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oz

Diinya icin bir tehdit olan antibiyotik direncinin 6niine gegme yollarindan birisi de gidalarda bulunan
antibiyotik kalintilarini  6nlemektir. Ulkemizde antibiyotik kalintilan et, siit, bal, yumurta gibi
hayvansal gidalarda bulunmaktadir. Antibiyotik kalintilarinin hizli, basit ve ucuz yéntemlerle tespiti
gidalarda ki antibiyotik kalintilarini izlemeyi kolaylagtiracaktir. Karbon noktalar 10 nm’den kiigiik
nanopartikiiller olup analitik ¢aligsmalarda yararlaniimaktadir. Floresans o6zellikleri, suda ¢6ziinir
olmalari ve toksik olmamalari karbon noktalarin ustiin 6zelliklerinden bazilaridir. Bu ¢alismada balda
en ¢ok rastlanan tetrasiklinin hizh tayini i¢in karbon noktalar kullaniimigtir. Karbon noktalar, kestane
balindan herhangi bir kimyasal kullaniimadan mikrodalga yontemi ile sentezlenmistir. UV 1sik altinda
mavi floresans veren karbon noktalarin emisyon siddetindeki azalma (s6niimleme) esas alinarak
tetrasiklin analizi yapilmistir. Artan tetrasiklin konsantrasyonlarina karsi artan soniimleme miktarlari
grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusu elde edilmistir. Korelasyon katsayisi (Rz) 0.99 olarak
hesaplanmistir Tetrasiklin analizi basan ile yapilmigs ancak gelistirilen yontemin gida
numunelerindeki uygulamasinin yapilmasi gerekmektedir.

Anathar Kelimeler: Karbon noktalar, Tetrasiklin, Kestane Bali, Antibiyotik kalintisi, Nanoteknoloji.

ABSTRACT

One of the solutions to avoid antibiotic resistance threatening the world is to prevent antibiotic
residues in foods. In our country, antibiotic residues are found in animal foods such as meat, milk,
egg. Although the utilization of antibiotics is forbidden in beekeeping, antibiotic residues are found
in honey too. Determination of residues by rapid, simple and inexpensive methods will facilitate
monitoring of them in foods. Carbon dots are nanoparticles with dimensions less than 10 nm. Their
fluorescence water soluble and non-toxicity attributes are some of the superior characteristics of
carbon dots. In this study, carbon dots were used for rapid determination of tetracycline, which is
mostly found in honey. Carbon dots were synthesized from chestnut honey using microwave method
without using any additional chemical agents. The analysis of tetracycline was based on the
decrease in emission strength (quenching) of carbon dots emitting blue fluorescence under UV light.
Calibration curve was obtained plotting the increasing amounts of quenching as a function of
increasing tetracycline concentrations. Correlation coefficient (R?) was calculated as 0.99.
Tetracycline analysis was successfully achieved; however, the developed method should be applied
to food samples in future.

Keywords: Carbon dots, Tetracyline, Chestnut honey, Antibiotic residue, Nanotechnology.
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GiRiS

Dinya nufusunun artmasi ile gerek beslenme
ihtiyacini kargilamak gerekse mikrobiyal hastaliklari
tedavi etmek amaciyla hayvanlarin gelisiminde /
tedavisinde antibiyotik kullanimi artmistir (Yibar ve
Soyutemiz, 2013). Ancak antibiyotiklerin gereksiz
ve fazlaca kullanimi, et, sit, bal ve yumurta gibi

hayvansal Urdnlerde antibiyotik kalintisi
olusturmaktadir. Bu kalintilar bakterilerin
antibiyotiklere karsi direng gelistirmesinin

nedenlerinden birisidir. Direngli bakteriler, tedavisi
zor olan hatta tedavi edilemeyen hastaliklara sebep
olmaktadir. Sonug¢ olarak antibiyotik direnci diinya
icin bir tehdit olusturmaya devam etmektedir
(Nisha, 2008)

