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OZET

YUZEY ZENGINLESTIRILMIS RAMAN SPEKTROSKOPISI (SERS) iGIN
NANO-YAKLASIM TEMELLI PLATFORMLARIN GELISTIRILMESI VE
TANI AMACLI UYGULANMASI

Mehmet YILMAZ
Doktora, Biyomuihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Erhan BiSKIN
Agustos 2014, 140 sayfa

Ylzey zenginlestiriimis Raman  spektroskopisi  (Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy, SERS) kesfedildigi glinden beri kimyasal ve biyolojik molekdillerin
tanisinda kullanilan guglu bir analitik yontem olarak énemli bir ilgi cekmektedir. SERS
¢alismalarinda Raman sinyal zenginlesmesi temel olarak plazmonik Ozellikteki
nanoyapilarin yakin olmalarindan kaynakli ortaya c¢ikan elektromanyetik etkilerden
kaynaklanmaktadir. Bu baglamda son zamanlarda kolloidal nanopartiktller ya da 2-
D/3-D plazmonik nanoyapilar kullanilarak ¢ok yenilikgi yontemler sunulmustur. SERS
uygulamalarinda kolloidal nanopartikillerin kullanimi basit ve ucuz bir yol olmasina
karsin, bunlarin kontrolstiiz agregesyonu SERS sinyallerinde tutarsizliklara neden
olmaktadir. Son zamanlardaki garpici gelismelere ragmen, SERS sistemleri pratik
uygulamalarda hassaslik, guvenilirik ve segicilik gibi konularda bazi zorluklar
yasamaktadir. Bu zorluklari asmak icin bu c¢alismada 3-D anizotropik altin ya da
gimus nanogubuk ylzeyler ile farkli sekillerdeki kolloidal altin ya da gimus yuzeyler
biraraya getirilerek tehlikeli biyolojik ve kimyasal silah ajanlari ve boyali aptamerlerin
¢ok dusuk miktarlarda tanisini SERS ile saglayacak guvenilir, secici ve hassas ayni

zamanda basit fakat kullanigh bir yaklagsim énerilmigtir. Altin ya da gumus nanogubuk



yuzeyler BK7 cam Uzerine herhangi bir kalip malzemesi ya da litografik teknik
kullanmadan egik aci biriktirme (oblique angle deposition, OAD) yontemi ile
olusturulmus ve bunlarin yuzey yogunluklari buhar fazi birikim agisinin (a) degisimiyle
ayarlanmigtir. Kolloidal altin ya da giimiis nanopartiklllerin olmadigi durumda a =10°
icin Uretilen altin ya da gumus nanogubuk ylzeylerden en vyuksek SERS
zenginlestirmesi belirlenmigtir. Gumids ya da altin nanogubuk ylzeyler farkh
sekillerdeki (kure, cubuk, uggen prizma ve kafes (kup)) kolloidal altin ya da gumus
nanopartikullerle biraraya getirildiginde SERS sinyalinde sinerjitik bir etki gdozlenmistir.
Capa ve boya bagll olarak lokalize ylzey plazmonlar (localized surface plasmons,
LSPs) olusturduklarindan kolloidal nanogubuklarin kullaniimasi c¢iplak altin ya da
glmuUs nanogubuk ylzeylerin kullanildigi duruma gore yaklasik on kat Raman
zenginlestirmesi saglamistir. Ayrica bu yaklagim kimyasal ve biyolojik toksinlerden
olan dipikolinik asit (DIP), metil paratiyon (MP) ve dietil fosforamidat (DP) tanisi igin
kolloidal altin nanogubuk ve altin naogubuk yluzey kombine edilerek test edilmigtir.
Tam toksinler igin ylksek bir sinyal/gurulti oraninda ve tekrarlanabilirlikte ve genis bir
derisim araliginda (5 ppm—-10 ppb) Raman sinyalleri basariyla elde edilmistir. Bu
sonuglar karisik ve yogun sekilde paketlenmis ve kolloidal nanopartikiller ile
guclendirilmis anizotropik nanogubuk yuzeylerin herhangi bir numuneyi ¢ok az
miktarlarda bile taniyacak bir SERS platformu olabilecegi tezini desteklemektedir.
Ayrica altin nanogubuk yuzeyler boyali aptamer molekullerinin belilenmesi igin de
kullandik. Floresin izotiyosiyanat (FITC) molekulinin yogun floresans etkisinden
dolay! FITC-aptamer ile modifiye edilmis altin nanogubuk yilzey igin tanimlayici bir
Raman sinyali gozlenmemistir. Fakat Dy800-aptamer Ornegi icin kesin bir Raman
sinyali alinmistir. Komplementer aptamerin Dy800-aptamer modifiye ylzeye
uygulanmasi molekulin orientasyon degisiminde bagli olarak kayda deger sinyal
artisina neden olmustur. Boyali aptamerlerin ylzeylere baglandigi floresans

mikroskopla gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ylzey Zengilestiimis Raman Spektroskopisi (SERS), altin
nanogubuk ylzey, gumus nanogubuk ylUzey, altin nanopartikil, gumus nanopartikdl,

boyali aptamer.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NANO-APPROACH BASED PLATFORMS
FOR SURFACE ENHANCED RAMAN SPECTROSCOPY (SERS) AND
THEIR USE FOR DETECTION

Mehmet YILMAZ
Doctor of Philosophy, Bioengineering Division
Supervisor: Prof. Dr. Erhan BiSKIiN
August 2014, 140 pages

Surface-Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) has attracted increasing interest as
a powerful analytical tool for the detection of chemical and biological molecules since
its discovery. In SERS studies, the enhancement of Raman signals fundamentally
stems from the electromagnetic field in close vicinity of nanostructures with plasmonic
features on a surface. In this context, various innovative methods have been
demonstrated recently either using colloidal nanoparticles or 2-D/3-D plasmonic
nanostructures. Although utilization of colloidal nanoparticles for SERS applications
seems to be a simple and inexpensive procedure, their uncontrolled aggregation leads
to a discrepancy in the resulting SERS signals. Despite the significant progress, SERS
systems are still facing challenges for practical applications related to their sensitivity,
reliability, and selectivity. To overcome these limitations, in this study, we have
proposed a simple yet facile concept by combining 3-D anisotropic gold or silver
nanorod arrays with colloidal gold or silver nanopatrticles having different shapes for
highly reliable, selective, and sensitive detection of some hazardous chemical and
biological warfare agents in trace amounts as well as dye-labeled aptamer molecules
through SERS. The gold or silver nanorod arrays were created on the BK7 glass
slides via the oblique angle deposition (OAD) technique without using any template
material or lithography technique and their surface densities were adjusted by



manipulating the vapor phase deposition angle (a). It is found that both gold and silver
nanorod arrays fabricated at a = 10° exhibited the highest SERS enhancement in the
absence of colloidal gold or silver nanoparticles. Synergetic enhancement was
obviously observed in SERS signals when combining gold or silver nanorod arrays
with colloidal gold or silver nanopatrticles having different shapes (i.e., spherical, rod,
triangular prism and cage). Due to their ability to produce localized surface plasmons
(LSPs) in transverse and longitudinal directions, utilization of colloidal nanorods as a
synergetic agent led to an increase in the enhancement factor by about tenfold
compared to plain gold or silver nanorod arrays. Moreover, we have tested our
approach to detect some chemical and biological toxins hamely dipicolinic acid (DIP),
methyl parathion (MP), and diethyl phosphoramidate (DP) for the case of colloidal gold
nanorods combined gold nanorod arrays. For all toxins, Raman spectra with high
signal-to-noise ratios and reproducibility were successfully obtained over a broad
concentration range (5 ppm-10 ppb). Our results suggest that the slightly tangled and
closely-packed anisotropic nanorod arrays reinforced by the colloidal nanoparticles
may serve as an ideal SERS substrate to detect any analyte in trace amounts.
Moreover, we tested gold nanorod arrays to determine SERS efficiency of dye labeled
aptamer molecules. Due to te huge fluorescence effect of fluorescein isothiocyanate
(FITC), no distinctive Raman signal was observed for FITC-aptamer modified gold
nanorod arrays. However, we could obtain certain Raman signal in the case of Dy800-
aptamer sample. The employment of complementary aptamer to Dy800-aptamer
modified surface resulted in remarkable signal enhancement due to change in
orientation of molecule. The binding of both dye-labeled aptamers to gold surface was

demonstrated via fluorescence microscopy.

Keywords: Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS), gold nanorod arrays,
silver nanorod arrays, gold nanoparticles, silver nanoparticles, dye-labeled aptamer.
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1. GIRIS
Nanoteknoloji 20. yuzyilin ikinci yarisindan itibaren temelleri atiimis ve bu baglamda
gOrece yeni bir galisma alani olmasina kargin gunimuzde insanoglunun mevcut birgok
sorun ve talebine cevap verebilecek yegane bir bilim dahdir. GUnimuzde saglik, eneriji,
guvenlik gibi bircok farkh konuda nanoteknolojik yenilikgi yaklagimlar énerilmekte ve

amaca uygun birgok urun gelistiriimektedir.

Cagimizda en guncel ve sicak nanoteknolojik ¢calisma alanlarindan birisi eser miktarda
analitin tanisini mumkun kilabilecek cihaz, yontem ve malzemelerin gelistiriimesidir. Bu
durum icme suyundaki agir metal miktarinin tayininden, hastaliklarin erken tanisina ya
da biyolojik ya da kimyasal silah ajanlarinin belirlenmesine kadar c¢ok farkh alanlari
kapsamaktadir. Bu hedef dogrultusunda yeryiziinde sayisiz ¢alisma grubu tarafindan
cok degerli galismalara imza atilmakta ve kisa sure igerisinde onemli ilerlemeler
saglanmaktadir. Bu amagla olusturulan sistemlerin eser miktarda taniya olanak
vermesinin yaninda ucuz, uygulanmasi kolay, guvenilir, segici ve analite gbre spesifik
yanit vermesi istenir. Tum bu 06zellikler gézonune alindiginda uygulanabilecek tani
sistemlerinin sayisi sinirlanmakta ve Raman spektroskopisi sundugu tum artilanyla

diger sistemlerin 6niine gegcmektedir.

Klasik Raman spektroskopisi Dr. Raman tarafindan 1928 yilinda kesfedilmesine ragmen
bu konudaki calismalar 1970’li yillarin ortalarina kadar sinirli olmustur. Bu déneme
kadar karsilasilan temel zorluk Raman sagilmasinin dogasi ¢ok az olan inelastik foton
sacilmasi saptanmasinin zorlugu ve buna bagl olarak eser miktarda taniya olanak
saglanamamasidir. 1970’li yillarda tesadufen de olsa bu zorlugun nasil asilabileceginin
tespit edilmesi ve daha sonra bu konudaki mekanizmalarin aydinlatiimasi hizli
gelismelerin yagsanmasini saglamistir ve bu yeni kavram Yuzey Zenginlestiriimis Raman
Spektroskopisi (Surface Enhanced Raman Spectroscopy, SERS) olarak adlandiriimigtir.
Ayrica gelisen nanoteknolojik yaklasimlar ve nanomalzeme uretim yontemleri Raman
spektroskopisinin gelisimini d6nemli dlgude arttirmistir. SERS g¢alismalarindaki bir diger
carpici ilerleme tek molekul tanisinin parmak izi segiciliinde gergeklestirimesidir. Bu
ilerlemeden sonra bu konudaki c¢alismalarda adeta bir patlama yasanmigtir.

GunUimuzde birgok farkli nanoteknolojik strateji kullanilarak SERS c¢alismalari ile agir
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metallerden proteinlere, bakterilerden toksinlere kadar ¢ok farkli molekil ya da yapinin

tanisi gergeklestirilebilmektedir.

Tdm bu ilerlemelere ragmen SERS ile temel zorluklar hala yasanmaktadir. Bu
kapsamda en guncel ve onemli ¢6zum bekleyen zorluk SERS igin zenginlestirmeyi
saglayacak ucuz, guvenilir, Uretimi kolay, segici ve hassas platformlarin gelistiriimesidir.
Mevcut durumda Ug farkli yaklasim bu amag igin uygulanmaktadir; kolloidal plazmonik
Ozellikte nanopatrtikllerin, bu nanopartikillerin ytizeye biriktiriimesi ya da metalik 2-D ya
da 3-D nanoyapili yuzeylerin olusturulmasi. SERS uygulamalarinda kolloidal
nanopartikillerin kullanimi basit ve ucuz bir yol olmasina kargin, bu nanopartikullerin
kontrolsliz agregesyonu SERS sinyallerinde tutarsizliklara ve tekrarlanabilir sonug
almakta birtakim sorunlara neden olmaktadir. 2-D ya da 3-D nanoyapili ylzeylerin
olusturulmasi igin ¢ok pahali, kullanimi zor ekipmanlar ile uzun sure gerektiren islemler
gerektirmektedir. Bu sekilde elde edilen yilzeylerle yuksek kontrolli nanoyapilar
olusturulmakla beraber buylk alanlarda platformlar dretilememektedir. Bu durum

Onerilen platformlarin yaygin kullanima ge¢gmesini 6nemli élgtide engellemektedir.

iste bu sorunlari gidermek amaciyla bu tez kapsaminda yenilikci yaklagimlar
gelistirilmigtir. Bu baglamda ilk olarak 3-D anizotropik altin ya da gumus nanogubuk
yuzeyler herhangi bir kalip malzemesi ya da litografik teknik kullanmadan egik aci
biriktirme (oblique angle deposition, OAD) yontemi ile olusturulmustur. Bu yuzeylerin
yogunluklari ve sekilleri buhar fazi birikim acisinin (a) degdisimiyle kolaylikla
ayarlanmistir. Bu ylzeyler daha sonra farkli sekillerdeki (klre, gubuk, G¢ggen prizma ve
kafes (kip)) kolloidal altin ya da gumus nanopartikullerle biraraya getirilerek SERS
sinyalinde sinerjitik etki incelenmigtir. Bu yaklagsimin gercek drneklerdeki uygulamasini
test etmek amaciyla kimyasal ve biyolojik toksinlerden olan dipikolinik asit (DIP), metil
paratiyon (MP) ve dietil fosforamidat (DP) tanisi ele alinmis ve bu kapsamda kolloidal
altin nanogubuk ve altin nanogubuk ylizey kombine edilerek SERS go6zlemleri
yapiimistir. Ayrica 6nerilen yaklasimin sensor uygulamasi olarak incelemek amaciyla
farkli boya iceren aptamerlerle ylzey modifiye edilerek SERS karakteristikleri
belirlenmistir. Tum bu calismalardan elde edilen veriler degerlendirildiginde sunulan

yaklasim kapsaminda karisik ve yogun sekilde paketlenmis ve kolloidal nanopartikuller



ile guclendirilmis anizotropik nanogubuk yuUzeylerin herhangi bir numuneyi ¢ok az
miktarlarda bile taniyacak, hassas, guvenilir, ucuz ve secici bir SERS platformu olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Temel Kavramlar: Nanoteknoknoloji, Nanomalzemeler ve Nanopartikiller

Nanoteknoloji kelimesinin ilk kismini olusturan ‘nano’ boyut olarak metrenin milyarda
birine karsilik gelmektedir. Yunanca’da ise bu kelime clce anlaminda kullaniimaktadir.
Karbon-karbon bag uzunlugunun 0.154 nm, bir bakterinin buyukligunun yaklagik olarak
1000 nm ve ortalama bir vicut hucresinin ise vyaklagik 20000 nm oldugu
disundlduginde nano-Olcekte calismalarin hangi seviyelerde gerceklestigi daha iyi
anlasilir. Genel kabul goéren tanimiyla nanoteknoloji, herhangi bir boyutu 1-100
nanometre arasinda olan nanoyapilarin gelistirildigi, bunlara yonelik teknolojilerin ve
uygulama alanlarinin arastinldigi bir bilim dalhdir. Bu alanin temeli, nanometre
boyutunda nanoyapilarin olugsturulmasi ve boyuta bagh olarak bu nanoyapilarin
gosterdikleri essiz fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin kullaniimasina dayanmaktadir.
Nanoyapilar hayatimizin her alaninda olmasina ragmen nanoteknoloji kavraminin
ortaya atiimasi 20. ylzyill ortalarinda olmustur. Nobel fizik 6duli sahibi Richard
Feynman 1959 yilinda yaptigi meshur konusmasinda ilk kez nanoteknoloji kavramini
ortaya atmis ve zamanla bu alan birgok farkli alandan bilim insaninin ilgisini gekmigtir.
Gunumuzde ise bir fenomen haline gelmis ve belki de en yogun calisilan bilim dali

olarak gorulmektedir [1].

Bu asamada nanomalzemenin tanimini yapmakta fayda vardir. Nanomalzeme kavrami,
nanoteknolojinin tanimina benzer olarak en az bir boyutu 100 nm’den daha kicuk bir
boyutta olan malzemeler icin kullaniimaktadir. Nanomalzemeler, boyutlarina bagh
olarak siradisi optik, elektronik ve manyetik 6zellikler gostermekte ve bu Ozelliklerinden
dolay! yogun ilgi gormektedirler. Genel anlamda nanomalzemeler yukaridan-asagiya
(top-down) ve asagidan-yukariya (bottom-up) olmak Uzere iki farkli yaklasimla
uUretilebilirler. Yukaridan-asagiya Uretim en basit sekliyle bir heykel trasin tasin
uzerindeki fazlaliklari yontmasina benzetilebilir. Bu yaklagimla yaklasik 50 yildir mikro
ve nano Olgekte elektronik yapilar olusturulmaktadir. Bu sayede gunimizde 65 nm
boyutunda transistorler ve 45 nm boyutunda cipler Uretilebilmektedir ve bu yaklasim
kapsaminda ele alinan fotolitografi ile bu yaklasim i¢in en ktguk sinir degerine ulasildigi

dusunulmektedir. Yukaridan-asagiya uretim yigin Uretim mekanizmalarinin tamana



kapsamaktadir. Asagidan-yukariya yaklagiminda ise malzemeler en kuguk yapi birimi
olan atom ya da molekullerden baslayarak kendiliginden kurulum mekanizmasiyla
istenilen yapi ve sekilde rahatlikla Uretilebilmektedir. Bu yaklagsimin temel zorlugu her
malzeme turl icin uygulanamamasidir [2]. Sekil 2.1°de her iki yaklagim icin temel

mantigi gosteren ¢izim verilmigtir.

Yigin Malzeme

Yukaridan-Asagiya Uretim

Asagidan-Yukariya Uretim

Sekil 2.1. Yukaridan-asagiya (top-down) ve asagidan-yukariya (bottom-up)
yaklagimlarla nanomalzeme Uretimi

En c¢ok dUretilen ve en fazla kullanim alanina sahip nanomalzeme tiri olan
nanopartikuller yine nanomalzemeler kisminda belirtildigi gibi yukaridan-asagiya ya da
asagidan-yukariya yaklasimlariyla kolaylikla uretilebilmektedir. Siradisi optik, elektronik,
manyetik ozelliklerinin yani sira yuksek yuzey alanina sahip olmalari hem yogun ilgi
gormelerine  hem de sayisiz uygulama alaninda kullanilmalarini  saglamistir.
Nanopartikullerin istenen sekil ve blytklikte sentezlenmesine yodnelik olarak basit ve
surekli protokollerin gelistiriimesi nanoteknolojinin temel ¢alisma konularindandir [3].
istenen buyuklik ve sekildeki nanopartikiiller ise sicaklik, pH, tepkime slresi ve tepkime
bilesenleri gibi parametreler optimize edilerek sentezlenmektedir [4-6]. GlUnUimuzde
geligtirilen bircok farkli protokolle nanokureler, nanogubuklar, nanoprizmalar ve

nanotabakalar basta olmak Uzere bircok farkli nanopartikil kontrolli olarak istenen
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ozellikte elde edilebilmektedir [7-9]. izleyen béliimlerde nanopartikiil sentez ydntemleri

uzerinde durulacaktir.

2.1.1. Nanopartikil Sentez Yontemleri

Gunumuzde cok cesitli malzemelerden c¢ok cesitli yontemlerle farkh sekil ve
buyuklUklerde nanopartikuller elde edilmektedir. TUm nanopartikuller ve bunlarin sentez
yontemleri hakkinda burada bilgi vermek mumkun dedgildir. Bundan dolay! burada tez
kapsaminda sentezi yapilan nanopartikiller hakkinda kisa bilgiler verilip, sentez
yontemlerinden tez kapsaminda kullanilanlar daha ayrintili sekilde degerlendirilecektir.
Tez kapsaminda slUperparamanyetik demir oksit nanopartikiller (Superparamagnetic
Iron Oxide Nanoparticles, SPIONs), altin nanopartikiller ve gumus nanopartikiller farkli
blyukluk ve sekillerde Uretilmistir. Simdi bu partikillerle ile ilgili degerlendirme kismina

gecelim.

Manyetit bir ferrimanyetik malzeme olup, kimyasal formili FeszO, seklindedir [10].
Manyetit nanopartikulleri yiksek manyetik momente sahip olmalari, toksik olmamalari
ve kolay sentezlenebilmeleri gibi avantajlari nedeniyle biyotip alaninda ¢ok kullanilan bir
malzeme haline gelmistir [11]. Son on sene icinde manyetik nanopartikillerin sentezi ve
farkll alanlarda kullanimina yonelik olarak yogun calismalar gerceklestiriimistir. Elde
edilen manyetik nanopartikillerin  kristal yapisi, partikil sentezinin kontrollG
gerceklestirimesine baghdir [12]. Manyetik nanopartikillerin en 6nemli avantajl
ortamdan manyetik alan kullanilarak kolaylikla ayrilabilmeleridir [13]. Bu 6zelliklerinden
dolay1 bircok biyomedikal uygulamalarda kullanimi artmaktadir [14]. Manyetit
nanopartikillerin manyetik depolama [15], biyosensoér uygulamalarinda [16], hedefli ilac
salimi [17-19], gen salami [20] , biyoayirma [21], immunoserolojik yontem [22] ve
manyetik rezonans goéruntileme (MRI) [23-25] gibi tibbi uygulama alanlarinda kullanimi

yogun olarak arastiriimaktadir.

Manyetit nanopartikillerin sentezi igcin ¢ok sayida kimyasal yontem kullaniimaktadir.
Sureli yayinlarda simdiye kadar hidrotermal [26], termal bozunma [27, 28],
mikroemulsiyon [29], sol-jel sentezi [30], sonokimyasal reaksiyon [31] , akis injeksiyon
sentezi [32] ve elektrospray sentezi [33] olmak Uzere birgok yontem uygulanmaktadir.

ikili coktiirme teknigi manyetik nanopartikiil tretiminde kullanilan en basit ve en etkin
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kimyasal yoldur. Demir oksitler (FesO4 ya da Fe,O3) sulu ortamda ferrous ve ferrik
tuzlarinin stokiyometrik karigimlarinin olusumu ile hazirlanmaktadir. Fe3O4 olusumunun

kimyasal tepkimesi soyle yazilabilir:
Fe2 + Fe3*+ + 8OH™— Fe30,4 + 4H,0 1)

ikili coktlirme iki asamada gerceklesir [34, 35]. ilk agsamada demir ¢dzeltilerinin derigimi
kritik asir doygunluga ulastiginda gekirdeklenme kisa bir zamanda meydana gelir. ikinci
asamada ise kristal ylzeyine ¢6zlnenin difizyonu ile ¢ekirdegin yavas blyimesi yani
kristal gelisimi meydana gelir. Demir oksit nanoparcaciklarin boyut, manyetik ya da
ylzey Ozellikleri sentez suresince pH, iyonik gug, sicaklik, dogal tuzlar (perkloratlar,
klor, siilfat, nitratlar) ya da Fe?Fe® orani gibi parametreler degistirilerek kontrol edilir
[35].

Solvotermal yontemiyle manyetit Uretiminde ise yuksek kaynama noktasina sahip
¢6zlcu ayni zamanda indirgeyici olarak da kullaniimaktadir [36, 37]. C6zicu olarak
etilen glikol, propilen glikol gibi poliol malzemelere yer verilmektedir. Ayrica bu
yontemde sukkinik asit gibi bir katalizor varliginda manyetit nanopartikuller diger
yontemlere kiyasla ¢ok daha kontrolli birgekilde sentezlenmektedir. Hidroksil iyonlari
amonyakin yuksek sicaklikta bozunmasiyla olusmakta ve yukarida verilen deklem (1)e
benzer sekilde manyetit sentezi yapilmaktadir. Tepkimenin ikili ¢oktirme ybdntemine
goOre gorece daha yavas olmasi nanopartikul boyutunun tekrarlanabilir sekilde homojen

dagilim gostermesini saglamaktadir.

Altin nanopartikiller sahip olduklari siradigi 6zellikleri sayesinde yogun olarak ¢aligilan
malzemelerdir. Altin nanopartikiller kendilerine 6zgu optik ve katalitik 6zelliklere sahip
olup, toksik olmayan, biyouyumlu yapilariyla fotonik, tani ve tedavi gibi birgcok alanda
kullaniimaktadir [3, 38-42]. Ozellikle gesitli bilesenlerle fonksiyonellestirilmis altin
nonapartikillerin ultra-hassas tani ve goruntileme yontemleri ile biyoloji ve farmakoloji
alaninda kullanimi, bu malzemeleri biyotanima alaninda arastirmacilar igin ilgi ¢ekici
hale getirmektedir. CUnkl altin nanopartikuller benzersiz optik 6zelliklere (6rnegin ylzey
plazmon rezonans absorpsiyonu ve rezonans 1sik sagilmasi gibi), yuzey kaplama

cesitliligine ve yuksek biyouyumluluga sahiptir [39, 42, 43].



Genellikle bayuklikleri 1s1gin dalga boyundan daha duslk olan metalik nanopartikuller,
elektromanyetik radyasyon ile etkileserek rezonans olustururlar ve boylelikle yuzey
elektronlarinin toplu saliniminda “Yluzey Plazmon Rezonans (surface plasmon
resonance, SPR)” veya “Lokalize Yluzey Plazmon Rezonans (localized surface
plasmon resonance, LSPR)” olarak da bilinen durumlar meydana gelir [44]. Altin igin,
bu salinim rezonans frekansi yigin yapinin dielektrik sabiti tarafindan kontrol edilmekte
ve elektromanyetik spektrumun gorunir bolgesinde yer almaktadir. Plazmon frekansinin
lokal ¢evre ile kendi arayuzunun dielektirik (refraktif indeksine) sabitine karsi duyarliligi
vardir. Bu partikillerin ¢evresindeki herhangi bir degisim (ylzey modifikasyonu,
kimelenme, ortam refraktif indeksi vb) dispersiyonlarin kolorimetrik degisimine yol
acmaktadir. Altin nanopartikullerin baglanmasi (ya da kimelenmesi), plazmonlarin
birlesmesi belirgin renk degisikliklerine neden olmaktadir. Bu degisimler genellikle
kolorimetrik sensor olarak adlandirilan calismalar kapsaminda 6nemli uygulamalara

sahiptir ve yaygin olarak incelenmektedir [7, 42].

Altin  nanopartikuller sadece is1gin absorpsiyonu mekanizmasina gore degil ayni
zamanda 1s1gin Rayleigh sagilmasina goére gerceklestirdigi elastik saciimalarda da
olusturur [45]. Altin nanopartikillerinden sagilan 1s13in plazmon bandlari
elektromanyetik spekturumun goérinir bdlgesi ile uyum icindedir. Herbir nanopartiktlin
pozisyonu optik yolla goéruntuleme uygulamalari igin hazirlanabilmektedir. Altin
nanopartikillerin ayarlanabilen fiziksel 6zellikleri elektronlarin ayarlanabilir optik
Ozellikler sunan Kkollektif salinimlarini etkilemektedir. Bu durum birgok biyotani
uygulamasi igin uygulama kolayhgi saglamaktadir. Ayrica altin nanopartiktllere ¢ok
cesitli  biyofonksiyonel gruplarla modifiye  edilerek cok yonlu oOzellikler
kazandirilmaktadir [42]. Amfilik polimerler, silanoller, sekerler, nukleik asitler ve
proteinler drnek gosterilmektedir. Ayrica tiyol gruplarina altin yizeyinin guclu bir afinitesi
vardir. Yukarida 6zellikleri kisaca 6zetlenen altin nanopartikiller kullanilarak analitik ve
biyolojik bilimlerde kimyasal sensor ve goruntileme ¢alismalari surdurialmektedir [46].
Simdi yukarida genel hatlariyla verilen altin naopartikillerin uygulama alanlariyla ilgili

bazi ornekler verelim.



Son yillarda altin nanopartikiller ile agir metal katyonlarinin belirlenmesine yodnelik
calismalar yapilmistir. Liu ve Lu, altin nanopartikilleri DNAz enzimi ile modifiye ederek
agir metal katyonlarini yerinde, es zamanl ve herhangi bir etiket gerektirmeyen bir
yaklagimla hizli ve basit bir sekilde belirleyecek kolorimetrik sensor gelistirmiglerdir [47].
Ayrica altin nanopartiklller kullanilarak DNA (deoksiriboz nikleik asit) gibi biyolojik
molekullerin belirlenmesine yonelik yogun ¢alismalar yapilmaktadir. DNA tayini igin altin
nanopartikil esasli kolorimetrik yontemler genis ¢apli kullaniimis ve literaturde ¢ok fazla
yer almaktadir [48]. Hedef molekill ylksek hassasiyet ve secicilikte tayin etmek igin
aptamer konjuge edilmig altin nanopartikul esasli sensorler de gelistirilmigtir. Liu ve ark.,
adenosine yuksek affinite gosteren aptameri kullanarak iki tip DNA ile
fonksiyonlandiriimig altin nanopartikilleri ile etkilestiriimigtir. Aptamer ve altin
nanopartikil ytzeyindeki DNA dizilimi hibridize olup, daha sonra adenosin molekult
ilave edilerek ve aptamerin adenosine olan yuksek affinitesiyle yapi degistirerek altin
nanopartikil yapisi ortamdan ayrilarak renk mordan kirmiziya gecmistir [47]. Bu renk
degdisimi tani icin higbir cihaza ihtiya¢c duyulmadan ciplak gozle bile taniya olanak

saglamistir.

