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Ozet: Bir biyosensor, temel olarak bir biyoalgilama materyali ve bir transdiiser
icerir ve biyolojik ve kimyasal etken maddelerin tespitinde kullamilir. Enzimler,
antikorlar, niikleik asit incelemeleri, hiicreler, dokular ve organeller de dahil olmak
tizere biyoalgilama materyalleri, elektrokimyasal, optik, piezoelektrik, termal ve
manyetik cihazlar gibi hedef analitler ve transdiiserleri secerek taniyabilir ve nicel
olarak izleyebilir. Biyosensdrler, molekiiler biyoloji, mikroakiskanlar —ve
nanomateryaller gibi yeni teknolojilerle bir araya gelerek, tarimsal iiretim, gida
isleme ve c¢evresel izleme faaliyetlerinde, bitkilerde, hayvanlarda, gidalarda,
toprakta, hava ve suda, pestisitler, antibiyotikler, patojenler, toksinler, proteinler,
nutrilitler, kotii kokular, mikroplar ve daha fazlasini hizli, spesifik, hassas, diisiik
maliyetli, ¢calisma alaninda, on-line ve/veya ger¢ek-zamanl kullanilabilirler.

Anahtar Kelimeler: Biyosensdrler, Biyoalgilama malzemeleri, Transdiiserler,
Biyolojik etken maddeler, Kimyasal etken maddeler

2.3.1. Giris

Biyosensorler iizerinde son kirk yildir ¢alismalar yapilmis ve gelismeler
kaydedilmistir. Biyolojik ve kimyasal etken maddelerin tarimsal iiretim, gida isleme
ve gevresel izleme yaninda klinik teshisler, ilag testleri, biyoisleme, biyolojik savas
ve anti-biyoterérizm alanlarmin tespit edilmesi konusunda son yillarda o6zellikle
dikkat cekmistir.

Bu boliimde, biyosensorlerin tarihi ve gelisiminin yaninda ve tanimlari
tizerinde kisaca duracak; biyosensorleri, biyoalgilama materyalleri ve donistiirme
metotlarina gore smiflandiracagiz. Tarim, gida ve cevre alanlarinda biyosensor
uygulamalarin1 6zetleyecek ve en sonunda bazi ticari biyosensor iriinlerinden
bahsedecegiz.
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2.3.2. Biyosensorlerin Tanimi

Biyosensor terimi farkli sekillerde kullanilmaktadir. Ancak genellikle, bir
biyosensor, biyolojik veya kimyasal etken bir maddeye segici olarak, hizla ve siirekli
sekilde reaksiyon gostermeli ve alttaki 6zelliklere sahip olmalidir:

* Biyoaktif veya bir biyoalgilama materyali igermelidir;

* Bu materyal ilgi duyulan tiirdeki maddeleri ya da bir analiti tanimali; ve

* Biyoalgilama materyali bir transdiiser adi verilen aygitla yakin temas

i¢indedir.

Genel olarak biyosensor; biyolojik, kimyasal veya biyokimyasal sinyali
Olctilebilir ve islenebilir elektriksel sinyale doniistiirebilen, kimyasal veya fiziksel
transdiiser ile birlestirilmis biyolojik algilama materyali igeren bir cihaz veya
enstriimandir [1-4].

Sekil 1°de gosterildigi gibi, biyosensorlerde kullanilan biyoalgilama
materyalleri arasinda enzimler, antikorlar, niikleik asitler, tam hiicreler, reseptorler,
dokular, organeller ve daha fazlasini sayabiliriz.

Bioalgilama: ’ Ceviren: ] ! Hesaplayvan:
Enrimler 4l\ Elektrokimyasal Ven 1sleme
Antikorlar Direkt | Optk Kontrol

DNA Problar l /| Piezoelektrik

Mikroplar Termal

Model vapma

Sebeke

]
:
Daokular. .. Manyetik. .. ! Kablosuz. ..
]
i d
i ]
Etiketleme: H
- Enzimler ! et
A Fliloresan | i @

. | Kennluminesans H
— : Bivoluminsans :
Mikro-fab- ' Metal partikiil.... !
| ;
1 i

nkasyon

Sekil 1. Bir biyosensoriin tipik yapisi ve bilesenleri.