Antibiyotik direncini dnleme yonunde gidalardaki
antibiyotik kalintilarinin énlenmesi gereklidir. Uygun
ekolojisi, zengin florasi ve ari materyalindeki
genetik varyasyonu nedeniyle Ulkemiz agisindan
bal Uretimi giderek ©6nem kazanmaktadir.
Ulkemizde farkli gesitlerde ballar uretilmektedir
(Cetin ve ark., 2011). Bu gesitlilik Cin ve Arjantin
gibi yilhk bal Uretimi ylksek olan Ulkelerde bile
yoktur (Nisha, 2008). Ulkemizde bal sektériiniin
gelismesi ve ihracatin artmasi agisindan kaliteli bal
Uretimi son derece 6nemlidir. Ballarin kalitesinde
olumsuzluk yaratan durumlardan birisi de;
Amerikan yavru ¢urigu veya Avrupa yavru ¢urigu
hastaliklarin tedavisi icin kullanilan antibiyotiklerdir.
Avrupa Birligi bal Uretiminde antibiyotik kullanimina
izin vermemektedir. Ancak Ulkemizde yapilan bal ile
ilgili yapilan taramalarda yasal olmamasina ragmen
antibiyotik kullaniminin oldugu tespit edilmistir
(Gzkan ve ark., 2015; Segmenoglu ve Baydan,
2012). Gerek yasal mevzuat gerekse antibiyotik
direnci agisindan ballardaki antibiyotik kalintilarinin
izlenmesi gereklidir. Gida guvenligi agisindan
antibiyotiklerin  hizl, guvenilir, basit ydntemlerle
tespiti antibiyotik kalintilarinin  izlenmesini  ve
dolayisiyla kullaniminin engellenmesini
sa@layacaktir (Kara ve ark., 2012; Karagaglar,
2017).

Ulkemizde yapilan galismalarda ballarda en ¢ok
sulfa ve  tetrasiklin  grubu  antibiyotiklere
rastlanmaktadir ~ (Sunay, 2006). Tetrasiklin
analizinde kromatografik yontemler (HPLC, LC-
MS), kapiler elektroforez ve ELISA gibi farkli
yontemler kullaniimaktadir  (Ding, 2016). Bu
yontemler, maliyeti yiksek olup, ayrica uzmanlik
gerektirmektedir. Bu gercevede tetrasiklin

analizinde de hizh, glvenilir, basit ve ekonomik
yontemlerin gelistiriimesine ihtiya¢ vardir.

Kuantum noktalar egsiz optik, kimyasal, elektriksel
gibi ozellikleri nedeniyle tiptan, gidaya, c¢evreden
bilgisayara kadar farkli alanlarda
kullanilabilmektedirler (Durmusoglu, 2017;Algar ve
ark., 2010). Kuantum noktalar boyutlarina bagli
olarak farkli renklerde isima (floresans) yaparlar.
Kiglk boyutta olanlar mavi floresans verirken,
boyutlari arttikga floresans rengi kirmiziya dogru
kayar (Pisanic ve ark., 2014). Kuantum noktalarin
floresans Ozellikleri biyosensor olarak kullanimlarini
saglamistir. Kuantum noktalara érnek olarak kursun
sulfit (PbS), kursun selenyum (PbSe), kadmiyum
selenyum (CdSe), kadmiyum tellirit (CdTe)
verilebilir (Drbohlavova ve ark., 2009).

Boyutlari 10 nm’den daha az olan karbon noktalar
karbon atomlarindan olusan kuantum noktalardir.
Karbon noktalarin diger kuantum noktalara goére
farkli Ustin Ozellikleri bulunmaktadir. Kadmiyum,
kursun gibi agir metalleri iceren kuantum noktalarin
hem cevreye hem de insana toksik etkileri varken,
karbon noktalar bu adir metalleri icermedikleri icin
toksik degillerdir (Ding, 2016; Ding¢ ve ark., 2017).
Ayrica suda ¢6zUnUr olmalar, cevreye zarar
vermeyen yontemlerle Uretilmeleri, fotostabil
olmalari nedenleriyle karbon noktalarin uygulama
alanlari ve bunlara olan ilgi gin gectikce
artmaktadir (Shen ve Liu, 2016).

