya ¢ikar. Ozel olarak siddetli
absorpsiyon numunede yerel 1sinmaya yol agar ki, bu da analitin par¢calanmasina sebep olur.
Bu sorunun iistesinden gelmek icin lazer 1511 odaklanirken numuneyi sirkiile ettirmek bilinen
bir c¢aredir. Bu sirkiilasyon iki sekilde yapilir: numune c¢ozeltisi i¢ine yerlestirilmis bir
kapilerden cozelti ya da siviy1 pompalamak veya numuneyi iceren silindirik hiicreyi lazer

demeti i¢inde dondiirmek. Boylece herhangi bir anda numunenin yalnizca kiiciik bir kesri
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1sinlanmis olur ve 1sitma ile numune parcalanmasi en az diizeye indirilir. Rezonans Raman
spektroskopinin belki de en 6nemli uygulamasi, fizyolojik bakimdan 6nemli kosullar altinda
biyolojik molekiillerin incelenmesidir; yani bu ¢alisma, suyun varliginda ve diisiikten ortaya
degisen derisim diizeylerinde yapilir. Ornek olarak bu teknik, hemeglobin ve sitokrom-c
molekiillerindeki demir atomlariin yiikseltgenme basamagini ve spinini tayin etmede
kullanilmig. Bu molekiillerde rezonans Raman bantlar1 sadece tetrapirol kromoforunun
titresim modlarindan kaynaklanir. Protein ile diger bantlardan hi¢ biri kuvvetlendirilmez ve
sonug olarak normalde kullanilan derisimlerde bu bantlar girisim yapmaz. Rezonans Raman
spektroskopiye onemli bir sinirlama, analitin kendisinden veya numunede var olan diger
tiirlerden gelen floresans girisimidir (Morris ve Wallan, 1979; Strommen ve Nakamoto, 1977;

Asher, 1993).

2.1.4.2 Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopi (YZRS)

Yiizeyde zenginlestirilmis Raman spektroskopi, kolloidal nanometal tanecikleri (genelde
glimiig, altin ve bakir) yiizeyinde veya bu metallerin nanopargaciklarinin piiriizlendirilmis
ylizeylerinde adsorplanmis numunelerin, Raman spektrumlarini elde etmeye iligkindir. Tam
olarak anlasilamayan nedenlerle adsorplanmis molekiiliin Raman sag¢ilimlari ¢ogu kez 10% ile

10° kat kadar kuvvetlendirilir.

Yiizeyde zenginlestirilmis spektroskopi i¢in ¢esitli numune hazirlama teknikleri kullanilir. Bu
tekniklerden birinde kolloidal giimiis veya altin nanoparcaciklari, numunenin (genellikle sulu)
seyreltik bir ¢ozeltisi ile karigtirilir. Daha sonra ¢ozelti bir yandan lazer 1sin1 ile uyarilmakta
olan dar bir cam tiip i¢inden geg¢irilir. Diger bir yontemde kolloidal nanometal taneciklerinin
ince bir filmi, cam bir yiizey lizerinde biriktirilir ve numune ¢ozeltisinin 1-2 damlasi film

tizerine damlatilir. Raman spektrumu alinir (Garrell, 1989).

Yiizeyde zenginlestirme iki sebepten dolayi kaynaklanmaktadir. Bu sebeplerden birincisi
Elektromanyetik zenginlestirme (Moskovits, 1985) ikincisi ise kimyasal zenginlestirmedir
(Otto vd., 1992). Elektromanyetik zenginlestirmeye sebep olan, nanopargaciklarin kendi
etrafinda olusturduklar1 yiizey plazmonlaridir. Bu yiizey plazmonlar1 nanopargaciklarin
cinslerine ve biiyiikliiklerine gére degismektedirler. Buna bagli olarak zenginlestirmede de
farkliliklar gosterirler (Barnes vd., 2003; Kreibig ve Vollmer, 1996; Liz-Marzan, 2006;
Raether, 1988). Kimyasal zenginlestirmeye sebep olan ise metal ile molekiiller arasindaki yiik
transferidir. Bu zenginlestirme elektromanyetik zenginlestirmeden daha  diisiiktiir.
Zenginlestirmenin olabilmesi i¢in molekiiliin nanopargaciklara 0.2 nm uzakliginda olmast

gerekmektedir (Smith ve Dent, 2005).
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2.1.4.3 Dogrusal Olmayan Raman Spektroskopi

Cogu lazerler, Oonemli miktarlarda dogrusal olmayan 1sin olusturmaya yetecek kadar
siddetlidir. 1970’ler ve 1980’ler boyunca ikinci derece ve daha yiiksek alan siddetleri ile
indiiklenen polarizasyona dayali pek ¢ok Raman teknigi gelistirilmistir. Bu teknikler, dogrusal
olmayan Raman yontemleri olarak adlandirilir. Bu yontemler arasinda sitimiile edilmis
Raman sacilimi, hiper Raman etkisi, sitimiile edilmis Raman kazanimi, ters Raman
spektroskopi, uyumlu anti-stokes Raman spektroskopi ve uyumlu Stokes Raman spektroskopi
sayilabilir. Bu yontemler arasinda en yaygin kullanilani koherent anti-Stokes Raman
spektroskopi veya CARS teknigidir (Harvey, 1978)). Dogrusal olmayan teknikler, klasik
Raman spektroskopinin, baslica diisiik verim, goriiniir ve yakin-ultraviyole bolgelerle
sinirlilik ve floresanstan gelen girisime duyarlilik gibi zayifliklar1 yenmek i¢in kullanilmistir.
Dogrusal olmayan yontemlerin temel bir dezavantaji ise, bunlarin analite 6zgii olma egilimleri
ve bir dizi farkl tiire uygulayabilmek i¢in siklikla birkag¢ farkli lazerlere ihtiyag duymalaridir.
Bu giine dek dogrusal olmayan yontemlerin hi¢ biri, uzman olmayanlar arasinda yaygin

kullanim bulmamistir (Harvey, 1981).

2.2 Nanoparcaciklar

Nanopargaciklar son yillarda bilim ve teknoloji alaninda kullanilmaya baslanmistir. Ciinki
nanomaddeler molekiiler hallerinden farkli olarak bir takim 6zellikler kazanmaktadirlar. Nano
boyutta maddelerin magnetik, elektronik ve optik 6zellikleri degismektedir. Bu 6zelliklerini,
nanoparcaciklarin sekli, biiyiikligii ve sentezlendigi maddeye gore c¢ok farkliliklar
gostermektedir. Bu ekstra 6zelliklerinden dolay1r nanopargaciklar yeni kimyasal ve biyolojik
sensorlerde, elektro optik cihazlarda, elektronikte, yiiksek kapasiteli data saklayicilarda ve

ylizeyde zenginlestirilmis Raman spektroskopide kullanilmaktadir.

2.2.1 Nanoparcacilarin Hazirlanma Yontemleri
2.2.1.1 Lazer Kazima Yontemi

Laser kazima yontemi, makroskopik materyalleri kullanilarak nanopargacik hazirlama
yonteminde yeni ve iimit vaat eden fiziksel bir yontemdir. Bu metodun avantaji uygulamanin
kolay olmasidir. Bu yontemle elde edilecek metallerin makroskopik boyutlar
kullanilmaktadir ve lazer ile yiizeyden nanoboyutta pargaciklari elde edilmektedir. Bu yontem
pek fazla kullanilmamaktadir. Ciinkii par¢acik boyutunun dagiliminin kontrolii ¢ok zordur. Bu
yontemle ilgili hala ¢aligmalar devam etmektedir. Bu metotla 30-40 nm’nin {isti

bliyiikliiklerde nanopargaciklar elde edilebilmektedir. Nanopargacikliklarin  biiyiikligi
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kullanilan lazerin dalga boyuna, siddetine ve Ornek iizerindeki kalma siiresine bagli olarak

degismektedir (Jeon ve Yeh, 1998).