Biyosensorde  kullanilan  transdiiser,  elektrokimyasal  (voltametri,
amperometrik, potensiyometrik, iletken, kapasitif, impedans olanlarda dahil), optik
(emilim, yiizey plazmon rezonans, kimyasal i1sildama (kemiluminesans), biyolojik
1sildama (biyoluminesans), floresans, optik fiber olanlar da dahil), piezoelektrik
(kuartz kristal mikrobalans, yiizey ses (akustik) dalgasi), kalorimetrik, manyetik ve
digerleri olabilir. Biyoalgilama materyali, transdiisere tespit edilebilir sinyal
gonderir, label free biyosensor olusturmak i¢in transdiisere dogrudan bagli olabilir.
Baz1 uygulamalar icin, etiketlere biyolojik sinyalleri giiclendirmek i¢in ihtiyag
duyulabilir. Bunlar, enzimler, 1s1ma, kimyasal 1sima, biyolojik 1s1tma ve metal
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partikiiller, oOzellikle nanopartikiiller olabilir. Bir islem birimi, genellikle veri
teminine ve kontroliine, veri tabanina ve modelleme kullanimina, ag baglantisina ve
kablosuz iletisime ihtiya¢ duyar. Biyoalgilama materyalleri transdiiserlere baglamak
i¢in etkin bir sabitleme teknigi kullanmak zorunludur. Ornekleme siireci, belirli ve
tespit edilebilir sinyallerin alinmasinda hedef analitlerin ayristirilmast  ve
konsantrasyonu icin kritik dneme sahiptir. Daha kiiciik ve otomatik biyosensorlere
dogru gidildikge, gelismis mikro iiretim (mikro fabrikasyon) ve yazilima gereksinim
duyulmaktadir.

Bir biyosensor, 6rnekleme, algilama, ¢evirme ve hesaplama igeren bir sistem
olabilir. Biyosensor teknolojisi, biyoloji, kimya ve miihendisligi kapsayan disiplinler
arasi yaklasim {izerine bina edilmistir.

2.3.3 Biyosensorlerin Tarihi

fIk biyosensor, Clark ve Lyons [5] tarafindan bir enzim-elektrotu iizerine
yaptiklar1 ¢aligmada tanimlanmistir. Bu ¢alismada, bir oksido-indirgeyici enzim, bir
platin elektrotunun yaninda bir a membran sandvig i¢inde tutulmustur (Sekil 2). -0.7
V’de polarize edilmis platin katot, maddeyle enzimin reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan
peroksite reaksiyon gostermistir.

Bu sistem igin temel hedef maddesi glikozdu. Glikoz oksidasyon reaksiyonu,
glikoz oksidaz ile katalize edilmistir ve soyle ifade edilebilir:

glikoz + O+H,0 _glikoz olsidaz_ glikonik asit + H;O, (1)

Elektrotta:
0+ 2 +2H —— H:0» (2)
_ Aganot
L ;

_ Prkatot

Glikoz oksidaz
IgeTen enzim _
tabakas: '

On gecirgen
membran

" Elekrolit
O
Glikoz

H. 0,
Sekil 2. Glikoz tespiti i¢in bir Clark enzim elektrotunun sematik diyagrama.

Platin ve giimiis elektrotlar1 arasina uygulanan gerilim, oksijeni indirgemek
icin yeterlidir ve oksijen konsantrasyonuyla orantili olan elektrik akimi
oOl¢iilebilmektedir. Bunu takiben glikoz konsantrasyonu, akimdaki azalmayla dogru
orantilidir. Elektrot, politen veya selofan gibi gecirgen bir oksijen membrani ile
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kaplanmistir. Bir enzim tabakasi (glikoz oksidaz) bu membranin {izerine yerlestirilir
ve burada asetat gibi ikinci bir membran ile tutturulur.