Biyolojik orneklerdeki proteinlerin goruntilenmesi igin antibadi konjuge edilmis altin
nanopartikilleri 1sik ve elektron mikroskobunda c¢ok kullaniimaktadir. Altin-protein
yapilari biyoanalitik tani ve teshis, immunohistokimyasal uygulamalarda prob olarak
kullaniimaktadir. Maier ve ark., optik rezonans arttirmali absorpsiyon esasli alerji yapan
maddeleri tayin etmek igcin immunogip biyosensorleri gelistirmiglerdir. Bu yontemle
sandvig¢ yapi olusturarak ve herhangi bir okuma cihazi gerektirmeden, hizli ve basit bir
sekilde ¢iplak gdzle immunokimyasal baglanma gézlemlenmistir [49]. Ambrosi ve ark.,
altin nanopartikullerin optik ve elektrokimyasal ozelliklerini birlikte kullanarak protein
tayini gergeklestirmiglerdir. Antijen-antibadi baglanmasi sonucu manyetik altin
nanopartikilleri sandvi¢ yapi olusturarak, altin nanopartikilin hem optik hem de
elektrokimyasal 6zelliginden faydalanarak, karakterizasyon yapilarak protein tayini
gerceklestirilmistir [50].

Karbonhidrat-protein etkilesimi canli organizmalardaki biyolojik prosesler hakkinda

onemli bilgilerin yani sira biyomedikal dnemli ajanlarin geligtiriimesini saglamaktadir.



Russell ve ark., tiyol modifiye edilmis basit sekerleri altin nanopartikil yizeyine takarak
bu sekildeki glikonanopartikulleri lektin ve konkavalin A gibi proteinlere baglanan

karbonhidratlari belirlemek igin kolorimetrik problar olarak kullanmigtirlar [51].

Dong ve ark., trombine yuksek affinite gosteren aptamer altin nanopartikillere konjuge
edilerek, kolorimetrik sensdr gelistirmiglerdir. insan plazmasi gibi kompleks biyolojik
orneklerdeki hedef molekil yuksek secicilik ve hassasiyetle bu teknikle tayin

edilebilecegi bildirilmistir [52].

Bir diger calisma alani ise altin nanopartikiller kullanilarak enzim aktivitesinin
belirlenmesidir. Enzimatik aktivitenin ve kinetik parametrelerin yiksek hassasiyette
belirlenmesi yeni farmasoétik ve medikal teshis ve tani cihazlarinin geligtirimesinde
onemli bir parametredir. Enzime bagli immunolojik tani sistemi olan ELISA yénteminde
iyi kalitede antibadi dretiimesi gerekmekte ve uzun zaman kaybedilmektedir.
Arastirmacilar bu dezavantajlari ortadan kaldirmak igin altin nanopartikullerin optik ve
elektronik Ozelliklerini igceren yeni yontemler gelistirimesine yonelmiglerdir. Genellikle
enzim aktivitesini tayin etmek icin radyoaktif ya da floresan etiketler kullaniimaktadir.
Yan ve ark., altin elektrot ylizeyine glikoz molekdlt, glikoz molekiline de altin ¢cekirdek
partiktl takmiglardir [53]. Glikoz molekulinin okside olmasi sonucu glukonik asit ve
H,O, molekiilii olusmaktadir. H,O, molekiili de AuCI* molekili icin indirgeyici bir
ajandir. Elektrot ylzeyindeki glikozun oksidasyonu sonucu olusan H,O, altin ¢ekirdek
molekdllerini indirgeyerek altin ylzeyine daha fazla altin metalinin ¢okmesini
saglamakata ve boylelikle altin ¢ekirdek yapi buyumektedir. H,O, miktari glikoz derigimi
ile kontrol edilmektedir. H,O, miktari da altin nanopartikilin buylimesini kontrol

etmektedir.

Altin nanopartikullerin essiz optik 6zellikleri, kolay sentezlenip fonksiyonlandirilabilmesi
ve biyouyumlu olmasi gibi avantajlari nedeniyle hicre i¢i tani uygulamalarinda ¢ok
kullaniimaktadir [42]. Medley ve ark., kanser hucreleri direkt olarak kolorimetrik
yontemle belirlemigtir. Kanser hicrelerine yluksek affinite gosteren aptamerler ile altin
nanopartikulleri fonksiyonlandirilip, hedef hucre ile érnek etkilesimi sonucu ¢ok farkli bir

renk degisimi olurken, diger hucreler de herhangi bir renk degisimi gozlemlenmemistir.
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Bu yontemle herhangi bir cihaza gerek kalmadan yalnizca absorbans 6lcimu ve ¢iplak

gOzle yuksek hassasiyette teshis yapiimistir [54].

Son zamanlarda hicresel analiz igin altin yapilar iceren SERS optik sensorleri
geligtiriimigtir. Hucresel SERS sinyalleri hicresel yapinin molekuler bilesimi ve lokal pH
gibi diger kimyasal Ozellikleri hakkinda bilgi vermektedir. Kneipp ve ark., canli epitelyum
ve makrofaj hlcrelerdeki endozomdan SERS spektrumlarini élgmus ve huicrelerdeki
altin  nanopartikullerin ~ ozelliklerini  incelemiglerdir.  Farkh  hucre hatlarindaki
nanoyapilardan farkli SERS spektrumlari elde edilerek o hiicre icindeki ilgili molekilin

fiziksel 6zelligi tanimlanmistir [55, 56].

Son yillarda bu calismalarin bazilari kendi iginde malzemelerin veya alt sinif
nanomalzelemelerin biyolojik uygulamalarina odaklanarak genel bir bakisla tekrar
gbzden gecirilmistir. Burada iyonlar, kiigik molekuller, DNA ve protein dedeksiyonu ve
hucresel analizler, bazi teknik sorunlarin vurgulanmasi ve segilen bir dizi yeni
uygulamalar igin kdresel altin nanopartikil problarin ve altin nanopartikul testlerin
hazirlanmasina odaklaniimigtir [42]. Ayrica gorundr bolgede ayarlanabilir absorbsiyon
ve vyakin infrared (near infrared, NIR) (700-1300nm)a sahip kiresel olmayan
nanopartikuller, altin ¢ubuklar ve altin nanokabuklar , nano olgekte Uzeri altin kapl

silika ve manyetik nanokureler galigiimigtir [57].

Yukarida bazi temel uygulamalari verilen altin nanopartikillerin eldesinde en 6nemli
nokta dusuk bir partikil boyut dagilimi ve istenen sekil ve buylklikte sentezin
yapiimasidir. Bu 6zellik birgok uygulamada aranilan bir zorunluluktur. Bu baglamda
altin nanopartikllerin ¢ok farkl boyut ve sekillerde Uretimi icin farkli mekanizmalar
onerilmistir.  Altin nanopartikilller elde etmek igcin kullanilan en yaygin yontem altin
tuzlarinin sitratla indirgenmesini temel alan klasik Turkevich-Frens yontemidir [58, 59].
Bu yontemle altin nanopartikilin boyutu indirgeyici/stabilizér ajan (trisodyum sitrat) ve

altin tuz turevleri arasindaki oran degigtirilerek rahatlikla kontrol edilebilmektedir.

Bir baska sik kullanilan yontem olan Brust-Schiffrin sentezinde ise altin nanopartikuller,
altin tuz tdrevlerinin sodyum borhidrat (NaBH,) ile organik bir ¢ézlcu iginde ya iki fazli

sivi/sivi sistemleri ya da uygun tek fazli ¢ézlicu kullanarak tiyol ligantlarin varliginda
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indirgenerek hazirlanmaktadir [60]. Bu yontemde altin tuzu, tetraoktilamonyum bromdr
(TOAB) faz transfer ajani kullanilarak toluene transfer edilir ve dodekanetiyol (DDT)
varliginda NaBH, tarafindan indirgenir. Daha buyuk tiyol/altin mol oranlari, daha kiguk
ortalama cekirdek buyuklugunde altin naopartikullere neden olmaktadir. Hizl bir sekilde
indirgeyici ajan eklenmesi ve ¢dzeltinin sogutulmasi daha kuglk ve tek boyutlu dagiimis

partiktllerin Gretimini saglamaktadir.

Yukarida verilen ydontemlere alternatif olarak mikroemulsiyon [61], kopolimer misel [6,
62], ters misel [63], ve surfektant gibi amfifilik bilesenler kullanilarak altin nanopartikuller
sentezlenmektedir. Sentez sirasinda surfektant ile mikroemulsiyon ya da misel yapisi
olusmakta ve bu yapi! sulu ortamdaki metal iyonlarini organik faza tasimaktadir. Bu
Ozellik iki fazli sistemlere gore Ustlnlik gostermektedir. Bu teknikle surfektant optimize
edilerek, altin nanopartikullerin buyume ve stabilizasyonu saglanmaktadir [39]. Kimyasal
yontemlere alternatif olarak altin kontrolli nanopartiktl sentezine yardimci olmasi igin
fotokimya (ultraviyole (UV), NIR) [64, 65], sonokimya [66], radyolisis [67] ve termolisis

[68] gibi fiziksel yontemler kullaniimaktadir.

Bir diger plazmonik ozellige sahip ve bundan dolayl yukarida altin i¢in verilen ¢ogu
uygulamada kullanilabilecek metallerden birisi de gumdustir. Altin sentezi icin yukarida
verilen yontemlerin cogu gumus i¢in de uygulanabilmektedir. En ¢ok kullanilan yaklasim
Turkevich-Frens yonteminin benzeri olan Lee-Meisel yontemidir [69]. Uygulamada tek
farkhihk altin tuzu yerine gumus tuzunun kullaniimasidir. Bu yontemdeki temel sorun
partikil boyut dagihiminin c¢ok iyi kontrol edilememesidir [70]. Ayrica buna alternatif
olarak Creighton yontemi ile NaBH, indirgeyici ajan varliginda gumus iyonlar
indirgenerek yaklasik 10 nm c¢apinda gumus nanopartikuller elde edilmektedir [71].
Burada verilen klasik i1slak kimya ydntemlerine alternatif olarak ayrica gézenekli kati
icerisinde yuksek sicaklikla indirgeme [72], metalin buhar fazda kati ylzeyde
biriktirilmesi [73], sivi igerisindeki metal hedefin lazerle asindiriimasi [74], gumus
iyonlarinin foto-indirgenmesi [75] ve gumus tuz c¢Ozeltisinin elektrolizi [76] gibi
gelenekesel olmayan yollarla da gumus nanopartikill sentezi yapiimaktadir. Kuresel

gumus nanopartikullerin yani sira kup [77], cubuk [78, 79] ve prizma [80] gibi sekillerde
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sentezlenebilmektedir. Uygulama alanlar altin ile ¢ok benzer olduklarindan bu kisimda

daha ayrintili bilgi verilmeyecektir.

2.1.2. Nanoyapilandiriimis Yiizeyler ve Uretim Teknikleri

Gunumuzde nanoyapilandirilimis ylzeylerin sahip olduklari siradigi kimyasal ve fiziksel
Ozelliklerinden dolayr bu konuda yogun calismalar gerceklestiriimektedir [81]. Tez
kapsaminda anizotropik altin ve gUimuis nanoyapilarin SERS performansiari
inceleceginden bu kisimda anizotropik yuzeylerin Uretimi Uzerinde durulacaktir. Burada
bahsi gecen yontemler temel olarak diger birgok farkl tur ve Ozellikte ylzeyin

gelistiriimesinde de kullaniimaktadir.

Genel olarak anizotropik ytzey gelistirimesinde temel amag dogal sistemlerde bulunan
bulunan yapilari taklit etmek ve bdylelikle bu yuzeylerin 6zelliklerini farkli uygulama
alanlarina tagimaktir [82, 83]. Ornegin kelebek kanadinin anizotropik yapisi su
damlasinin belli bir yonde hareketini saglamakta ve kelebegin kanadini kuru
tutmaktadir. Ya da benzer yapilar gecko kertenkelesinin dik ylzeylere tirmanmasini
saglamaktadir. Gunumuizde bu sistemler taklit edilerek 2-D ve 3-D anizotropik yapilar
olusturulmakta ve bunlarin sasitici 6zellikleri 1slanma, elektrik ve isi transferi, hiicre ve
doku buyumesi gibi birgok farkli alanda kullaniimaktadir [81]. Genel olarak anizotropik
yuzeyler Sekil 2.2 ve Sekil 2.3’teki gibi yontemlerle Uretilip elde edilen yapilarin genel
ozellikleri burada 6zetlenmistir. Bu tez kapsaminda bu yontemlerin hepsi hakkinda bilgi
vermek ve ayrintili agiklamalarda bulunmak mumkuan degildir. Burada sadece en ¢ok on
plana c¢ikan yontemler Uzerine kisa bir 6zet verilecektir. Simdi bu yontemleri genel

hatlariyla ele alalim.

Geometri Yapi Dizili Paketlenme Cozunurluk

Proses (Ustten gorintm) Yapt bityukligu [m] diizeni izilim Yogunlugu sinirlandincist
Interferans ) C)f
i i 7 f f { 0.2-0.7 Dalgaboyu,
Litografi Tobests 001 01 1 10 88 = Kinima indisi
three-beam
Nanoimprint Kalip dayanimi,
litografi Q I t t { 88 E 03-0.7 resistin molekiil
same as master 001 01 1 10 agirhg
Blok kopolimer I:]' O =27 = .
kendiliginden =t o) 03-07 |  Blokun moleki
kurulum “Templated 001 01 1 10 “tomplated agirhg
mn @ =7 =
nstma | i | @ |EBEE| sos | e
(Wrinkling) uni-directional 001 01 1 10 . Kombinasyonlari

'bi-directional *templated

Sekil 2.2. 2-D anizotropik yuzey uretim yontemleri [81]
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Geometri Yap biiyiikliigii Yapi Paketienme = Boy/ Cozunurluk
Proses (yan goriinis) s _““m e diizeni Diziim Yogunlugu I sinirlandiricisi
w | ) e @ ot | 5 | e
Litografi 00t 01 1 10| OO indisi
Multi-foton s ¢ | = | oo :
Litografi klhl,l 001 01 1 10|99 @ e " AR S
Kopya _ ““ “ ——— | 00 @ 0-1 20 Kalibin mekanik
Kaliplama | 001 o1 1 10| @ fleyenim!
Metal destekli e — . LLf s s s
. 00 * 0O “ Katalizor bityuklugu
T ek [ ERO [ e
S g "template
Egik agl ¢ _ | | | 'e ) Arayiizenerjisi
Birikti $ =(). 1
e erpll oot 01 1 | @9 0 ¢
.m@_x. acl ——+— ‘e [ il i Arayiizenerjisi :
Polimerizasyon “N 001 04 1 10 90 { !
Nanoyapi ““ M | = ) Wy . Katalizorbiykligi
biyiitme w001 01 1 10 L 0 1x Ve geometrii
Elastokapier | p ¢ | = | g0 Wy AYA Katalizor bilyiikliigi
Kurulum Ll le 001 01 1 10| 00 P9 @ AVAY | O1-1 10 ve geometrisi
*capilary forming
Mekanik V ——+— | 00 A Mekanik
deformasyon % 001 014 1 10| 90 § 0.1-0.5 10 dayanim

Sekil 2.3. 3-D anizotropik yiizey tretim yontemleri [81]
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Fotolitografi mikroelektroniklerin, mikroelektro mekanik sistemlerin (MEMS) ve
nanoelektro mekanik sistemlerin (NEMS) uretiminde kullanilan standart ydntemdir.
Fotolitografi temel olarak ultraviyole ya da X-igini kullanarak bir maske araciligiyla
desenlenmis geometrinin 1g1da duyarl bir resist Uzerine aktarilmasi temeline dayanir
[84]. Fotolitografide ¢dzunurlik 1s1gin dalgaboyu ile kisitlanmistir. Fotolitografide 1s1§in
dalgaboyuna bagh olan bu kisittamayi ortadan kaldirmak amaciyla farkl litografik
yontemler geligtirilmistir. Is1g1 odaklamak icin buyltme objektiflerinin kullaniimasi [85]
kirma indisi yuksek bir sivinin kullanildigi immersiyon litografi [86] faz kayma
maskelerinin kullanilarak UV 1s1gin ¢oéztnarlidinin arttirlmasi [87] interferans litografi
[88] ve kisa dalga boylu isigin kullanildigi derin-UV litografi [89] Onerilen yontemler

arasindadir.

interferans litografide iki ya da daha fazla optik i1sin periyodik nanoyapilari olusturmak
icin kullanilir. Bu yontemle ¢ok siklikla fotonik kristal yapilarda [88], alan emisyon diz
panellerde [90] ve nanoyap! olusumunda taslak [91] olarak kullaniimaktadir. interferans
uzayda birkac elektromanyetik dalganin ortusmesi sonucu olugur ve olugan dalganin
genligi st Uste binen dalgalarin genliginin toplamina esittir. interferans litografi ile yapi
olusturmak igin tek isin iki ya da daha fazla isina ayrilir ve daha sonra interferans yapi
olusturulurken tekrar biraraya getirilir. Dlzgln bir yapi olusturmak igin isinlar uyumlu

calismali ve bunlarin faz farklari sabit olmalidir.

Nanoimprint litografi (NIL) ise bir kalip kullanilarak yumusak polimerik ylzeyde direkt
yap! olusturma yontemidir. Bu yontemde kati bir kalip yumusak polimerin igerisine
basing ile uygulanir [92]. NIL ile yaklasik olarak 10 nm yanal ¢ézunurlik ve birkac nm
derinlik ¢ozunarligu elde edilmistir [93]. Bu yontemle olusturulan polimer yluzey metal,
yari-iletken ve oksit ince filmlerin desenlenmesinde kalip olarak kullanilabilmektedir. NIL
yontemiyle organik elektronik [94], fotonik [95], biyosensdr [96] ve nanoakigkan [97]

islemleri igin yapilar Gretilmistir.

Kingtirma (wrinkling) yonteminde stres farklari ya da duz bir yuzeydeki malzemelerin
farkli Ozellik gostermeleri temel alinarak desenler olusturulur. Bu yapilar dogada
yapraklarda ve deri yapisinda bulunur. Milimetreden nanometre seviyesine kadar ¢ok

farkli 6lclide kirisik yapilar elde edilebilmektedir. Kirisik yapilar mikroakigkan elekler,
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kirnmim yariklari, hicre blyumesi igin kalip ve kolloidal kristal kurulumunda
kullaniimiglardir [98-100].

3-D anizotropik yapi olusturmak icin en ¢ok kullanilan yéntem egdik litografidir. Klasik
litografide duz yan duvarlar elde edilir ve dikey yondeki 6zellikleri kontrol etmek
mumkun degildir. Burada en c¢ok kullanilan SU8 gibi fotoresistler yiksek boy/cap
oraninda nanoyapilar olusturulabilmektedir. Fakat bunlar 6zel uygulamalar
gerektirmektedir [101]. Bu sorunlari gidermek amaciyla egik litografi gelistiriimistir. Bu
yontemde 3-D yapilar yuzey ve isik kaynagi belli bir egim acisiyla tutulmakta ve
tercihen ylizey ya da maske belli bir hizda dondurtulmektedir. Bu sekilde olusturulan

ylzeylerin yanal ve derinlik ¢coziunurltkleri 1-100 um seviyesindedir.

Kopya kaliplama yénteminde mikro ve nanoyapilar bir kalip ve transfer ortami olarak ise
bir polimer ile olusturulur. Bu ydntemde polidimetilsiloksan ya da politiretan gibi
yumusak bir polimer kati maskenin negatifi olarak Uretilir. Bdylelikle milimetereden
nanometre Olgcege kadar genis bir Olgcekte calisma imkani dogar. Bu teknik genel
anlamda bir yumusak litografi teknigidir ve bu konuda daha ayrintili bilgi icin ilgili
literature bakilabilir [102, 103].

Metal destekli kimyasal asindirma ydntemi ilk olarak yukaridan-asagiya uretim
yaklasimiyla silikon ylzey Uzerine silikon nanoteller olusumunda gdsterilmistir [104]. Bu
yontemde bir metal katalizor ve oksitleyici varliginda ve HF ortaminda silikon ylzey
asindirihir. Bu sekilde silikon ylzeyin kristal yapisina bagh olarak dik yonlenmis ya da

egik nanoteller olusturulur [105].

EgJik agi biriktirme yontemi bir fiziksel buhar birikim ydntemi olup, bu sekilde 3-D
anizotropik filmler olusturulmaktadir. Bu teknik ilk olarak MgF, heliks yapilarinin
yansiyan 1s1gin polarizasyon duzlemini g¢evirmesinin bulunmasiyla dikkat c¢ekmistir
[106]. Burada yuzey belli bir agiyla egildiginde kendiliginden goélgeleme sonucu gelen
buhar belli bir yonde yodnlenmis yapilar seklinde birikir [107]. Ayrica bu ydntem
kapsaminda ylzeyin belli bir hizda dénduriimesi heliks ve zigzag gibi ¢ok farkli yapida

film olugsumuna olanak saglamaktadir. Bu yontemde yanal boyutlar 10-1000 nm
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araligindadir ve yukseklik ise birka¢c nanometreden micron boyutlarina kadar

ayarlanabilmektedir.

EJik agi polimerizasyon ydontemi temel olarak egik acgi birikim yontemine benzemekle
beraber yuzeyde anizotropik yapilar monomerlerin polimerlesmesiyle olusturulur. Bu
sekilde heliks yapilar ilk kez 2005 yilinda elde edilmigtir [108]. Bu yontemde kimyasal
brikim yonteminden farkli olarak akis ylzeye belli bir agi (~10°) ile yapilir. Bu yontem
kullanilarak elde edilen anizotropik yuzeylerin islanma, adhezyon [109, 110] ve SERS

[111] 6zellikleri incelenmistir.

2.2. Klasik Raman Spektroskopisi (RS)

Raman sacilimasi 1928 yilinda Dr. Chandrasekhara Venkata Raman tarafindan
Hindistan’da kesfedilmistir [112]. izleyen vyillarda Dr. Raman isik sacilmasi ve kendi
adini tasiyan 1gik etkisinin kesfi Uzerine yaptigi ¢aligmalardan dolayr 1930 yili Nobel
fizik 6dulund almigtir. Dr.Raman bu c¢alismalarinda elde ettigi bulgu ve gozlemleri yeni
ikinci tlr bir radyasyon olarak nitelemis ve c¢iplak gozle birgok organik sivi ile yaptigi
deneylerde inelastik bir sagilmanin varligini kanitlamistir. Daha sonralari bu bulgular
Raman etkisi ya da Raman saciimasi olarak adlandiriimigtir. Raman etkisinden
kaynaklanan bu sinyallerin dlgilmesi ve analiz (fotonlar) edilmesiyle Raman

spektroskopisi ortaya ¢ikmistir.

Raman etkisinin anlasilabilmesi igin 1s1gin madde ile etkilesimini anlamak gerekir. Bu da
en iyi ve en kolay anlasilabilir sekilde kuantum mekanik etki kullanilarak aciklanabilir.
Molekile disuk enerjide 1sik verilirse molekukulin titresim (vibrational) hareketlerinde
degisim olur bu degisimler izlenerek ve analiz edilerek infra-red (IR) spektroskopi
geligtiriimigtir. Eger molekil kendisini uyarabilecek enerjiden daha fazla enerjiye sahip
bir 1sikla etkilesirse molekul temel halden (ground state) aldigi eneriji ile uyariimis hale
(virtual state) gecer. Elektron uyariimig halde ¢ok kararsiz oldugundan ¢ok kisa surede
(ps mertebesinde) tekrar kararli temel hale doner. Elektron ilk haline doéndugunde
sacllan 1s19in enerjisi gelen 1s1gin enerjisi ile ayni oluyorsa bu durum elastik sagiima
olarak kabul edilir ve Rayleigh saciimasi olarak adlandirilir. Fotonlarin ¢ok az bir kismi
ise uyarilmadan onceki enerji seviyelerinden farkli bir seviyeye dénerler. Bu durumda ilk

hale gore inelastik sacilmadan dolayi bir enerji farklihgi ortaya cikar. Eger yuksek bir
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enerji seviyesinde kalinirsa Stokes sacgiimasi, daha duslk bir seviyede kalinirsa anti-

Stokes sacilmasi goézlenir. Bu durum sematik olarak Sekil 2.4’te 6zetlenmistir.

A AT
vfrf Virtual State
4 """ AT T AT
E;_T grf ‘ hvy | hvethv,,
= hvy | hv, hvy | hvoe—
hv,,
7Y A 4 Eothv,,
H A 4 Y EO
IR Rayleigh Stokes Anti-Stokes
Absorpsiyon Saciimasi Sagiimasi Sagiimasi
(elastik) \ ~ E-hvm
Raman
(inelastik)

Sekil 2.4. Isik molekil etkilesiminde enerji degisimleri

Raman sac¢iimasinin agiklanmasi igin kullanilan bir bagka yontem ise klasik yaklagimdir.
Bu yaklasimda 1sik bir elektromanyetik (EM) dalga ve molekil ise birbirine bir yay ile
bagli kiguk kareler olarak kabul edilerek modellenir. Bu model Sekil 2.5’te gosterilmigtir.

Gelen 1sik elektromenyetik olarak sdyle formulize edilebilir;

E(x,t) = E, cos (wt — kx) (2)
Indtklenmis dipol (u) ise;

u=a-E (3)

Burada a ise polarizibilite tensérudir ve 1s1gin elektrik alani denkleminde yerine

yazilirsa;
U =a-E,*cos(w.t) (4)

olarak elde edilir. Polarizibilite tenséri molekilin konformasyonuna baglidir ve molekul

titrestikce degisir. Buna gore;

a=a(Q), (Q, titresim koordinat))  (5)
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olarak belirlenir. Buna gore a Taylor serisi ile geligtirilirse;
d
a=a,+ [%]Q+ (6)

elde edilir. Burada

Q = Qo * cos (wwt) (7)

olarak tanimlanmigtir. Simdi (5), (6) ve (7) nolu denklemler sirasiyla (4) nolu denklemde

yerine yazilirsa;

u= a.E,.cos(w,t) + [a_a

6Q] .Q, .E, .cos(wyt).cos(w,t) (8)

U= a.E,.cos(w,t) + [a_a

6Q] .Q, .E, {cos|w, — wp)t] + cos[w;, + wyl} (9)

olacak sekilde induklenmis dipol elde edilir.

(9) nolu denklemde g tane terim oldugu aciktir. Bu terimlerden herbiri emisyon 1s1gin
farkll bir frekansi icin indiklenmis dipol karsiigidir. ik terimde emisyon isiIgin
frekansinin gelen is1gin frekansiyla ayni oldugu goértlmektedir. Bundan dolayi bu elastik
sacllmaya karsilik gelmekte ve yukarida belirtildigi gibi Rayleigh sac¢iimasi olarak
adlandiriimaktadir. ikinci ve Uclincii terimlerde ise frekans degerlerinde bir kayma
oldugu aciktir. Bu iki terim sirasiyla Stokes ve anti-Stokes sacgiimasina karsilik
gelmektedir. Frekansta gorllen bu degisim yukarida kuantum mekanik etki ile
karsilagilan enerji degisimine karsilik gelmektedir. Buna gore son olarak Raman
saclimasinda Stokes ve anti-Stokes durumu igin Raman siddetleri su sekilde korele

edilebilir;

0

Istores ~ (w1, = 0)*. G - Io(@L) (10)
4 da 2 —hvM

Lanti-stokes ~ (wL - ww) (%) Ay (wL) € kT (11)
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calistik. Hem klasik ve hem kuantum mekanik bakis acisi kendi iclerinde birtakim
avantajlar bulundurmaktadir. Kuantum agiklamasi daha anlasilir ve uyarilma halini
anlamay! daha kolaylastirdidi halde hesaplama yapmaya olanak saglamamaktadir.
Klasik acgiklama ise daha diz ve sayisal iligkileri gdstermesi bakimindan daha
avantajlidir. Bundan dolayl bu konudaki c¢aligmalarda bu yaklasim daha on plana

cikariimaktadir.

Molekiiler titresimler

V maolecule ~
m,
_m*m;
m, —
m*m,

/ m- atomun Kiitlesi

k- kuvvet katsayisi
(kimyasal bag)

Sekil 2.5. Klasik agiklamada kullanilan yay modeli

Kuantum bakis acisina gore fotonun molekdllerle etkilesme olasiliina karsilik gelen
kesit bdlgesi (cross section) kavramini gelistirmemiz gerekir. Kesit bolgesi emisyonun
siddetini dogrudan degistiren bir parametredir. Burada karsilastirma yapmak amaciyla
farkli sacilmalar (Raman, floresans ve IR) icin kuantum agiklamalar Sekil 2.6’da
gOsterilmistir. Buna gore floresans titresimin yatismasini (relaxation) igerirken, Raman
ise farkh titresimsel modlara hassaslik gostermektedir. Bundan dolayi Raman
floresanstan daha hassastir ve Raman kullanilarak molekullerden parmak izi seklinde
farkli sinyaller almak mumkudndur. IR ise Ramani tamamlayan bir teknik olarak kabul
edilmektedir. Molekdl titrestikce IR hassashgi igin y degisimi gereklidir. Ramanda ise
a’da degisimin olmasi gerekir.

Bir bagka 6nemli nokta ise Ramandaki kesit bolge floresansa gore ¢ok ¢ok kuguktur.
Floresansta bu deger yaklasik olarak 10™® cm?molekiil iken Ramanda bu sadece 107" -

10%® cm?/molekdil araligindadir. Bu durum Raman ile ilgili galismalarda kargilagilan en
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biiyiik zorluktur. Ayrica bunun yaninda sacilan fotonlardan sadece 1/10”si gibi diisiik
bir orani Raman sagilmasini olugturmaktadir. Bundan dolayr Raman sagilmasi uzun bir
sure genig bir kullanim firsati bulamamistir. Bu durum 1974 vyilinda Yuzey
Zenginlestiriimis Raman Spektroskopisinin (Surface Enhanced Raman Spectroscopy,
SERS) ortaya konulmasina kadar devam etmistir. izleyen bélimlerde bu baslikla ilgili

daha ayrintil bilgler verilecektir.

i I

Ay

T T T
. &0 -
1600 1200 800 X " %[nm]

‘N

1000 2000 olem’)

Stokes Shift [em )

Sekil 2.6. Farkli sagiimalarin karsilastiriimasi

2.3. Yuzey Zenginlestiriimis Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced Raman
Spectroscopy, SERS)
Ylzey Zenginlestiriimis Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced Raman

Spectroscopy, SERS) kisaca molekll kaynakli Raman sinyal siddetinin arttirimasi
temeline dayanan bir tekniktir. SERS’te sinyal siddetinin artmasi i1sik ile metal
arasindaki elektromanyetik etkilesimler ve uyariimalar ile meydana gelen plazmon
rezonanslar sonucu ortaya ¢gikmaktadir. Bu durumdan yararlanilabilmesi igin molekuller
ya metal ylzeye adsorplanmig olmali ya da yluzeye ¢ok yakin olmalidir (10 nm<). SERS
kavraminin iyi anlasilabilmesi icin SERS’i olusturan temel bilesenleri anlamak gerekir.