2.2.1.2 Ultrason ile Indirgeme Yontemi

Ultrasonun, suyu hidrojen ve hidroksil radikallerine pargalama kabiliyeti vardir.
Nanoparcaciklar hazirlanirken, olusan hidroksil ile tepkimeye girerek organik radikalleri
olusturacak maddeler eklenir. Olusan bu radikaller indirgen olarak davranirlar ve metal
tuzlarmi sulu ortamda indirgeyerek nanoparcaciklar olustururlar. Bu yontem kullanilarak

1343 nm boyutunda giimiis nanopargaciklar1 hazirlanmistir (Nagata vd., 1992).

2.2.1.3 Gama isinlar ile indirgeme yontemi

Bu yontem silver nanopargaciklar1 hazirlarken direk olarak giimiis tuzlarinin sulu ortamda
1sinlama ile parcalanarak elde edilebilir. Nanopargaciklari bu metotla hazirlamanin avantaji,
reaksiyon ortaminda nanopargacigin yiizeyine adsorplandiginda Ozelliklerini degistirecek
fazla kimyasallarin bulunmamasidir. Bu yontemle 7 nm giimiis nanoparcaciklar1 elde

edilmistir (Gutierrez ve Henglein, 1993).

2.2.1.4 UV Isim ile Indirgeme Yontemi

Bu yontemde 151n ile katalizleme yontemidir. Bu yontemin amaci basit ve ucuz olmasidir. Bu
yontemde civa bosalim lambalar1 UV 11 kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde
metal tuzlarinin ¢ozeltilerinin i¢ine UV 1smn1 ile tepkimeye girerek radikaller olusturacak
organik maddeler eklenir. Olusan bu radikaller indirgen olarak davranarak metal tuzlarini
indirgeyerek nanoparcaciklar olustururlar. Bu yontemde UV 1s1n1 ile etkilesime girerek aktif
hale gelebilen organik madde olarak aseton (Henglein, 1998), aseteofenon (Sato vd., 1999),
benzofenon (Kapoor, 1998) kullanilabilir. Ornegin, metal tuzlar igeren aseton, 2-propanol ve
polimerik stabilizor igeren bir karistm UV 151 ile etkilestirildiginde, aseton UV 111 ile
uyarilir. Uyartlmis hal 2-propanaol ile tepkimeye girerek gli¢lii indirgen olan keto
radikallerini olustururlar ve bu radikaller metal tuzunu indirgeyerek nanoparcacik
olustururlar. Bu yoOntemle stabilizor olarak polietilenimin kullanilarak 7 nm giimiis

nanoparcacik elde edilmistir (Henglein, 1998).
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2.2.1.5 Inorganik Ajanlarla indirgeme Yontemi

En yaygin olarak kullanilan methot, metal tuzlarinin NaBH, ile kimyasal olarak indirgeme
yontemidir. Bu yontem Creighton yontemi olarak bilinir. Sogutulmus metal tuzlar1 indirgen

maddeye eklenerek elde edilir (Creighton vd., 1979).

2.2.1.6 Organik Ajanlarla indirgeme Yontemi

En yaygin olarak kullanilan metot sodyum sitrat ile indigeme yontemidir. Bu yontemde metal
tuzlar1 kaynayincaya kadar 1sitilir ve sodyum sitrat eklenir. Altin nanopargacik hazirlarken 15
dk., giimiis nanoparcacik hazirlarken 1 saat kaynatmaya devam edilir.

Ornegin, sitrat yontemi ile giimiis nanopargaciklar hazirlarken 90 mg giimiis nitrat (AgNO3)
tartilir ve kaynayimcaya kadar isitilir ve lzerine 10ml %]1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi
eklenerek bir saat kaynatilir. Bu yontem Lee-Meisel yontemi olarak bilinir. Bu yontemle

olusan nanopargaciklar 40-60 nm araligindadir (Lee ve Meisel, 1982).

Kimyasal indirgeme yontemlerinde parcacik biiytikliiklerini; karistirma hizi, sicaklik, indirgen
ve metal tuzlarmin konsantrasyonu, kullanilan malzemelerin temizligi ve reaksiyon zamani

etkilemektedir.

2.2.2  Nanoparcaciklarin Karakterizasyonunda Kullanilan Teknikler

Hazirlanan nanopargaciklarin karakterizasyonu icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Cizelge 2.3’de nanoparcaciklarin biiytikliikleri, sekilleri, biiylikliik dagilimlar1 ve bilesimleri
hakkinda bilgi almak i¢in kullanilan teknikler goriilmektedir.

TEKNIK ALINAN BILGI

TEM/SEM Biiyiikliik/Sekil/Biiytikliik Dagilimi
UV/Goriiniir Biiytkliik/Biiyiikliik Dagilimi
AFM Biiyiikliik/Sekil/Biiyiikliik Dagilimi
X-Ray Bilesim

Zetasizer Biiyiikliik/Biiyiikliik Dagilimi

Cizelge 2.3 Nanoparcaciklarin karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilan teknikler

2.3 Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar hiicre yapilarina gore dkaryotlar ve prokaryotlar olarak 2’ye ayrilirlar. Bu
iki ana grupta kendi i¢inde gruplara ayrilmaktadir. Cizelge 2.4’de bu gruplar goriilmektedir
(Bilgehan, 1999).
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Okaryotlar Prokaryotlar
Algler Arkebakteriler
Protozoonlar Siyanobakteriler
Mantarlar Bakteriler
Kiifler -Spiroketler
Mayalar -Obakteriler
-Klamidiyalar
-Mikoplazmalar

Cizelge 2.4 Mikroorganizmalarin siniflandirilmasi

2.3.1  Bakterilerin Yapisi ve Ozellikleri

Bakteri hiicrelerinin biiyiikliigii 0,3-5 wm’dir. Ug temel sekil bulunur; Koklar, diizgiin

comaklar, ve spiral sekilli comaklar (sekil 2.10).

Sekil 2.10 Bakterilerin ii¢ temel sekilleri, A) koklar, B) spiral sekilli comaklar, C) diizgilin
comaklar (Tortora vd., 2004)

Cekirdek, bir zarla gevrili olmayan, ¢ok ince, uzun ve sirkiiler bir DNA molekiiliinden
ibarettir (kromozom). Bunun yami sira, hiicre icerisinde sayilar1 birden fazla olan ekstra
kromozomal niikleik asitler (DNA) plazmitlerdir. Sitoplazma, sitoplazma zari ile ¢evrilidir.
Sitoplazma zarinda, permeazlar, murein sentezi enzimleri, salgisal proteinler ve sinyal
proteinleri yer alir. Sitoplazma zarinin disinda ise en dnemli yap1 olarak koruyuculuk islevine
sahip mureinden ibaret kompleks yapili hiicre duvart bulunur. Birgok bakteriyi fagositozdan
koruyucu isleve sahip polisakkarit yapisinda kapsiil vardir. Kamgilar aktif hareket organelleri

olarak is goriirler. Sekil 2.11°de bir bakteri hiicresinin genel yapisi goriilmektedir.
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Exromozom

Sekil 2.11 Bakteri hiicresinin genel yapisi (Tortora vd., 2004))

2.3.2  Bakterilerin Hiicre Duvar Yapilarn

Karmagik yapili hiicre duvarinin gorevi; protoplasti dis etkilerden korumak, i¢ ve dig ortamin
ozmotik basin¢ farkini dengelemek, hiicreye karakteristik seklini vermek ve hiicrenin dig
cevreyle iletisimini saglamaktir. Hiicre duvarinin en 6nemli yapitasi, tiim hiicreyi ¢evreleyen,
agimst bir polimer olan mureindir. Murein, N-asetilglikozamin ve N-asetilmuramik asit
birimlerinin doniisiimlii olarak ardarda gelmesiyle olusan polisakkarit zincirinden olusur

(Kigiiker vd., 2002). Sekil 2.12°de murein (peptidoglikan) yapisi goriilmektedir.