Bu c¢alisma, 1974 yilinda ilk defa piyasada goriilen Yellow Springs Instruments
(Model 23YSI, Yellow Springs, OH) firmasini, biyosensor iriiniine gotiirmistiir.
Ayni1 prensip ve tasarim daha sonra birgok oksijen-aracili oksido-rediiktaz enzimli
biyosensorlerde uygulanmistir. Ayni zamanda, bir biyosensor genellikle enzim
elektrodu veya biyoelektrot olarak adlandirilir. Ciinkii belirli bir biyolojik veya
kimyasal olay1 enzimatik bir reaksiyon aracilifiyla dogrudan veya dolayli olarak
tespit etmek icin biyoalgilama materyali olarak bir enzim veya biyolojik olarak
tanimlanmis eleman kullanilir.

Biyosensorlerin - gelistirilmesinde bir sonraki onemli bulus, Guilbault ve
Montalvo [6] tarafindan yayimlanan iginde biyolojik olarak tanimlanmis molekiiliin
diyaliz membranin arkasindaki temel sensoriin ¢evresinde tutuldugu potensiyometrik
tire elektrotuydu.

Bu tip elektrot birinci nesil biyosensorler [7] olarak siniflandirilmislardir.
Ikinci nesil biyosensorler olarak, biyoalgilama materyalinin immobilizasyonu,
modifiye edilmis transdiiser arabirimlerinde veya bunlarin transdiiser yiizeyinde bir
polimer matris i¢ine dahil ederek capraz-baglantili ayirag maddeler veya iki islevli
ayira¢ maddeler kullanilarak elde edilmistir.

Tipik olarak, transdiiser yiizey, biyoalgilama materyalinin eklerini takiben
kimyasallarla modifiye edilmistir. ELISA (enzim ilintili immiin test) elektrotlar1 bu
gruba dahildir.

Uciincii nesil biyosensérler icin yiizey plazmon rezonans biyosensorlerde
(SPR, Surface Plasmon Resonance) oldugu gibi biyomolekiil, biyoalgilama
materyalinin dahili bir parcast haline gelir. Dordiincii nesil biyosensorlerin
MEMS/NEMS/BioNEMS (mikro, nano veya biyonano elektromekanik sistemler),
nanoteknoloji ve biyoteknoloji ile daha fazla 6zellige sahip olmasi beklenebilir.

Biyoteknolojik gelismeler, biyomolekiiller ve biyomolekiiler etkilesimlerinin
daha 1y1 anlasilmasi da dahil olmak iizere, biyosensor teknolojisi molekiiler
tanimlama ve cogu biyokimyasal reaksiyonun elektronik ve optik teknolojisinin
sinyal isleme ve iletme yiikseltilmesi kabiliyetleriyle biitiinlestirilmesini saglamistir.
Bilim adamlarinin ve miihendislerin farkli alanlardaki katkilariyla, biyosensor kimya
ve biyokimya, fizik, biyoloji, bilgisayar ve miihendislik gibi yeni ¢oklu disiplin
alanlarinda biiyiik ¢apli yaratici biyosensor gelistirme firsatlariyla ortaya ¢ikmuistir.
Miihendisler, biyosensorlerin  tasarim  ve  iretimlerinde, biyosensorlerin
uygulamalarinda oldugu gibi 6nemli rol oynamaktadir.

Biyosensorlerin - 6nemli uygulamasi, Oncelikle klinik teshisler {izerine
gerceklesmistir. Glikoz sensdrler, giinlimiizde bile en basarili ve en genis kapsamli
olanlaridir. Daha sonra, biyosensor teknolojisi kan 6rneklerinin analizinde, bulasici
hastaliklarin teshisinde ve ila¢ taramasinda uygulanmistir. Bunun 6tesinde,
biyosensorler, tarimsal tiretim, gida analizi, ve g¢evresel izlemenin yaninda
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madencilik, biyoislem, biyosavas ve lilke giivenligi alanlarinda biyolojik ve kimyasal
etken maddelerin tespitinde benimsenmistir. Son on yilda, biyosensérler iizerine
arastirmalar hem bilimsel hem miihendislik gibi bir¢ok disiplinde yogun sekilde
stirdirilmistiir. 40 yillik bir gelisimden sonra, biyosensorler biyospesifik
etkilesimleri izleme ve biyolojik ve kimyasal etken maddeleri tiim alanlarda tespit
etme noktasinda daha giiclii cihazlar ve enstriimanlar haline gelmistir.