Bu baglamda bu bilesenler ve SERS igin anlamlari sdyle 6zetlenebilir:
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e Ylzey (Surface, S): SERS vyuzey temelli bir spektroskopik yontemdir ve
molekullerin yizeyde ya da yuzeye ¢ok yakin biryerde olmasi gerekir. Bu, SERS
uygulamalarindaki temel unsurlardan biridir. Bundan dolayl analiz edilecek
numune metal yuzeye tutturulmal ya da uygun bir uzaklikta olacak sekilde
yuzeye yaklastirilmahdir. Molekullerin yuzeye uygun sekilde transferi pratik
SERS uygulamalarinda karsilasilan temel zorluklardandir.

e Zenginlestirme (Enhanced, E): Sinyal zenginlestirmesi metal ylzeyindeki
plazmon rezonanslar tarafindan gergeklestirilir. Plazmon rezonans terimi
elekromanyetik radyasyonun metal yuzey ile etkilesimi sonucu olugan bir dizi
etkiyi aciklamak icin kullanilir. Zenginlestirme ile ilgili daha ayrintili bilgilere
izleyen kisimlarda yer verilecektir.

e Raman (R): Bu teknik Raman sinyalinin 6lgilmesine dayanir. Bu kisimla ilgili
ayrintili bilgi daha onceki kisimlarda ayrintili olarak verilmisti.

e Sacgilma ya da Spektroskopi (Scattering/Spectroscopy, S): Burada SERS
kavrami igindeki ikinci S’nin kullanimi vurgulanmak istenen noktaya gore
degismektedir. Optik etki vurgulanmak istendiginde sacilma (scattering), teknigin
kendisi ya da uygulamasi vurgulanmak istendiginde ise spektroskopi

(spectroscopy) kavrami kullanilir.

SERS ile ilgili yapilan bu basit tanimlamalar i1siginda bu teknigin kendiliginden ¢ok
disiplinli bir dogasinin oldugunu rahatlkla soyleyebiliriz. Genel olarak fiziksel kimya
alaninin bir basligi olarak sayllmakla beraber, plazmon rezonanslarin elektromanyetik
teorisi ile fiziksel, molekdllerin ylizeyde adsorpsiyonu ile kimyasal olaylarla ilgili alanlari
ilgilendirmektedir. Ayrica SERS igin yuzeylerin olusturulmasi ve birtakim biyolojik
sistemlerin kullaniimasindan dolayr basta muhendislik olmak Uzere bir¢cok farkli

bilimdalinin SERS ile ilgili caligmalara yénlendirmistir.

Klasik Raman spektroskopisinden SERS’e gecis uzun bir suregte olmustur. Dr. Raman
1928 yilinda Raman sagilmasini kesfetmesine ragmen, SERS ile ilgili temel bulgulara
gunumuzden yaklasik 40 sene once varilmistir. Fleischmann ve ark. 1974 yilinda piridin
analizi konusunda caligirken elekrokimyasal yontemlerle gimus yuzeyin purazlalGguna

arttirarak yuzeyde adsorplanan piridin miktarini arttirmayr dugunmuslerdir [113]. Bu
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calisma sonucunda yuzeyden cok yiksek sinyal/guriltd oranina sahip adsorplanan
piridin icin Raman spektrasi alinmigtir. Yazarlar bu zenginlestirmeyi elektrokimyasal
yontemle piriizienen gimisiin yizey alanindaki artisa baglamiglardir. iki yil sonra iki
ayri galigma grubu birbirlerinden bagimsiz olarak Raman zenginlesmesinin yluzey alani

artisinin ¢ok 6tesinde farkli nedenlerle agiklanmasi gerektigini belirtmislerdir [114, 115].

Raman sinyal siddetindeki artis yaklasik 10°-10° olarak hesaplanmigtir. Daha sonralari
metal yuzeylerdeki optik etkilerden olusan zenginlestirme Moskovits tarafindan
aciklanmistir [116]. Bu yeni kavram zamanla bir¢ok farkh arastirma grubu tarafindan
yogun c¢alismalarin yapildigi bir alan olarak fenomen haline gelmis ve temel bilesenleri
agirhikh olarak iyi bir sekilde aciklanmistir [117]. Daha sonralari yapilan calismalarla
sadece puruzli gumus ylzeylerin SERS substrat olarak olmadigi anlasiimistir. SERS'in
kesfedilmesindeden sonra birkag yil icinde altin ve bakir nanopartikullerin de bu amacla
kullanilabilecegi ispatlanmistir [118]. Gorunur bolge dalgaboylari igin gimus, altin ve
bakirin ylzey plazmon olusturma yetenedinde oldugu ve SERS’te elde edilen
zenginlestirmenin blylk ¢ogunlugunun bundan kaynakli oldugu saptanmistir [116].
Ylzey plazmonlarinin uyariimasi nano-0lgekli metalik ylzeylerde lokalize elektrik alanin
zenginlesmesine neden olmakta ve hem 1sik uyarimasina hem de sagilma
radyasyonun olusumunu saglamaktadir. Lokal alan gsiddeti, etkilesen komsu nanoyapilar
arasindaki uzaklk 1-2 nm civarinda oldugunda daha yuksek olmaktadir [119]. Lokal
elektromanyetik alanin bu sekilde c¢cok daha siddetli olan bdlgelerine SERS sicak
noktalari (SERS hotspots) denilmektedir. Ylzey plazmon temelli model SERS ile ilgili
cogu deneysel sonucu agliklamakla beraber timu icgin kullanilamamaktadir. Bu modelde
kullanilan numunenin kimyasal yapisinin SERS zenginlestirmesiyle olan iligkisi ihmal
edilmektedir. Bu iliski SERS igin tasarlanan kimyasal modellerle aciklanmaya
cahsilmaktadir. Birgok kimyasal modelde kimyasal sorpsiyona bagli olarak yeni
elektronik haller kabul edilir ve SERS’in kimyasal yapiyla olan iligskisi agirlikli olarak
rezonans Raman etkisi ile agiklanmaya galisilir [120-122]. 1980’li yillarda yapilan teorik
modellerde yuzey plazmon ve kimyasal mekanizma temelli zenginlestirmenin SERS igin
temel katkiyr sundugu belirtilmistir [117]. 1980’li yillarin ikinci yarisindan sonra SERS ile
ilgili arastirmalar daha ¢ok gelecek vaad eden SERS uygulamalari ve bunlarin

aciklanmasi Gzerine olmustur [123-125]. Bu dénemde yapilan ¢alismalar SERS ile ilgili
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calismalarda temel sorunun yuzey hazirlanmasinda yapilan ¢ok kicuk degisikliklerin
bile zorluklara neden oldugu ve bunun kontrol edilemedigini géstermistir. Bu sorunlar
elde edilen SERS performansinin degisiklik gostermesine neden olmustur. Uzun sure
boyunca asilamayan bu zorluklar SERS’in analitik bir yontem olarak gelisimini
engellemistir. Tum bu sorunlara ragmen yine de SERS kullanilarak biyosensor [126] ve
elektrokimyasal [127, 128] basta olmak Uzere birgok farkli uygulama alaninda eser

miktarda numune analizi gergeklestirilmistir.

SERS'in geligimiyle ilgili bir sonraki kilometre tagi 1997 yilinda iki ayri grup tarafindan
birbirlerinden bagimsiz olarak SERS ile tek molekul tanisinin (single molecule
detection) yapiimasidir [129, 130]. Tek molekil dedeksiyonu SERS’in floresans
spektroskopisi (fluorescence spectroscopy) ve taramal tinelleme metodu (scanning
tunneling methods) gibi ¢ok dusuk derisimde galigilabilen yontemler arasina girmesini
saglamistir. SERS’in diger tek molekdl tayini yapan diger yontemlere gore en siradigi
0zelligi Raman sacilma sinyalinin numune molekulindn titresimsel (vibrational) bilgisini
icermesidir. Tek molekul tayini SERS calismalarina yeni bir yon ve heyecan getirmistir.
Bu gelisimler sonraki yillarda metalik nanopartikillerin hazirlanmasi ve SERS
yuzeylerinin Uretimi ile ilgili yeni nanofabrikasyon yodntemlerinin geligtiriimesiyle ¢ok
daha buylik ivme kazanmistir [4, 131, 132]. Bu konuda artan ilgiye parallel olarak yogun
calismalar ve buna parallel olarak bircok yayin gerceklesmistir. Sekil 2.7‘de ‘surface
enhanced Raman’ anahtar kelimeleriyle Web of Science aramasi sonucu elde edilen
yayin sayisinin yillara gére dagilimi verilmigtir [133]. Goruldugu gibi ozellikle 21. yuzyil
basinda nanaoteknolojide yasanan hizlh gelismelere paralel olarak SERS hizla

populerlik kazanan bir analitik ydontem halini almistir.
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Sekil 2.7. SERS teknigine artan ilginin Web of Science verilerine goére yayin sayisi
olarak yansimasi [133]

SERS gorece olarak ¢ok az tipte metal yuzeyde cok farkl morfoloji ve fiziksel kosullarda
adsorplanan ¢ok farkli molekullerde gézlemlenebililen bir durumdur. Alkali metaller ve
daha bagka metallerde de bu konuyla ilgili hazirlanmis yuzeyler ve ¢aligmalar olmasina
karsin gumdus, altin ve bakir SERS arastirmalarin en ¢ok kullanilan baskin metallerdir.
Genel anlamda en yuksek zenginlestirmeler nanodlgekte goézeneklilige sahip (10-100
nm) yuzeylerde gerceklesmektedir. Bu yilizeyler bir ya da daha fazla indirgenme-
yukseltgenme basamagiyla purizlendirilen elektrotlar, ylksek sicaklikta cam ylzeyine
olusturulan film adaciklari, vakum altinda buhar fazinda olusturulan filmler, kolloid
nanopartikuller (0zellikle agrege olanlar) ve litografik tekniklerle Uretilen nanoyapilardan
olusmaktadir. Uzun zaman boyunca atomik ya da nanodlgekteki purdzlaligin SERS
igin zorunlu oldugu dusunulmustur. Mevcut ¢alismalar bunun bdyle olmadigini ortaya

koymustur [122].

SERS ile ilgili galigmalarin yapildigi ¢galismalarin yapildigi ilk ginlerde deneysel verilerin
aciklanmasina yonelik olarak zenginlestirme ile ilgili cok farkli mekanizmalar onerilmistir
[133]. Zamanla bu dnerilerin gogunun yanhs oldugu ortaya ¢ikmistir. Gergeklesen bu

ayilklama sonucu iki mekanizma hayatta kalabilmis ve genel kabul gormustir. Bunlar
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elektromanyetik (EM) ve kimyasal zenginlestirme mekanizmalaridir. EM mekanizma
uygun morfolojideki metal ylzeylerin EM alan ile zenginlestiriimesine odaklanirken,
kimyasal mekanizmada metal ylzeye adsorpsiyon sonucu molekullin elektronik
yapisinda meydana gelen degisim temel alinir. Asagida bu iki temel mekanizma ile ilgili
kisa acgiklamalara yer verilmistir. Genel okuyucu i¢in konunun daha iyi anlagilabilmesi
icin karmasik denklemlere yer veriimemis konu olabildigince sade ve anlasilir tutulmaya

cahsiimigtir. Daha ayrintil bilgi i¢in ilgili literature bakilabilir [133-136].

Simdi bu kisimda EM zenginlestirmeyi agiklamaya calisalim. Bir iletken icerisindeki
elektron bulutunun Kkollektif olarak uyariimasina plazmon denilmektedir. Eger bu
uyariima ylzeye yakin bdlgelerede gerceklesirse bu ylzey plazmon olarak
adlandiriimaktadir [135]. Ylzey plazmonlar 1zgaraya benzer bir sekilde ylzeylerde
yaylilabilecegi gibi kiresel bir partiktlin Gzerinde lokalize bir halde de bulunabilir. Sekil
2.8'da 35 nm c¢apindaki kiuresel bir nanopartikilin isikla etkilesimi sonucu olusturdugu
lokalize plazmonlar gosterilmistir. YlUzeydeki puarazltlikler ve kavisler plazmonlarin
Isikla daha iyi uyariimasini saglar. Yuzeydeki isigin elektromanyetik alani yuzey
plazmon uyariima durumunda yudksek oranda arttinlabilir. Bu durumda hem gelen
lazerin alani ve hem de lazerin yluzeydeki nanoyapilarla etkileserek elektromanyetik

SERS zenginlesmesini sadlar.

Yillar boyunca farkli seviyelerde EM mekanizmanin agiklanmasina katki saglayan cok
sayida elektromanyetik teori gelistiriimistir. Bu calismalarda elde edilen deneysel ve
teorik EM zenginlestirme ile 10**-10'? mertebesinde Raman sinyal zenginlestirmesini
saglanabilecegdi gosterilmigtir [137]. Model sistem olarak izole kireler, izole elipsoidler,
birbirleriyle etkilesen kureler, birbirleriyle etkilesen elipsoidler, rastgele puruzla yuzeyler
gibi farkl yaklasimlar denenmistir. Bu sistemler ¢ok farkli karmasiklik derecelerine goére

incelenmigtir. Bu konu ile ilgili daha ayrintili sureli yayinlardan izlenebilir [138].

Bircok kaynakta EM mekanizmanin altinda yatan fiziksel temeller metal bir kiirenin dis
bir elektriksel alana ugramasi sonucu gerceklesen degdisimlerle anlatiimaktadir [134].
Yarigap! 1s1gin dalga boyunda daha kuglk olan bir kure icin elektriksel alan partikil

boyunca tekduzedir ve elektrostatik yaklagimla iyi agiklanir. Kuarenin yuzeyinde
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indUklenen alan uygulanan dis alana bir baska deyisle lazere denklem 12’ye goére

baghdir.
Eindiikienmis = {[€1(W) — €2)/[E1(w) + 2&5]} Ejazer  (12)

Burada ¢;(w) metalin frekansa bagh  dielektrik fonksiyonu, €, ortamin goreceli
gecirgenliginin belirtmektedir. Bu foksiyon €; = -2 €, frekans degeri igin rezonans
durumundadir. Molekul partikul ylzeyinin Gzerinde oldugu zaman yuzey plazmonlarinin
uyariimasi lokal elektrik alaninin (E) ¢ok blylk oranda artmasina neden olur. Partikil
gelen lazer alaniyla beraber Raman sagilma alaninin da zenginlesmesini saglar. Burada
bir anten islevi gorerek sacilan 1s1gin siddetini arttirir. Yukaridaki tartismadan lokal
elektik alan artisindaki ¢ok kuguk degisimlerin Raman sacgiimasinda ¢ok buyuk artislara
neden oldugu kolaylikla anlasilabilir. Su nokta buylik énemle akilda tutulmalidir; Raman

sacilmasi siddeti elektrik alaninin tstel dérdiincii kuvvetiyle (E*) orantilidir.

Goraldagua gibi bu basit model en azindan kalitatif olarak deneysel gézlemlerin cogunu
tek basina agiklayabilmektedir [134]. Basit olmasi acgisindan kuiresel bir partikile
uygulanan bu model SERS arastirmalarinda kullanilan yuzeylere de kolaylikla
uygulanabilmektedir. Denklemde sayisal faktor olarak kullanilan 2 degerinin her yapi
icin farkl bir dedere sahip oldugunu g6z 6ninde bulundurmak gerekir. SERS ylzeyi
olarak agirhkh olarak degerli metallerle alkali metallerin kullaniimasi Raman
spektroskopi kullanilan gorunuar bdlge frekanslarinin rezonans bdlgelerinin  bu
malzemelere karsilik gelmesiyle agiklanabilir. Diger metallerin yizey plazmon rezonans
bdlgeleri EM spektrumun farkli bélgelerine karsilik gelmektedir. Ayrica degerli metaller
ve alkali metallerin dielektrik fonksiyonlarinin sanal kismi (katilardaki kaybi gosterir)
rezonans frekans degerinde oldukg¢a kuguktur. Dusuk kayipli malzemeler sagiima ve
dagitma mekanizmalarindan dolayl daha keskin ve siddetli rezonans olustururlar. Genel
anlamda malzemeden istenen temel Ozellik €; degerinin gergek kisminin rezonans
sartlariyla uyumlu ve negatif olmasi ve €; degerinin sanal degerinin ise pozitif ve

olabildigince sifira yakin olmasidir [133].
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Sekil 2.8. a) Lokalize plazmon rezonans etkisi ve b) 35 nm ¢apindaki metalik
nanopartikilde plazmon dagihmi [135]

Yapilan ¢alismalar EM mekanizmadan farkli ve bagimsiz olarak ikinci bir mekanizmanin
oldugunu ortaya koymustur [134]. Bu ikinci mekanizma EM mekanizma ile ayni anda
olmakta ve zenginlegtirmeyi ikisi beraber daha da arttirmaktadir. Buradaki temel zorluk
sisteme etki eden parametreleri birbirinden ayirmaktir. Bundan dolayl kimyasal
zenginlestirmenin varligi anlasilabilir. EM zenginlestirme birgok durumda yuzeye
adsrolanmis molekuller icin segici dedildir. Fakat, drnegin CO ve N, molekulleri ayni
deneysel kosullarda 200 katlk bir zenginlestirme farki goéstermiglerdir. Bu sonucu EM
zenginlestirme ile aciklamak oldukga zordur. Molekullerin polarizibiliteleri asagi yukari
aynidir ve hatta adsorpsiyon orientasyonda olabilecek en radikal degisimler bdyle bir
farki olusturamaz. Kimyasal mekanizmanin varligini ispatlayan bir baska bulgu ise
potansiyel bagimli elekrokimyasal deneylerdir. Potansiyel sabit bir lazer frekansinda
taranirsa ya da lazer frekansi sabit bir potansiyelde taranirsa genis rezonanslar
gOzlenmektedir. Bu gbézlemler rezonans Raman mekanizmasiyla iki farkli sekilde
aciklanabilir: a. adsorplanan molekulin elektronik hali yuzeyle etkileserek kaymis ve
geniglemisg, b. kimyasal sorpsiyondan dolayir yeni olugsan elektronik haller Raman
saclimasinda ara rezonans haller olusturmaktadir. Eldeki veriler ikinci aciklamayi
desteklemektedir. Adsorplanan molekulin en yuksek dolu molekller orbital (highest
occupied molecular orbital, HOMO) ve en diusuk dolmamis molektler orbitalinin (lowest
unoccupied molecular orbital, LUMO) metalin Fermi seviyesine gore enerjide simetri
olarak dizenlemesini beklemek pek olasi degildir (Sekil 2.9). Bu durumda adsorplanan
molekulin yaklasik olarak gergek molekul i¢i uyariimasinin yarisi kadar enerji yuk
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transfer uyarilmasi gergeklesir. Bu uyarilma ya metalden molekiile ya da molekilden
metale olabilir. SERS ile siklikla ¢aligilan molekuller gérinir bélge spektrumunda yuk
transfer uyarilmasi yapabilmeleri i¢in yakin ultraviyole bodlgede en dusik elektronik
uyariimalarinda bulunurlar. Kimyasal zenginlestirme ile 10*-10% mertebelerinde Raman
sinyal zenginlestirmesi saglanabilmektedir. Tez kapsaminda yapilan ¢caligmalarda temel
amac¢ uygulamaya yonelik platfomlarin gelistiriimesi oldugundan mekanizmayla ilgili
daha ayrintili agiklamalara yer verilmeyecektir. Sureli yayinlarda bu konu ilgili derleme
yayinlardan Ozelde fiziksel etkiler [138], genel [139] , elektrokimya [140], biyomolekdller
[141], medikal uygulamalar [142] ve sensor uygulamalari [126] icin bakilabilir.

| Evac

LUMO &
o

5
2 E¢ (a)
w
(b)
HOMO
Adsorplanan
Metal malzeme

Sekil 2.9. Metal bir yiizeye adsorplanan molekulin tipik bir enerji seviyesi diyagrami.
Olasi yuk transfer uyarilmalari oklarla gosterilmistir [134]

SERS sirecini ve buna bagl olarak sinyal zenginlesmesine etki eden parametreler
sOyle 6zetlenebilir [143, 144];

e Lazer uyarilmanin genel ézellikleri: 6zellikle dalgaboyu, polarizasyon, gelis agisi

(duz ytizeye gore) vb.
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e Dedeksiyon diizenegi: 6zelde ise sacilma konfigurasyonu, polarize ve/veya
polarize olmayan dedeksiyon vb.

e SERS yizeyinin 6zellikleri: Malzeme tart (genellikle altin ve guimis), geometri,
gelen 1s1gin yonune gore orientasyon, polarizasyon ve ortamin kirllma indisi.

e Numuneye has o6zellikler: Raman polarizibilite tensor modlari (ya da gergek
Raman enine kesitleri)

e Numunenin adsorpsiyon O0zellikleri: adsorpsiyon verimi ve numune derisimi
(ylzey kaplanmasi), yluzeyden uzaklik, adsorpsiyon orientasyonu (sabit ya da

degisken) ve adsorpsiyon ile Raman polarizibilitede olasi degisimler.

SERS caligmalarinda yukarida belirtildigi gibi degigsken olabilecek bircok farkh
parametre olmasina kargin, genel anlamda molekuler olarak analiz edilecek nhumune
(prop molekil) ve molekulin adsorplandigi ve zenginlestirmeyi sadlayan metalik alttas
(substrat) 6zel 6nem tasimaktadir. Bu iki unsur blylk olglide birbirinden badimsiz
olmakla beraber birbirleriyle uyum igerisinde olmalari gerekir. Buradaki uyum sodziyle
vurgulanmak istenen plazmon rezonanslarla elde edilen Raman sinyal
zenginlestiriimesinin saglanmasi amaciyla prop molekulin yuzeyle uygun sekilde

etkilegtiribilecek konuma getirilmesidir.

Bu asamada sorulmasi gereken temel soru sudur: ideal bir SERS platform nasil
olmaldir? lyi bir SERS vyiizeyi en basit sekliyle en giclii plazmon olusturacak yapida
olmall ya da bir baska deyisle en buyuk sinyal zenginlestirmesini saglayacak 6zellikte
olmalidir [133]. Bu noktada gorece ayni (uniform) zenginlestirmeyi ylzeylerle blyuk
degiskenlik gosteren fakat yliksek plazmon olusturan yuzeyler arasindaki farki belitmek
ve anlamak gerekir. Uniform ylzeyler buylk o6lgceklerde kolaylikla Uretilebilen,
tekrarlanabilirligi yUksek fakat ylzey plazmon olusturma kabiliyeti gorece daha dusik
yapilardan olugur. Diger tlr yuzeyler ise Uretimi zor ve sadece cok kicuk olcekte
uretilebilen, tekrarlanabilirligi dusuk fakat tek molekll tanisina (single molecule
detection) bile firsat verecek yogunlukta plazmon olusturabilecek yapidadir. Bu
baglamda SERS yuzeyi secilirken tani limit derisimi ve eldeki imkanlara uygun bir se¢im

yapilmasi gerektigi agiktir.
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Ayrica temel olarak SERS zenginlestirmeleri temel olarak ylzeyin rezonans cevabina
bagl oldugundan, elde edilen zenginlestirmeye uyarilmayi yapacak i1gik ve onun dalga
boyu daha cok etki etmektedir [133]. Bundan dolayi kullanilacak SERS yuzeyi sinirli bir
dalgaboyu araliginda iyi zenginlestirme verecek nitelikte olmalidir. Bu bakimdan ya 1sik
dalgaboyuna gore yuzey secilmeli ya da yuzeye uygun isik kaynagi belirlenmelidir.
Bagka tUrlG bir uygulama sonucunda SERS zenginlestirmesi alinamaz. Birgok SERS
yuzeyi gorunur/yakin infrared uyariima bolgesinde (400-1000 nm) iyi sonu¢ verecek
sekilde tasarlanmistir. Bu baglamda bu amagcla en ¢ok kullanilan metallerden gumus,
altin ve bakir icin etkin olduklari dalgaboyu araliklari Sekil 2.10’da gdsterilmistir. Yapilan
calismalar gumusun en yuksek plazmon uyariima verimine sahip oldugunu ortaya
koymustur [145]. Ayrica Sekil 2.10'da agikga goruldigu gibi gimus batin goérunir bolge
spektrumunda plazmon rezonans olusturabilen tek malzeme olarak ayri bir avantaj
sunmaktadir [70]. GUmuUs sahip oldugu tim bu artilara ragmen atmosfer kosullarda
kararsiz olmasi kolaylikla oksitlenmesi gibi birtakin dezavantajlar da barindirmaktadir.
Bundan dolayr guimuse gore daha dusuk plazmon verimine sahip olmasina karsin altin

inert yapisiyla SERS galismalarinda on plana ¢ikmaktadir.

*

Au

aog—

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
Dalgaboyu (nm)

Sekil 2.10. SERS yuzeylerinde en ¢ok kullanilan metaller ve bunlarin optik 6zellik
gosterdikleri yaklasik dalgaboyu araliklari [133]
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SERS ile ilgili yukaridaki giris yapildiktan sonra bu konuda biylik éneme sahip olan ve
tez kapsaminda yapilan galismalari olusturan esas konuya deginmekte fayda vardir. Bu
baglamda izleyen satirlarda SERS igin kullanilan platformlarinin hazirlanma yéntemleri

ve genel Ozellikleri hakkinda bilgi verilecektir.

SERS platformu olarak ilk kullanilan malzemeler elekrokimyasal olarak purtzlendirilen
metal elektroktrotlardir [113]. Metalik nanopartikiller SERS etkisinin kesfedilmesinden
hemen sonra kullanilmaya baglanmis ve zaman en ¢ok c¢alisilan SERS platform haline
gelmigtir. Maksimum EM alan zenginlesmesinin hem frekans hem de buyuklugu
kullanilan metalik nanoyapilarin sekil, buyuklik ve duzenlenmesine siki sikiya bagli
oldugundan ideal bir SERS analizi igin basta nanoyapilar olmak Uzere birgok sistem
parametresinin optimize edilmesi gerekir [146]. Son 20 sene igerinde nanoyapilarin
blyUkluk ve seklinin eldesi ile ilgili ilerlemelere ragmen bu konuda henlz tam olarak
olgunluga ulasiimadigi ve ilerleyen yillarda ¢ok daha garpici gelismelerin olacagiyla ilgili

yaygin bir kani vardir [4].

Genel olarak kullanilan SERS platformlari temelde tg¢ sinifta incelenebilir: (1) metalik
nanopartikll stispansiyonlari, (2) metalik nanopartikillerin kati ylizeye immobilizasyonu
ve (3) kati ylzey uUzerine nanoyapilarin nanolitografi ve kalp kullaniimasi gibi

yontemlerle fabrikasyonu.

Nanoyapilarin farkh sekil ve buyuklikte sentezi ¢ok genis bir c¢alisma alanini
olusturmaktadir. Bundan dolayr bu konuda genis literature bakilabilir [4, 147, 148].
Kliresel nanopartikiller en sik kullanilanlardan olup, bircok farkli yontemle
sentezlenmektedir [59, 69]. Ayrica anizotropik metalik nanopartikiller ylzeyine segici
olarak CTAB gibi malzemelerin adsorplanmasiyla islak kimya ile sentezlenebilmektedir
[4, 149]. Ayrica UV-gorunur isikla metal iyonu indirgenmesi [150] ve kalip kullanilarak
[135, 151-154] da sentez yapilabilmektedir.

En kolay SERS denemeleri numunenin belli bir derisiminde metalik nanopartikullerin
suspansiyonlarinda rahatlikla yapilmaktadir. Bu yaklasimin temel zorlugu metalik
nanopartikillerin agrege olmasiyla tekrarlanabilir sonug alinamamasidir. Diger taraftan
bazi durumlarda agregesyon SERS analizinde istenir [155, 156]. Ayrica
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nanopartikillerin numune ile karistiriimasi 6rnek hazirlamayi gerektirmekte ve bu durum

uygulamada zorluk yaratmaktadir.

Tekrarlanabilirlik ve ornek hazirlamadaki zorluklara ragmen metalik nanopartikuller
yuksek performanslari, iyi kararliliklari ve kolay sentezlenebilmeleri gibi artilarindan
dolay! en ¢ok kullanilan SERS platformlaridir. Bu tarz platformlar ilk olarak tek molekl
SERS analizlerinde ilk kez kullaniimiglardir [129]. Son zamanlarda érnek hazirlamadaki
zorluk bir kabukla metal yuzeylerin kaplanmasi ve daha sonra Pt yluzeye dogrudan
uygulanmasiyla giderilmistir [157]. Bu sekilde meyveler Uzerindeki pestisit tayini

yapilmistir.

Duz platformlar tGzerine metalik nanopartikullerin immobilize edilerek SERS substrati
olusturma bir baska yaklasimdir. Metalik nanopartikullerin kati yuzeye adhezyonu
genelde zayiftir ve ylzeye baghligi saglamak ve zamanla SERS performansinin
karalihdini saglamak amaciyla spesifik immobilizasyon teknikleri gelistiriimelidir.
Ornegin altin ve giimis partikillerin cam yiizeye tersinmez olarak immobilize etmek igin
cam ylzey daha o©Onceden aminopropiltrmetoksisilan (APTMS) vya da
merkaptopropilsilan (MPTMS) ile silanlastirilarak modifiye edilebilir [158].

Ayrica birgok SERS substrati fotolitografi ve nanolitografi yontemleri kullanilarak
geligtiriimektedir. En ¢ok kullanilan modern nanolitografik yéntemler odaklanmis iyon
IsIn (focused ion beam, FIB) [148, 159] ogutme ve elektron isin litografidir (electron
beam lithography, EBL) [160, 161] . Bu yontemler nanoyapinin buyuklugu ve sekli
konusunda iyi bir kontrol olanagi saglar. FIB ve EBL surekli ince bir metalik bir filmde
nanobosluklar olusturmak ya da metalik nanopartikillerin kati ylzeyde iyi kontrol
edilebilir optik Ozelliklerle biriktirilmesini saglar. Nanlitografik yontemlerin temel artisi
nanoyapilarin geometrisinin ¢ok iyi kontrol edilerek yiksek SERS siddetlerinde

tekrarlanabilir sonuglar saglamasidir.