N-Acetylglucosamine (G) N-Acetylmuramic acid (M)
\ CH,OH I CH,OH 1
a
5 H ) H
. OH K i H b
Fi1.q H g H Pg

Lysozymea-sensitive
bond

Basic structural unit
of peptidoglycan

o-Glutamic acid

| 1
Hooc —tl:— CH,—CH,— CH,—Cl

H  Meso-diaminopimelic

SH8 0-Alaning
acid

1
H,G—CH—COOH

Sekil 2.12 Peptidoglikanin (murein) genel yapisi (Tortora vd., 2004).
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2.3.2.1 Gram Pozitif Bakterilerin Hiicre Duvar Yapisi

Murein ag1 40 kat tabakadan olusabilir ve kuru agirliginin % 30’unu olusturur (20-80 nm).
Zar teikoikasitleri sitoplazma zarinda yer alirken, hiicre duvar teikoikasitleri mureinle
kovelent bag olustururlar. Yapilar: rijittir (Kiigliker vd., 2002). Sekil 2.13°’de Gram pozitif

bakterilerin genel hiicre duvar yapilarini gostermektedir.

Teilkoil: asit

Hiicre duvar
protein

| Lipoteikoik
asit

o

D - -
. Peptidoglilkan

Sitoplaziik

ar

Sekil 2.13 Gram pozitif bakterilerin genel hiicre duvar yapisi (Tortora vd., 2004)

2.3.2.2 Gram Negatif Bakterilerin Hiicre Duvar Yapisi

Peptidoglikan sadece 2-10 nm kalinliga sahiptir ve hiicre kuru agirliginin sadece %10 unu
olusturur. Hiicre duvarinin en 6nemli yapisal elemani, i¢inde sayisiz protein ve tibbi agidan
onemli lipopolisakkariti iceren dis zardir. Yapilar1 dis zardan dolay1 gram pozitife gére daha

az rijittir (Kiiciiker vd., 2002).

Gram negatif ve gram pozitif hiicre duvar yapilarmin karsilastirilmasi, Sekil 2.14°de

goriilmektedir.
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Teikoik asit Peptidoglilan

Gram pozitif hiicre duvar

Gram negatif hiicre dwarn

Sekil 2.14 Gram negatif ve pozitif hiicre duvar karsilagtirilmasi (Tortora vd., 2004)

Kisaca gram negatif ve pozitif bakterilerin genel 6zelliklerinin karsilastirilmasi ¢izelge 2.5°de

verilmektedir.
Ozellik Gram Pozitif | Gram Negatif
Hiicre duvarinin kalinlig 20-80 nm 2-10 nm
Hiicre duvar sayisi 1 2
Peptidoglikan icerigi >%350 %10-20
Hiicre duvarinda teikoik asit | + -
Lipid ve lipoprotein igerigi %0-3 %358
Protein igeregi %0 %9
Lipopolisakkarit 0 %13
Penisilin duyarlilig Duyarh Az duyarh
Lizozim duyarliligi Duyarli Cok az duyarli

Cizelge 2.5 Gram pozitif ve negatif bakteri hiicrelerinin karsilastiriimasi
(http://textbookofbacteriology.net).
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3. MATERYALLER VE METOTLAR

3.1 Materyaller

3.1.1 Kullamlan Kimyasallar

Trisodyum sitrat(C¢HsNa3;O7)

Glimiis nitrat (AgNO3)

Hidroklorik asit (HCI)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Hidrojen tetrakloro avrat trihidrat (HAuCls.3H,0)
Sodyum borhidriir (NaBH4)

Nutrient agar

3.1.2 Kullanilan Aletler ve Cihazlar

UV/Goriiniir bolge spektrofotometre (Thermo/Multiskan)
Raman spektroskopi sistemi (Renishaw inVia Raman mikroskop)
Taramali elektron mikroskobu (Carl Zeiss Evo 40)

Steril kabin (Heal Force, Class II)

Santrifiij (BECKMAN)

Manyetik karistirict (Heidolph)

Otoklav (HIRAMAYA)

Hassas terazi (OHUS)

Inkubatdr (Memmert)

pH metre (METTLER TOLEDO)

3.2 Metotlar
3.2.1 Giimiis Nanoparcaciklarin Hazirlanmasi ve Karakterize Edilmesi

3.2.1.1 Sitrat Yontemi ile Giimiis Nanoparcaciklarin Hazirlanmas1 ve Karakterize

Edilmesi

Glimiis nanoparcaciklar, Lee ve Meisel yontemine gore sentezlendi (Lee ve Meisel, 1982). Bu
senteze gore, 90 mg AgNO; tartildi ve 500 ml saf su igerisinde ¢ozildii. Hazirlanan ¢ozelti
kaynayincaya kadar 1sitildi, ve iizerine 10 ml %]1°lik trisodyumsitrat ¢ozeltisi eklendi. Cozelti

yaklagik 250 ml kalana kadar kaynatildi. Olusan ¢ozelti yesilimsi renk aldi. Hazirlanan bu
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¢oOzelti tez iginde 1X olarak nitelendirildi. Hazirlanan nanopargaciklar1 karakterize etmek i¢in
UV/goriiniir bolge spektrofotometre ve taramali elektron mikroskobu kullanildi. Bu yontemle
hazirlanan nanoparcaciklarin 420 nm dalga boyunda absorpsiyon yaptigi ve ortalama
boyutlarinin 40-60 nm aralifinda oldugu bilinmektedir. Sekil 3.1°deki taramali elektron
mikroskop goriintiisiinde hazirlanan nanoparcaciklarin ortalama biiytikliikleri 40-60 nm

araliginda oldugu goriilmektedir. Sekil 3.2°de ise nanoparcaciklarin 420 nm dalga boyunda

absorpsiyon grafigi goriilmektedir. Bu yontem sitrat yontemi olarakta bilinmektedir.

200nm EHT = 10.00 kV Signal A = SE1

| | WD = 6.0 mm Mag=154.03 K X

Sekil 3.1 Sitrat yontemi ile hazirlanan glimiis nanoparcaciklarin taramali elektron mikroskop
goruntusu
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2,5 1

420 nm

Absorbans

0,5

0

360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.2 Sitrat yontemi ile hazirlanan glimiis nanoparcaciklarin UV/goriintir bolge
absorpsiyon spektrumu

3.2.1.2 Borhidriir Yontemi ile Giimiis Nanoparc¢aciklarin Hazirlanmasi ve Karakterize

Edilmesi

Glimiis nanopargaciklar, Creighton yontemine gore sentezlendi (Creighton vd., 1979). Bu
yontemde indirgen olarak sodyum borhidriir kullanildi. Bu yonteme gore glimiis
nanopargaciklar hazirlanirken glimiis nitratin ve indirgen olarak kullanilan sodyum borhidriir
miktarlar1 degistirildi ve en uygun oranlar bulundu. Bunun i¢in 3 deneme yapildi ve hangi
denemenin en iyi sentez oldugu belirlendi ve o hazirlanan nanopargaciklar deneyde kullanildi.
Bunu tespit etmek i¢in nanoparcacik karakterizasyonu icin kullanilan UV/goriiniir bolge

spektrofotometresi kullanildi ve sentezlenen en iyi nanoparcacik tespit edildi.

l.deneme: 6 mM, 50 ml AgNO; ve 1.2 mM, 150 ml NaBHj; c¢ozeltileri hazirland1 ve
hazirlanan ¢ozeltiler buz banyosunda 30 dakika bekletildi. 50 ml AgNO3 c¢ozeltisi biiret
yardimi ile yavag yavas NaBHy4’e eklendi .