Biyosensor teknolojisi ve bunun ticari iiriin uygulamalariyla ilgili tanimlar,
gegmisi ve gelisimi konularinda detayl bilgiler makale [8-16] ve Kitaplarda [1,17-27]
sunulmustur.

2.3.4 Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Biyoalgilama teknolojileri, biyoalgilama materyalleri, transdiiser cihazlar ve
immobilizasyon metotlar1 igermekte ve bunlar biyoloji, kimya ve miihendislik
alanlarinda ¢oklu disipliner aragtirmalar sonucu gelistirilmektedir. Bundan dolay1
biyosensorler, gerek biyoalgilama materyalleri, gerekse uygulanan doniistirme
araglar1 temel alinarak cesitli sekillerde siniflandirilabilir.

Biyoalgilama Materyalleri Temel Alinarak Yapilan Siniflandirma

Biyosensorlerde kullanilan biyoalgilama materyalleri mekanizmalarina gore ilk
olarak ti¢ farkli gruba ayrilabilir: biyokatalitik, biyoafinite ve mikrop esasl [12].
Biyokatalitik esasli gruba, enzimler dahildir; biyoafinite esasli grup, antikorlar,
algilayicilar ve niikleik asitlerden olusmakta; ve mikrop esashi grup,
mikroorganizmalar, hiicreler, organeller ve dokulardan olusmaktadir.

Enzim Sensérleri
Enzimler kimyasal doniistimlerin modelini belirleyen molekiillerdir ve bunlar
biyolojik sistemlerin katalizorleridir. Ayrica enerjinin farkli sekillere doniisiimlerine

aracilik ederler. Stryer’in [28] tanimladigi gibi, enzimlerin en Onemli O6zelligi,
reaksiyonlar1 en azindan bir milyonluk bir faktdrle hizlandirmak i¢in muazzam bir
katalizor giiciine ve hem katalize edilen reaksiyonda hem de reaktan tercihlerine
sahip olmalaridir. Buna ilaveten, ¢cogu enzimin katalitik reaksiyonlar1 diizenlidir.

Neredeyse bilinen tiim enzimler farkli kimyasal reaksiyonlar yiiksek derecede
etkin sekilde katalize eden proteinlerdir. Enzimler reaksiyonlar1 gecis durumlarin
stabilize ederek hizlandirirlar ve enzim-substrat bilesigi olusumu enzimatik katalizde
ilk adimdir.

Enzim kataliz mekanizmasi su sekilde ifade edilebilir:

S+E—>fgs B ,p.p (3
-1

Burada S = substrat
E =enzim
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ES = enzim-substrat bilesigi

P = lirlin

ki = enzim-substrat bilesigi meydana gelme orani

k.1 = enzim-substrat bilesigi ayrigim orani

k2 = enzim-substrat bilesiginin diger tiriinlere ayrigim orani

Enzimler, biyosensorlerde en yaygin kullanilan biyoalgilama materyalleridir.
Ormegin, glikoz dl¢iimii i¢in biyosensorde kullanilan enzim, iizerinde en ¢ok ¢alisma
yapilan ve ticari olarak en fazla gelistirilendir. Glikoz oksidasyonuna oksijenle
birlikte katilan orijinal form, glikoz oksidaz ile katalize olur ve glikonik asit ve
hidrojen peroksiti iiriin olarak verir (Denklem 1).

Dogada 2,500°den fazla enzim tespit edilmistir ve bunlarin ¢ogu su anda ticari
olarak bulunabilmektedir. Biyosensorlerde kullanilan 20 farkli enzim arasindan 3
tane onemli olani, alkalen fosfataz (ALP), karaturp peroksidaz (HRP) ve E. coli -
D-galaktosidaz (BG)’dir.