Yukarida belirtildigi gibi SERS substratlari Uretim ydntemlerine bagh olarak U¢ ana
baglik altinda toplanabilmektedir. Asagida bu yontemlerle ile ilgili daha ayrintili bilgiler

verilecektir.
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2.3.1. Nanopartikiiller ve SERS Uygulamalari
Yukarida belirtildigi gibi nanopartikiller uzun zamandan beri SERS c¢alismalarinda

kullaniimaktadir [162, 163]. Metalik nanopartikuller klasik 1slak kimya yontemleriyle farkli
sekil ve buyukluklerde kolaylikla Uretilebilmektedir. Ayrica daha once belirtildigi gibi
metalik nanopartikillerin suspansiyonlari nhumune ya da tuzlarla biraraya getirilerek
agrege yapilar olusturulmakta bdylelikle dalda boyu alti bolgelerde giglu lokalize EM
alanlar olugturulmaktadir. Fakat, dispers ve agrege metalik yapilarin SERS platform
olarak kullanilmasi zayif tekrarlanabilirlikten dolayr sinirlidir. Tekrarlanabilirlik sorunu
nanopartikilleri kati ylzeye immobilize ederek kismen giderilebilir [164]. Metalik
nanopartikll iceren ilk SERS c¢alismalari islak kimya ile Uretildiginden ve sonradan kati
yuzeye immobilize edildiginden [165] ve bu teknigin yaygin hale gelmesinden dolayi

benzer yaklasimla ¢ok daha fazla arastirma yapilmistir [162, 164].

Metal nanopartikullerin kati ylzeye immobilizasyonunda temel olarak kendiliginden
kurulum (self-assemble) stratejisi izlenerek farkl yontemler gelistiriimigtir. Bunlardan ilki
nanopartikullerin ylzeye kimyasal olarak baglanmasidir. Bu yontem kapsaminda
bifonksiyonel molekiller nanopartikil immobilizasyonu igin kullanilir. Burada foksiyonel
molekulin bir ucu ylzeye baglanmayi saglarken diger ucu nanopartikuli yakalar. Bu
konudaki ilk c¢alisamalar Natan ve ark. tarafindan 1995te yapilmistir [165].
Nanopartiktl immobilizasyonu icin son derece basit bir yaklasim 6nermislerdir. Bu
kapsamda ilk olarak cam ylizey amin ya da tiyol grup iceren bilesiklerle polimerize
edilmekte ve daha sonra bu fonksiyonalize ylizey nanopartikil sispansiyonuna belli bir
sure daldiriimaktadir (Sekil 2.11).Cam ve metalik nanopartikiliin dogasi yaninda burada
g6zoéninde bulundurulmasi gereken doért faktor vardir. Bunlar; cam ylzeydeki
fonksiyonel gruplar, yuzeylerin nanopartikil sUspansiyonunda tutulma sdresi,
nanopartikdl derisimi ve nanopartikill Uzerindeki adsorbentler. Bu faktorler bize elde
edilen platformun 0Ozelliklerini kolaylikla dedistirmemizi saglar. Bu vesileyle daha yuksek
zenginlestirme faktoérl, nanopartikil sispansiyonlarina gére daha iyi tekrarlanabilirlik,
daha dusuk maliyet ve cam ylUzeyin geometrisinin ayarlanmasinda daha buyuk esneklik

elde edilir.
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Sekil 2.11. Altin ya da gumus tek tabaka nanopartiktl kurulumu. X =CN, NH2, 2-piridil,
P(C6H5)2, ya da SH; R = CH3 ya da CH2CHS3 [165]

Yukarida verilen yaklagim kullanilarak benzer birgok calisma yapilmistir. Ornegin altin
nanogubuk ve altin nanopartiktl kuvarz ytzeyin tzerine tek tabaka olacak sekilde [166-
168] ve 1,10-fenantrolin ile modifiye edilmis gimus nanopartikil ise gumus ylzeyde
biriktirilmistir [169]. Kurulum sirecini hizlandirmak amaciyla sicaklik [170] ve santrif(j
kuvveti [171] gibi parametrelerin etkisi de incelenmistir. Kendiliginden kurulum prensibi
diz olamayan yuzeylerin metalik nanopartikillerle immobilizasyonunda da kullanilabilir.
Ornegin bifonksiyonel 4-aminobenzentiyol molekill kullanilarak giimis nanotellerin
Uzerine gUmuis nanopartilller immobilize edilmigtir [172].  Ayrica yine benzer
yaklasimlarla optik fiber igneler modifiye edilebilmekte ve SERS kullanilarak fiber optik
sensor uygulamalarinda kullanilabilmektedir [173-177].

Kendiliginden kurulum yontemi c¢ok tabakali nanopartikil yapilari igin de
uygulanabilmektedir [158, 174, 178-182]. Bu yotntemde tek tabaka nanopartikiil
kurulumu saglandiktan sonra yuzey tekrar bifonksiyonel iceren ¢dziciye daldiriimakta
ve bu sekilde ikinci bir metal tabakanin immmobilizasyonu saglanmaktadir. Bu islem
istenen tabaka sayisi kadar tekrar edilebilir. Burada suna dikkat edilmesi gerekir: herbir
birikkmeden sonra nanopartiklller kimelenmeler olustururlar ve bu da tabakalardaki
organize yaplyl bozar. Kumelenmenin buyuklugu nanopartikul biriktirme sayisiyla
kontrol edilebilir. Calismalar kullanilan her lazer frekansi icin farkli optimal biriktirme
sayisi oldugunu gostermistir [180]. Bu tarz substratlarin SERS g¢alismalarina sunduklari
katkilar gelecekte bu yapilarin analitik uygulamalarda daha ¢ok kullanilabilecegini isaret

etmektedir.

Yukaridaki basit kendiliginden kurulum mekanizmalarina daha ayrintili tanimlanmis
SERS icin kimyasal modifiye edilmis ylzeye metalik nanopartikil immobilizasyon
yontemleri de geligtirilmistir. Ornegin Caro ve ark. silan kimyasi kullanarak ylzeyi amin
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grubu ile modifiye etmislerdir [183]. Daha sonra amin grubuna EDC/NHS kullanilarak
karboksil alkantiyol takilmistir. Alkantiyoldeki tiyol grubu gumus nanopartikulerle
etkilesimi saglamaktadir. Benzer yaklagimlar CTAB takili altin nanopartikulllerin silikon
ylizeye immobilize edilmesinde kullaniimistir [184]. Ornekten &rnede degisen
tekrarlanabilirligi gelistirmek ve degiskenlidi %5 mertebesine indirmek amaciyla uzun
zincirli tiyol iceren molekuller kullanilarak immobilizasyon yapilmistir. Uzun zincirli

molekuller oda kosullarinda ylksek stabilite gostermislerdir.

Ayrica kendiliginden kurulum mekanizmasi kullanilarak SERS ile ilgili temel unsurlar
incelenmistir. Ornegin metalik ylizeye immobilize edilen metalik nanopartikiillerle yiizey
ile partikilin eslesmesi (coupling) sonucu artan yizey plazmonlari ve bunlarin SERS
performansina olan etkisi incelenmistir [185-187]. EDC/NHS kimyasi baglayici
uzakhgini ayarlama firsati verdiginden metal ylzey ile nanopartikil arasindaki uzaklik
bu sekilde kontrol edilebilmektedir. Amin ile modifiye edilmis altin ylizeye boya ile
etiketlenmis farkli buylklikteki ve sukkinmidil esteri ile modifiye edilmis altin
nanopartikiller baglanmistir [185]. Partikll ile ylzey arasindaki uzaklik ylizeyi modifiye
etmekte kullanilan amin bilesiginin zincir uzunluguyla ayarlanmstir. Yazarlar SERS
siddetinin partikul bayuklugu, substrat malzemesi ve partikul ile metal ylizey arasindaki

uzaklikla optimize edilebilecegini gostermiglerdir.

Kendiliginden kurulum stratejisini kullanarak nanopartikillerin ylzeye tutunmasini
saglamak amaciyla geligtirilen bir diger yontem ise elektrostatik etkilesimlerdir.
Kendiliginden kurulum bu yéntemle nanopartikullerle kati ylizeyde bulunan polimer [171]
[186-195] ve biyomolekul [196, 197] arasindaki elektrokimyasal etkilesim sonucu
gerceklesir.

Poli(vinilpirilidin), gumuds nanopartikilleri gimus film UGzerine immobilize etmekte
kullaniimigtir [186]. Bu c¢aligmada Raman zenginlestirmesinin nanopartikuller arasi
yuzey plazmonu olusumundan daha cok partikul ile ylzey arasindaki etkilesimden
kaynalandigi belirtiimigtir. Daha sonra ylzey ile olan etkilesim nanopartikil
agregesyonunu igermediginden bu substrat ornekten 6rnege c¢ok daha iyi sonug
vermigtir. Benzer sekilde polivilpirilidon altin ylUzey Gzerine altin nanopartikil
baglanmasinda kullaniimis elde edilen substrat SERS ile dipikolinik asit tanisinda
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kullaniimigtir. Dipikolinik asit Bacillus antrasis gibi bir bakteriyel sporun biyo isaretidir.
Ayrica polimer dendrimerler c¢ok tabakali metalik nanopartikil SERS yapilarin
olusumunda incelenmis ve birikim tabasi ve dendrimer buyuklugunun etkisi
arastinimistir [190, 198].

Cok tabakali (layer-by-layer) polielektrolit polimerin Uzerine altin naopartikil immobilize
edilmesiyle gerceklesen ylzey potansiyeli incelenmistir [199]. Toluen su arayilizeyinde
poli(etilenimin) altin nanopartikdl biriktiriimis ve daha sonra silicon ylzeye transfer

edilerek polielektrolit biriktirilmigstir.

Ayrica DNA [196] ve protein gibi gibi biyomolekiller metalik nanopartikil
immobilizasyonunda baglayici olarak kullaniimistir. Ornegin avidin SERS platformunda
hem nanopartiklil baglayicisi hem de taniyici element olarak goérev yapmistir [197, 198].
Avidin-biyotin tepkimesi c¢oklu kodlayici kirecik insasinda kullaniimistir [200]. Bu
calismada gumias nanopartikiller farkli boyalar ve biyotin ile modifiye edilerek
agregesyona ugratilmis daha sonra ise bu agrege yapi etiket olarak kullaniimis ve
sonra avidin modifiye cam kureciklere kendiliginden kurulum mekanizmasiyla

baglanmistir.

Yukarida belirtildigi gibi kimyasal ve elektrostatik yontemlerle kendiliginden kurulum
mekanizmasiyla SERS substratlarinin fabrikasyonu en c¢ok kullanilan yoéntemler
olmasina ragmen daha farkh yaklagsimlar da incelenmistir. Bu baglamda sivi
damlaciginin buharlasmasi sonucu olusan kapiler metalik nanopartiktllerin kurulumu
icin ele alinmistir [201-203]. Halas ve ark. silikon ylzey Uzerine CTAB kaph
nanopartiklllleri damlatarak kurutmuslar ve elde edilen bu yluzeyin hem SERS hem de
yuzey zenginlestiriimis infra-red (SEIR) spektroskopisi i¢in ideal bir yluzey oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica konvektif ydntemlerle gimus nanopartikiller ve bakteri
hiicrelerinin cam ylizeye kurulmasiyla SERS ile bakteri tanisi gergeklestirilmistir [203].
Bu yontemde nanopartikiil ve bakteri iceren karigim 24° agiyla tutulmus iki cam ylizeyin
arasina damlatilmig ve yuzeylerden biri sonra hareket ettirilerek ince bir film elde
edilmistir. Elde edilen SERS platform ile ¢ok kiguk miktarlardaki bakteri tanisi

tekararlanabilir bir sekilde yapilmigtir.
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Bir baska yontemde tek tabaka metalik nanopartikuller sivi-sivi ara yluzeyinden cam ya
da silikon gibi bir kati ylzeye Langmuir-Blodgett gibi bir yontemle transfer edilerek
immobilize  edilebilmektedir [204-206]. Bu yontemle tek tabakali yapilar
olusturulabilmekte ve ayrica kuresel, gubuk ve bunlarin karisimi altin nanopartikullerin
cok tabakali yluzeyleri SERS platform olarak incelenmistir [204]. Sonugta tabaka sayisi
arttikga SERS performansinin arttigi ve altin nanogubuklarin kiresel nanopartiktllerden
daha iyi sonuc¢ verdigi belirtiimistir. Ayrica coklu tabaka c¢alismalarinda SERS

performansini en ¢ok en Ustteki tabakanin en ¢ok etkiledigini saptamislardir.

Langmuir-Blodgett yaklagimi ile elde edilen platformlarin SERS zenginlestirmesinde
altin nanopartikilin buyUklik etkisi de incelenmistir [205]. Buna goére 20 nm’lik altin
nanopartiklller digerlerine (16, 40 ve 70 nm’lik 6érnekler) gore en iyi SERS sonucunu
vermigtir. Bir bagka ilging SERS platformuhazirlama yontemi ise sivi-sivi araylzeyinde
sicaklik kontrollyle yapiimasidir [207]. Nanopartikuller ilk asamada sivi yluzeyden
Langmuir-Blodgett yontemi ile sicakliga cevap veren akillli polimer membrane lzerine
aktariimistir. Substratin farkli sicakliklardaki SERS performanslari plazmon eslesme
kabiliyetleri degistirilerek belirlenmistir. Cok dusuk sicaklik degisimlerine bile ¢ok farkh
siddette SERS spektralar elde edilmistir.

Metalik nanopartiktllerin kati [208] , polimer film [209] ve blok kopolimer [210] tzerinde
blyltilmesi bir diger SERS substrat olusturma ydntemidir. Ornegin silicon ylizey
Uzerinde gumus nitrat ve hidroflorik asit kullanilarak yakalsik 100 nm capinda gumus
nanopartikiller kullanilarak SERS substrati olarak etkinlikleri incelenmistir [211]. Ayrica
optik fiberler Uzerine gumus nitrat ve sodium sitrat ¢dzeltisine daldirmayla foto-tepkime

[212, 213] sonucunda gumus nanopartikuller immobilize edilmistir.

Kimyasal ve fotokimyasal yaklasimlar daha dnceden tohum (seed) seklinde yuzeyde
biriktirilmis nanopartikullerin buyutulmesi ya da modifiye edilmesinde de incelenebilir.
Silikon yuzeye kendiliginden kurulumla biriktirilen gumdus/altin alasim nanopartikuller
HAuCI, c¢ozeltisi ile etkilestirilerek SERS zenginlestirmesine olan etkisi belirlenmistir
[214]. Yazarlar bu calismada SERS zenginlesmesindeki artisi kuguk deliklerin
olusumuna baglamiglardir. Uygulama sudresinin artigsi  bu deliklerin  ortadan
kaybolmasina ve SERS etkinliginde dislise neden olmustur. Burada ¢ozelti fazindaki
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gumus iyonlari altin nanopartikiller Gzerine birikmekte ve bundan dolayr SERS sinyal
siddetinde artis olmaktadir [215]. Benzer yaklasim blok kopolimer icerisinde modifiye
edilmis altin nanopartikuller igin uygulanmig ve daha iyi zenginlestirmeyle beraber

tekrarlanabilirlikte iyilesme saglanmigtir [210].

2.3.2. Nanoyapilandiriimig Yuzeyler ve SERS Uygulamalari
Bu kisimda metalik nanoyapilarin kati yizey Uzerine direkt olarak olusturulmasi ve

SERS platform olarak kullanimasi Uzerinde durulacaktir. Bu yaklasim genel olarak
yukaridan-asagl (top down) olarak kabul edilir ve daha o6nceki bdlimde verilen
kendiliginden kurulum mekanizmalarindaki asagidan-yukariya (bottom up) yaklasiminin
tam tersi olarak algilanir. Bu kisimda basta elektron isin litografi olmak tzere 6ncelikle
litografik yontemler ele alinacaktir. Sirasiyla diger yontemlerdeki gelismeler de izleyen

satirlarda incelenecektir.

En c¢ok kullanilanan nanolitografik yéntem elektron isin litografidir (electron beam
lithography, EBL). EBL yonteminde genel olarak 10-50 keV electron 1sinin kullanilarak
electron resist kaplanmis SiOx/Si ylzeylerde nanoyapilar olusturulur. Standart
litografide oldugu gibi EBL’de negatif ve pozitif resist malzemeler kullanilabilir. Elektron
Isin1 pozittif resistin oldugu kisimlari 6énceden belirlenen sekliyle asindirir. Tersine
negatif resist kullanildigi durumda ise resistin oldugu kisim aynen durur. En ¢ok
kullanilan pozitif resist poli(metilmetakrilat)tir (PMMA). Genelde PMMA EBL ile
asindirildiktan sonra Sekil 2.12’de verildigi sekliyle iki ayri yol izlenerek SERS igin
substrat olusturulur [160]. Sol tarafta izlenen yolda EBL isleminden sonra HF igeren
banyo ile yuzeyin kimyasal olarak asindirmasi saglanir. Bir developer ¢dzucusuyle artik
kalan fotoresist uzaklastirilir ve nanodesenlenmis ylzey metalik filmle kaplanir. Sagda
gosterilen ikinci yontemde ise EBL'den sonra metal birikimine ek olarak ayrica
uzaklastirici ¢ozucl kalan fotoresisti ve metalik ylUzeyi uzaklastinir. Sonug¢ olarak

SiOx/Si yuzeyin Uzerinde metal birikimi SERS substrat olarak Uretilmis olur.
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Sekil 2.12. iki ayri strateji ile EBL kullanilarak SERS igin substrat hazirlanmasi [117]

EBL yonteminin en blyuk avantaji metalik ylzeylerin buyukluk ve sekilleri ile
aralarindaki uzakh@in buydk bir dogrulukla kontrol edilebilmesidir [216-218].
Gunnarsson ve ark. 200 nm capindaki kiresel ve Ug¢gen nanoyapilar arasindaki
uzekhigin SERS performansina olan etkisini incelemiglerdir [219]. Nanoyapilar
arasindaki uzakhgin 75 nm’den 205 nm’ye ¢ikmasi SERS sinyal siddetinde 60 kat
dususe neden olmustur. Bu sonuglarin elektrostatik modele uydugu ve SERS
zenginlestirmesinin nanoyapilarin koseleri ve nanoyapilar arasindaki induklenmis
polarizasyon kaynakli oldugunu belirtmislerdir. Benzer bir calismada ise 100 nm
¢apinda altin nanospotlar olusturuimus ve SERS sonuglari dnceki ¢alismaya benzer

sonugclar gostermistir [220].

Yu ve ark. EBL ile Uretilen altin nanodisk ve nanodeliklerin SERS performanslarini
nanoyapilarin boyutu ve aralarindaki bosluklari parametre alarak incelemiglerdir [221].
Nanoyapilar arasindaki uzaklik azaldikga SERS zenginlestirmesinde artis gdzlenmisgtir.
Ayrica nanodisklerin boyutlari azaldikga SERS sinyal siddetleri artarken, nanodelikler

icin tam tersi bir sonug alinmistir.
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Aperiyodik nanoyapilar EBL ve ilave 30 nm’lik nanoyapilar ile elde edilmistir [222]. ilave
nanoyapilarin U¢ mertebe kadar SERS zenginlestirmesine katki sagladigi deneysel ve
sayisal modellemelerle gosterilmigtir. EBL ile aperiyodik nanoyapilarin olusturulmasinda
rasgele matrisler kullanilarak metalik nanoyapilar rasgele sekil ve buyuklukte
olusturulmustur [223]. Calisma kapsaminda SERS performanslarina metal kaplamanin,

metal buyuklUk ve uzaliklari ile aralarindaki baglantinin etkisi incelenmistir.

Bir bagska calismada ise EBL temelli SERS substrati agisal birikim yontemiyle Uretilmigtir
ve 10° mertebesinde SERS =zenginlestirmesi elde edilmistir [224].  Cift maske
yontemiyle aralarindaki uzaklik yaklasik 1 nm olan metalik nanopartikil dimerleri iki
metalik tabaka ile iki farkh aci ile biriktirilmigtir. Boylelikle nanopartikiller arasindaki bu

cok kisa uzaklik sayesinde bu platform kullanilarak ¢ok buyuk verim alinmistir.

EBL yontemine ek olarak optik litografi kullanilarak metalik naoyapilar arasindaki
nanobosluklar kontrolli bir sekilde olusturulabilinmektedir [225]. Optik litografi ile altin
yuzeye yazildiktan sonra atomik tabaka birikimi (atomic layer deposition, ALD) ile ¢ok
ince bir alumina tabakasi kaplanmistir. Daha sonra bu alumina tabakasinin Gzerine gaz
fazinda altin biriktirilmistir. Bu ylzey sonradan optik litografi ile 6gutiimus ve alumina
tabaka ticari asindirici ile giderilmistir. Sonugta alumina tabaka kalinhidina bagli olmak

Uzere nanobosluklar olusturulmustur.

Kontrolli  buydklikte nanopartiktl dizilimlerinin - (arrays) SERS platform olarak
mikrofluidik cihazlarda kullaniimasi 6nemli avantajlar sunmaktadir. SERS aktif bolgenin
kiguk bir alanda olmasi hem cihaz boyutunu kiclltmekte hem de ayni platform
uzerindeki farkli bolgelerde birden ¢ok érneklem almayi saglamaktadir. Bundan dolayi
mikro-kontakt baskilama ile gumus nanopartiklil mikrodizilimleri olusturulmaktadir.
Kimyasal olarak poli(dimetil siloksan) (PDMS) ile modifiye edilmis platform kolloidal
gumus suspansiyon ile muamele edilmekte ve adsorplanan kolloid 4-merkaptopiridin
ya da aminoetantiyol ile modifiye edilmis altin kapl silikon ylzeye transfer edilmektedir

[226]. Boylelikle ylizeyin belli bolgeleri gumus nanopartikiller ile kaplanmaktadir.

Dizilim olusturmak icgin geligtirilen bir baska yontemde ise gumus ya da altin acili
biriktirme ile elektron 1sin buharlastirma sisteminde yapilmistir [227]. Acili biriktirme ile
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uzunlugu 1 pm’yi bulan metalik nanogubuk yapilardan dizilim olusturularak patojenik
bakteri tanisinda kullaniimistir [228]. Bu fabrikasyon ydnteminde kullanilan biriktirme
acisi g¢ubuklarin uzunlugunu ve boy/gap oranini belirlediginden SERS performansini

onemli 6lgctde etkilemektedir.

Belirtilen nanopartikil dizilimlerler igeriklerinin tam olarak kontrol edilememesi ve buna
bagli olarak SERS performanslarinda ciddi dalgalanmalar yasanmaktadir. Bundan
dolayr SERS aktif substrat olarak mikrofluidik sistemlerde kullanilabilecek yeni
yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bundan dolayi odaklanmig iyon isin (focused ion
beam, FIB) yontemi plazmonik malzemeler Uzerinde farkl bayUkluk, sekil ve delik arasi
uzaklikta nanodelik dizilim olusturmak igin ©nerilmistir. Bir FIB cihazi bir Ga* iyon
Isinindan olusur ve ylksek voltajda (~ 30 keV) hizlandirilarak 6zel lensler yardimiyla
ylizeye odaklanilir. fyon 1sini yiizeyi kontrolli bir sekilde istenilen derinlikte ve 10 nm
¢ozunUrlUkte asindinr [229]. Bilgisayar kontroli FIB yontemiyle farkli bayuklikte ve
sekilde nanodelik dizilimerin olusumu kolaylikla saglanir. Bu yontemle Uretilen altin ve
glmus gibi nanodelik dizilimlerin genis dalga boyu araliklarinda siradisi optik gecirgenlik
gosterdikleri belirtiimistir [230]. Elde edilen malzemenin plazmonik 6zellikte olmasi

SERS c¢aligmalarinda kullanimini gindeme getirmistir [159, 231, 232].

SERS yonteminin analitik bir yontem olarak genis alanlarda kabul gdrebilmesi igin
olusturulan nanyapih platformlarin morfolojilerinin gok iyi kontrol edilebilir olmasi gerekir.
Bu baglamda daha onceki bolumlerde anlatilan kendiliginden kurulum ve
nanofabrikasyonla ilgili calismalar bircok farkh platformla tekrarlanabilir sonuclar
saglamistir. Fakat en iyi tekrarlanabilir sonuclarin alindigi EBL ve FIB gibi yontemlerde
biylk olcekte platform olusturmak mumkuin degildir. Ayrica bu yontemler yuksek
maliyeti de beraberinde getirmektedir. Bu baglamda yeni yontemlere ihtiyag duyuldugu
aciktir. Bir kalip kullanarak metalik birikimin saglanarak kontrolli bir gsekilde ideal bir
SERS platformu olusturmak bu konudaki birgok zorlugu ortadan kaldirmistir. Bu baslik
altinda ¢ok fazla yontem oldugundan burada en ¢ok kullanilan birkag yontem ve

bunlarin SERS uygulamalar Gzerinde durulacaktir.

Metallerin elektrokimyasal olarak biriktirilmesinde anodik alumina oksit (anodic alumina

oxide, AAO) ya da bir baska deyisle gézenekli anodik alumina (porous alumina oxide,
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PAA) kullaniimakta ve bunlar yiksek SERS performansi sunmaktadir. AAO ylzey
yUksek voltajda aluminanin asit iginde ¢ozUnmesiyle elde edilir. Elde edilen yapi bal
petegine benzer ve hekzagonal paketlenmis ve nanometer seviyesinde c¢apa sahip
porlardan meydana gelir. Porlarin ¢api uygulanan voltaj, asit banyosu turt ve sicakhgi
gibi parametrelerle kontrol edilmektedir [233]. Ticari olarak satin AAO membranlari
metal biriktirme icin temin etmek mumkindir. Metallerin elektrobirikimi 10-25 V gibi
voltaj araliklarinda yapilmakta ve bundan sonra alumina tabakasi fosforik asitle
¢ozilmekte ve metalin nanotiip ya da nanocubuk yapilan elde edilmektedir. Olusan
metalik nanoyapilar yiksek boy/cap oraninda olmakta ve ylksek SERS performansi
sunmaktadir [234]. Bu yontemde metalik nanocubuklar asindirma slspansiyonu
icerisinden geri kazanilabilmektedir. En yiksek SERS performansi AAO membrane
Uzerinde biriktirilmis boy/cap orani yuksek gimus nanoteller icin saptanmigtir [235].
PAA kalip tamamen uzaklagtiktan sonra metalik nanoteller demet olusturma
egilimindedirler ve aralarindaki bosluklar 1-4 nm gibi ¢ok dusuk seviyelerdedir. Bu
durum SERS zenginlesmesine onemli katki sunar. Elde edilen nanotellerin SERS

Ozellikleri yuksek boy/cap oranindan dolayi agirlikh olarak polarizasyona baglidir.

Kalip olarak ayrica polikarbonat membranlar (PCM) elektrobirikim ile metal nanotel ve
nanotlp olusturma amaciyla kullaniimistir. PCM, diz membranin Ar+ gibi yliksek yukla
iyon ortaminda tutulmasiyla Uretilmistir [236]. Bu membranlar 20-500 nm g&zenek cap
araliklanyla da ticari olarak satilmaktadir. Bu PCM nanogdzeneklerinde elektrobiriktirme
ile Ni, Fe, Pt, Au ve Ag gibi metaller basariyla kullaniimistir [237]. Altin biriktirilerek elde

edilen substratin SERS performansi 4-merkaptopiridin tanisi i¢in kullaniimistir [152].

Polisitren (PS) mikrokureler elekrobirikimle SERS plarformu hazirlamada yaygin olarak
kullanilan malzemeler arasindadir [153, 238]. PS mikrokureler birgok farkli buytklikte
ticari olarak elde edilebilir ve suspansiyonlari kati ylUzeye kendiliginden kurulum
mekanizmasiyla kolaylikla dagilabilir 6zelliktedir [239]. Burada kureler once iletken
yuzeye yayilir. YlUzeye yayma islemi spin-kaplama ya da stspansiyonun kontrolli
sicaklik ve nem kosullarinda buharlastiriimasi ile yapilabilir. Daha sonra bu yluzey metal
iyonlari igeren ¢Ozeltiye daldirilarak elektrobirikim saglanir [240]. PS mikrokureler kalip
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Uzerine altin biriktirilerek elde edilen substratin SERS 6zellikleri mikrokire ¢api ve altin

film kalinh@i gibi parametrelerle incelenmistir [153].

Blok kopolimerler ise kalip olarak altinin elektrokimyasal yontemle biriktirilip SERS
substrat olarak kullaniminda denenmis ve olusturduklari 100 nm altindaki nanoyapilarla

yuksek SERS zenginlesmesi saglamiglardir [238].

SERS platformlari direkt olarak buhar fazinda kati yluzeyde ince metal filmlerin
biriktiriimesiyle de olusturulabilmektedir [136]. Metal film ince oldugunda, érnegin gimus
icin yaklasik 10 nm, buharlagsan metal biraraya gelerek adaciklar ya da partikuller
olusturur. Bu yontem ile optik fiberler [241] ve nanoyapili optik fiber demetler [242-246]
seklinde SERS substratlari yogun sekilde kullaniimaktadir.

Ayrica gumus nanogubuklar egik ac¢i birikim (oblique angle deposition, OAD) yontemiyle
buhar fazinda Uretilmektedir [247]. Bu yontemde kaplanacak substrat buharin gelisine
gore belli e§im agisiyla tutulmaktadir ve sonucgta ylksek bir boy/cap oranina sahip

gumus nanogubuklar egik olarak yuzeyde biriktiriimektedir.

En c¢ok kullanilan buhar fazi biriktirme yontemi Van Duyne tarafindan gelistirilen
nanokure litografisi (nanosphere lithography, NSL) olarak adlandirilan yontemdir [147,
248]. Bu yontem kati yuzeye kendiliginden kurulum mekanizmasiyla nanokulreler
yayildiktan sonra Ustindn buhar fazinda direkt olarak metalle kaplanmasi temeline
dayanir. Daha sonraki asamada ise kureler uygun bir ¢oztcu ile uzaklastirilir. Béylelikle
ylzeyde periyodik ve ylzeyde tek ya da iki tabaka kire bulunmasina bagh olarak ticgen
ya da altigen metalik nanoyapilar olusur [249, 250] Elde edilen yiizeylerden 10°

mertebesinde SERS zenginlestirmesi elde edilmistir [251].