2.deneme: 6 mM 50 ml AgNO; ve 2.4 mM 150 ml NaBH,; ¢ozeltileri hazirlandi ve
hazirlanan ¢ozeltiler buz banyosunda 30 dakika bekletildi. 50ml AgNO; c¢ozeltisi biiret
yardimui ile yavas yavas NaBHy4’e eklendi.

3.deneme: 6 mM 50 ml AgNO; ve 4.8 mM 150 ml NaBHy ¢ozeltileri hazirland1 ve
hazirlanan c¢ozeltiler buz banyosunda 30 dakika bekletildi. 50ml AgNO; cozeltisi biiret
yardimi ile yavas yavas NaBH,’e eklendi. Olusan tiim ¢ozeltiler sar1 renkte idi.

Hazirlanan ¢ozeltilerin karakterizasyonu i¢in UV/goriiniir bolge spektrofotometresi kullanildi.

395 nm dalga boyunda absorpsiyon yaptig1 tespit edildi. Sekil 3.3 ve 3.4’de goriildiigii gibi en
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iyl sentezlene nanoparcacik 3.denemede elde edilen parcaciklardir. Ciinkii olusturduklari
ylizey plazmonlarin siddeti en yiiksektir. Bu da bize o kosullarda hazirlanan parcaciklarin en

1yi yontem oldugunu gostermektedir.

3 _
3.deneme

2,5 1
5 | 2.deneme

1.deneme

Absorbans
W

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.3 Farkli indirgen konsantrasyonlarda sentezlenen giimiis nanoparcgaciklarin
UV/goriiniir bolge absorpsiyon spektrumlari

395 nm

Absorbans
W

0,5 1

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.4 Crieghton yontemine gore sentezlenen giimiis nanopargaciklarin UV/goriiniir bolge
absorpsiyon spektrum
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3.2.2  Sitrat Yontemi ile Hazirlanan Giimiis Nanoparcaciklarin Deristirilmesi

Hazirlanan 1X olarak nitelendirilen giimiis nanopargacik iceren ¢ozeltiden 10 ml falkon tiipe
konuldu ve 20 dk. 5500 rpm de santrifiij edildi ve iizerinden 5 ml alinarak 2X ¢ozelti elde
edildi. 20 ml 1X ¢ozelti alinarak santrifiij edildi ve iizerinden 15 ml alinarak 4X, 30 ml den 25
ml alinarak 6X, 40 ml 35 ml alinarak 8X ¢ozeltiler elde edildi. Boylelikle 5 ml 2X, 4X, 6X,
8X ¢ozeltiler elde edildi. Sonug¢ olarak farkli konsantrasyonlarda giimiis nanopargaciklar

igeren kolloitler elde edildi.

3.23 Sitrat Yontemi ile Hazirlanan Giimiis Nanoparcaciklarin pH’larimin

Ayarlanmasi

Normal olarak sentezlenen nanoparcaciklarin pH’st indirgen olarak kullanilan trisodyum
sitrattan dolay1 baziktir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH = 9 dur. pH 2-11 arasinda 1 M HCI ve
NaOH eklenerek ayarlandi. Hazirlanan c¢ozeltilerin UV/goriiniir bolge absorpsiyonlarina
bakildi. Ciinkii  UV/goriiniir  bolge  spektrofotometresinde  absorpsiyon  vermesi
nanoparcaciklarin etrafinda olusturduklari yiizey plazmonlarindan dolayidir. pH’a bagli olarak
bu plazmonlar degismektedir (Alvarez-Puebla vd., 2005) ve Sekil 3.5°de pH ya bagh

nanopargaciklarin absorpsiyon grafigi gortiilmektedir.

2,5 1 2,5
PH7 21
§1,5
2,0 5
2
0,5 1
21,5 1 0 ‘
[a]
g 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
8 pH
e
<E1,0,

o
W

0,0 I T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.5 Sitrat ile indirgenen nanopargaciklarin pH’a bagli UV/goriiniir bolge absorpsiyon
spektrumlari
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3.2.4  Farkh Biiyiikliiklerde Altin Nanoparcaciklarin Hazirlanmas: ve Karakterize

Edilmesi

Sitrat yontemi ile 16 nm, 25 nm, 41 nm, 72 nm, 98 nm ve 147 nm biiyiikliiklerinde altin
naopargaciklar sentezlendi. 300 ml %0.01 lik HAuCls.3H,O ¢ozeltisi ve % 1 lik 5 ml
trisodyum sitrat ¢ozeltisi hazirlandi. 16nm altin nanopargacik hazirlamak i¢in 50 ml %0.01°lik
altin ¢ozeltisi kaynayincaya kadar 1sitildi ve iizerine 1 ml %1 lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ilave
edildi ve 15 dakika kaynatildi. Renk saridan kirmizya dondii. Diger biiytikliikteki altin
nanoparcaciklart hazirlamak i¢in parcacik biiyiikliigiinii artirmak i¢in indirgen konsantrasyonu

azaltildi, boylelikle daha biiyiik boyutta altin nanoparcaciklari elde edildi (Handley, 1989).

25 nm nanoparcacik i¢in 0.75 ml, 42 nm i¢in 0.5 ml, 72 nm i¢in 0.30 ml, 98 nm i¢in 0.21 ml
ve 147 nm i¢in 0.160 ml %]1’lik trisodyum sitrat ¢ozeltisi kaynamakta olan 50 ml %0.01 lik
altin ¢ozeltisine ilave edildi ve 15 dakika kaynatildi. Hazirlanan nanopargaciklar UV/goriiniir
bolge spektrofotometresi ve taramali elektron mikroskobu ile karakterize edildi. Sekil 3.6’da
hazirlanan nanoparcaciklarin UV/goriiniir bolge absorpsiyon spektrumlari, Sekil 3.7°de

renkleri ve Sekil 3.8’de taramali elektron mikroskop goriintiileri goriilmektedir.

1,8 72 nm
1,6
1,4
1,2 1

1,

Absorbans

0,8
0,6
0,4 1
0,2 1

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 1 1
350 375400 425450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.6 Farkli biiyiikliiklerdeki altin nanoparcaciklarin UV/goriiniir bolge
absorpsiyon spektrumlari



32

4 4 1 . < %

Sekil 3.7 Farkli biiytikliiklerdeki altin nanopargaciklarin renk degisimi

41nm

’ 95 Onm ] "-1' T'Ir 1T
|
»

Sekil 3.8 Farkli biiyiikliiklerdeki altin nanoparcaciklarin bazi biiytikliiklerinin taramali
elektron mikroskop goriintiileri
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3.2.5 Bakterilerin Biiyiitiilmesi, Toplanmasi ve Yikanmasi
3.2.5.1 Bakterilerin Biiyiitiilmesi

Deneylerde kullanilan tiim bakteriler Yeditepe Universitesi, Mimarlik ve Miihendislik
Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik boliimii mikroorganizma stoklarindan temin edildi.
Kullanilan tiim bakteriler (MIDI) Microbial Identification System ve Biolog ile karakterize
edildi. Biitiin deneylerde model bakteri olarak iki gram negatif ve iki de gram pozitif bakteri
kullanild1. Gram negatif olarak; E. coli ATCC 35218, P. aeruginosa (B9) gram pozitif olarak
ise B. megaterium (B6), C. michignensis (B5) kullanildi. Bakteriler hazirlanan — 80 stoklardan
(%15 gliserol,%4 nutrient broth) 20 ml nutrient agar(kat1 besiyer) ile hazirlanan petri

kaplarinda 37 °C’de 24 saat kiiltiir edildi.