Enzim biyosensorler i¢in kullanilan immobilizasyon metotlar1 iki ana grup
altinda siniflandirilabilir: (1) Enzimlerin van der Waals kuvvetleri, iyonik baglama
veya diflizyon bariyerleriyle adsorbsiyon veya fiziksel olarak tutulmasi; ve (2)
enzimlerin, fonksiyonel protein gruplarinin ve destek materyallerinin arasinda
gerceklesen reaksiyon yoluyla transdiisere kovalent baglama yoluyla baglanmasidir
[29]. Ancak, enzimler transdiiserin yiizeyinde sabitlendigi zaman ¢ogunlukla aktivite
kayb1 yasanir. Proteinler, sicaklik, asitler, bazlar, organik solventler, deterjanlar,
tuzlar ve diger katalitik aktivitelerini zayiflatarak bilinen faktorlerden dolay:r dogal
yapilar1 bozulmustur.

Enzim sensorlerinde, enzimler genel olarak amperometrik, potensiyometrik,
kimyasal 1s1ma ve termal transdiiserlerle kullanilir. Ornegin, bir enzim esash
manometrik biyosensor, siit tiresini online 6lgmek igin tasarlandiginda [30], bir
amperometrik enzim biyosensorii gidalardaki karbonhidratlarin tespitini saglar [31],
ve bir ISFET (Iyon Segici Alan Etkili Transistdrler) tabanli enzim biyosensorii
patatesteki glikoalkaloidleri tespit etmek i¢in kullanilir [32].

Immuno Sensorler
Antikorlar, énemli bir protein sinifin1 temsil ederler. Bunlar yaklasik toplam
plazma proteinin %20’sini olusturur ve genel olarak tiim memelilerdeki serum ve

dokularinda goriilen glikoprotein grubu olan imiinoglobiilinler (lg) olarak
adlandirilirlar.

Bunlar belirli antijenlere reaksiyon olarak firetilir ve etkilere kars1 toksinleri
notralize ederek, bakteri veya hiicrelere yapisarak ve c¢oziinebilir antijenleri
cokelterek harekete gecgerler. Antikorlarin hiimoral bagisiklikla 1ilgili aracilik
fonksiyonlar1 iki ana grupta incelenebilir: (1) patojenler veya toksinlere baglanan
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belirli bir grup; ve (2) ev sahibi biinyenin bagisiklik sisteminin bilesenleriyle veya
hiicresel veya molekiiler etkilesimler [33].

IgG, normal insan serumunda, toplam imiinoglobulin havuzunun yaklasik %70
ile 75’ine tekabiil eden, etkili bir imiinoglobiilindir. IgG, insanlarda plasentay:r gegcme
kabiliyetine sahip tek imiinoglobiilindir. IgG i¢ ve dis damar yollarinda dengeli
olarak dagilmis ve ikincil bagisiklik sisteminin ve segkin antitoksin sinifinin temel
antikorudur. Kendi nispi bollugu ve antijenlere kars1 miikemmel 6zelligiyle IgG, hem
immuno sensérler hem de imiinolojik arastirma ve teshis triinlerinde kullanilan
temel antikordur.

Bir imiinoglobiilin’in temel dort zincirli yapisinda, iki benzersiz hafif (L)
polipeptit zinciri ve iki benzersiz agir (H) polipeptit zinciri disiilfide baglariyla bir
birine baglanmistir. Antijenleri baglayan alan, molekiiliin ucunda N-terminalindedir.
Bu Y sekilli molekiillerin kollari, biiyiik oranda bir esneklige sahiptir ve bagimsiz
olarak faaliyet gosterebilirler. Antikor molekiillerindeki heterojenlik, isotipik (farkli
agir ve hafif zincir siiflar1 ve alt-siniflari), allotipik (cogunlukla sabit bolgedeki
varyasyon) veya idiotipik (sadece degisken bolgedeki varyasyon) varyasyonlara
baghdir ve genetik olarak kontrol edilmektedir [34]. Antikorun ana fonksiyonu,
antijeni baglamaktir. Bunlar, dogrudan nétralize etme etkilerine ilave olarak,
(6rnegin bakteri toksini veya hiicrelere viral sizint1), gesitli etkileyici fonksiyonlar
yerine getirirler. Bunlar, igeri sizan antijeni (Ag) baglayabilen ve zarardan
koruyabilen antikorlar1 (Ab) gelistiren organizmalardir.