Yuksek tekrarlanabilirlige sahip SERS platformlarin Uretilebilmesi icin silikon yuzeyler
Uzerine gorundr 1sik litografisiyle ticari olarak satilan nanoyapilar gelistiriimistir.
Oncelikle fotolitografi ile 2 ym derinlige sahip mikro-kuyular olusturulmus ve daha sonra
bu ylzeyler gaz fazinda altin ile kaplanmigtir. Patentlenen bu Urin yUksek
tekrarlanabilirlikte SERS performansi gostermistir [252, 253]. Buginlerde bu substrat

Klarite™ ticari adiyla Renishaw Inc. tarafindan piyasaya siriilmektedir. Bu malzeme cok
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ust duzeyde zenginlegtirme imkani sunmamasina ragmen tekrarlanabilirliginin yuksek

olmasi, floresans emisyon eksikliklerini gidermesi gibi Usttinliklere sahiptir [254].

2.3.3. Aptamerler ve SERS Uygulamalari
Aptamerler, spesifik hedef molekullere baglanabilen kisa zincirli DNA ya da RNA

oligonukleik asitlerdir. Rastgele dlizenlenmis genis havuzlardaki dizilerden olusturulurlar
[255]. Aptamerler ve bunlarin bir hedef molekile spesifik olarak baglanma 6zelligi ilk
kez 1990 yilinda kesfedilmistir. Ayni yil icerisinde iki ayri grup birbirlerinden bagimsiz
olarak bu konuda carpici aragtirmalara imza atmislardir [256, 257]. Ellington ve
Szostak belli bir dizilimdeki kisa zincirli bir RNA molekulindn bir liganda spesifik olarak
baglanabilecegini gostermistir [256]. Tuerk ve Gold ise RNA aptamerlerinin bu 6zelligine
baglh olarak aptamerlerin sentezi ile ilgili 6nemli gelismeler saglamistir [257]. O
zamandan gunimuize kadar gecen surede aptamerler yogun bir ilgi gormus ve basta
kucuk molekuller olmak Uzere proteinler, nukleik asitler, hiicreler, dokular ve organlar
olmak Uzere cesitli molekil ve makro yapilar ile c¢alismalarda kulanilmigtir [255].
Aptamerler, biyoteknolojide ve tedavisel uygulamalarda bazi molekulleri (6rnegin;
biomolekul) tanimlama 6zellikleri sebebiyle siklikla kullanilirlar. Cabuk sentezlenmeleri

ve bir deney tipunde bile elde edilebilmeleri en biylk artilaridir.

Aptamerler, laboratuvarda duzenlenmis birer nikleik asit ¢esidi olup ve SELEX
(systematic evolution of ligands by exponential enrichment) adi verilen bir ydntemle elde
edilirler [255]. Sekil 2.13te SELEX slreci ile aptamer sentezinin asamalari
gosterilmektedir. SELEX sureci ile ilgili su anki temel hedef dongu (n) sayisini dusurerek

aptamerlerin daha hizh birgekilde Uretimini saglamaktir.
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Sekil 2.13. SELEX stirecinin sematik gosterimi [258]

Aptamerler degerlendirilirkken 6zellikleri ve performanslari genel olarak en yakin
rakipleri olan antikorlarla karsilastirilir. Bu karsilastirma 6zetle Cizelge 2.1’de verilmistir.
Hemen hemen tum Ozelliklerde aptamerlerin antikorlara gore ¢ok daha avantajli oldugu
acikga gorulmektedir. Bundan dolayl antikorlarin yerine aptamerler daha siklikla

kullaniimaya baglanmistir.

Gunumuzde aptamerler degisik nanoteknolojik yaklasimlarla gelistirilerek SERS
uygulamalarinda kullaniimaktadir [259-261]. Negri ve ark. influenza virisinin tanisini
nikleoprotein tzerinden SERS-aptamer sistemi kullanarak yapmiglardir [262]. Bunun
icin ilk olarak gimus nanogubuklar SERS ylzeyi Uzerine biriktirilmis ve aptamerler
immobilize edilerek influenza virlGsunun ndkleoproteinin aptamere baglanarak SERS
sinyali ile belirlenmigtir. Boylelikle bu yaklasim ile hedef molekilin spesifik olarak
tanisinda kullanilabilecegini gostermiglerdir. Ravindranath ve ark. ise SERS-aptamer

sistemi kullanarak coklu bakteri tanisini gdstermislerdir [263]. Bu calismada farkli
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sekilllerdeki altin ve gumus nanopartikuller Uzerine immobilize edilmis antikor ve
aptamerlerin Raman boyalariyla isaretlenerek c¢ok cesitli bakteri turlerini ayni anda
SERS ile belirleyebileceklerini saptamiglardir. Bir baska calismada anodik alumina
membrane kullanilark 200 nm g¢apinda metal nanotip yapilar elde edilmis ve yapilar
aptamer ile modifiye edilerek olusturulan optofluidik sistemle ile SERS ile vasopressin

tanisi gergeklestiriimistir [264].

Bu kisimda aptamer-SERS calismalardan sadece birkagi genel bir fikir veriimesi

acisindan verilmistir. Daha ayrintili bilgi icin ilgili literatlire bagvurulabilir [265, 266].

Cizelge 2.1. Aptamerlerler ve antikorlarin genel 6zelliklerinin kargilastiriimasi [267].

Ozelikler Aptamer Antikor
Uretim < 1 hafta (otomatik, in vitro) 10 hafta (in vivo)
Ozgiinliik ve afinite Yiiksek, Kd: piko-nanomolar Yiiksek, Kd: piko-nanomolar

Inhibisyon potansiyeli Yiiksek Dusuk

Molekiil agirhgi 6-25 kDa 150 kDa

Immunojenite & toksisite Gozlenmemis immun tepkimeler var
Hedef bolgesi Hiicre ici ve disi proteinler Hiicre disi proteinler

Uygun kimyasal modifikasyon Evet Hayir

Fizikokimyasal kararlilik Kararh Degisken
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel calismalar temelde nanopartikillerin
sentezlenmesi, nanoyapilandiriimis yuzeylerin hazirlanmasi ve nanopartikuller ve
yuzeyler biraraya getirilerek farkli malzemler icin SERS performanslarin belirlenmesi
olarak (¢ ana baslik altinda toplanabilir. izleyen satirlrada bunlarla ilgili ayrintili

aciklamalar verilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Tez cgalismasinda kullanilan batin kimyasal maddeler satin alma yolu ile temin
edilmistir. Tum c¢alisma boyunca kullanilan ¢ozeltiler ve yikama iglemleri igin yuksek
saflikta (6zgul direnci > 18 MQ) deiyonize H,O kullaniimistir. Partikll sentezinde
kullanilan FeCl,-4H,0 (Merck), FeCl;-6H,O (Merck), TMAOH (Sigma-Aldrich), propilen
glikol (Aklar Kimya), sukkinik asit (BDH Chemicals), ure (Sigma-Aldrich), HAuCl,
(Sigma-Aldrich), tri-sodyum sitrat (Sigma-Aldrich), CTAB (Merck), gumus nitrat (BDH
Chemicals), L-askorbik asit (Sigma-Aldrich) poli(vinilpirolidon) (PVP) (Sigma-Aldrich),
poli(sodyum stirenesilfonat) (Sigma-Aldrich), NaBH,4 (Sigma-Aldrich) ve NaOH (Merck)
dogrudan kullaniimistir. BK7 cam slaytlarin temizliginde Sigma-Aldrich firmasindan
temin edilen aseton (% 99 v/v), etil alkol (% 99 v/v), hidrojen peroksit (% 30 v/v),
hidroklorik asit (% 37,8 v/v) ve nitrik asit kullanilmistir ve bu yiizeyler LINDE firmasindan
temin edilen yUksek saflikta (%99.9) azot gazi ile kurutulmustur. Ayni nikleotid
dizilimine sahip FITC-aptamer (5'-Thiol-GGG GTT GGT TGT GTT GGG TGT TGT GT-
FITC-3’) ve Dy800-aptamer (5’-Thiol-GGG GTT GGT TGT GTT GGG TGT TGT GT-
Dy800-3’) ve dizilimin komplementer aptameri (5-ACA CAA CAC CCA ACA CAA CCA
ACC CC-3) Ella Biotech GmbH firmasindan satin alinmistir. Tez calismalarinda
kullanilan ylGzeylerin temizleme islemi i¢cin hava plazma sistemi (Diener Electronics,
Almanya) kullaniimistir. istenilen kalinlikta ve ydnelimsel bir nanoyiizey olusturmak igin
NANOVAK HV Yuksek Vakum Fiziksel Buharlagma Birikimi (Physical Vapor Deposition,
PVD) cihazi ve ev yapimi edik agi biriktirme ekipmani kullaniimistir. Sekil 3.1.a'da
plazma cihazi, Sekil 3.1.b’de ylksek vakum fiziksel buharlagsma birikim cihazi
gosterilmigtir. Biriktirme igleminde c¢ok yuksek saflikta (%99.9) altin ve gumus

kullanilmigtir. Biriktirme yaklasik olarak 10® Torr buharlasma basinci ve 0,1 A/sn
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biriktirme hizinda yapilmistir. EQik a¢i vakum biriktirme teknigi ile hazirlanan izotropik ve
anizotropik nanoyuzeylerin karakterizasyonu JEOL JSM-6060 ve QUANTA 400F Field
Emission taramal elektron mikroskobu, SEM, ile gerceklestiriimistir. Nanopartikuller ise
FEI Tecnai G® Spirit BioTwin CTEM (USA) ve FEI Tecnai G F30 (USA) gegcirimli
elektron mikroskobu, TEM, ile goruntilenmigtir. Ayrica nanopartikillerin  UV-vis

spektrumlari Jasco V530 spektrofotometresi ile elde edilmigtir.

Elde edilen altin nanogubuk platformlarin X i1sini kirinim desenleri (Rigaku Ultima-1V,
USA) cihazinda yapilmistir. Yine ayni ylzeyin elipsometrik 6zellikleri Nanofilm Surface
Science GP3 cihazi kullanilarak gergeklestiriimistir. SERS platformlari kullaniilmadan
once 10 dakika boyunca UV-ozon uygulanarak temizlenmistir (UVO cleaner, Model
No0:42-220, USA). Boyali aptamerler ve diger floresans molekll igeren ylzeyler

Olympus BX-51 floresans mikroskobu kullanilarak incelenmisgtir.

Partikil boyut dagilimlari, ylzeyde olusturulan altin ve gumus nanoyapilarin egim

acllari ve gaplari Imaged yazilimi ile incelenmistir.

Tum Raman c¢aligmalart 785 nm lazer kaynagina sahip Delta Nu Examiner Raman
Microskop kullanilarak yapilmistir. Sistem CCD detector ve motorize 6rnek haznesine
sahiptir. Raman 6lgimlerinde kullanilan parametreler su sekildedir; 20X objektif, 30 um
spot buyuklagua, 30 s lazer uygulama suresi, 150 mW lazer giict. Tum 6lcimlere taban

hizasi dogrulamasi (baseline correction) uygulanmistir.

Elektrik alan modellemesi COMSOL yazilimi kullanilarak 10° anizotropik altin yiizey
taklit edilerek yapilmistir. Bu modeled kullanilan dielektrik sabiti gibi temel ozellikler ilgili

literatlirden alinmigtir [268].
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Sekil 3.1. Ylzey hazirlamada kullanilan (a) plazma cihazi ve (b) ylksek vakum fiziksel
buharlagma birikim cihazi

3.2. Nanopartiktllerin Sentez ve Karakterizasyonu
Bu baslik altinda farkl icerik ve morfolojiye sahip nanopartikillerin tez kapsaminda

hangi yontemlerle elde edildikleri 6zetlenecektir. Bu baglamda asagida sirasiyla
magnetik, altin ve gimus nanopartikillerin sentezi verilmistir. Manyetik nanopartikuller
plasmonik ozellik tagimadiklari icin Raman c¢alismalarinda kullaniimamigtir. Fakat bu
nanopartikuller grubumuzca gergeklestirilen diger calisma ve projelerde yogun olarak
kullanildiklarindan tez kapsamina alinmiglardir. Altin ve gumus nanopartikuller ise
Raman zenginlestirmesine olan sinerjik etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla farkli

sekillerde sentezlenmislerdir.

3.2.1. Manyetik Nanopartikillerin Sentezi
Tez kapsaminda slUperparamanyetik demir oksit nanopartikiller (Superparamagnetic
Iron Oxixe Nanopartticles, SPIONs) es-¢oktirme ve solvotermal olarak iki farkh
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yontemle elde edilmistir. Boylelikle iki farkl partikil boy ve morfolojisinde manyetik
nanopartikuller sentezlenmis olup grubumuzca gergeklestirilen diger calismalarda
kargsilagstirma amacl kullaniimiglardir. Bu kapsamda, ilk asamada kolloidal SPIONs
ornekleri ayrintilari Kang ve ark. [269] tarafindan 6nerilen ikili-coktirme teknigiyle
kisaca su sekilde Uretilmistir; 0.0994 g FeCl,-4H,0 ve 0.2703 g FeCl3-6H,0 bilesikleri
Fe*?/Fe™ molar orani 0.5 olacak sekilde 5 ml deiyonize su igerisinde ¢ozulmus ve
¢cOzelti icerisindeki ¢dzinmus oksijen 10 dakika boyunca igerisinden N, gecirilmek
suretiyle uzaklastiriimistir. Benzer bir sekilde, kral suyu ile yikanmig Ug-boyunlu
yuvarlak altli sisede ise 50 ml 1 M NaOH c¢ozeltisi hazirlanmig ve yuksek karisma
hizinda igerisinden 20 dakika boyunca N gecirilmigtir. Daha sonra hazirlanmig olan Fe
cOzeltisi yuksek mekanik karigtirma esliginde (Heidolph Type RZR1, 2000 rpm,
Almanya) ve N, akisl altinda damla damla bu ¢ozeltiye eklenmigtir. Topaklanma ve
buna benzer istenmeyen durumlari onlemek amaciyla bu asamada 06zel caba
harcanmigtir. Fe c¢oOzeltisini damlalar halinde eklenmesiyle ¢ozelti ilk olarak koyu
kahverengi ve daha sonra siyah renk almigtir. Tepkime 30 dakikalik N akigi ve karisma
neticesinde sonlandiriimistir. Sonucta elde edilen manyetik nanopartikilleri manyetik
olmayan bilesenlerden ayirmak amaciyla kuvvetli bir miknatis ile ¢ kez deiyonize su ile
yikama vyapilmistir. Sonugta Uretilen kolloidal SPION stabilizasyonu saglamak ve

oksidasyonu dnlemek amaciyla 0.1 M TMAOH ¢o6zeltisi icerisinde dagitilmigtir.

Solvotermal yonteminde ise ayrintilari Cheng ve ark. [37] tarafindan Onerilen yontem
temel alinmistir. Bu kapsamda 30 mmol tre, 3 mmol FeCl;-:6H,0, 1 mmol sukkinik asit
30 ml propilen glikol icinde tamamen ¢ozununceye kadar magnet esliginde
kanstinimistir. Daha sonra elde edlen bu seffaf parlak sari ¢ézelti bu yontem icin 6zel
yaptirilan yaklagik 50 ml i¢c hacme sahip ve fotograf goruntistu Sekil 3.2’de verilen
TEFLON-paslanmaz celik reaktore alinmistir. Tepkimenin gergeklesmesi igin reaktor
200 °C finnda 12 saat sireyle tutulmustur. Boylelikle, tGrenin sicaklikla pargalanmasina
bagl olarak sirasiyla Fe(OH); ve Fe(OH), yan Urunleri olusmus ve nihai Grun olarak
Fe3O4 (manyetit) elde edilmisitir. Tepkime sonunda elde edilen nanopartikiller kuvvetli
bir miknatis kullanilarak, bir kere teknik etanol ve U¢ kez ise deiyonize su ile yikanarak
saflagtirimistir.  Benzer sekilde stabilizasyonu saglamak ve oksidasyonu &énlemek

amaciyla 0.1 M TMAOH c¢dzeltisi icerisinde daha sonraki kullanima kadar saklanmistir.
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Sekil 3.2. Solvotermal yontemle mantetit sentezinde kullanilan TEFLON-paslanmaz
celik reaktor sistemi

3.2.2. Altin Nanopartikullerin Sentezi

Tez kapsaminda farkli sekil ve tirdeki nanopartikillerin altin ve gimis nanocubuk
yaplilar ile kombinasyonu sonucu olusan yapinin Raman zenginlesmesine olan etkisinin
belirlenmesi temel hedefler arasindadir. Bu badlamda belirtilen 6zellikte altin ve gumus
nanopartikullerin Uretimi farkl stratejiler kullanilarak gergeklestiriimistir. Bu baglamda
altin igin kuresel (AuNP), cubuk (AuNR) ve kafes (AuNC) sekilde nanopartiklller elde

edilmigtir.

AuUNP sentezinde Turkevitch [270] tarafindan tasarlanmis olan standart sitrat indirgeme
yontemi kullaniimistir. Bu yontem kapsaminda kisaca deiyonize su ortaminda 50 ml 1
mM HAuUCI, ¢dzeltisi kaynama noktasina kadar istilmis ve Au*® iyonlarinin indirgenmesi
manyetik karistirma esliginde 16.5 ml 0.01 M tri-sodyum sitrat ¢dzeltisinin eklenmesiyle
saglanmistir. Altin iyonlari 10 dakika gibi kisa bir sirede tamamen indirgenmis ve 1sitci
devreden cikartilarak tepkime sonlandiriimigtir. Elde edilen koyu kirmizi renkli AuNP
¢cozeltisi ilave bir iglem yapmaksizin oda kosullarinda daha sonraki kullanima kadar

saklanmistir.

Bir diger altin nanopartikul tart olan AuNR ise El-Sayed grubu tarafindan gelistirilen iki
asamall sentez protokoll ile hazirlanmistir [149]. ilk asamada tohum (seed) ¢ozeltisi,
2.5 ml 1 mM HAuCl, 2 ml 0.5 M CTAB ve 0.15 ml 0.02 M KBH; manyetik karigtirma
esliginde sirasiyla eklenerek olusturulmustur. Boylelikle yaklasik olarak 3-4 nm boyuna

sahip nanopartikillerden kahverengi-kirmizi renkte tohum c¢oézeltisi hazirlanmistir.
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Dusuk partikil boyutu ve buna bagll olarak yuksek yuzey enerjilerinden dolayi
olusturulan bu ¢dzelti en ge¢ 3-4 saat icerisinde kullaniimalidir. Daha sonra ise taze
hazirlanan 18 ul tohum ¢ozeltisi 2.5 ml 1 mM HAuCl,, 2 ml 0.5 M CTAB, 0.5 ml 1 mM
gumus nitrat ve 0.25 ml 0.1 M L-askorbik asit iceren buylume c¢ozeltisine eklenmis,
yaklagik 10 saniye karistiriimis ve AuNR sentezi igin 6 saat beklenmigtir. Bu sire
sonunda elde edilen pembe-kirmizi renkli ¢ozelti icerisindeki fazla olan CTAB ve yan
arun olarak olusan AuNP’lerin uzaklastirilmasi amaciyla iki kez 10000 rpm ve 20 dakika
sureyle santrifuj edilmis ve deiyonize su ile yikanmistir. Sentezlenen AuNR ¢Ozeltisi oda
kosullarinda saklanmistir. Buna ilave olarak farkli dalgaboylarindaki lazerlerle eslesip
(coupling) SERS zenginlestirmesini saglamak amaciyla yukarida elde edilen AuNR
orneklerinin asit varliginda boylarinin oksidasyon iglemiyle kisaltiimasi yoluna gidilmistir.
Bu amagcla ayrintilari Zheng ve ark. tarafindan verilen yontem uygulanmistir [271]. Daha
once sentezlenen AuNR co6zeltisinden 1 ml alinarak oksidasyon igin tzerine 10 pl 0.01
M HAuCI, ¢ozeltisi eklenmistir. AUNR boyunun zamanla kisaldigi ¢iplak goézle UV-
Vis'de gapa bagli pikin sola kaymasiyla (blue shift) izlenmistir. Istenilen 6zellige sahip
AuNR elde edildiginde tepkimeyi kesmek amaciyla AuNP c¢ozeltisi 10000 rpm’de 10

dakika santriflij edilerek saflagtirilimistir.

AuNC’ler ise gumus nanokupler ile kloroaurik asit (HAuCl,;) arasinda gerceklesen
galvanik yerdegistirme tepkimesi esas alinarak sentezlenmistir [272]. Bu baglamda ilk
asamada gumus nanokupler daha onceki yayinlara gore elde edilmis ve daha sonra 3
nM nanokup iceren ¢ozelti poli(vinilpirolidon) (PVP) icerisinde dagitiimis ve manyetik
karistirici  esliginde kaynama noktasina kadar isitilmigtir. Bir siringa pompasi
kullanilarak bu c¢ozeltiye 10 dakika sire icerisinde 3 ml 0.2 mM HAuCI,; ¢oOzeltisi
eklenmistir. Reaksiyon yaklasik 10 dakika igerisinde ¢ozelti renginin kararl bir hale
gelmesiyle sonlandrilmigtir.  Sogutulan ¢o6zelti santrifij edilmis ve doygun NaCl
eklenerek AgCl uzaklastirnimistir. Saflastirlan AuNC c¢o6zeltisi bir sonraki kullanima

kadar oda sartlarinda saklanmigtir.

3.2.3. Gumus Nanopartikillerin Sentezi
Raman zenginlestirmesinde sinerjitik katki sunmasi agisindan bu kapsamda gimus

nanopartikullerin sentezi konusunda yapilan deneysel ¢caligmalar burada 0zetlenecektir.
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Farkli sekildeki gimus nanopartiktllerin etkisini belirlemek amaciyla kiresel (AgNP),

ucgen prizma (AgPR) ve gubuk (AgNR) seklinde yapilar sentezlenmistir.

ilk asamada AgNP ayrintilari Yang ve ark. tarafindan verilen sitrat indirgeme metoduyla
sentezlenmigtir [273]. Bu yontemde 10 mM AgNO3; ve 20 mM trisodyum sitrat iceren
cozelti 70 °C’ye kadar isitilmis ve renk degisimi gozlendikten hemen sonra buz
banyosunda sogutulmustur. Elde edilen sari renkli AgNP ¢ozeltisi ek bir islem

yapillmadan daha sonraki kullanima kadar oda sartlarinda saklanmistir.

Bir diger gimUs nanopartikil cesidi olan AgPR ise iki asamali olarak sentezlenmistir
[80]. ik olarak gekirdek (tohum) ¢ozeltisi basitce 5 mL 2.5 mM trisodyum sitrat, 0.25 mL
500 mg/L poli(sodyum stirenesulfonat) ve 0.3 mL 10 mM NaBH, 6ncelikle karistiriimig
ve 5 mL 0.5 mM AgNO; c¢ozeltisi igcine damlatma hizi yaklasik 2 mL/dakika olacak
sekilde yavasca ilave edilmistir. Daha sonraki asamada ise 5 mL saf su Uzerine 45 pl 10
mM askorbik asit ve belli miktarda ¢ekirdek ¢ozeltisi ilave edilmistir. Elde edilen karigim
Uzerine 0.5 mM AgNOj3; dakikada 1 mL’lik bir hizda yavas yavas ilave edilerek degisik
AgPR elde edilmigtir. Elde edilen nanoprizma ¢ozeltisi tzerine 0.5 mL 25 mM tri-

sodyum sitrat ilave edilerek partikuller ayrica stabilize edilmigtir.

Son olarak AgNR yine islak kimya yontemi ile sentezlenmistir [78]. Bu yontem iki
asamadan olusmaktadir. ilk asamada 20 ml 0.25 mM AgNOs; ve 0.25 mM tri-sodyum
sitrat ¢ozeltisine 0.6 ml 10 mM NaBH, eklenerek sonraki asama igin tohum (seed)
nanopartikil (~4 nm) gozeltisi elde edilmistir. Bu ¢ozelti 2 saat bekletilerek, tepkimenin
tamamlanmasi saglanmigtir ve en ge¢ 5 saat iginde de sonraki agsamada kullaniimigtir.
Daha sonra ise AgNR sentezlemek icin 0.25 ml 10 mM AgNOg3, 0.5 ml 100 mM askorbik
asit ve 10 ml 80 mM CTAB c¢ozeltisi karistirilarak buyume (growth) c¢ozeltisi elde
edilmigtir. Bu ¢ozeltiye dnceden hazirlanan tohum ¢6zeltisinden 0.05 ml ve 100 pl 1 M
NaOH damlatilarak, ¢ozeltinin rengi stabil kalincaya kadar beklenmigtir. Elde edilen
AgNR c¢o6zeltis 10000 rpm’de santrifij edilerek yan Urinler ve fazla CTAB uzaklastiriimis

ve deiyonize su ile yikanmistir. Sonraki kullanima kadar oda sartlarinda saklanmistir.
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3.3. Altin (Gold Nanorod Arrays, GNA) ve Gumus (Silver Nanorod Arrays, SNA)
Nanocubuk Yapilarin Yuzeyde Olusturulmasi ve Karakterizasyonu

Bu kapsamda uretilen plazmonik 6zelligi sahip GNA ve SNA ylzeylerin temizligi buyutk
Onem arz etmektedir. Bu asamada elde edilen yuzeyler daha sonraki bolumlerde direkt
olarak SERS performanlarinin belirlenmesinde ya da aptamer molekiilleri ile modifiye
edildikten sonra SERS analizleri yapilacagindan yizeylerin kusursuz bir halde olmasi
gerekir. Bundan dolay! alt-tas olarak kullanilan BK7 cam yizeyler asagida belirtilen

asamalarda 6zenle temizlenmistir.

Temizleme isleminden o©nce istenilen yapida kaplamanin yapilabilmesi i¢in cam
ylzeyler uygun bir boyutta (2.5 cm x 2.5 cm) kesilmistir. Daha sonra ylzeyler Gzerindeki
kaba kirliliklerin uzaklastiriimasi amaciyla sabunlu suda sonike edilerek yikanmistir. Bu
islemi takiben yuzeyler sirasiyla deiyonize su, aseton ve etanol ile 10 dakika siresince
ultrasonik banyoda yikanmigtir. Cam yuzeyler tzerinde bulunan gozle goérulemeyen
organik Kirlilikleri ve purtzlulikleri uzaklastirmak amaciyla yuzeyler hacimsel olarak 1:3
oraninda H,O, (% 30 v/v) ve H,SO, (%70) iceren piranha c¢ozeltisine 15 dakika
daldirilarak temizlenmigtir. Daha sonra deiyonize su ve etil alkol ile yikanmig ve
kaplama iglemine kadar yuUksek saflikta etanol i¢cerinde oda kosullarinda saklanmistir.
Kaplama igleminden once kaplanacak yuzey Uzerinden N, gecirilerek kurutma yapilmis
ve vyuzeylere fiziksel veya kimyasal olarak bagli organik Kkirliliklerin
uzaklasmastirimasini saglamak amaciyla BK7 cam ylzeyler vakum ortaminda 30
dakika boyunca 100 W oksijen plazmasi ortamida temizlenmistir. Plazma sisteminden
alinan yuzeyler Uzerine herhangi bir kirlilgin birikimini engellemek amaciyla hizli bir
sekilde kaplama aparatina takilarak kaplama cihazina alinmistir. Bu c¢alisma
kapsaminda elde edilen tum altin ve gumus yuzeyler BK7 cam slayt Uzerinde fiziksel
buhar biriktirme teknigi (Physical Vapour Deposition, PVD) yardimi ile hazirlanmigtir.
Anizotropik altin ve gumug yapilarin Uretimine olanak saglayacak sistem ¢alismanin bu
is paketinde tasarlanmis ve laboratuvarlarimizda Uretilmigtir. Biriktirme islemi (YUksek
Vakum) Fiziksel Buhar Birikimi (PVD; “Physical Vapor Deposition”) cihazi kullanilarak
gerceklestiriimigtir. PVD sisteminde buharlagan altin ya gumuas atomlari ile yUzeylerin
temas acisi kontrol edebilmektedir. Gaz fazindaki altin ya da giimts molekdlleri ile BK7

cam yuzeyler arasindaki aginin istenilen egim agisina ayarlanabilmesi ile anizotropik

55



altin ve gimus nanocubuklar yizey diftizyonu ve kendilerini gélgeleme (self-shadowing)
mekanizmalari temeline dayanarak Uretilmigtir. Oncelikle %99.99 safliktaki altin ve
gumus pargaciklar PVD sistemi icerisinde yer alan tungsten potaya Ozenle
yerlestiriimigtir. Kaplanacak olan cam yuzeylerin buharlagsma kaynagina olan uzakligi 2
cm olarak ayarlanmistir. Biriktirme prosesi icin optimum kosullar belirlenmistir (10 Torr
buharlasma basinci ve 0.1 A/sn biriktirme hizi). Calismada farkli gelis acilar (5°, 10°,
20°) ile tek bir kalinlikta (60 nm) altin ve gumus biriktirilmis ve yuzeyler Uzerinde olusan
nanoyaplilar taramali elektron mikroskopu (Scanning Electron Microscope, SEM) ile
karakterize edilmistir. Ayrica SERS performanslarinin karsilastirilmasi amaciyla diz
(izotropik) altin ve gumus yluzeyler (3 nm Cr, 32 nm Au ya da Ag) yine ayni sistem ve
kosullarda hazirlanmigtir. Burada Cr kaplama altin ya da gimusun ylzeye daha iyi
baglanmasini saglamak amaciyla kullaniimigtir. Yine karsilastirma amacgh olarak
puarazli yuzeyler elde etmek amaciyla PS mikroklreler (~ 5 g, 1.5 mg / ml) spin
kaplama cihazi kullanilarak (Spincoat G3P-8, USA) cam yizeye tek tabaka olarak
yaylimistir. Bu yuzeylere plazmonik 6zellik kazandirmak amaciyla yukarida belirtilen

kosulllarda PVD cihazi kullanilarak 32 nm altin kaplanmistir.

3.4. Nanopartikiiller ile Kombine/Dekore Edilmis GNAs ve SNAs Yapilarin SERS
Ozellikleri
Tez kapsaminda yukarida belirtilen ydntemlerle elde edilen GNA ve SNA platformlar ve

bunlarin plazmonik  Ozellige  sahip  nanopartikiller  kullanilarak ~ Raman
zenginlestirmesinde sinerjitik bir etki olusturma potansiyeli incelenmistir. Bu baglamda
elde edilen nanopartikul ¢ozeltileri Raman boyasi ya da toksin ¢ozeltileriyle belirlenen
nihai derisimlerde olacak sekilde karistiriimis ve etkilesimin olmasi amaciyla 30 dakika
bekletilmistir. Tum ¢ozeltiler deiyonize su igerisinde hazirlanmistir. Bu karisim daha
sonra 10 dakika boyunca UV-ozon uygulanmig ylzeylere belli miktarda (3 pl)
damlatiimis ve kuruyuncaya kadar oda kosullarinda laminar kabinde tutulmustur.