3.2.5.2 Bakterilerin Toplanmasi ve Yikanmasi

Kiiltiir edilen bakteriler 10 pL’lik plastik steril 6ze ile bir 6ze dolusu toplandi ve igerisinde 1
ml saf su bulunan ependorflara aktarildi ve homojen yapmak icin vorteks yapildi. Daha sonra
7500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan sulu kisim atilip tekrar iizerine 1 ml su ilave
edildi. Tekrar santrifiijlendi ve prosediir {i¢ kez tekrarlandi. Boylelikle toplama esnasinda

besiyerinden gelebilecek safsizliklar elimine edildi. Sonug olarak sadece saf bakteri elde

edildi.

3.2.6 Raman Spektroskopi

Oncelikle sitrat yontemi ile hazirlanan nanopargaciklarla bakteri konsantrasyonu deneyler
sonucunda en 1yi oranin; 5 pL bakteri 100 mikrolitre nanopargacik ¢dzeltisi oldugu bulundu.
Diger yapilan tim deneylerde 5 pL yikanmis bakteri ile 100 pL nanopargacik c¢ozeltisi
karistirildi. Homojen yapmak icin vorteks edildi. CaF; iizerine 5 pL damlatildi ve yaklagik
15-30 dakika kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra Raman cihazinda bulunan Lieca 50X
objektif ile ornek iizerine odaklanildi ve farkli bolgelerden 10 spektrum alindi. Analizler
sirasinda Raman cihazinda bulanan 830 nm ve 514 nm lazerler kullanildi .Lazerin dalga
boyuna bagli olarak lazerin giicii 0.3-30 mW ve 6rnek {izerindeki lazerin kalma siiresi 10-120

saniye idi.
3.2.7 SPSS Software

SPSS software programi spektrumlarin birbirlerine ve ortalama spektruma olan iliskisini
gostermek i¢in kullanildi. Bunu i¢in metot olarak en ¢ok kullanilan Pearson Correlation
kullanildi. Datalar software atilmadan once normalize edildiler. Bunun i¢in spektrumlarin y

eksenindeki datalar kendi arasinda toplam 100 olacak sekilde normalize edildiler ve software
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programinda analiz edildiler. Analiz sonucunu yorumlarken 10 spektrumun ortalamasi
matrikste 1 olarak goriinmekte diger on spektrum ise 1 den kiiciik degerler almaktadir. 0.990

biiyiik olan datalar ortalama ile ayn1 anlamina gelmektedir.

3.2.8 Taramalh Elektron Mikroskopu

Alman tiim goriintiiler Carl Zeiss Evo 40 marka taramali elektron mikroskopu ile alindi.
Hazirlanan orneklerden 5 pL karbon disk {izerine damlatildi, kurutuldu ve yiiksek vakum
altinda EHT = 10 kV’da gorintiilendi. 5 uL damlatilmasin1 nedeni ise Raman’da spektrum
alirken CaF, ilizerine 5 pL Ornek damlatilmasidir. Boylelikle elektron mikroskopundaki

goriintii Ramandaki kameradaki goriintii ile ayn1 olacaktir
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4. SONUCLAR VE YORUMLAR

4.1 Bakteri Konsantrasyonu

Yiizeyde zenginlestirilmis Raman spektroskopisi i¢in molekiillerin nanopargaciklara yakin
olmasi gerekmektedir (Smith ve Dent, 2005). Bundan dolay1 bakteri ve nanoparcacik oranlari
bakteri spektrumu i¢in dnemlidir. Hangi oranin en iyi oldugunu tespit etmek icin 15 farklh
bakteri ile ¢alisildi ve bakteri konsantrasyonlarini belirlerken bakteri miktar1 sabit tutulup
kolloit miktar1 artirildi. Yapilan deneylerde 5 farkli konsantrasyon denendi. Bunlar; 5 pL
bakteri lizerine 100, 125, 150, 175, 200 pL sitrat yontemi ile hazirlanan 1X nanopargacik
cozeltisi ilave edildi. Hazirlanan karigimlarin Raman spektrumlar1 alindiginda bu bakterilerin
bazilarinda bakteri konsantrasyonu ile fazla bir degisiklik olmadi. Bazilarinda ise spektrumlari
onemli farklilik gosterdigi tespit edildi. Sekil 4.1-2’de goriildiigi gibi en iyi bakteri
konsantrasyonunun 5 pL bakteri ile 100 pL nanoparcacik ¢ozeltisi karisimi oldugu tespit

edildi.

5/100

5/125

5/150

Siddet

5/175

5/200

400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Dalga Sayis1 (cm™)

Sekil 4.1 Gram pozitif Clavibacter michignensis’in farkli konsantrasyonlardaki Raman
spektrumlari
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Sekil 4.2 Gram negatif Pseudomonas aeruginosa’nin farkli konsantrasyonlardaki
Raman spektrumlari

Bundan sonraki tiim ¢aligmalarda analiz i¢in 5 pL bakteri, 100 uL nanopargacik karigim

oranlar1 kullanildi.

4.2 Nanoparc¢aciklarin Yiizey Yiikleri

Nanopargaciklarin hazirlama yontemlerinden biride kimyasal indirgeme ydntemidir.
Sentezlenen nanopargaciklarin yiikleri indirgen olarak kullanilan maddeye gore farklilik
gostermektedir. Literatiirde negatif (Lee ve Meisel, 1982) , az negatif (Creighton vd., 1979)
veya pozitif (Li vd., 1999) ylizey yikiine sahip nanoparcaciklar sentezlenmistir. Sitrat
indirgenmesinden elde edilen nanopargaciklarin yilizey yiikii sitrattan dolay1 negatif oldugu
bilinmektedir. Sodyum borhidriir ile indirgenen nanoparcaciklarin ylizey yiikiiniin negatif ama
sitrat ile indirgenenden daha az negatif oldugu literatiirde bilinmektedir (Li vd., 2001)
Bakterilerin YZRS 1nda nanoparcacik yiikiiniin etkisini aragtirmak ve bakteri hiicre duvari ile
nanoparcacik etkilesimini anlamak igin sitrat ve borhidriir yontemi ile yilizey yiikleri ayni
ancak, yogunluklar1 farkli iki farkli nanoparcacik sentezlendi. Nanoparcaciklarin ylizey
yiikleri bakterideki fonksiyonel gruplar ile etkilesimde dnemli rol oynamaktadir. Sentezlenen
nanoparg¢aciklarin pH degeri 9 civarindadir. Buna bagl olarak bakteri duvarinda bulunan
iyonlasabilen gruplarin pozitif yada negatif olmasmna baglh olarak spektrum farklilik

gostermektedir. Gram negatif ve gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlart birbirinden ¢ok
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farklidir. Gram negatif bakteriler ince peptidoglikan tabakasi ve lipopolisakkarit, protein,
fosfolipitlerden olusan dis memrandan olugmaktadir. Gram pozitif bakteriler ise kalin bir
peptidoglikan tabakasindan olugmaktadir. Gram positif ve gram negatif bakterilerin farkli
ylizey yiikiine sahip nanopargaciklarla spektrumlari alindiginda hiicre duvarlarinin farkl
olmasindan dolay1 farkli etkilesimler olacagi diisiiniildii. Nanopargaciklarin pH’s1 bazik
oldugundan dolay1 hiicre duvarindaki tiim karboksil gruplar1 ve bazi amino gruplari protonlari
vermistir. Buna bagli olarak her iki bakteri duvarininda negatif yiiklii oldugu diisiiniildii ve
buna bagli olarak beklenen daha az negatif ylike sahip nanoparcaciklarinda daha iyi ve detayli
spektrum alinmasi beklendi ancak, bakteriler ile nanoparcaciklarin yiizey yiklerine bagl
olarak spektrumlarina sekil 4.3,4’e¢ bakildiginda; gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin
esnek olmasindan dolayi ylizey yliklerine bagli olarak spektrumlar1 ¢ok farklilik gosterirken,
gram pozitif bakterilerde fazla bir degisiklik gdzlenmedi. Beklenenin tersine daha fazla
negatif yiizey ylikiine sahip nanopargaciklar ile muamale edilen bakteriler gram pozitif olan

bakteride daha detayl1 ve iyi spektrum alinirken gram negatif bakteride tam tersi gézlendi.