Karbon noktalar gida, mutfak atiklari, idrar, kdmur
gibi herhangi bir karbon kaynagindan farkli
yontemlerle Uretilebilirler (Himaja ve ark., 2014; Hu
ve ark., 2014; Essner ve ark., 2016). Bu
yontemlerden bazilari  sunlardir:  yakma/ 1si
uygulama ( asagidan yukariya, bottom up) veya
elektrokimyasal ybntem (yukaridan asagiya, top
down) (Baker ve Baker, 2010). ilaveten karbon
noktalar seker pancari melasi (Ding, 2016), ekmek
ve karamel (Sk ve ark., 2012) gibi isil islem goéren
gidalarda da dogal olarak bulunmaktadir. Baldan
bile karbon noktalar ekstrakte edilmistir (Mandani
ve ark., 2017). Karbon noktalarin, biyosensor olarak
metallerden riboflavine, tiyaminden glukoza kadar
bir cok maddenin analizinde kullanilabilecegdi bir¢ok
aragtirmaci tarafindan gdsterilmistir (She et al.,
2016; Shi et al., 2011, Tan et al., 2015, Ding, 2016).

Bu calismada kestane balindan mikrodalga yontemi
kullanarak karbon noktalar sentezlenmistir. Basit,
cevre ile uyumlu olan bu sentez ydntemiyle elde
edilen karbon noktalarin tetrasiklin analizinde
kullanilabilirligi arastiriimistir.
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GEREG VE YONTEM

Kestane bali Artvin ilinden lokal aricilardan temin
edilmigtir.  Tetrasiklin, amikasin silfat Sigma
Aldrich’den, sefepim, sefotaksim, trimetoprim

Molecule’den penisilin G Applied Chemicals'dan
alinmigtir.

Karbon noktalari sentezlemek igin kestane ball,
ultra saf su ile homojen karisim oluncaya kadar
manyetik  karistiricida  karnistinlmigtir.  Ev  tipi
mikrodalga kullanilarak karisim 450 Watt'da 25
dakika 1sitilmistir. Yakma ile ¢ézeltinin rengi koyu
kahverengiye doénismustir. Yanan karisima su
ilave edilerek manyetik karistiricida karistiriimis ve
0.25 um lik filtrelerden sUzUlmastar. Karbon
noktalarin sulu ¢Ozeltisi buzdolabinda muhafaza
edilmigtir.

Karbon noktalarin karakterizasyonu igin UV-
Gorianir bolge absorbsiyon spektrofotometresi
(BiochromLibra S22), Fourier Dontasimli Kizilétesi
(FTIR) spektrometresi (Bruker, Vertex 70), Atomik
Kuvvet Mikroskobu (AFM IntegraSolaris) ve
Floresans spektrofotometresi (F-7000, HITACHI,
Japan) kullaniimistir.

Batin antibiyotik ¢ozeltileri suda hazirlanmistir.
Floresans kulvetine oncelikle karbon noktalarin sulu

Absorbance (@.u)

¢cozeltisi eklenmis ve emisyon Slgimu yapilmistir
(Fkarbon noktalar)- Daha sonra kivete antibiyotik
¢ozeltisi eklenerek karistiriimis ve emisyon 6lgimu
yapilmistir - (Fanibiyotik). Konsantrasyonu dereceli
olarak artan antibiyotik miktari ile emisyon
siddetinde herhangi bir degisim olup olmadigi test
edilmigtir. Emisyon siddetindeki degisimler (F)
asagidaki formile gére hesaplanmis (Feng ve ark.,
2015) ve kalibrasyon grafigi konsantrasyona karsi F
degerleri dikkate alinarak gizilmigtir.