Kuruyan yuzeylerin Raman olgumleri ayni gun igerisinde gergeklestiriimigtir.

3.5. Aptamer ile Modifiye Edilmis GNAs ve SNAs Yiizeylerin SERS Ozellikleri
Bu kisimda ilk asamada FITC-aptamer ve Dy800-aptamer c¢ozeltileri fosfat tampon

cozeltisi icerisinde pH 8 olacak sekilde istenilen derisimde hazirlanmigtir. Daha sonra
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bu c¢ozeltiler 10 dakika boyunca UV-ozon uygulanmis yuzeylere belli miktarda (3 pl)
damlatiimig ve kuruyuncaya kadar oda kosullarinda laminar kabinde tutulmustur. Bu
sekilde boyali aptamerlerin tiyol grubu Uzerinden yuzeylere baglanmasi saglanmistir.
Kuruma sonunda yuzeyler baglanmayan aptamerlerin uzaklastirimasi amaciyla fosfat
tamponuyla yikanmis ve azot ile kurutulmustur. Komplementer aptamer takildiktan
sonraki Raman spektrasinin tayini i¢cin bu ylzeylere ayrica sonradan yine fosfat tampon
icerisinde komplementer aptamer (1 pM, 10 pl) damlatiimig ve yukaridakine benzer
sekilde kurutulmus ve yikanmistir. Aptamerler floresans boyali oldugu icgin aliminyum
folyo ile sarilarak isikla temasi engellenmistir.  Aptamer ile modifiye edilmis tim

yuzeylerin Raman oOlgumleri ayni gun igerisinde gerceklestirilmigtir
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Nanopartikillerin Sentez ve Karakterizasyonu
Bu kisimda deneysel kisimda sentez yontemleri ayrintili olarak verilen manyetit, altin ve

gumaus nanopartikullerin karakterizasyon sonuglari ilgili analizlerle 6zetlenecektir.

4.1.1. Manyetik Nanopartiktllerin Sentezi
Manyetit nanopartikiller grubumuzca yapilan calismalarda 6zellikle nanopartiklllerin

modifiye  edilerek hicre icine  transfer edilmesinde siklikla  kullanilan
nanomalzemelerdendir. Bundan dolayr manyetik nanopartikiller plazmonik 6zellige
sahip olmadigi ve tez kapsaminda SERS analizlerinde kullaniimadigr halde
grubumuzca vyapilan diger calismalarda kullanilabilmesi icin sentezlenmistir. Bu
baglamda ilk asamada manyetit nanopartikiller ikili ¢éktiirme yontemiyle elde edilmisgtir.
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2'de sirasiyla bu yontemle elde edilen nanopartikillerin farkli
bayutmelerdeki TEM goruntileri ve partikal boyut dagilim grafikleri verilmistir. Buradan
partiktllerin homojen bir dagihmla ikili ¢oktirme yontemiyle sentezlendikleri rahatlikla
soylenebilir. Partikil boyut dagilimi ile yapilan bu partikillerin ortalama olarak 5.8 nm

buyukligunde oldugu hesaplanmigtir.

Sekil 4.1. Es-¢oktirme yodtemiyle elde edilen manyetit nanopatikullerin farkl
blyutmelerdeki TEM gortntileri
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Sekil 4.2. Es-¢coktirme yotemiyle elde edilen manyetit nanopatikullerin boyut dagilim
grafigi
Grubumuzca yapilan daha onceki ¢alismalarda ikli ¢oktirme ydntemiyle sentezlenen
manyetik nanopatikullerin ¢ok duguk partikil boyutlarina bagli olarak dusuk
suiperparamanyetik 6zellik gosterdikleri ve dislik manyetik doygunluk (~32 emu/g,
magnetic saturation) degerlerine sahip olduklari belirtilmistir [274]. Grubumuzdaki
calismalarda bu partiktllerin manyetik doygunluk degerlerinin yuksek olmasi istenilen
bir 6zelliktir. Bu baglamda alternatif olarak solvotermal ile manyetit sentezi
gerceklestiriimistir. Sekil 4.3 ve Sekil 4.4te sirasiyla bu ydntemle elde edilen
nanopartikillerin farkli buyutmelerdeki TEM gorUntuleri ve partikil boyut dagilim
grafikleri verilmigtir. Partikullerin son derece dar bir dagilim araliginda basarili bir
sekilde sentezlendikleri gorilmektedir. Bu ydntemle sentezlenen manyetit
nanopartikiller icin ortalama buyuklik 18.8 nm olarak belirlenmistir. TEM gérintuleri
dikkatle incelendiginde elde edilen partikillerin gobzenekli bir yapida oldugu
gorulmektedir. Bu tamamen partikdl Uretim mekanizmasiyla ilgilidir. Sentez sirasinda
kiucik partikiller Ostwald buyimesi (Ostwald ripening) ile biraraya gelerek
kimelenmeler  (cluster) olusturur ve bunun sonucunda nanopartikiller arasinda

bosluklar meydana gelir [37].
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Sekil 4.3. Solvotermal yodtemle elde edilen manyetit nanopatikillerin farkli
buyutmelerdeki TEM goruntileri
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Sekil 4.4. Solvotermal yotemle elde edilen manyetit nanopatikillerin boyut dagilim
grafigi
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4.1.2. Altin Nanopartikillerin Sentezi
Bu kapsamda GNA nanocubuklarla kombine edilerek Raman zenginlestirmesini

arrttirmaya yonelik olarak kullanilacak olan altin nanopartikullerin sentez sonuglari
degerlendirilecektir. Altin nanopartikaller morfolojilerinin  SERS performansina olan
etkilerinin arastiriimasi amaciyla kiresel (AuNP), kiip (AuNC) ve ¢ubuk (AuNR) seklinde

sentezlenmiglerdir. Simdi bunlarla ilgili elde edilen sonugclari sirasiyla inceleyelim.

AuNP icin elde edilen farkh buyuklUklerdeki TEM goéruntileri, partikil boyut dagilim
grafikleri ve UV-vis spektrumu sirasiyla Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7'de sirasiyla
verilmistir. Sentez sonucunda koyu kimizi renkte nanopartiktl ¢ozeltisi elde edilmigtir.
TEM goruntulerinden bu nanopartikullerin  kiresel formda olduklari rahatlikla
soylenebilir. Ayrica partiklil boyut dagiim grafiginden AuNP icin ortalama partikdl
bayukligd 14 nm olarak belirlenmigtir.  Altin  nanopartikiller SPR  6zellik
gosterdiklerinden Uv-vis spektrumunda maksimum noktasi 522 nm dalgaboyunda
olacak sekilde bir absorpsiyon piki belirlenmistir. Bu pikin keskin yapisi yapisi partikal
boyut dagiliminin son derece dar oldugunu gostermekte ve mevcut TEM sonucu bunu

desteklemektedir.

3o

O

Sekil 4.5. Sitrat indirgeme ydntemiyle elde edilen AuNP 6rneginin farkli buyatmelerdeki
TEM goruntileri

61



Nanopartikiil Sayisi

9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Nanopartikiil Boyutu (nm)

Sekil 4.6. Sitrat indirgeme ydntemiyle elde edilen AuUNP érneginin partikil boyut dagihm
grafigi
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Sekil 4.7. Sitrat indirgeme yontemiyle elde edilen AuNP 6rneginin UV-vis spektrumu

AuNR sentezinde ayrintilari Dr. El-Sayed tarafindan geligtirilen iki asamal sentez
protokolu temel alinmistir [149]. Bu kapsamda sentezlenen AuNR o&rneklerinin farkh

blyutmelerdeki TEM gorintileri ve ¢apa ve boya goére partikil boyut dagilm grafikleri
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sirasiyla Sekil 4.8 ve Sekil 4.9'da verilmistir. Buna gére TEM sonuglari elde edilen
AuNR 6rnegdinin baska morfolojide nanopartikil icermedigini ve tamamen g¢ubuklardan
olustugunu gostermektedir. Ayrica ¢capa ve boya gore yapilan analizlere gore elde
edilen partikil boyut dagilimlari nanogubuklarin homojen bir ¢cap ve boy dagihimina
sahip olduklarini gostermektedir. Buna gobre c¢apa ve boya gore ortalama partikul
blayuklukleri sirasiyla 13.2 ve 50 nm olarak belirlenmistir. Bu sonuca goére AuNR igin

boy/cap orani (aspect ratio) yaklasik 3.8 olarak hesaplanir.

Ayrica farkli lazer dalga boylarina esleme olmasi igin AuNR orneklerin oksidasyon ile
boylari kisaltilmaya c¢alisiimistir. Bu ¢alisma ile elde edilen sonuglar Sekil 4.10, Sekil
4.11 ve Sekil 4.12’de 6zetlenmistir. Oksidasyon suresi arttikca AUNR boyunda kisalma
g6zlenmis ve degisim c¢iplak gozle ve UV-vis spektrumu ile izlenmistir. Sekil 4.10’da bu
degisimin optik olarak sonucu ¢iplak gozle kolaylikla izlenebilmektedir. Sekil 4.11’de ise
bu optik degisimlere karsilik gelen UV-vis spektrumlari herbir 6rnek icin ayri ayri
verilmistir. Dikkat edilecek olursa ok yéninde en son 6érnek hari¢c diger tim 6rneklerde
tipik AuNR igin gozlemlenen iki pik gézlenmistir. Capa (transverse) bagimli olan ilk pik
tum ornekler icin ayni maksimum absorpsiyon dalgaboyu degerinde (508 nm).
saptanmigtir ve bu pikte boy kisalmasina bagli olarak bir dedisim gozlenmemistir. Bu
durum AuNR capinin oksidasyon islemiyle degismedigini gostermektedir. Fakat, boya
bagli ikinci pik (longitudinal) oksidasyonla kisalmaya bagh olarak sola dodru kaymistir
(blue shift) [271]. Bu pik 800 nm’den zamanla 785, 655 ve son olarak 520 nm degerine
gelmistir. Bu sonucu desteklemek amaciyla ilgili AuUNR Orneklerinin TEM goruntuleri
Sekil 4.12’de verilmigtir. TEM goéruntuntileri UV-vis spektrumlari igin yaptigimiz
cikarimlari tamamen dogrular niteliktedir. Buna gére boya bagl pik 800 nm’den sirasiyla
785 nm ve 655 nm’ye ulastiginda AuNR capi degismemekte sadece partikil boyu
kisalmaktadir. Buna gore 785 nm ve 655 nm’de boya bagli maksimum absorpsiyon
degerine sahip ornekler i¢in boy/cap orani (aspect ratio) sirasiyla 3.6 ve 1.6 olarak
belirlenmistir. Son 6rnekte ise uzun slreye badli olarak gerceklesen ciddi kisalmadan
dolayr UV-vis spektrumda boya bagl pik ortadan kaybolmus ve 520 nm’de tek bir pik
g6zlenmistir (Sekil 4.11). Bu sonu¢g TEM goruntisu ile desteklenmis ve bu 6rnek igin

ortalama partikdl boyutu 13 nm olarak saptanmistir. Bu sonuglar 1siginda oksidasyon
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Sekil 4.8. Elde edilen AuNR 6rneginin farkli buyitmelerdeki TEM goéruntuleri
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Sekil 4.9. Elde edilen AuNR 6rneginin a) ¢capa b) boya gore partikul boyut dagilim grafigi
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Sekil 4.10. NR boy kisaltma yontemiyle farkh streler icin elde edilen farkli boylardaki
AuUNR o6rneklerinin fotograf gorintileri. Ok yoninde AuNR boyu artmaktadir.
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Sekil 4.11. NR boy kisaltma yontemiyle elde edilen farkli boylardaki AUNR &rneklerinin
UV-Vis spektrumlari ve fotograf goruntuleri. Ok yoninde AuNR boyu azalmaktadir.
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Sekil 4.12. NR boy kisaltma yontemiyle elde edilen farkli boylardaki AUNR 6rneklerinin

TEM goruntuleri. Ok yonunde AuNR boyu azalmaktadir.

Bu kisimda son olarak kup seklinde bir yapiya sahip olan AuNC sentez ve

karakterizatonu Uzerinde durulacaktir. Bu kapsamda AuNC igin TEM gérunttleri ve Uv-

Vis spektrumu sirasiyla Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te verilmistir. Buna gore sentezlenen

AUNC orneklerinin yaklasik olarak 150 nm buyuklikte oldugu ve kapun 3 boyutunun da

yaklagik ayni boyutlarda oldugunu rahatlikla sdyleyebiliriz. UV-vis spektrumunda 730

nm’de maksimum absopsiyon igin pik degeri saptanmigtir ve bu deger elde edilen TEM

goruntisuni destekler niteliktedir [272].

Sekil 4.13. Sentezlenen AuUNC drneklerinin TEM goruntuleri
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Sekil 4.14. Sentezlenen AuUNC drneklerinin UV-vis spektrumu

Altin nanopartikuller ile ilgili bu kisim 6zetlenmek gerekirse su ¢ikarimlar yapilabilir. TUm
nanopartikuller istenilen sekil, buyuklik ve plazmonik 6zellikte kontrolli ve tekrarlanabilir

bir sekilde sentezlenmis ve bu sonug yeterli veri ve analizlerle ispatlanmistir.

4.1.3. Gumiig Nanopartikullerin Sentezi
Altin  nanopartikillere benzer sekilde gumus nanopartikiller de gumus nanotel

yuzeylerle kombine edilerek SERS zenginlestirmesine olan sinerjitik etki incelenmeye
cahsilmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda gumuas nanopartikiller prizma (AgPR), kure
(AgNP) ve cubuk (AgNR) olmak Uzere 3 farkl sekilde sentezlenmistir. Simdi sirasiyla bu

nanopartikullerin sentezi sonucu elde edilen verileri dederlendirelim.

Bu kapsamda ilk olarak AgPR ele alinacaktir. AgPR icin elde edilen farkh
blayukluklerdeki TEM goéruntileri, partikil boyut dagiim grafikleri ve Uv-Vis spektrumu
sirasiyla Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilmistir. Sentez sonucunda koyu mavi
renkte nanopartiktl ¢ozeltisi elde edilmigtir. TEM goéruntulerinden bu nanopartikullerin
prizma seklinde olduklari ve kuruma sonucu TEM grid Uzerinde demetler halinde
bulunduklari goérulmektedir. Ayrica partikil boyut dagihm grafiginden AgPR igin

ortalama partikdl buydkligu 24 nm olarak belirlenmistir. Gimuas nanopartikiller SPR
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Ozellik gosterdiklerinden

UV-vis spektrumunda maksimum noktasi 580

dalgaboyunda olacak sekilde bir absorpsiyon piki belirlenmistir.

Sekil 4.15. Sentezlenen AgPR 6rneklerinin farkh blyttmelerdeki TEM gorintileri.
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Sekil 4.16. Sentezlenen AgPR 6rneklerinin partiktl boyut dagihm grafigi.
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Sekil 4.17. Sentezlenen AgPR 6rneklerinin UV-vis spektrumu.

AgNP sentezi sonrasinda parlak sari renkte nanopartiklller elde edilmistir. Sekil 4.18’de
bu nanopartikiller icin elde edilmis UV-vis spektrumu verilmigtir. Spektrumdan

maksimum absorpsiyon dalgaboyu 410 nm olan genis bir pik elde edilmistir.
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Sekil 4.18. Sentezlenen AgNP 6rneklerinin UV-vis spektrumu.
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Bu kisimda son olarak gubuk seklinde bir yapiya sahip olan AgPR sentezi Uzerinde
durulacaktir. Sentez sonucunda yesil renkte nanopartikil ¢ozeltisi elde edilmigtir. Bu
nanopartikdl icin elde edilen UV-vis spektrumu Sekil 4.19'da verilmistir. Spektrumdan
cap (transverse) ve boy (longtidunal) icin olmak Uzere sirasiyla 410 nm ve 542 nm’de
olmak Uzere iki adet pik g6zlenmektedir.
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Sekil 4.19. Sentezlenen AgNR drneklerinin UV-Vis spektrumu.

GUmus nanopartikdller ile ilgili bu kisim 6zetlenmek gerekirse su ¢ikarimlar yapilabilir.
Tdm nanopartikiller istenilen sekil, bUyUklik ve plazmonik o6zellikte kontrolli ve
tekrarlanabilir bir sekilde sentezlenmis ve bu sonuc vyeterli veri ve analizlerle

ispatlanmistir.

4.2. Altin (Gold Nanorod Arrays, GNA) ve Giimius (Silver Nanorod Arrays, SNA)
Nanocubuk Yapilarin Yizeyde Olusturulmasi ve Karakterizasyonu
Bu calisma kapsaminda buhar fazinda egik agi biriktirme (oblique angle deposition,

OAD) ile cam yuzeyde olusturulan altin ve gimus nanogubuk yapilarin farkh sekil ve
blyuklukteki altin ve gimus nanopartikullerle kombine edilmesiyle olusturulan yapilarin
SERS performanslarinin  incelenmesi ve bu yapilarin tanida kullaniimasi
hedeflenmektedir. Bu amag dogrultusunda bu kisimda elde edilen altin (Gold Nanorod
Arrays, GNA) ve gumus (Silver Nanorod Arrays, SNA) nanocubuk yapilarin genel

ozellikleri verilecektir.
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Sekil 4.20’de belirtildigi gibi OAD yonteminde buhar fazinda olusturulan aki ytzeye belli
bir aci ile (a, buhar akisi agisi) ile génderilerek ylzeyde biriktiriime saglanir. Burada
dikkat edilmesi gereken nokta a ile egimli nanogubuk agisini (B) karistirmamaktir. a
deney sirasinda ayarlanan ve belirlenen bir agiyken B ise deneye sonrasi elde edilen bir
sonuctur. Sekil 4.20’de gosterildigi gibi nanocgubuk yapilar temel olarak birbirini
gOlgeleme mekanizmasina gore olugsmaktadir. Yani yluzeyde acgiya bagll olarak kuguk
noktalar seklinde olusan yapilar kendileriniden belli bir mesafeye kadar bagka bir
yapinin yapinin olusumunu golgeleme yaparak engellemektedir. Bu sekilde yuzeyde

belli bir ydnde yénlenmis (anizotropik) yapilar elde edilmektedir.

\\

hi\i\“?p\
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Sekil 4.20. Egik agl vakum biriktirme teknigi ile anizotropik GNA ya da SNA nanogubuk
yapilarin olusumu. a:buhar akisinin agisi, B=egimli nanotel agisi.

Sekil 4.21’de bu kapsamda kargilastirma yapilabilmesi igin farkli a agilar (5°, 10° ve
20°) icin elde edilmis GNA nanotel yapilarin istten SEM goruntileri ve bunlarin hangi
mekanizmayla olustugunu gdsteren bir c¢izim verilmistir. Sekil 4.21 dikkatli
incelendiginde elde edilen GNA yapinin morfolojisinin a agisina direkt olarak bagli
oldugunu rahatlikla s6yleyebiliriz. 5° ve 10° icin elde edilen SEM gorintilerinde (Sekil
4.21b,c) ¢ok yogun paketlenmis ve egimli GNA yapilari kolaylikla gézlemleyebiliyoruz.
ImageJ yazilimi kullanilarak elde edilen nanogubuklarin sayica yogunluklari a = 5° ve a
= 10° icin sirasiyla 3.86*10® nanocubuk/cm? ve 5.63*10° nanocubuk/cm? olarak
belirlenmistir. a agisinin 10°den 20%ye ¢ikartiimasi ise yiizey morfolojisinde gok énemli
degisimlerin yasanmasina neden olmustur. 20° icin alinan SEM goérintilerinde GNA
nanoyapllar yerine gbézenekli bir altin ytzey elde edilimistir (Sekil 4.21d). Bu degisiklik
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temelde artan aciya bagh olarak kendiliginden golgeleme mekanizmasinin ortadan
kalkmasina baglanabilir [275-277]. Ayrica bunlara paralel olak 5°, 10° ve 20° a degerleri
icin yine ImagedJ yazihimi kullanilarak egimli nanogubuk acilari (B) sirasiyla 38 + 4, 62 +
6 ve 82 + 6 olarak belirlenmigtir. Bu sonuca bagli olarak artan a degerine parallel olarak
B degerinin de arttigi ve artisa bagli olarak GNA yapinin ortadan kalkmaya bagsladigini
soyleyebiliriz. Ayrica elde edilen nanogubuk yapilarin 50-200 nm aralidinda bir ¢ap
degerinde olduklarinda goéruntllerden anlasiimaktdir.  GNA nanoyapilarin yuzey
morfolojilerinin daha iyi anlasilabilmesini saglamak amaciyla 5°, 10° ve 20° a degerleri
icin farkh blUyutmelerdeki SEM gorintuleri sirasiyla Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve S$ekil
4.24’te verilmistir.

Buharlagsan Au

() % Alam!

TTTTTTTT7

Anizotropik GNA

Sekil 4.21. Egik agl vakum biriktirme teknigi ile anizotropik GNA ya da SNA nanotel
yapilarin olusum mekanizmasi (a). ve (b, ¢ ve d) farkli buhar akisinin agisi (a) degerleri
icin elde edilen GNA nanoyapilarin tstten SEM gorantualeri.
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Sekil 4.22. 5° buhar akisi agisinda (a) Uretilen anizotropik GNA nanocubuk yapilarin
farkh buyttmelerde Ustten ¢cekilmis SEM goéruntuleri.

Sekil 4.23. 10° buhar akisi agisinda (a) Uretilen anizotropik GNA nanogubuk yapilarin
farkli buyutmelerde Ustten ¢ekilmis SEM goruntuleri.

by B e o 1

Sekil 4.24. 20° buhar akisi agisinda (a) tretilen altin nanoyapilarin farkli buyitmelerde
ustten ¢ekilmis SEM gorantdleri.
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Morfoloji ile ilgili yukaridaki saptamalar yapildiktan sonra elde edilen malzemenin
plazmonik ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla birtakim analizler gergeklestirilimigtir. Bu
kapsamda a= 10° GNA nanocubuk yapilar igin 1s1§in gelis yonli ve agisi degistirilerek
birtakim elipsometrik parametrelerin (@, A, €ea Ve E&m) dedisimi belirlenmeye
cahsilimistir. Bu dogrultuda alinan olgumlerle ilgili veriler Sekil 4.25’te 6zetlenmigtir.
Isigin gelis yonu olarak anizotropik yon (sol taraf) ve izotropik yon (sag taraf)
belirlenmistir [278]. Buna gore bu parametrelerin degisiminden optik anizotropik yapida
oldugu anlagilmaktadir. Ik olarak dielektrik fonksiyon sabitleri genis foton enerji
araliklar icin plazmonik malzemeler icin istenilen 6zelliktedir (reel kisim negative,
imajiner kisim pozitif ve sifira yakin). Anizotropik eksende isik geldigi zaman yogdun
polariton olusumuna bagli olarak kuvvetli bir plazmon rezonans olugsumu gdézlenmistir.
izotropik eksen boyunca isik geldiginde ise rezonans bandlari daha ylksek enerijili
degerlere ¢cikmakta ve genislemektedir. Bu durum farkli mekanizmalarla aciklanabilir.
Buna goére egik nanocgubuklar arasindaki bosluklar ve gbézenekli yapi fotonik 1sik
saclimasina neden olmaktadir. Bu durum local foton gsiddetini arttirmakta ve fotonik i1s131
yakalayarak ylzey plazmonlarinin daha ¢ok uyariimasini saglamaktadir. Bu durum
daha ¢ok gelen is1gin anizotropik eksende oldugu durumda daha ¢ok gorulmektedir. Bu
konfigurasyon is1din yakalanmasi igin uygun durumu olusturmaktadir. Bir diger
aciklama ise 1s1gin polarizasyonu ve plazmonik davranis Uzerine olan etkisi ile ilgilidir.
Anizotropik eksende p-polarizasyon nanogubuk diizlemine dik konumda elektrik alan
vektorine sahiptir. Bu da ylzey plazmonlarinin uyariimasini saglamaktadir. Bu
durumda s-polarizasyon ihmal edilebilir. Isi§in izotropik eksen boyunca geldigi durumda
ise p-polarizasyon nanogubuk ylzeyine parallel olmakta ve gerekli yizey plazmon
uyariimasini gerceklestirememektedir. Bundan dolayr sadece s-polarizasyon ile
uyariima olmakta bu da anizotropik duruma goére oldukga dusuk c¢ikmaktadir. Bu
belirtilen durumlarin hepsinin bir dereceye kadar ylzey plazmon uyarilamasina bir
dereceye kadar etkisinin oldugu dusunulmektedir. Anizotropik yuzeylerin plazmonik
Ozellikleri ¢cok arastirilan ve ilgi ¢eken bir konu olmasina ragmen bu mekanizmayla ile
ilgili hentiz tam kabul gormus bir yaklagim yoktur. Bundan dolayr bu konuda daha
ayrintili - degerlendirme yapilabilmesi i¢cin daha ileri c¢alismalara gereksinim

duyulmaktadir.
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Sekil 4.25. GNA nanocubuk yapilar (a= 10°) igin elipsometrik parametrelerin 1s1§in gelis
yonu ve gelis agisina gore degisimi.
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Sekil 4.26’da a = 10° icin elde edilen GNA yiizeyden alinan XRD (X isini kirinim, X-ray
diffraction) desenlerini gdsteren grafik verilmistir. Bu grafikten bu ylzey icin 20 agisinin
38.2°, 44.4°, 64.6°, and 77.5° degerlerine karsilik gelen 111, 200 220 ve 311 kristal
yapilari saptanmigtir. Bu kristal yapilarina karsilik gelen kart okumalari yapildiginda
altin i¢in olan JCPDS 4-784 kartiyla uyumlu oldugu ve kristal yapilarin yigin altin igin
FCC (face-centered cubic) yapida oldugu belirlenmigtir [279, 280].

(1M)

Siddet

' (200)

20

Sekil 4.26. 10° buhar akisi agisinda (a) tretilen anizotropik GNA nanocubuk yapilarin
XRD desenleri.

SNA nanoyaplilarin yizey morfolojilerini daha iyi anlasilabilmesini saglamak amaciyla
5°, 10° ve 20° a degerleri icin farkl buyitmelerdeki SEM gorintileri sirasiyla Sekil 4.27,
Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°'da verilmigtir. Buna gore ilgili goruntuler dikkatli incelendiginde
elde edilen GNA yapinin morfolojisinin a agisina direkt olarak bagli oldugunu rahatlikla
soyleyebiliriz. 5° ve 10° icin elde edilen SEM gorintilerinde (Sekil 4.27 ve Sekil 4.28)
¢ok yogun paketlenmis ve edimli SNA yapilari kolaylikla gézlemleyebiliyoruz. ImagedJ
yazilimi kullanilarak elde edilen nanogubuklarin sayica yogunluklari a = 5° ve a = 10°
icin sirasiyla 2.62*10° nanogubuk/cm? ve 3.04*10° nanogubuk/cm? olarak belirlenmistir.
Bu degerlerin GNA igin elde edilen dederlerden daha yuksek oldugu dikkat gekmektedir.
a agisinin 10”den 20%ye cikartilmasi ise ylizey morfolojisinde kismi degisimlerin
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yasanmasina neden olmustur. 20° icin alinan SEM goérintllerinde SNA nanoyapilarin
birbirine ¢ok yakin durmasindan dolayi gubuk yapilar birleserek ortadan kaybolmus ve
g6zenekli bir gimis yuzey elde edilmistir (Sekil 4.29). Bu degisiklik GNA icin benzer
sekilde belirtildigi gibi temelde artan agiya bagh olarak kendiliginden godlgeleme
mekanizmasinin ortadan kalkmasina baglanabilir [275-277]. Ayrica bunlara paralel olak
5° 10° ve 20° a degerleri igin yine Imaged yazilimi kullanilarak egimli nanogubuk agilari
(B) sirasiyla 62 £8, 77 + 6 ve 83 * 6 olarak belirlenmistir. Bu sonuca bagli olarak artan
a degerine paralel olarak B degerinin de arttigi ve artisa bagli olarak SNA yapinin
ortadan kalkmaya basladigini séyleyebiliriz. Ayrica elde edilen nanocubuk yapilarin 40-

150 nm araliginda bir cap degerinde olduklari gérintulerden anlagiimaktdir.

Sekil 4.27. 5° buhar akisi agisinda (a) Uretilen anizotropik SNA nanogubuk yapilarin
farkh buyutmelerde Ustten gekilmis SEM goruntileri.

Sekil 4.28. 10° buhar akisi agisinda (a) dretilen anizotropik SNA nanogubuk yapilarin
farkli blyUtmelerde Ustten ¢ekilmis SEM gorintuleri.
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4.3.

Sekil 4.29. 20° buhar akisi agisinda (a) uretilen gumus nanoyapilarin farkli
bayutmelerde Ustten ¢ekilmis SEM gorantaleri.

Nanopartikuller ile Kombine/Dekore Edilmis GNA ve SNA Nanogubuk Yapilar
ve SERS Ozellikleri
Bu baslik altinda ilk asamada nanopartikul ile kombine/dekore edilmis GNA ve SNA

nanocubuk yapilarin SERS performanslari incelenecektir. Nanopartikillerin ylizeyle
beraber kullaniminin SERS zenginlestirmesinde sinerjitik bir etki saglamasi

planlanmaktadir.

Daha onceki bdlimlerde belirtildigi gibi nanopartikal kullanilarak yapilan SERS
calismalarinda temel sorun agregesyona baglh olarak nanopartikullerin kontrolstz
birikmeleri ve buna bagli SERS sinyallerinde gorulen tekrarlanabilirlik problemleridir
[155, 156]. Bu baglamda farkh sekillerdeki nanopartiktllerin 3-D anizotropik GNA ve
SNA Uzerinde nasil bir sekilde biriktikleri 6nemlidir. Bundan dolayi 20 ppm AuNP, AuNR
ve AuNC cozeltileri ile dekore/kombine edilmis GNA nanogubuk ytizeyin (a = 10°) SEM
goruntaleri farkh blyutmeler igin sirasiyla Sekil 4.30, Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°de
verilmistir. Bu Ug sekil incelendiginde nanopartikillerin 3-D GNA nanogubuklar Gzerinde
rasgele bir sekilde dagildigi gorulmektedir. Bu rasgele dagilim nanopartikullerin
agregesyona ugramasini engelemis ve ilerleyen kisimlarda anlatilacagi gibi yuksek

tekrarlanabilirlikte SERS zenginlesmesinde sinerjik etki yaratmistir.
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Sekil 4.30. AuNP ile kombine/dekore edilmis GNA nanogubuk yapilarin (a = 10°) farkl
bayutmelerde Ustten ¢ekilmis SEM gorantaleri.