Siddet

Sitrat indirgenen

Borhidriir indirgenen

400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Dalga Sayist (cm 1)

Sekil 4.3 Bacillus megaterium’un farkli yiizey yiikiine sahip glimiis nanopargaciklarla alinan
Raman spektrumlari
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Sekil 4.4 Escherichia coli’nin farkl yiizey yiikiine sahip giimiis nanoparcaciklarla alinan

Raman spektrumlari

4.3 Kolloit siispansiyonlarimin pH’lar

Sitrat yontemi ile sentezlenen ve nanoparcaciklari igeren kolloit siispansiyonunun pH’s1 9
civarinda olmaktadir. Nano parcgaciklarin etrafinda olusturduklar1 yiizey plazmonlarn pH’a
bagl olarak degistigi bilinmektedir (Alvarez-Puebla vd., 2005). Bu yiizey plazmonlari
ylizeyde zenginlestirilmis Raman spektroskopisinde 6nemli rol oynamaktadir(elektromanyetik
zenginlestirme) (Moskovits, 1985). Plazmonlarin pH’a bagli nasil degistigini ve bakterilerin o
pH’da nanopargaciklarla etkilesimini ve spektrumlardaki degisikligi anlamak i¢in
nanoparcacik iceren kolloit HCI ve NaOH kullanilarak pH 2,3.,4,5,6,7,8,9,10,11 hazirland1.
Nanoparcaciklarin  ylizey plazmonlarmin pH’a bagli nasil degistigini anlamak ig¢in
UV/goriniir bolge spektrofotometesi kullanildi. Nanopargacilar sentez yonemine bagli olarak
farkl1 dalga boylarinda absorpsiyon vermektedirler. Bu deneyde sitrat indirgeme yontemi ile
hazirlanan ¢6zeltinin maksimum absorpsiyon dalga boyu 420 nm dir. Sekil 3.5’e bakildiginda
cok diisiik pH’larda yiizey plazmonlar1 yok denecek kadar azdir. Bunun sebebi olarak sitrat
yontemi ile hazirlanan ¢ozeltiler negatif yiizey yiikiine sahiptir. Proton eklendiginde pargacik
etrafindaki elektriksel ¢ift tabaka degismektedir. Eklenen proton miktar1 fazla oldugunda
negatif yiik azalmakta ve kluster olarak ¢okelmektedir. Bu nedenle yiizey plazmonlari

sonmekte ve etkisini kaybetmektedir. Notr pH ve bazik pH’larda yiizey plazmonlarinin

verdigi absorpsiyon siddeti diisiik pH’lardakine gore ¢ok iyidir. Bunun nedenini ise yiizeydeki
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elektriksel cift tabakadaki yilizey yiklerinin miktar1 ile orantili oldugu soéylenebilir.
Nanoparcaciklarin pH’a bagli olarak UV/goriiniir bolge spektrofotometresinde hangi pH’larin
sacilmay1 zenginlestirecegi saptandi. Ancak bilindigi gibi sinyali zenginlestirmek i¢in
molekiiliin nanopargaciklara yakin olmalidir. Bundan dolay1r pH’a bagli olarak fonksiyonel
grup igeren molekiillerin negatif veya pozitif olmasi, sacilmayr ne kadar etkileyecegi
onemlidir. Literatiirde yapilan caligsmalarda fonkiyonel grup igeren amino asitlerle yapilan
calismalarda pH’a bagli olarak amio asitlerin spektrumlarinin farklilik gésterdigi saptanmistir
(Zhao vd., 2004). Buna bagl olarak izoelektrik noktasindan yiiksek pH’larda amino asit
negatif ylikli oldugundan Raman sacilmasi iyi degildir. Pozitif yiiklii amino asit daha fazla
negatif ylklii nanopargacikla iyonik etkilesime girdiginden Raman sacilmasi daha zengindir.
Kiiciik molekiillerde pH’a bagli olarak nanoparcaciklarin etkilesimi ve etkisi ¢ok rahat
anlagilabilir ancak bakteri gibi bir kompleks molekiile etkisi nasildir? Ciinkii, bakteri
duvarinda birden fazla molekiil ve pH’a bagli olarak iyonlasabilen ve yiikii farkli olan
molekiillere sahiptir. Zaten diisiik pH’larda plazmonlar1 etkisi kaybettigi i¢in Raman
sacilmasinda zenginlesme beklenmemektedir. Ancak diger pH’larda yilizey plazmonlari etkisi
hemen hemen ayni oldugu i¢in burada Raman sacilmasinda en 6nemli olan molekiiliin o
pH’daki tasidigi yiik, buna baglh olarak nanopargaciklarla iyonik etkilesimidir. Bu deneyde
sadece nanopargaciklarin pH’lar1 ayarlandi. Bakteri eklendikten sonra pH’lar 6l¢tilmedi ¢iinkii
100 pL ¢ozeltiye 5 pL bakteri ilave edildi. Bundan dolayr pH’nin ¢ok az degisdigi tesbit
edildi (0.1-0.3). Sekil 4.5, 4.6’da E. coli’nin ve B. megaterium’un pH’a bagl spektrumlari
goriilmektedir. Spektrumlara bakildiginda pH 3 ve 4 gibi diisik pH’larda ylizey

plazmonlarinin siddeti diisiik oldugundan sagilmada fazla bir zenginlestirme gézlenmedi.

Gram pozitif bir bakteri olan B. megaterium’dan diisiik pH’larda ¢ok az spektrum alinirken,
gram negatif olan E. coli’den spektrum alinmasinin sebebini hiicre duvar yapilarinin
farkindan oldugu soylenebilir. Her iki pH’da da ylizey plazmonlari etkisi aynidir, ancak o
pH’da hiicre duvar farkindan duvardaki iyonlasabilen fonksiyonel gruplar farklidir. pH
arttikca hem plazmonlarin etkisi artmakta hemde pH’a bagl hiicre duvarindaki ytikler
degismektedir. Buna bagh olarak en iyi Raman sacilmasi ve bakteri spektrumu, sentezlenen
pH, yani pH 9 oldugu saptandi. Bundan sonraki yapilan ¢alismalarda nanopargaciklarin dogal

pH’s1 kullanildi.
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Sekil 4.5 Bacillus megaterium’un pH’a bagli Raman spektrumlari
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Sekil 4.6 Escherichia coli’'nin pH’a bagli Raman spektrumlari
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4.4 Nanoparcaciklarin Konsantrasyonu