F = Frarbon noktalar — F_d.nribiyotik

BULGULAR

Herhangi bir kimyasal madde kullanimina gerek
kalmadan kestane balindan mikrodalga firininda
yakma islemi ile karbon noktalar sentezlenmistir.
Sentezlenen karbon noktalar gines isidinda sari
renkli bir ¢dzelti iken UV 1sik altinda mavi floresans
vermistir (Sekil 1a, 1b). Karbon noktalarin UV
bolgedeki absorbans spektrumu Sekil 1'de
verilmigtir. En ylUksek absorbans kestane balindan
sentezlenen karbon noktalarda 355 nm’de
g6zlemlenmistir.

Wavelenght (nm}

Sekil 1. Karbon noktalarin UV 1sik bdlgesinde absorbansi.

a: Karbon noktalarin giines 1siginda gérinimileri b: Karbon noktalarin 365 nm UV i1si1ginda gérinidmleri

Uludag Aricilik Dergisi Kasim 2017, 17 (2): 49-58 / Uludag Bee Journal November 2017,17 (2): 49-58 51



ARASTIRMA MAKALESIi / RESEARCH ARTICLE

Karbon noktalarin fonksiyonel gruplari  FTIR cm” pik vermislerdir. Bu pikler karbon noktalarda
spektrumu ile tanimlanmis ve Sekil 2'de verilmistir. C=C, C=0, O-H, C-H, C-N, -COOH gruplarinin
FTIR spektrumuna goére karbon noktalar 3270, varlidini géstermektedir.
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Sekil 2. Karbon noktalarin FTIR spekturumu

Karbon noktalarin gorintileri AFM ile alinmistir (Sekil 3). Sekil 3'te gorildigi gibi karbon noktalar yuvarlak
sekillidir ve ortalama ¢aplari 5 nm olarak tespit edilmistir (Sekil 3a).

- H a

Sekil 3. Karbon noktalarin AFM goérintisu, a: Karbon noktalarin boyut dagihm grafigi
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Karbon noktalarin emisyon spektrumlari floresans spektrofotometre ile farkli eksitasyon dalga boylarinda
Olculmustir (Sekil 4).370 nm de eksitasyon yapildiginda 480 nm’deen ylksek emisyon elde edilmigtir.
Antibiyotik testlerinde en yiksek emisyon elde edilen eksitasyon dalga boyu (370 nm) kullaniimistir.
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Sekil 4. Karbon noktalarin farkl eksitasyon dalga boylarinda elde edilmis emisyon grafikleri

Antibiyotik testleri karbon noktalari iceren kivete
antibiyotiklerin ilavesi sonucu emisyon
siddetlerindeki  degisim  Olgulerek  yapimistir.
Antibiyotik olarak tetrasiklin, penisilin G, amikasin,
sefepim, sefotaksim, trimetoprim denenmistir.
Karbon noktalar sadece tetrasiklin ile etkilesime

girmis ve tetrasiklin karbon noktalarin emisyonunu
azaltmistir  (s6nimleme) (Sekil 5).  Diger
antibiyotikler ~ karbon noktalarin emisyonunda
herhangi bir degdisiklik olusturmamisglardir. Buradan
karbon noktalarin tetrasiklin igin segici oldugu
sonucu ¢ikarilabilir.
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Sekil 5. Karbon noktalarin tetrasiklin ilavesinden sonra emisyonundaki azalma
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Tetrasiklinin artan miktari ile sénimleme miktari da
artmigtir  (Sekil 6). 3 mM tetrasiklin ilavesi
sdénimlemeyi %23 azaltirken, 8 mM tetrasiklin
ilavesi sonimlemeyi %72 azaltmistir. Eklenen
tetrasiklin konsantrasyonuna karsilik sonimleme

miktari dikkate alinarak cizilen kalibrasyon grafigi
Sekil 7°de verilmistir. Sekil 7°de géruldigu gibi elde
edilen kalibrasyona ait korelasyon katsayisi (R?)
degeri 0.99 bulunmustur.