Sekil 4.31. AuNR ile kombine/dekore edilmis GNA nanogubuk yapilarin (a = 10°) farkli
bayutmelerde Ustten ¢ekilmis SEM gorantaleri.

Sekil 4.32. AUNC ile kombine/dekore edilmis GNA nanogubuk yapilarin (a = 10°) farkli
blylUtmelerde Ustten ¢ekilmis SEM goéruntuileri.
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SERS calismalarinda genel anlamda izlenen mantiga goére ilk asamada SERS igin
basta boyar maddeler (Raman reporter molecule) olmak Uzere gucli Raman sinyali
veren malzemeler secilir ve bunlar analiz edildikten sonra gercek orneklerle (real
samples) ilgili galismalara gegcilir. Bu tez kapsaminda da benzer bir yol izlenecektir.
Bundan dolayi ilk olarak eldeki boyalarin SERS performansi ¢iplak GNA nanogubuklar
icin denenmigtir. Sekil 4.33’te ayni derisimdeki metilen mavisi (methylene blue, MB) ve
rodamin 6-G (Rhodamine 6-G, R6G) icin elde edilen SERS spektralari gosterilmigtir.
Spektralar incelendiginde MB spektrasinin hem sinyal siddeti hem de sinyal/gurultu
(signal-to-noise ratio) orani olarak daha iyi kalitede oldugu belirlenmistir. Bundan dolayi

bundan sonraki ¢aligmalarda Raman molekulu olarak MB kullanilacaktir.

Siddet (a.u)

\ A '\“ h n 1mM MB

1 mM R6G

——
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Raman Kaymasi (cm1)

Sekil 4.33. Ayni derigsimlerde MB ve R6G i%in elde edilen SERS spektralari (GNA, a =
10°).
Daha sonraki asamada ise MB ile hangi derisimde caligilacaginin belirlenmesine
yonelik arastirmalara gidilmistir. Sekil 4.34’te farkli derisimlerdeki MB icin elde edilen
SERS spektralari verilmistir. Elde edilen iki sinyalin de yuksek sinyal siddetinde ve
yulsek sinyal/gurulti oraninda oldugu acgikga gortlmektedir. Bu tarz durumlarda Raman
calismalarinda olabildigince disuk derisimde galisiimak istenir. Cinkl ylksek derisimde
molekuller ylzey Uzerinde bir film tabakasi olusturarak Raman zenginlestirmesini
engelleyebilir. Bundan dolayr 10 yM MB derisimi ideal olarak kabul edilmis ve izleyen

c¢alismalarda bu derigim kullaniimistir.
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Sekil 4.34. Farkli derigsimlerdeki MB igin elde edilen SERS spektralari (GNA, a = 10°).

SERS analizlerinde kullanilacak molekil ve uygun derisim belirlendikten sonra
nanocubuk yilizeylerin SERS performanslari kismina gegilebilir. Sekil 4.35te farkl
buhar akisi agisinin (a) degerlerinde elde edilmis GNA nanoyapilarin SERS spektrasi
Uzerine olan etkisi ylzeyin fotograf goérintuslyle birlikte verilmistir. Karsilastirma
yapilabilmesi icin diz altin kapli filmden alinan spektra da gdsterilmistir. MB’nin
kimyasal yapisi ig-pencere olarak verilmistir. Buradan elde edilen veriye gére tim GNA
nanocgubuk yilizeylerden elde edilen spektralar kesin ve yuksek sinyal/guralti degerine
sahiptir. Yapilan analizler sonucunda 1610 cm™de gdzlenen en baskin pik ve bu
bolgede alinan gurllti oranlandiginda 5°, 10° ve 20° GNA nanogubuk yiizeylerden
alinan sinyallerin sinyal/gurultu oranlari sirasiyla 36 + 6, 46 £ 4 ve 24 + 8 olarak
hesaplanmistir. Ayrica elde edilen piklere karsilik gelen band karsiliklari benzer
calismadakilerle uyum igerisindedir (Cizelge 4.1, inceleyiniz). 3-D GNA vyapilarin,
ozellikle 5° ve 10° ile blydtilen ylzeylerin, SERS amagcl zenginlestirmede kullaniimasi
duz yuzeyle kasilastirildiginda énemli iyilestirme sagladigi aciktir. Daha énceki bolimde
belirtildigi gibi 20° igin GNA yapi olusturulamamasina ragmen Raman sinyalinde 6nemli
zenginlestirme saglanmistir. Bu sonucun eldesinde 20° icin elde edilen filmin karmasik
ve plrizlG yapisinin etkin oldugu disinUlmektedir. 5° ve 10° icin elde edilen GNA
yapilarda yuksek Raman zenginlestirmesi ylzey plazmonlarin ve buna bagh olarak

sicak noktalarin (hot spot) olusumuna dayandiriimaktadir. Buradaki sicak nokta
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olusumlari GNA nanogubuklar ve bunlarin uglarindaki EM alan zenginlestirmesinden
dolay! olusmaktadir. Buna bagli olarak yanyana duran nanogubuklarin cap (transverse)
ve boya (longitudinal) LSPR modlari, ug-odaklama (tip-focusing), oyuk rezonanslar
(cavity resonances) ve nano-anten etkileri sicak nokta olusumunda etkili olmustur [281-
283]. Ayrica bunlara ek olarak GNA vyapiyl olustururan nanogubuklarin dizgin
dagiimlari olusan SPR’lerin nanoteller Uzerinde/arasinda ilerleyip ¢odalmasini
(propagation) saglar. Tez kapsaminda kullanilan GNA nanotel yapilarin yuksek oranda
SPR olusturma yeteneginin oldugu daha 6nceden ispatlanmisti [278]. Sonucta yukarida
belirtilen tim gerekgelerin GNA nanotel ylizeyin SERS zenginlestirmesine bir dereceye
kadar katki sundugu soylenebilir. 5° ve 10° GNA vylzeyler karsilastirildiginda 10° igin
daha siddetli bir Raman sinyali elde edilmistir. Bu durum 6nceki bolumde belirtildigi
uzere 10° GNA ylzeyin daha yiksek nanocubuk yogunluguna sahip olmasina

baglanmaktadir.

N
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Sekil 4.35. 10 yM MB i¢gin elde edilen SERS spektralari: GNA nanoyapilar igin buhar
akisi agisinin (a) elde edilen SERS spektrasi Gzerine etkisi.

Elde edilen ylzeylerin SERS zenginlelestirmesinin sayisal dederlerle kargilagtirmasini
saglamak amaciyla MB icin 1610 cm™deki pikin siddeti temel alinarak SERS
zenginlestirme faktéri (Enhancement Factor, EF) su sekilde hesaplanmistir;

EF = (Nylgm X IGNA)/(NGNA X |yl§m) (13)
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Burada lygn ve lgna sirastyla yigin MB ve GNA nanocgubuk kullanilarak elde edielen
Raman sgiddetlerini ve Nygn Ve Ngna ise sirasiyla yigin MB referans 6rnek ve GNA
uzerindeki MB molekul sayisini ifade etmektedir. Referans 6rnek icin Raman sinyali
burada duiz altin ylizeyde alinmistir. Buna gore gore 10°, 5° ve 20° GNA nanotcubuklar
icin EF degerleri sirasiyla 7.2 x 10°, 2.2 x 10° ve 3.4 x 10* olarak belirlenmistir. Burada

bu degerlerin tum yuzey igin alinan ortalama bir deger olduguna dikkat edilmelidir.

Yukarida belirtildigi gibi GNA nanogubuk yuzeyler kullanilarak kayda deger oranda
SERS zenginlestirmesi saglandi. Daha ileri bir zenginlestirmenin saglanabilmesi
amaciyla GNA yuzeyler farkli morfolojilerdeki nanopartikullerle kombine edilerek SERS
zenginlestirmeye olan etkileri arastirildi. Bu baglamda kiresel (AuNP, Sekil 4.36), kip
(AuNC, Sekil 4.37) ve cubuk (AuNR, Sekil 4.38) seklindeki farkli derisimlerde (5-20
ppm) nanopartikiller MB ile karistirilarak 10° GNA (izerine eklenerek SERS
performanslari arastiriimigtir. Karsilastirma yapilabilmesi amaciyla her grafikte duz altin
ve ciplak GNA icin elde edilen SERS spektralari da verilmistir. TUm nanopartikil
cesitleri icin derisimin artmasiyla SERS sinyal siddetinde kayda deger artislar
gOzlenmigtir ve en siddetli sinyaller tim orneklerde 20 ppm derisimde elde edilmigtir.
Buna gore 20 ppm nanopartikil durumunda elde edilen EF degerleri GNA + AuNR,
GNA + AuNC ve GNA + AuNP icin sirasiyla 5.3 x 10° 2.2 x 10° ve 1.6 x 10° olarak
saptanmigtir. Simdi nanopartiklllerin olusturdugu bu sinerjitik etkiyi degerlendirelim.
Nanopartikullerin  olusturdugu bu Raman zenginlestirmesi genel olarak GNA
nanocubuklar Uzerindeyden ylzeyle ya da birbirleriyle olusturduklari EM eslesme
etkisine (coupling effect) dayandirilabilir. Nanopartikillerin ylizeye degdigi noktalar
yogun sekilde sicak nokta olusumuna katki sunmakta SERS zeenginlestirmesini
saglamaktadir. AuNP kullanildiginda sinyal siddetinde artis saglanmakta fakat bu artis
istenilen dizeyde olmamaktadir (Sekil 4.36). Ote yandan AuNC ve AuNR kullanildig
durumlarda ise ¢ok daha fazla sinyal zenginlesmesi saglanmistir. Bu durum bu
nanopartikillerin SPR 6zellikleri, buyuklUkleri ve sekillerine baglanabilir. AuNP’ler diz
bir yizeye sahip olup GNA ylzey Ulzerinde sicak nokta olusturma potansiyelleri
duguktur. Ayrica bunanopartikullerin SPR 6zellikleri kullanilan lazerin dalga boyuna
uygun olmadigindan uyariimalari olduk¢ca zordur. Ote yandan AuNC’ler kip

sekillerinden dolayi keskin uglara sahiptir ve bunlar yuksek oranda plazmon olusumunu
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saglar [284]. Ayrica AuNC icin elde edilen SPR 06zellikleri lazerle etkilesmesine olanak
verecek durumdadir. Bundan dolayr AuNP ile kiyas edildiginde daha iyi Raman
zenginlegtirmeleri elde edilmistir (Sekil 4.37). AuNR kullanildiginda ise ¢ok daha garpici
sonuglar alinmigtir (Sekil 4.36). AuNR igin elde edilen bu carpici Raman
zenginlestirmesi nanogubuklarin hem boy hem de c¢ap boyunca plazmon olusturma
yeteneklerine baglanabilir [285-287]. Daha 6nceki bélimde AuNR icin karakterizasyon
yapilirken gapa bagli ve boya bagli olmak Uzere iki ayri pik absorpsiyon spektrumunda
508 nm ve 785 nm’de belirlenmistir. Bu ¢alismada 785 nm’lik lazer kullanildigindan
AuNR’ler ile direkt olarak ortismektedir. Bu durum ytzey ile AUNR araylzeyinde yogun
bir elektrik alan olusmasini saglamakta ve ylksek oranda SERS zenginlesmesini

saglamaktadir.
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Sekil 4.36. 10 uM MB igin elde edilen SERS spektralari: AuNP ile kombine/dekore
edilmis GNA nanocgubuklar (a= 10°) ve elde dilen SERS spektrasi (izerine nanopartikdil
derisiminin etkisi.
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Siddet (a.u.)

GNA + 20 ppm AuNC
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Sekil 4.37. 10 uM MB i¢in elde edilen SERS spektralari: AuNC ile kombine/dekore
edilmis GNA nanocgubuklar (a= 10°) ve elde dilen SERS spektrasi (izerine nanopartikdil
derigsiminin etkisi.

Siddet (a.u.)
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200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200u
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Sekil 4.38. 10 uM MB i¢in elde edilen SERS spektralari: AuNR ile kombine/dekore
edilmis GNA nanogubuklar (a= 10°) ve elde dilen SERS spektrasi (izerine nanopartik(il
derisiminin etkisi.

GNA nanogubuk ylzeylerin farkli morfolojilerdeki altin nanopartiklllerle kombine
edilerek ¢cok daha yuksek SERS zenginlestirmesi elde edilebilecegini bdylelikle
ispatlamis olduk. Farkli nanopartikillerin SERS sinyal siddetini hangi 6lcude arttirdigi
Sekil 4.39'da gosterilmistir. Bu sekilde en baskin pik olarak éne gikan 1610 cm™deki

pikin siddeti temel ahinmigtir. Bu sekilde verilen hata egrilerinden ayrica gorece standart

85



sapma (relative standart deviation, RSD) degerinin yaklasik olarak %10 civarinda

oldugu anlasiimaktadir.

25000

20000
5000
L

GNA GNA + AuUNP GNA + AuNC GNA + AuNR

:

SERS Siddeti
1

Sekil 4.39. Farkl nanopartikiller ile kombine/dekore edilmis GNA nanogubuklarin (a=
10°) 10 uM MB ve 20 ppm nanopartikiil derisimi igin SERS siddetlerinin
karsilastiriimasi.

Cizelge 4.1°de ise SERS spektralarindan elde edilen piklerin hangi bandlara karsilik
geldigi, piklerin gobrece siddetleri ve bunlarin raporlanmis diger c¢alismalarla
karsilastirmasi verilmistir. Bircok pik icin elde edilen sonuglar sireli yayinlardaki
bilgilerle uyum icerisindedir. Bazi pikin sureli yayinlardakinden siddetlerinin goérece
farkh olmasi molekul ylzey etkilesimi, kullanilan lazer dalgaboyu ve gucu gibi birgok
deneysel parametreye gore degismektedir. Burada esas olan genel anlamda SERS
spektrasinda elde edilen piklerin parmak izi (finger print) taniya olanak verecek kalitede

olmasidir. Bu baglamda pik analizleri bu kisimda elde edilen verilerin tatmin edici

oldugunu ispatlamistir.
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Cizelge 4.1. MB icin elde edilen Raman kaymalari, géreceli siddet ve band karsiliklari.

Kati MB tozu (cm-l) 10" GNA + 20 ppm AuNR + Raporlalzm/;s Band karsiliklari
[288] 10 uM MB (cm ) sonug (cm ) [289] [288, 290]
1618 (s) 1618 (s) 1617 (s) v(C—C) ring
1597 (w)
1544 (w) 1575 (w) 1513 (w) VoamlC=C)
1441 (W) 1436 (W) 1442 (m) Voam(CN)
1396 (m) 1395 (m) 1396 (m) a(C-H)
1331 (w) 1315 (w)
1272 (W) 1290 (w) 1301 (m)
1181 (m) 1177 (w) 1184 (m) v(C-N)
1149 (w) 1121 (m) y(C-H)
1067 (w) 1038 (w) 1030 (m) B(C-H)
882 (w)
768 (W) 770 (m)
677 (W) 667 (W) 670 (W) y(C-H)
590 (w) 612 (m) 5(C-S-C)
497 (w) 500 (m) 502 (m) 5(C-N-C)
445 (s) 449 (s) 449 (m) 5(C-N-C)

Kisaltmalar: s, (gugll, strong); m, (orta, medium); w, (zayif, weak); v, (gerilme, stretching); ¢,
(duzlem ici halka deformasyonu, in-plane ring deformation); B, (dizlem igi bikulme,in-plane
bending); v, (out-of-plane bending, dizlem disi bikulme); ve &, (yapi deformasyonu, skeletal
deformation).

Yukarida hem giplak GNA ve hem de farkli sekillerdeki nanopartikillerle dekore edilmis
GNA nanocubuklarin SERS zenginlestimeleri ve bu zenginlestirme mekanizmasi igin
deneysel verler 1siginda degerlendirmeler yapildi. Bu kisimda ise elde edilen bu
sonugclari degerlendirmek amaciyla COMSOL programi kullanilarak hazirlanan modeller
sunulacaktir. Bu amagla elde edilen g¢iplak GNA nanogubuklar (a = 10°) ve bunlarin
AuNR oldugu dekore edildigi durumlar icin gercek durumu taklit edecek tasarimlar
yapilmistir (Sekil 4.40 ve Sekil 4.41). Sekil 4.40’da giplak GNA nanogubuklar icgin teller
arasi uzakhgin etkisi arastirlmigtir. Burada nanogubuk c¢api olarak 100 nm alinmistir.
Her iki durumda da nanotellerin ucunda yiksek elektrik alan olusmustur ve bunlara

parallel olarak sicak nokta olusumu bu kisimlarda beklenebilir. Bu durum yukarida
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belirtilen ucg-odaklama ve nano-anten etkiyi acgiklamaktadir. Ayrica nanocgubuklar
arasindaki mesafe 10 nm’den 20 nm’ye cikarildiginda nanogubuk-nanogubuk
arasindaki elektrik alan yogunlugunun arttigi gézlenmistir. Bu durum oyuk rezonanslar
mekanizmasina acgiklik getirmektedir. Sekil 4.41°de ise AuNR oldugunda nanogubuk
yuzeyi ile nanopartikil arasindaki etkilesimler gosterilmistir. Goértldigu gibi nanogubuk
ile nanopartikul arasindaki uzaklik elektrik alan yogunlugu birbaska deyisle sicak nokta
olusumunu 6nemli dlgude belirlemektedir. Ayrica AUNR konimuna gore ¢apa ve boya

s

bagli rezonanslarin dagiliminin 6nemli 6lgtide degistigi goriimektedir.

Sekil 4.40. Farkl nanogubuk uzakliklari igin elektrik alan dagilimlarini gosteren
COMSOL tasarimlari (a= 10°). (a) 10 nm ve (b) 20 nm. Olgek gizgisi 100 nm’dir.

11.794 8.6022

y
S 4
1.8759 x 109 21174 x 10

Sekil 4.41. Farkli AuNR duruslari igin elektrik alan dagilimlarini gésteren COMSOL
tasarimlari.
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Ciplak GNA ve nanopartiktllerle kombine edilmis GNA nanogubuklarun deneysel SERS
performanslari ve bunlarin mekanizmasi hakkinda agiklamalar yapildiktan sonra bu
yaklasim kullanilarak gercek orneklerle denemeler yapilmistir. Gergek ornek olarak
kimyasal ve biyolojik silah ajanlarindan olan dipikolinik asit (DIP), metil paratiyon (MP)
ve dietil fosforamidat (DP) analiz edilmistir. Bu amacla bu toksinler AUNR c¢ozeltileri
karistiriimis ve nihai AuNR derisimi 20 ppm olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Bu
cozeltiler 10° GNA nanocubuk ylizeylere damlatilarak SERS performanslari
incelenmigtir. Elde edilen ornek SERS spektralari ve genis bir aralik kalibrasyon
dogrulari Sekil 4.42, Sekil 4.43 ve Sekil.4.44’te verilmistir. Ayrica toksinlerin kimyasal
yapisi ise her sekil icinde i¢-pencere olarak verilmistir. Kalibrasyon dogrulari gizilirken
DIP, MP ve DP igin sirasiyla 1150, 1340 ve 1170 cm’deki maksimum sinyal siddetini
veren baskin pikler kullaniimistir. Tum toksinler igin dogrusal bir kalibrasyon egrisi elde
edilmigtir. Ayrica tani limiti olarak yine tum toksinlerde yaklasik olarak 10 ppb
mertebesine inilmistir. Bu deger bircok kaynakta dl¢llen dederin yaklasik olarak 1/100’G
kadardir.
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Sekil 4.42. DIP igin 6érnek bir SERS spektrasi (a) ve kalibrasyon dogrusu (b).
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Sekil 4.43. MP icin 6rnek bir SERS spektrasi (a) ve kalibrasyon dogrusu (b).
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Sekil 4.44. DP igin drnek bir SERS spektrasi (a) ve kalibrasyon dogrusu (b).

SERS calismalarinda birgok durumda karsilasilan temel sorun kullanilan platformun
farkli bolgelerinde ayni siddet ve yapida sinyalin alinamamasidir. Bu durum
tekrarlanabilirlik ile ilgili problemler olusturmakta ve platform olan guveni azaltmaktadir.
Bu tez kapsaminda nanopartikullerle kombine edilmis gergcek Orneklerin
tekrarlanabilirlikleri arastirilmistir. Yuzeyin farkli bolgelerinden alinan SERS spektralari
Sekil 4.45'te farkh toksin molekulleri igin gosterilmistir. Herbir toksin kendi grubu
icerisinde dikkatle incelendiginde farkli spektralar icinde pik siddetlerinde bir degisim ya
da kayma gozlenmemistir. Ug toksin igin de baskin pikleri temel alinarak hesaplanan %
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RSD (gorece standart sapma, relative standard deviation) degerleri %18 ve altindadir.

Bu deger SERS calismalarinda oldukga kabul edilebilir bir degerdir.

(@) | (b) |

Siddet (a.u.)
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Sekil 4.45. 5 ppm DIP (a), MP (b) ve DP (c) icin tekrarlanabilir SERS spektralari (a= 10°
ve 20 ppm AuNR).

Gercek orneklerle ilgili yapilacak degerlendirmede elde edilen piklerin sireli yayinlardaki
diger calismalarla karsilastirimasi yapilacaktir. Bu baglamda DIP, MP ve DP igin
Raman kaymalari, goreceli siddetleri ve band karsiliklari sirasiyla Cizelge 4.2, Cizelge
4.3 ve Cizelge 4.4’te verilmigtir. Elde edilen pikler sureli yayinlarla karsilasgtirildiginda
cok buyuk oranda benzer olduklari gozlenmistir. Kiguk kaymalar ya da pik siddetlerinde
yasanan farkhliklar yukarida MB igin anlatilan gerekgelere dayandirilabilir.
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Cizelge 4.2. DIP igin elde edilen Raman kaymalari, goreceli siddet ve band karsiliklari.

Kati DIP 10° GNA + 20 ppm AuNR Raporlanmis Band karsiliklari
-1
tozu (Cm ) + 5 ppm DIP (cm-l) SgnUQ [291]
[291] (cm ) [291]
1569 (m) 1572 (m) 1576 (m) v(C-C) ring
1518 (m) Voem(C—C)
1437 (m) 1445 (m) 1443 (w) v(C-C) ring
1317 (m) 1370 (s) 1326 (m) v(C-0)
1289 (m) 1298 (m) 1271 (m) B(C-H)
1146 (m) 1156 (s) 1150 (m) Trigonal ring
1080 (w) 1073 (w) 1060-1095 (m) breathing
987 (s) 998 (w) 996 (s) Symmetric ring
933 (w) 953 (m) 938 (M) breathing
y(C-H)
885 (m) 880 (w) 891 (m)
844 (m) 817 (m) B(C-CO2)
748 (m) 739 (W) 8(0-C-0)
639 (m) 655 (w) y(C-H)

Kisaltmalar: s, (gugll, strong); m, (orta, medium); w, (zayif, weak); v, (gerilme, stretching); ¢,
(duzlem ici halka deformasyonu, in-plane ring deformation); B, (dizlem igi bikulme,in-plane
bending); vy, (out-of-plane bending, dizlem digi bukilme); ve 8, (yap! deformasyonu, skeletal
deformation).

Cizelge 4.3. MP icin elde edilen Raman kaymalari, goreceli siddet ve band karsiliklari.

Kati MP tozu | 10° GNA + 20 ppm AuNR Raporlanan sonu¢ | Band karsiliklari

(cm ) [292] + 5 ppm MP (cm-) (cm ) [292, 293] [293]
1596 (w) 1587 (w) 1598 (m) v(C-C) ring
1373 (s) 1342 (s) 1393 (s) v(N-O)
1216 (m) 1222 (w) 1246 (m) v(C-0) ring
1107 (m) 1158 (m) 1132 (m) v(C-N)
1039 (m) 1028 (w) 1003 (m) V(CH,-0)
857 (W) 853 (W) 851 (W) v(N-O)

92



Kisaltmalar: s, (gugcld, strong); m, (orta, medium); w, (zayif, weak); v, (gerilme, stretching); 9,
(duzlem ici halka deformasyonu, in-plane ring deformation); B8, (duzlem i¢i bukilme,in-plane
bending); v, (out-of-plane bending, dizlem disi bukilme); ve &, (yapi deformasyonu, skeletal
deformation).

Cizelge 4.4. DP igin elde edilen Raman kaymalari, goreceli siddet ve band karsiliklari.

10" GNA + 20 ppm AuNR + 5 Raporlanmig sonug Band karsiliklari
ppm DP (cm ) (cm’) [204]
1584 (m)
1446 (W)
O(CH2)

1372 (m) v(C-0)
1279 (m) B(C-H)
1148 (s) Y(C-H)

1056 (w) 1050 (w) B(C-H)
952 (m) 950 (s) v(C-H)
736 (W) 720 (m) v(P-0)
643 (W) Y(C-H)

Kisaltmalar: s, (gucld, strong); m, (orta, medium); w, (zayif, weak); v, (gerilme, stretching); o,
(duzlem ici halka deformasyonu, in-plane ring deformation); B, (duzlem ici bukulme,in-plane
bending); vy, (out-of-plane bending, duzlem digi bukilme); ve 6, (yapi deformasyonu, skeletal
deformation).

Gergek oOrneklerle ilgili yukarida yapilan calismalari topluca degerlendirmekte fayda
olacaktir. Tum bu SERS spektralari ve sinyal analizleri ile ilgili dederlendirmeler g6z
Onune alinacak olursa MB gibi bir Raman molekulinde oldugu gibi gergcek molekullerde
de altin nanopartikillerle kombine edilmis GNA nanogubu yuzeyler ideal bir SERS
platform olarak rahatlikla ve buylk bir etkinlikle kullanilabilir. Bu veriler dnerilen
yaklasimin herhangi bir bilesik i¢cin de kulllanilabilecegini ve sekilde uretilen bir

nanoyapinin evrensel bir SERS platformu oldugunu ispatlamistir.

Tez kapsaminda yukarida verilen yaklasimla kargilagtirma yapilmasi amaciyla 5 ym
capindaki polisitren (PS) mikrokireler spin kaplama ile cam yilizeye tek tabaka halinde
yayllmisgtir (Sekil 4.46). Bunun sonucunda opak goérinimde PS ile kaplanmis ylzey
elde edilmistir. Optik mikroskop goruntileri monolayer tabakayi gostermektedir. Elde
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edilen bu yuzeye plazmonik 6zellik kazandirmak amaciyla PVD sistem icerisinde 32 nm
kalinhginda altinla kaplanmistir. Kaplamadan sonra yuzeylerin morfolojisinde herhangi
bir degisim gézlenmemistir (Sekil 4.47). Burada tek tabaka gérinimu daha iyi ve kesin
gOstermek amaciyla yuzeylerin SEM goruntileri verilmistir. Daha sonra elde edilen bu
yuzeylerin SERS o6zellkleri yizeye 10 yM MB damlatilarak arastinimistir. Elde edilen
SERS spektralarinadan bazilari Sekil 4.48’de verilmistir. Fakat bu ylzeyden elde edilen
SERS spektralarinda kayda deger bir zenginlestirme gézlenmemigtir. Elde edilen SERS
spektralarinin siddeti duz altin yluzeye yakin c¢ikmigtir. Bu duruma PS kurelerin

caplarinin (5 uym) cok buylk olmasindan dolayi Raman zenginlestirmesi icin uygun

olacak etkilesimlerin gergceklesmemesine baglanmaktadir.
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Sekil 4.46. Spin kaplama yontemi ile cam yuzeyde olusturulan tek tabaka PS
mikrokurelerin (~5 pm) fotograf géruntisu ve farkl bayatmelerdeki optik mikroskop
gorintileri. Olgek cizgisi 50 ve 10 um’dir.

Sekil 4.47. PVD yoéntemi ile altin kaplandiktan sonra (32 nm) tek tabaka PS
mikrokurelerin (~5 um) optik mikroskop ve farkli buylGtmelerdeki SEM goéruntileri.
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Sekil 4.48. Altin kaplandiktan sonra (32 nm) tek tabaka PS mikroklrelerden (~5 uym)
elde edilen 10 uM MB SERS spektralari.

Bu kisimda yukarida degisik sekildeki altin nanopartullerle kombine edilmis GNA
nanocubuklara benzer sekilde gumuis nanopartikiller ve  SNA nanocubuklar SERS
platform olarak kullanilmistir. ilk asamada ciplak SNA nanogubuk yapilarin SERS
performanslarini belirleyebilmek amaciyla MB ile denemeler yapiimigtir (Sekil 4.49). Bu
durumda GNA igin elde edilen sonuglara ¢ok benzer sonuglar SNA icin de gézlenmistir.
3-D SNA vyapilarin, Ozellikle 5° ve 10° ile buyltiulen yizeylerin, diuz vylzeyle
kasilagtirildiginda o6nemli zenginlestirme sagladigi aciktir. 20° icin SNA vyapi
olusturulamamasina ragmen Raman sinyalinde dnemli zenginlestirme saglanmistir. Bu
sonucun eldesinde yine GNA durumuna benzer sekilde 20° icin elde edilen filmin
karmasik ve purizli yapisinin etkin oldugu disinilmektedir. 5° ve 10° icin elde edilen
SNA yapilarda yiuksek Raman zengilestirmesi ylzey plazmonlarin ve buna bagl olarak
sicak noktalarin (hot spot) olusumuna dayandiriimaktadir. Buradaki sicak nokta

olusumlari SNA nanogubuklar ve bunlarin uglarindaki EM alan zenginlestirmesinden
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dolay1 olusmaktadir. Buna bagli olarak yanyana duran nanotellerin ¢ap (transverse) ve
boya (longitudinal) LSPR modlari, ug-odaklama (tip-focusing), oyuk rezonanslar (cavity
resonances) ve nano-anten etkilerinin sicak nokta olusumunda etkili olmustur. Ayrica
bunlara ek olarak SNA vyapiyl olustururan nanotellerin dizgin dagihimlari olugsan
SPR’lerin nanoteller Gzerinde/arasinda ilerleyip gogalmasini (propagation) saglar. Buna
gore 10°, 5° ve 20° SNA nanocubuklar igin EF degerleri sirasiyla 1.5 x 10°, 1.2 x 10° ve
9.2 x 10° olarak belirlenmistir. Bu EF degerleri GNA icin elde edilen degerlerle
karsilastinildiginda yaklasik olarak 2-3 kat daha fazla oldugu goérilmektedir. Bu durum
glmus metalinin dielektrik sabitinden dolayi altina oranla daha fazla plazmonik etki ile
uyariimasina ve daha fazla EM alan olusturmasina dayandirilmaktadir. Birgok farkl
kaynakta gumusun altina gore c¢ok daha fazla oranda SERS etkisi olusturdugu
belirtilmistir [295, 296]. En baskin pik ve bu bdlgede alinan gurllti oranlandiginda 5°,
10° ve 20° GNA nanotel ylzeylerden alinan sinyallerin sinyal/gurilti oranlari sirasiyla
26 £ 5, 32 £+ 4 ve 21 = 5 olarak hesaplanmistir. Buna goére bu degerler GNA
karsilastinildiginda daha dusik c¢ikmaktadir. Bu sonug GNA ile elde edilen SERS
sinyallerinin SNA ile kiyaslandiginda daha gurultisuz ve daha guvenilir oldugu
sonucunu vermektedir. SNA nanocubuk yapilar icin bu durumu gumuis metalinin
atmosfer ortaminda oksijenle kolaylikla oksitlenip, plazmonik 6zelligini kaybetmesiyle

aciklayabiliriz.