Raman spektroskopisi son yillarda bakteri tanisinda kullanilmaktadir. Literatiirde bir ¢ok
yayin bulunmaktadir. Yayinlara bakildiginda genel olarak 10 spektrum alinip onlarin ortamasi
kullanildig1 goriilmektedir. Bunun nedeni bakteri ile nano kolloitleri karistirdiginiz zaman
rastgele dagilmasidir. Yani nanopargaciklar homojen sekilde dagilmamaktadir. Yapilan bu
calismada nanopargaciklarin konsantrasyonu artirildi. Tlk sentezlenen nanopargacik 1X olarak
nitelendirilmisti. Baslangi¢ konsantrasyonu deristirilerek 2X, 4X, 6X, 8X nanopargacik
iceren ¢ozeltiler hazirland1 ve standart protokol olan 5 pL bir gram negatif bir de gram pozitif
bakteri, 100 pL nanoparcaciklar1 ile karistirildi ve spekrumlart alindi. Spektrumlara
bakildiginda kolloit konsantrasyonuna bagli olarak hem spektrumda degismeler olmakta

hemde tekrarlanabilirliginde bir degisim olmaktadir

Sekil 4.7°de Raman cihazinda bulunan Lieaca 50x 151k mikroskop goriintileridir. Sekil 4.8-9-
10 1ise, farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis Orneklerin taramali elektron mikroskop
goriintiileri goriilmektedir. Konsantrasyon arttik¢a 1sik mikroskopunda beyaz lamba gibi
yanan noktalar goriilmektedir. Bunlar toplanmis giimiis nanoparcaciklaridir. Spektrumlar

aliirken bu noktalarin yakinindan alindu.

Gram negatif ve pozitif bakterilerin kolloit konsantrasyonu arttiginda kolloit konsantrasyonu
ile dogru orantili olarak tekrarlanabilirligin arttig1 gozlendi (Sekil 4.11-18). Ancak cok
ylksek konsantrasyonlarda spektrumdaki piklerde azalma goriilmektedir (Sekil 4.19,20).
Gram negatif bakteriye bakildiginda kolloit konsantrasyonu ile birlikte spektrumda ¢ok daha
fazla degisiklik gostermektedir. Bunun nedeni, gram negatif bakterinin gram pozitif bakteriye
gore daha az rijit ve daha ¢esitli molekiiler yapilar igermesi olarak agiklanabilir. Sonug olarak
4X nanoparcaciklar kullanildiginda tekrarlanabilirligi ve spektrum zenginligi ¢ok iyi
spektrumlar elde edilebilir. Ornekten 10 spektrum almak yerine sadece bir spektrum almarak
analiz yapilabilir. 4X ile alinan herbir spektrum ortalama ile ayni oldugu SPSS istatistiksel
software ile anlasild1 (Cizelge 4.1). Yapilan bu ¢alisma ayni zamanda bir bakterinin hiicre
duvarmin gram pozitife mi daha yakin gram negatife mi oldugu hakkinda da

konsantrasyonlardaki degisime bagli olarak bilgi alinabilir.

Sekil 4.7 Escherichia coli’nin farkli konsantrasyonlarda nanoparcacik iceren 151k mikroskop
gorlintiileri
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EHT =10.00 kv Signal A = SE1
WD=75mm Mag= 517 KX

Sekil 4.8 Escherichia coli’nin 2X glimiis nanoparcacikla karistirilan taramali elektron
mikroskop goriintiisii

EHT = 10.00 kv/ Signal A = SE1
WD = 7.0 mm Mag= 5.84 KX

Sekil 4.9 Escherichia coli’nin 4X glimiis nanopargacikla karistirilan taramali elektron
mikroskop goriintiisii



EHT = 10.00 kv

WD = 7.0 mm

43

Signal A = SE1
524 KX

Mag =

Sekil 4.10 Escherichia coli’nin 8X gilimiis nanopargacikla karistirilan taramali elektron
mikroskop goriintiisii

Correlations

Iy B C D E F G H I 1 ORTALAMA
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N 1483 1483 1455 1453 1483 1483 1453 1483 1455 1453 1483
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F Pearson Correlation 54+ ) S SRR o Gl 1 SRR SR SFRE(F SR P
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* Correlation is significant ot the 0.01 level (2-4tailed).

Cizelge 4.1 Alinan 10 spektrumun ortalamaya yakinligini gosteren tablo
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Sekil 4.11 Bacillus megaterium’un 1X giimiis nanopargacikla alinan Raman spektrumlari
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Sekil 4.12 Bacillus megaterium’un 2X giimiis nanopargacikla alinan Raman spektrumlari
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Sekil 4.13 Bacillus megaterium’un 4X glimiis nanopargacikla alinan Raman spektrumlari

Siddet

800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Dalga Sayst (cm: 1)

700

400 500 600

Sekil 4.14 Bacillus megaterium’un 8X giimiis nanopargacikla alinan Raman spektrumlari
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Sekil 4.15 Escherichia coli’nin 1X giimiis nanopargacikla alinan Raman spektrumlari
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Sekil 4.16 Escherichia coli’nin 2X giimiis nanoparcacikla alinan Raman spektrumlari
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Sekil 4.17 Escherichia coli’nin 4X giimiis nanoparcacikla alinan Raman spektrumlari
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Sekil 4.18 Escherichia coli’nin 8X giimiis nanopargacikla alinan Raman spektrumlari
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Sekil 4.19 Bacillus megaterium’un konsantrasyona bagli Raman spektrumlari
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Sekil 4.20 Escherichia coli’nin konsantrasyona bagli Raman spektrumlari
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4.5 Lazer Dalga Boyu

Normalde Raman sagilmasi lazer dalga boyundan bagimsizdir. Sadece Raman sagilmasinda
diisiik dalga boylu lazerler kullanildiginda floresansa neden oldugu i¢in enerjisi diisiik daha
uzun dalga boylu lazerler kullanilmaktadir. Ancak yiizeyde zenginlestirilmis Raman
sacilmasinda zaten floresanstan etkilenmemektedir. YZRS’da lazerin dalga boyu
nanopargcaciklarin etrafinda olusturduklari ylizey plazmonlarini etkilemekte ve dalga boyuna
bagl olarak 6rnege niifuz etme miktarlar1 farklidir. Yesil dalga boylu lazerlerle giimiis
nanoparcaciklarin daha iyi rezonansa geldigi bilinmektedir (Emory vd., 1998). Clinkii glimiis
nanoparg¢aciklar sentezlendiginde yiizey plazmonlari 420 nm dalga boyunda maksimum
absopsiyon vermektedir. 514 nm dalga boylu lazer, absopsiyon dalga boyuna 830 nm dalga
boylu lazerden daha yakin oldugu i¢in daha iyi rezonansa gelmektedir. Ornege niifuz etme
lazer dalga boyuna bagli olarak degismektedir. Uzun dalga boylu olan 830 nm dalga boyuna
sahip lazer daha diisiik dalga boyuna sahip olan 514 nm lazerden daha fazla 6rnege nufiiz
etmektedir. Buna bagli olarak bakterilerin YZRS’ 1inda spektrumun ve tekrarlanabilirligi en iyi
lazer dalga boyunu bulmak i¢in 514 ve 830 nm dalga boyuna sahip lazerler kullanildi. Sekil
4.21-22°de goruldiigi gibi 830 nm dalga boyuna sahip lazer kullanildiginda spektrumun daha
detayl1 oldugu goriilmektedir.

Bunun nedenini iki parametre ile agiklanabilir. Ik olarak uzun dalga boylu lazerlerin diisiik
dalga boylu lazerlere gore 6rnege daha fazla niifuz etmesi ve bundan dolayr daha fazla
molekiilden sagilma olmasi dolayistyla daha detayli Raman spektrumu elde edilir. ikinci
olarak  kullanilan giimiis nanoparcaciklarin kendi aralarinda toplanmasindan dolayidir.
Homojen bir sekilde dagilmis iseler diisiik dalga boyundaki lazerlerle daha iyi rezonansa
geldiklerinden sagilmay1 daha iyi zenginlestirirler. Ancak giimiis nanopargaciklar toplandigi
zaman etrafindaki olusturduklar1 yilizey plazmonlar1 daha uzun dalga boyuna kaymakta
boylelikle daha uzun dalga boylu lazerlerle daha iyi rezonansa gelmektedirler. Boylelikle 830
nm lazer dalga boyunda sacilmay1 daha fazla zenginlestirmekte ve spektrumun daha detayli

olmasini saglamaktadir (Kneipp vd., 1998a; 1998b).