535 585 B35 B85
A [nm)

Sekil 6. Karbon noktalarin farkh konsantrasyonlardatetrasiklin ilavesinden sonra sénimlenmesi
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Sekil 7. Tetrasikline ait kalibrasyon grafigi. F: Tetrasiklin ilavesi ile karbon noktalarin sénimleme miktar

TARTISMA

Kestane bali Karadeniz bdlgesinde yaygin olarak
bulunan kestane ormanlarindan ¢ok miktarda
Uretilmektedir (Sarikaya ve ark., 2009). Kestane
balindan 365 nm UV 1sik altinda mavi renkli
floresans veren karbon noktalar sentezlenmistir
(Sekil 1b). Kestane balindan sentezlenen karbon
noktalarin mavi floresans vermesi boyutlarinin
kiclk oldugunu gdstermektedir. Karbon noktalar
farkli karbon kaynaklarindan sentezlenebilecegi
birgok arastirmaci tarafindan gdsterilmistir. Ornegin
gll yaprag cilek, portakal suyu gibi (Feng ve ark.,
2015; Lim ve ark., 2014). Wu ve ark. 2013 yilinda
yaptiklari galismada baldan karbon noktalarini
mikrodalga yontemini kullanarak sentezlemiglerdir.
Bu calismada bal organik ¢ézlcu ile karistiriimis ve
elde edilen karbon noktalar éncil lenf digimlerinin
goOruntilenmesinde kullaniimistir.  Balin  karbon
kaynagi olarak kullanildigi bagka bir ¢alisma da
Yang ve ark. (2014) tarafindan vyapilmis ve

sentezlenen karbon noktalar Fe+3 iyonunun
tayininde ve hucre gorunttilemesinde kullaniimigtir.

Karbon noktalar en ylksek absorbansi 355 nm de
gostermiglerdir (Sekil 1). 355 nm absorbans piki
karbon noktalarinda bulunan O-H, C=N ve C=0
gruplarindan kaynakhi n—1* ve m—m* gegislerini
gOstermektedir (Wu ve ark., 2013). FTIR
spektrumundan (Sekil 2) karbon noktalarda C=C,
C=0, O-H, C-H, C-N ve —-COOH fonksiyonel
gruplarin oldugu tespit edilmistir. Bu gruplar karbon
noktalara hidrofilik 6zellik vererek karbon noktalarin
sudaki ¢ozinurliklerini saglamaktadir (Himaja ve
ark.,2014). Karbon noktalarin sudaki ¢dzunarligu

suda ¢6zinen maddelerin analizi agisindan
onemlidir. Kuantum noktalar suda ¢6zinUr
degillerdir. Kuantum noktalara suda ¢6zinme

Ozelligi kazandirmak igin bu noktalarin ylzeyi suda
¢6zinen maddelerle kaplanmaktadir (Yu ve ark.,
2006). Suda ¢6zinme, karbon noktalari kuantum
noktalardan ustin kilmakta ve uygulama alanlarini
artirmaktadir.
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Kestane balindan sentezlenen karbon noktalar
gidalardan sentezlenen / ekstrakte edilenler gibi
yuvarlak sekillidir (Sekil 3) (Ding, 2016; Ding ve
ark., 2017).

Calismada kullanilan antibiyotiklerden sadece
tetrasiklin karbon noktalarin emisyonunda
s6numlemeye neden olmustur. Artan tetrasiklin
konsantrasyonuyla sénimleme miktari artmistir
(Sekil 6). Elde edilen kalibrasyon dogrusundan
hesaplanan R’ degeri 0.99 olarak bulunmustur
(Sekil 7). Kestane balindan sentezlenen karbon
noktalar  tetrasiklin  analizinde basari ile
kullaniimigtir. Yapilan bir ¢alismada gil yapragini
P,Os ile karistirarak mikrodalgada yakma ile karbon
noktalar elde edilmis ve tetrasiklin analizini
yapilabilecegi  gOsterilmigtir. Bu calismada
tetrasiklin analizi ayrica insan idrarinda test edilmis
ve geri kazanim degerleri % 97-101 arasinda
bulunmustur (Feng ve ark., 2015). Din¢ (2015)
yaptigi gcalismada ise karbon noktalar seker pancari
melasindan ekstrakte edilmis ve tetrasiklin ve
riboflavin tayininde kullanilabilecegdi gosterilmigstir.