785 nm lazer

A

Siddet (a.u)

10° SNA

20° SNA

Diiz Ag

T T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman Kaymasi (cm")

Sekil 4.49. 10 yM MB igin elde edilen SERS spektralari: SNA nanoyapilar igin buhar
akisi agisinin (a) elde edilen SERS spektrasi Gzerine etkisi.
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Ciplak SNA ylzeyin farkh bdlgelerinden alinan SERS spektralari Sekil 4.49°da ve bu
spektralardaki farkli pikler kullanilarak hesaplanan RSD degerleri ise Cizelge 4.5te
verilmistir. Spektralar incelendiginde kabul edilebilir dizeyde tekrarlanabilir olmalarina
karsin RSD degerleri GNA icin hesaplanan degerlerden ¢ok daha yuksek ¢ikmigtir.
Burada dikkat edilmesi gereken nokta spektralarda kolaylikla gézlenebilen guraltidar.
Bunlarla ilgili onceki satirlarda yeteri kadar agiklama yapildigindan tekrara dismemek

icin bu kisimda daha fazla ayrinti verilmeyecektir.

.
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Sekil 4.50. SNA nanotel ylizeyleri igin tekrarlanabilir SERS spektralari (a= 10° ve 10 uM
MB).

Cizelge 4.5. SNA nanocubuk ylzeyler icin elde edilen RSD degerleri.

Pik Pozisyonu 1624 1398 450
(cm™)
RSD Degeri 0.16 0.15 0.13

Ciplak SNA nanogubuk platformlar ile kayda deger oranda SERS zenginlestirmesi

saglanmasina ragmen daha ileri bir zenginlestirmenin saglanabilmesi amaciyla SNA
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yuzeyler farkli sekillerdeki glimuis nanopartikillerle kombine edilerek SERS
zenginlestirmeye olan etkileri arastirilmistir. Bu baglamda prizma (AgPR, $Sekil 4.51),
cubuk (AgNR, Sekil 4.52) ve kuresel (AgNP, Sekil 4.53) seklindeki nanopartikiller farkh
derigsimlerde (5-20 ppm) MB ile karistirilarak 10° SNA (zerine eklenerek SERS
performanslari arastirilmistir. Kargilastirma yapilabilmesi amaciyla her grafikte c¢iplak
SNA icin elde edilen SERS spektralari da verilmistir. Tium nanopartikll cesitleri icin
derisimin artmasiyla SERS sinyal siddetinde kayda deger artiglar gézlenmistir ve en
siddetli tum oOrneklerde 20 ppm derisimde elde edilmigti. Buna gére 20 ppm
nanopartikil durumunda elde edilen EF degerleri SNA + AgNR, SNA + AgPR ve SNA +
AgNP icin sirasiyla 5.3 x 10° 2.5 x 10° ve 1.8 x 10° olarak saptanmistir. Simdi
nanopartikillerin olusturdugu bu sinerjitik etkiyi degerlendirelim. GNA igin ve altin
nanopartikil icin belirtilen gerekgeler burada da gegerlidir. Nanopartikullerin olusturdugu
bu Raman zenginlestirmesi genel olarak SNA nanotelleri Gzerindeyden ylzeyle ya da
birbirleriyle olusturduklari EM eslesme etkisine (coupling effect) dayandirilabilir.
Nanopartikullerin yuzeye degdigi noktalar yogun sekilde sicak nokta olusumuna katki
sunmakta SERS zenginlestirmesini saglamaktadir. AgNP kullanildiginda sinyal
siddetinde artis saglanmakta fakat bu artis istenilen diizeyde olmamaktadir (Sekil 4.53).
Ote yandan AgPR ve AuNR kullanildi§i durumlarda ise c¢ok daha fazla sinyal
zenginlesmesi saglanmistir. Bu durum bu nanopartiktllerin SPR 6zellikleri, bayuklukleri
ve sekillerine baglanabilir. AgNP’ler duz bir yuzeye sahip olup SNA ylzey Uzerinde
sicak nokta olusturma potansiyelleri dusuktlr. Ayrica bu nanopartikillerin  SPR
Ozellikleri kullanilan lazerin dalga boyuna uygun olmadigindan uyarilmalari oldukca
zordur. Ote yandan AgPR’ler prizma sekillerinden dolayi keskin uglara sahiptir ve bunlar
yuksek oranda plazmon olusumunu saglar [284]. Bundan dolayi AgNP ile kiyas
edildiginde daha iyi Raman zenginlestirmeleri elde edimistir (Sekil 4.51). AgNR
kullanildiginda ise ¢ok daha c¢arpici sonuglar alinmigtir (Sekil 4.52). AgNR icin elde
edilen bu carpici Raman zenginlestirmesi nanogubuklarin hem boy hem de ¢ap

boyunca plazmon olusturma yeteneklerine baglanabilir [285-287].

98



o B SNA + 20 ppm AgPR

Siddet (a.u.)

SNA + 10 ppm AgPR

SNA + 5 ppm AgPR

SNA

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman Kaymasi (cm”)

Sekil 4.51. 10 uM MB igin elde edilen SERS spektralari: AgPR ile kombine/dekore
edilmis SNA nanogubuklar (a= 10°) ve elde dilen SERS spektrasi (izerine nanopartik(il
derisiminin etkisi.

SNA + 20 ppm AgNR

Siddet (a.u.)

SNA + 10 ppm AgNR

|

'\ J\ SNA + 5 ppm AgNR

SNA

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman Kaymasi (cm™)

Sekil 4.52. 10 uM MB i¢in elde edilen SERS spektralari: AgNR ile kombine/dekore
edilmis SNA nanogubuklar (a= 10°) ve elde dilen SERS spektrasi lizerine nanopartik(il
derisiminin etkisi.
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Siddet (a.u.)

SNA + 20 ppm AgNP

SNA + 10 ppm AgNP

SNA + 5 ppm AgNP

SNA

T T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman Kaymasi (cm™)

Sekil 4.53. 10 uM MB igin elde edilen SERS spektralari: AgNP ile kombine/dekore
edilmis SNA nanocgubuklar (a= 10°) ve elde dilen SERS spektrasi (izerine nanopartikdil
derisiminin etkisi.

SNA nanocubuk yuzeylerin farkli morfolojilerdeki gimus nanopartikillerle kombine
edilerek ¢ok daha SERS zenginlestirmesi elde edilebilecegini bodylelikle ispatlamis
olduk. Farkh nanopartikillerin SERS sinyal siddetini hangi dlgude arttirdig1 Sekil 4.54’te
karsilastirmali olarak gosterilmigtir. Bu sekilde en baskin pik olarak one ¢ikan 1610 cm’
Ydeki pikin siddeti temel alinmistir. Bu sekilde verilen hata egrilerinden ayrica RSD

degerinin yaklasik olarak %15 civarinda oldugu anlasiimaktadir.

Ayrica nanopartikillerle kombine SNA nanocubuklar igin tekrar deneyleri yapiimistir
(Sekil 4.55). Bu sekilde bu grup igin 6nerilen yaklagimin tekrarlanabilirligi test edilmigtir.
Sekil 4.55'te elde edilen spektralar ¢giplak SNA ile alinanlarla karsilastirildiginda sinyal
siddetlerindeki artis yaninda sinyal/gurilti oranlarinda da o6nemli iyilesmelerin
saglandigr gorulmektedir. Bu AgNR kullaniminin sagladigi yeni bir avantaj olarak
gorunmektedir. Sekil 4.55'teki spektralar kullanilarak elde edilen RSD degerleri ise
Cizelge 4.6'da verilmigtir. RSD analizi hem deneyin bu yaklasimla daha iyi
tekrarlanabilir sonug¢ verdigini hem de sinyal/gurulti oraninda iyilesme saglandigini
gOstermektedir.
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Sekil 4.54. Farkl nanopartikiller ile kombine/dekore edilmis SNA nanogubuklarin (a=
10°) 10 uM MB ve 20 ppm nanopartikll derisimi icin SERS siddetlerinin
karsilastiriimasi.

Siddet (a.u.)

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman Kaymasi (cm”)

Sekil 4.55. 10 uM MB igin elde edilen tekrarlanabilir SERS spektralari (a= 10° ve 20
ppm AgNR).

Cizelge 4.6. 10 uM MB i¢in elde edilen tekrarlanabilir SERS spektralarinin RSD
degerleri (a= 10° ve 20 ppm AgNR).

Pik Pozisyonu 1621 1394 1305 1183 769 443
(cm”)
RSD Degeri 0.12 0.10 0.08 0.13 0.07 0.16
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4.4. Aptamer ile Modifiye Edilmis GNA ve SNA Platformlar ve SERS Ozellikleri
Yukarida GNA ve SNA platformlarin ve bu platformlarin altin ve gimuUs nanopartikullerle

kombine edilerrek elde edilen SERS sonuglari hem Raman molekulleri ve hem de
gercek ornekler icin test edildi ve oldukca blyik zenginlesmenin gerceklestigi ispat
edildi. Bu son kisimda ise aptamerler kullanilarak yukarida belirtilen ylzeylerin SERS

sistemi olarak kullanilmasi Gizerinde durulacaktir.

Bu baglamda bu asamada ilk olarak FITC boya takiimis aptamer (FITC-aptamer) tiyol
grubu Gzerinden GNA vylzey uzerine baglanmasi saglanmigtir. Daha sonra farkll a
acilar igin gergeklestirilen bu yuzeylerin SERS performanslari incelenmigtir. Sekil
4.56'da bu inceleme sonucu elde edilen Raman spektralari verilmigtir. Farkli yuzeyler
kullanilarak alinan bu spektralarin higbirinden taniya olanak saglayacak Raman
sinyalleri alinamamistir. Bu durumun kullanilan FITC boyanin lazerin dalga boyuna
uyumlu olmamasi ve ¢ok kuvvetli floresans etkiden dolayr Raman sacgiimasinin
kapatilmasiyla délgim alinamamasina baglanmaktadir. Bu durum duzeltiimesi amaciyla
FITC-aptamer takili GNA vyuzeyler bu aptamere uyumlu olarak sentezlenen
komplementer aptamer ile etkilestirilmigtir. Boylelikle bu etkilesimden dolayr Raman
sinyalinin alinabilecegi dusunulmustur. Sekil 4.57°de buna gore elde edilen Raman
spektralari toplu olarak verilmigtir. Goruldugu uUzere bu yaklagim Raman sinyal

Olcimune bir katki sunmamistir.
@ (b) - (©)
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Raman Kaymasi (cm) Raman Kaymasi (cm™) Raman Kaymasi (cm)

Sekil 4.56. FITC-aptamer (1 uM) ile modifiye edilmis GNAs nanocubuk yizeylerden
elde edilen SERS spektralari (a) a= 5°, (b) a= 10° ve (c) a= 20°.
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Sekil 4.57. FITC-aptamer (1 uM) ve komplementar aptamer (> 1 uM) ile modifiye edilmis
GNAs nanogubuk ylizeylerden elde edilen SERS spektralari (a) a= 5°, (b) a= 10° ve (c)
a=20°.

Daha sonra bu zorlugu asmak amaciyla belli bir derisimdeki FITC boyal albumin GNA
ylizey Uzerinde Raman spektrasi incelenmistir. Bunun sonucunda Sekil 4.58’da verilen
Raman spektralari elde edilmistir. Buradan agik sekilde goérilen pikler belirlenmis ve
piklerin FITC boyal albumin icgin karakteristik pikler oldugu yapilan Raman band
incelemeleri ve sireli yayinlardaki ¢calismalarla karsilastirildiginda goézlenmistir [297]. Bu
calismada farkli yaklagsimlar kullanilarak FITC boyali albuminin Raman sinyalindeki
disus ve bunun arkasindaki fotoagarma acgiklanmistir. Bu baglamda burada FITC
aptamerin GNA ylzey Uzerine baglanip baglanmadigini tespit etmek gerekmektedir.
Bundan dolayi farkh derisimlerde FITC-aptamer ile etkilestiriimis GNA ylzeyleri
floresans mikroskop incelemeleri yapiimistir. Elde edilen floresans goruntulerden birer
ornek ve Kkarsilastirma yapilabilmesi amaciyla FITC-aptamer uygulanmamis c¢iplak
yuzey (blank) ile birlikte Sekil 4.59’da verilmistir. Buradan artan FITC-aptamer siddetine
bagli olarak floresans siddetinin arttigi goértlmektedir. Bu sonu¢ bize FITC-aptamer
bilesiginin GNA ylUzeye basariyla baglandidini ve Raman ile sinyal alinamamasinin
daha o6nce belirtildigi gibi FITC boyanin 0Ozelliginden kaynaklandgd: tezini

kuvvetlendirmektedir.
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Sekil 4.58. FITC boyali albumin (1 uM) ile modifiye edilmis GNAs nanogubuk ylzeyden
elde edilen SERS spektralari (a= 10°).

Sekil 4.59. Farkli derisimlerde FITC-aptamer ile modifiye edilmis GNA nanocubuk
yuzeylerin floresans mikroskop goruntuleri. (a) 1 uM, (b) 0.1 uM, (c) 0.01 puM ve (d) O
UM (blank).
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FITC-aptamer ile yukarida yasanan problemin gideriimesi amaciyla bu asamada ayni
nukleotid dizilimine sahip bir ucuna tiyol grubu diger ucuna ise Dy800 boya takil
aptamer yine ayni firmadan temin edilmistir. Sekil 4.60’da bu bilesen icin elde edilen
UV-vis spektrumu verilmistir. Buradan bu boya igin verilen yaklagik 785 nm igin
maksimum absorpsiyon degerinde pik elde edilmistir. Kullanilan lazer dalgaboyuna
uyumlu olmasi agisindan bu boya secilmigtir. Daha sonra yukaridakine benzer sekilde
farkli GNA ylzeylere belirli bir dersimde hazirlanmig Dy800-aptamer uygulanmis ve
elde edilen Raman spektralari Sekil 4.61°de verilmigtir. Karsilastirma amaciyla diz
yuzey icin alinan spektra da eklenmistir. Buna gore Onceki bolumde yapilan
denemelerdekine parallel sonuglar burda da gozlenmistir. 10° GNA vylzey
kullanildiginda en ylksek Raman sinyal siddeti edilmigtir. Bu konudaki degerlendirme
daha 6nceki bolumlerde ayrintili olark yapildiginda burada yer verilmeyecektir. Ayrica
burada elde edilen piklerin Raman pik karsiliklari ele alindiginda bunlarin daha ¢ok
Dy800 kokenli olduklari belirlenmistir. Sekil 4.62'de ise Dy800-aptamer molekulinin
farklh derisimleri kullanilanarak alinan Raman sinyalleri karsilastirma amaciyla birlikte
verilmistir. Buradan derisimin artmasiyla sinyal siddetinin arttigi ve bu ytzey ic¢in bu

molekdliin tani limitinin 10 M mertebesinde oldugu séylenebilmektedir.

0.20
0.15
0.10

0.05

Absorbans

0.00 {

-0.05 4

T T T T T T T T T
400 500 600 700 800
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.60. Dy800-aptamer icin elde edilen UV-Vis spektrumu.

105



—,
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Sekil 4.61. 1 uM Dy800-aptamer igin elde edilen SERS spektralari: GNA nanogubuklar
igin buhar akisi agisinin (a) elde edilen SERS spektrasi GUzerine etkisi.

Siddet (a.u)

1 M Dy800 Aptamer

0.1 yM Dy800 Aptamer

0.01 pM Dy800 Aptamer
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Sekil 4.62. Farkh derisimlerde Dy800-aptamer ile modifiye edilmis GNA nanogubuklarin
(o= 10°) SERS spektrasi Uizerine etkisi.

Yukarida verilenlere ek olarak Dy800-aptamer ile modifiye edilen yuzeyler
komplementer aptamer ile etkilestiriimis ve bunlarin Raman performanslari incelenmigtir
(Sekil 4.63). Goruldagu gibi komplementer aptamer kullanildiginda ilk duruma goére
Raman sinyal siddetinde yaklasik olarak %20 oraninda bir artis (maksimum sinyal
siddetine sahip pikler incelendiginde) elde edilmistir. Bu degisim temel olarak Dy800-
aptamerin komplomenter aptamer ile etkilestikten sonra morfolojide yasanan degisime

bagli olarak GNA yuzey ile olan etkilesimin degismesine baglanmaktadir. Bu durumun
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tam olarak anlasgilabilmesi igin molekller seviyede modellerin c¢ikartiimasi
gerekmektedir. Bu caligmalar tez kapsaminin ¢ok oOtesinde oldugu igin burada yer

verilmeyecektir.

Siddet (a.u)

Dy800 Aptamer
+ Komplementer Aptamer

Dy800 Aptamer

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Raman Kaymasi (cm™)

Sekil 4.63. Komplementer aptamerinin Dy800-aptamer ile modifiye edilmis GNA
nanogubuklarin (a= 10°) SERS spektrasi lzerine etkisi.

Dy800-aptamer ile modifiye ediimis GNA ylzeylerin Raman performanslari
incelendikten sonra bu yuzeylerin floresans 6zellikleri yukaridakine benzer sekilde
incelenmistir. Bu kisimda ilk asamada Dy800-aptamer ile modifiye edilmis farkh
yuzeylerin floresans gorlUntileri Sekil 4.64’te verilmistir. TUm ylUzeyler igin floresasn
uyariimalar yuzeyden alinmistir. Bu durum Dy800-aptamer molekdillerinin yizeye tiyol
gruplari aracihigiyla baglandigini desteklemektedir. Ayrica farkli derigsimlerde Dy800-
aptamer ile modifiye edilmis GNAs nanogubuk yiizeylerin (a= 10°) floresans mikroskop
goruntileri ise incelenmistir (Sekil 4.65).Karsilastirma yapilabilmesi amaciyla Dy800-
aptamer uygulanmamis yuzeyler de verilmistir. Goruntuler dikkatle incelendiginde artan
derisime bagll olarak floresans siddetlerinin de arttigi sdylenebilir. Son olarak ise
komplementer aptamer degisiminin etkisi floresans mikroskop kullanilarak incelenmistir
(Sekil 4.63). Buna gére komplementer aptamer takildiktan sonra floresans siddetinde
ciddi bir artis gozlenmigtir. Bu durum Raman deneylerinde yasanan sinyal artisiyla

parallellik gbstermekte ve bu sonucu destekler niteliktedir.
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Sekil 4.64. 1 uM Dy800-aptamer ile modifiye edilmis farklil GNA nanogubuklarin
floresans mikroskop gorintileri. (a) a= 5°, (b) a= 10° (c) a= 20° ve (d) a= 90°.

Sekil 4.65. Farkli derisimlerde Dy800-aptamer ile modifiye edilmis GNA nanogubuklarin
(o= 10°) floresans mikroskop goruntleri. (a) 1 uM, (b) 0.1 pM, (c) 0.01 uM ve (d) O uM
(blank).
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Sekil 4.66. Komplementer aptamerinin Dy800 aptamer ile modifiye edilmis GNA
nanogubuklarin ylizeylerin (a= 10°) floresans mikroskop goriintileri ile etkisi. (a) Dy800
aptamer (b) Dy800 aptamer + Komplementer aptamer.

4.5. Genel Sonuclar
Superparamanyetik manyetit nanopartikiller ikili ¢oktirme ve solvotermal yontem ile

oldukga homojen bir nanopartikil boy dagiliminda sirasiyla 5.8 ve 18.8 nm ortalama
blyukliginde basar ile sentezlenmistir. Sentezlenen bu malzemeler plazmonik 6zellige
sahip olmadiklarindan tez kapsaminda degerlendiriimemekle beraber grubumuzca

yurutilmekte olan diger ¢alismalarda yogun olarak kullaniimiglardir.

Raman sinyal siddetine etkilerinin belirlenmesi amaciyla plazmonik altin nanopartikuller
kuresel (AuNP), kip (AuNC) ve cubuk (AuNR) olmak Uzere ug¢ farkli sekilde
sentezlenmistir. Altin nanopartikuller UV-vis ve TEM kullanilarak karakterize edilmistir.
Bu analizler sonucunda istenen 0Ozellikte elde edillen altin nanopartiklller sonraki

asamalarda kullaniimak tzere saklanmistir.

Altin nanopartikullere benzer sekilde plazmonik 6zellik gosteren gimus nanopartikiller
de kuresel (AgNP), prizma (AgPR) ve ¢ubuk (AgPR) seklinde sentezlenmis ve UV-vis
ve TEM ile karakterize edilmigtir. Belirtlen analizler elde edilen nanopartikillerin

aranilan sekil ve 0zellikte oldugunu gostermigtir.

Oksidasyon ydntemi kullanilarak AuNR boylarinin kisaltiimasiyla lazer dalgaboyu ile

eslesecek nanopartikillerin sentezlenmesi yoluna gidilmigtir. Bu yontemle stire ve asit
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¢ozeltisi miktari gibi parametrelerin degistirilerek nanogubuklarin boylarinin kisaltilarak
istenen plazmonik 6zellikte partikillerin elde edilebilecegi UV-vis ve TEM verileriyle

ispatlanmistir.

SERS platformu olarak kullanilmak Uzere buhar fazinda egik ag¢i biriktirme (oblique
angle deposition, OAD) ile cam yuizeyde olusturulan altin ve gimus nanogubuk yapilar
PVD sistem icerisinde basari ile tretilmigtir. Buhar biriktirme acgisinin ytizey morfolojisini
belirleyen temel parameter oldugu saptanmistir. 5° ve 10° buhar birikim agisi
degerlerinde egik nanogubuk yapilar belli bir ydonde yonlenmis (anizotropik) yapida elde
edilerken 20° igin bu yapi gozlenmemis ylzeyi purizlii bir yapi elde edilmistir. ImageJ
kullanilarak ortalama nanogubuk c¢ap, birikme agisi ve birim alandaki sayisal
yogunluklari belirlenmistir. 10° icin 5”ye gore daha fazla sayida nanogubuk sayisi daha

dusuk nanogubuk ¢apl icin belirlenmistir.

GNA icin gerceklestirilen elipsometrik dlgimler bu malzemenin SERS igin ideal bir
platform olabilecegini ve plazmonik o6zelliklerinin biylk oranda i1sigin gelis yonu ve

acisina baglh oldugunu gostermistir.

GNA icin yapilan XRD analizi kristal yapilarin yigin altin i¢cin FCC (face-centered cubic)

yapl ile uyumlu oldugunu belirtmigtir.

SNA icin alinan SEM goéruntdleri buhar biriktirme acisinin yizey morfolojisini belirleyen
temel parameter oldugu saptanmistir. GNA platformlara benzer sekilde 5° ve 10° buhar
birikim acisi degerlerinde egik nanogubuk yapilar belli bir ydonde yonlenmis (anizotropik)
yapida elde edilerken 20° igin bu yapi gozlenmemis ylzeyi plrizli bir yapi elde
edilmigtir. ImagedJ kullanilarak ortalama nanogubuk ¢ap, birikme acgisi ve birim alandaki
sayisal yogunluklari belirlenmistir. 10° icin 5%ye gore daha fazla sayida nanogubuk
saylisi daha dusuk nanogubuk capi icin belirlenmistir. Ayrica GNA ile karsilastirildiginda
SNA i¢in nanogubuk ¢apinin daha dusik ve birim alandaki sayica yogunlugun daha

yuksek oldugu saptanmistir.

Onciil SERS galigmalarinda MB, R6G ile kiyaslandiginda daha siddetli ve daha belirgin
pikler sundugundan MB Raman moleklli olarak segilmis ve 10 pM ideal galisma
derisimi olarak belirlenmigtir.
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Farkli buhar biriktirme elde edilen GNA platformlarinda ile yapilan SERS ¢alismalarinda
10° igin hazirlanan yilizey yanyana duran nanotellerin cap (transverse) ve boya
(longitudinal) LSPR modlari, ug-odaklama (tip-focusing), oyuk rezonanslar (cavity
resonances) ve nano-anten etkileri ile yiiksek oranda sicak nokta olusturma kabiliyeti ile
en yuksek SERS sinyal siddetini yluksek bir sinyal/gurulti oraninda vermistir. Bu ylzey

icin 7.2 x 10° gibi son derece yiiksek bir EF degeri hesaplanmistir.

10° biriktirme agisiyla elde edilen platformlara farkli sekillerdeki altin naopartikiillerle
biraraya getiriimis ve elde edilen SEM goruntuleri nanopartikillerin ylizeyde rastgele
dagildiklarini gostermigtir. Yliksek derisimde AuNR ile kombine edilmis GNA en yuksek
SERS performansini 5.3 x 10° gibi bir EF degeri ile elde etmistir. AUNR hem cap hem
boy boyunca sicak nokta olusturma kabiliyetleri ve kullanilan lazer ile eglesme

Ozelliklerinin bu duruma sebep oldugu belirlenmigtir.

MB icin yapilan Raman band karsiliklari beklendigi sekilde elde edlimis ve sureli

yayinlarla uyumlu oldugu saptanmigtir.

COMSOL ile gergeklestirien modeller deneysel verilerle uyum go6stermis ve
zenginlestirme icin Onerilen mekanizma ve Onerileri desteklemistir. Bu modeller
zenginlestirmede hem GNA Uzerindeki nanogubuk yapilarin hem de nanopartikillerin

etkin oldugunu gostermigtir.

GNA + AuNR kullanilarak DIP, MP ve DP gibi farkh toksinlerin tanisi ele alinarak
Onerilen sistemin gergcek numunelerin analizi igin de kullanilabilecedi belirlenmistir. Buna
gore SERS analizleri tim toksinlerin yaklasik olarak 10 ppb sinirina kadar parmak izi
hassasiyetinde tanisinin yapilabilecegini gostermistir. Bu verilerle dnerilen bu sistemin
herhangi bir numunenin tanisinda kullanilabilegi saptanmistir. Ayrica tum toksinler igin
Raman band karsiliklari belirlenmis ve benzer yayinlarla kasilastiriimistir. Bu kisimdaki
denemelerle %18 ve altinda RSD degerleri icin yuksek tekrarlanabilir spektralar elde

edilmigtir.

Karsilastirma yapilabilmesi amaciyla PS mikrokureler cam ylzeye tek tabaka halinde

yayllmis ve Ustu altin ile kaplanarak Raman performanlari élgtlmustir. Fakat istenen bir
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dlizeyde bir zenginlestirme saglanamamigstir. DUz altin ylzeye yakin SERS

zenginlestirmesi elde edilmistir.

SNA yuzeyler MB kullanilarak SERS platformu olarak test edilmistir. Bunun sonucunda
GNA icin elde edilen sonuclara benzer olarak 10° SNA en yilksek SERS performansini
gostermistir. Bu platform icin EF 1.5 x 10° olarak hesaplanmistir. Bu deger ayni sekilde
elde edilen GNA platform ile karsilastirildiginda yaklasik olarak 2-3 kat daha fazla
oldugu gorulmektedir. Bu durum gumus metalinin dielektrik sabitinden dolay! altina
oranla daha fazla plazmonik etki ile uyariimasina ve daha fazla EM alan olusturmasina

dayandiriimaktadir.

10° biriktirme agisiyla elde edilen SNA platformlar farkli sekillerdeki gUmis
nanopartiklllerle biraraya getirilmis ve bunlarin SERS performanslari incelenmistir.
Yuksek derisimde AgNR ile kombine edilmis SNA en yluksek SERS performansini 5.3 x
10° gibi bir EF degeri ile elde etmistir. AQNR hem c¢ap hem boy boyunca sicak nokta
olusturma kabiliyetleri ve kullanilan lazer ile eslesme Ozelliklerinin buna sebep oldugu

belirlenmistir.

Hem c¢iplak hem de gumus nanopartikillerle kombine eldilmis SERS platformlari ile
yuksek tekrarlanabilirlik farkli pikler icin elde edilen disik RSD degerleri ile

ispatlanmistir.

Farkli buhar acisi biriktirmesi sonucu elde edilen GNA platformlar tiyol grubu Uzerinden
FITC-aptamer ile modifiye edilmis Raman spektralari incelenmistir. Buna gore FITC
kaynakli yuksek floresans etkiden dolayl Raman okumanin gergeklestirelemedigi
saptanmigtir. FITC-albumin ile yapilan Raman calismalari ve floresans mikroskop
goéruntuleri bu durumu desteklemistir. Komplementer aptamer kullanimi bu durumu

degistirmemigtir.

Dy800-aptamer kullanilarak FITC-aptamer igin yapilan ¢aligmalarin benzeri yapiimistir.
0.01 puM mertebesine kadar bu aptamerin tanimlanabilecegi SERS spektralariyla
belirlenmistir. Bu aptamerin GNA SERS platformlarina baglandigi floresans

goruntuleriyle desteklenmistir. Komplementer aptamer takildiktan sonra SERS sinyal

112



siddetinde kayda de@er bir artis gozlenmistir. Bu durum aptamerin morfolojisindeki

degisime parallel olarak yuzeyle etkilesiminin artmasina baglanmaktadir.
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