Bu iki etkiden dolay1 830 nm lazer dalga boyu ile bakterilerin YZRS’ inda daha iyi ve detayl

spektrum alinmaktadir.



Siddet

50

1549

400

Siddet

1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Dalga Sayisi (cm'l)

500 600 700 800 900

Sekil 4.21 Escherichia coli’nin 514 nm dalga boylu lazer ile alinan Raman spektrumu
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Sekil 4.22 Escherichia coli’nin 830 nm dalga boylu lazer ile alinan Raman spektrumu
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4.6 Nanoparc¢aciklarin Cinsi ve Biiyiikliikleri

Raman spektroskopide sagilmayr zenginlestirmek icin soymetallerin nano boyutlari
kullanilmaktadir. Bu nanopargaciklar nano elektrot (Fleischmann vd., 1974; nano yiizey
(Dustin vd., 2001), kontrollii nano yiizey (Lu vd., 2005) veya ¢ozelti icerisinde kolloidal (Lee
ve Meisel, 1982) olabilir. Genel olarak soymetallerden nano altin ve giimiis kullanilmaktadir.
Kullanilan altin ve giimiisiin olusturduklar1 yiizey plazmonlar1 birbirinden fakhidir. Yiizey
plazmonlar1 nanopargaciklarin biiyiikliigiine, sekline ve cinsine baglidir (Barnes vd., 2003;
Kreibig ve Vollmer, 1996; Liz-Marzan, 2006; Raether, 1988). Sekil 3.6’de goriildiigli gibi
kiiresel altin nano parcaciklarin biiyiikliigii arttikga olusturduklart yiizey plazmonlart daha
uzun dalga boyuna kaymakta, bdylelikle renkleri maviye kaymaktadir (Liz-Marzan, 2006)
(Sekil 3.7). Giimiis nanopargaciklara bakildiginda farkli sekillerdeki nanopargaciklari yiizey
plazmonlar1 farkli dalga boyunda absorpsiyon yapmakta, bdylelikle farkli renklerde
goriilmekte ve yiizey plazmonlarindan dolayr da Raman sagilmasini zenginlestirmesi de
farklidir.Yukarida yapilan tiim deneyler kiiresel glimiis nanopargaciklari ile yapildi. Altin
nano parcaciklari da Raman sagilmasini zenginlestirmektedir. Bakterinin Raman sagilmasinda
altin ve glimiis arasindaki farki anlamak ve bakteri icin hangi nanopargacigin veya
biiyiikliigiin iyi oldugunu anlamak i¢in standart sitrat yontemi ortalama biiyiikliikleri 40—60
nm olan giimiis ve farkli biiytlikliikklerde altin nanoparcgaciklar sentezlendi. Altin biiytikliikleri
16, 25, 41, 72, 98, 147 nm boyutunda idi. Bu nano parcaciklar ile bakteri karistirilip analiz
edildi. Raman sagilmasi zenginlestirmek i¢in nanopargaciklarin biiytikliikleri 30-100 nm
olmas1 gerekmektedir. Giimiis nanopargaciklarla spektrum alindiginda spektrum ¢ok iyi
olmaktadir. Bunun nedeni olarak parcaciklarin biiyiikliikleri ve parcaciklarin toplanmasidir.
Boylelikle daha uzun dalga boyundaki lazerle daha 1yi rezonansa geldiklerinden daha iyi
spektrum alindi. Altin ile yapilan analizlerde kiiciik boyutlu olanlarda spektrum giizel
alimamamaktadir, ancak pargacik biiyiikliigii arrttikca daha iyi spektrumlar alindig1 gozlendi
(Sekil 4.23). Bunun nedeni, Raman sac¢ilmasi i¢in pargacik biyiikligliniin belli nm
boyutundan biiylik olmasi gerektiginden, diger nedeni ise pargacik biiyiikligii artikca
parcaciklarin daha fazla toplanmasindan ve yilizey plazmonlarinin daha uzun dalga boyuna
kaylp ta uzun dalga boylu lazerlerle daha iyi rezonansa gelmesi olarak agiklamak
mimkiindiir. Sekil 4.24, 25, 26°da B. megaterium’un 25, 72, 147 nm altin nanopargaciklart ile
kanistirilan taramali elektron mikroskop goriintiileri goriilmektedir. Bu goriintiiler biiyiikliik
arttikca toplanmanin daha fazla oldugunun ve her bir agragette pargacik sayisinin boyutla
dogru orantili oldugunu gostermektedir. 25 nm ile hazirlanmis 6rnekte her bir agragette 15-20

parcacik bulunurken, 72 nm 25-35, 147 nm ise 40-50 pargacik bulunmaktadir. Ayn1 boyutta
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altin ve glimiis nanopargaciklar1 karsilastirildiginda giimiis nanoparcacik igeren orneklerden

daha iyi spektrum alindig1 goriilmektedir (Sekil 4. 27).

Siddet
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-

16 nm
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400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
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Sekil 4.23 Bacillus megaterium’un farkl biiytikliiklerdeki altin nanopargaciklar ile alinan
Raman spektrumlari

EHT =10.00 kv Signal A = SE1 Date :26 Jan 2007
WD = 8.0 mm Mag= 490KX Time :15:54:21

Sekil 4.24 Bacillus megaterium’un 25 nm altin nanopargacikla karistirilan taramali elektron
mikroskop goriintiisii
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e
N % ¥
EHT =10.00 kv Signal A = SE1 Date :26 Jan 2007
WD = 7.5 mm Mag= 444 KX Time :15:36:38

Sekil 4.25 Bacillus megaterium’un 72 nm altin nanoparg¢acikla karistirilan taramali
elektron mikroskop goriintiisii

EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Date :26 Jan 2007
WD = 8.0 mm Mag = 1382 KX Time :16:31:52

.

Sekil 4.26 Bacillus megaterium’un 147 nm altin nanoparcacikla karistirilan taramali elektron
mikroskop goriintiisii
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Siddet
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Sekil 4.27 Bacillus megaterium’un ayn1 biiyiikliikteki altin ve glimiis nanopargaciklarla
alinan Raman spektrumlari

Sonug olarak, yapilan tiim deneyler sonucunda bakterilerin yiizeyde zenginlestirilmis Raman
spektrumlarini etkileyen optimum deneysel kosullar bulundu. Bunun yani sira, deneysel
parametrelere bagli olarak biyolojik bir yap1 olan bakteri ile nanopargacik etkilesimleri
hakkinda bilgi sahibi olundu.

Bakterilerin YZRS’ indeki optimum kosullar; giimiis nanoparcaciklar igin, sitrat ile hazirlanan
kolloitlerin 4 defa deristirilmesi ile elde edilen nanopargaciklar kullanilmasi, karisim oraninin
5 uL bakteri ve 100 pL kolloitten olusmasi, lazer dalga boyunun 830 nm seg¢ilmesi ve
nanoparg¢aciklarin hazirlandigi pH’da yani pH 9 da kullanilmasi ile elde edilir. Altin
nanoparcaciklar i¢in ise; pargacik biiyiikliigliniin en az 72 nm boyutunda ve kullanilan lazer
dalga boyununda 830 nm olmasi1 gerekmektedir.
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