Ulkemizde bal, sit, tavuk, et gibi hayvansal
drdnlerde kullanilan tetrasiklinin hizli, basit ve ucuz
yontemlerle tayini antibiyotik kalintisini izlemek
acisindan 6nemlidir. Bu c¢alismada tetrasiklin
analizinin kestane balindan sentezlenen karbon
noktalarla tayin edilebilecedi gdsterilmistir. Ancak
tetrasiklin analizi icin hizli bir yontem gelistirmek
icin analizin bal, sdt, et, yumurta gibi gida
numunelerde yapilmasi gerekmektedir.

SONUG

Ulkemizde gidalarda bulunan antibiyotik kalintilarini
onlemek amaciyla antibiyotik testlerinin hizli, basit
ve ucuz olmasi énemlidir. Bu galismada kestane
balindan dretilen karbon noktalarla 6nemli bir
antibiyotik olan tetrasiklin analizinin yapilabilecegi
g6sterilmistir. Ulkemiz agisindan yeni bir konu olan
karbon noktalarin sentezi gevre ile uyumlu, ucuz bir
yontem ile gergeklestirilmistir. Tetrasiklin
analizlerinin gergek numunelerde test edilmesi ve
validasyonlarinin yapilarak hizli bir yéntem olarak

uygulamaya konulmasi igin ileri c¢alismalarin
yapilmasi gereklidir.
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EXTENDED ABSTRACT

One of the solutions to avoid antibiotic resistance
threatening the world is to prevent antibiotic
residues in foods. In our country, antibiotic residues
are found in animal foods such as meat, milk, egg.
Although the utilization of antibiotics is forbidden in
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beekeeping, antibiotic residues are found in honey
too. Determination of residues by rapid, simple and
inexpensive methods will facilitate monitoring of
them in foods. Carbon dots are nanoparticles with
dimensions less than 10 nm. Their fluorescence
water soluble and non-toxicity attributes are some
of the superior characteristics of carbon dots. In this
study, carbon dots were used for rapid
determination of tetracycline, which is mostly found
in honey. Carbon dots were synthesized from
chestnut honey using microwave method without
using any additional chemical agents. Chestnut
honey diluted with water. Then the carbon dots
were formed via heating of solution with microwave
oven at 450 Watt for 25 minutes. Carbon dots gave
blue fluorescence under UV light. The
characterization of carbon dots was performed
using Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR) and atomic force microscopy (AFM).
According to FTIR spectrum carbon dots exhibited
absorption peaks due to the presence of O-H and
C-H, C=C, C=0, C-N, -COOH . These functional
groups are hydrophilic, so carbon dot are water
soluble. Carbon dots were spherical and the
average particle size of carbon dots was calculated
as 5 nm by AFM. Optic properties were determined

by UV-Vis and fluorescence spectroscopy.
Emission spectra were taken with different
excitation wavelengths. The strong fluorescence
emission band at 480 nm was recorded at
excitation wavelength of 370 nm. Excitation
wavelength of 370 nm was used during the
antibiotic tests.Carbon dots were mixed with
following antibiotics: tetracycline, penicillin G,
amikacin sulfate, cefepime, cefotaxime,
trimethoprim and the change in the fluorescence
intensity of carbon dots were evaluated.
Tetracycline decreased the intensity of carbon dots
while other antibiotics did not cause any change in
intensity of carbon dots. The tetracycline addition of
3 mM decreased the fluorescence intensity of
carbon dots as 23% and the addition of 8 mM
decreased it as 72%. The analysis of tetracycline
was based on the decrease in emission strength
(quenching) of carbon dots. Calibration curve was
obtained plotting the increasing amounts of
quenching as a function of increasing tetracycline
concentrations. Linear calibration curve was plotted
and correlation coefficient (Rz) was calculated as
0.99. Tetracycline analysis was successfully
achieved; however, the developed method should
be applied to food samples in future.
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