Ab+ Ag— 4b- Ag i4)

Antikorlar, kendi substratlarim1 yapmak icin Ozellikle 1ilgili antijene
enzimlerden daha giiclii sekilde baglanirlar. Aym tiiriin farkli cinslerine gore veya
hatta ayni1 cinsin farkli serotiplerine gére ¢ok 6zel durumlari olabilir. Enzimlerin
katalitik aktivitelerine sahip olmasalar da, son derece hassastirlar. Bir antikor,
transdiiser i¢indeki bir elektrotun veya bir optik dalga kilavuzunun yiizeyine analite
baglandiklar1 zaman tespit edilebilir sinyal saglamasi i¢in dogrudan sabitlenebilir. Bu
durumda, temel ya da yakalanmis antikorlar olarak adlandirilirlar.

Bunlar, radyoizotoplar, enzimler, kirmizi hiicreler, 1sinir proplar, kimyasal
1sinir proplar, metal etiketler veya nanopartikiiller gibi etiketler tasidiklar1 zaman
ayni zamanda etiketleme i¢in de kullanilirlar. Daha sonra da ikincil veya tespit
antikorlar1 olarak adlandirilirlar.

Immunoassay testleri ile ¢ozeltideki her iki tepkinin konsantrasyonunu 6l¢mek
icin antijen ve bir antikor arasindaki reaksiyonu temel alan teknikler olarak
tanimlanabilir. Immunoassay testleri, homojen veya heterojen olabilir. Homojen bir
sistem serbest ve bagli antijenlerin ayrimina ihtiyag duymaz ve sadece elektroaktivite
degisiminde veya antikor-antijen bilesiginin olusumundaki etiket fonksiyonuna
baglidir.
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Daha hassas bir yaklasim, icerisinde ayrilma adiminin bulundugu heterojen
deney formatidir.

Sekil 3’te gosterildigi gibi, bagisiklik deneylerinin ii¢ temel formati vardir.
Bunlar ayni1 zamanda immuno sensorlerin tasariminda kullanilir:

1. Dogrudan immunoassay testi: burada antikorlar (veya antijenler) bir

transdiiser ylizeyinde sabitlenmiglerdir ve Ornekteki analit, sabitlenmis

antikorlara baglanir;

2. Sandvi¢ immunoassay testi: burada antikorlar transdiiser ylizeyde

sabitlenmislerdir. Ornekteki analit, sabitlenmis antikorlara baglanir (temel veya

yakalanmig antikorlar) ve sonra etiketlenmis ikincil antikor (veya tespit
antikorlar1) analite baglanir; ve

3. Kompetitif immunoassay testi: burada antikorlar transdiiser yiizeyinde

sabitlenmistir ve Ornekteki analit ve etiketli analit benzer sekilde sabit

antikorlar1 baglarlar.

Cevap sinyali, dogrudan ve sandvi¢ formatlarda artar, ancak analit
konsantrasyonu artigindan kompetitif formatinda azalir. Immunoassay testlerinin
sandvic formati, sadece makro-molekiiler antijenler i¢in sandvi¢ formunu
olustururken ihtiya¢c duyulan iki baglanma islemi icin en az iki epitop icin
kullanilabilir.
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Sekil 3. Farkli formatlar ve immunoassay teslerinin iligkili cevap sinyalleri:
(a) dogrudan test, (b) sandvig testi, ve (c) kompetitif test.
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Biyosensorlerdeki hem birincil, hem de ikincil antikorlar genel olarak
elektrokimyasal, optik ve piezoelektrik transdiiserler araciligi ile birlesirler. Sigir
stitlerindeki progesteronun online dlgiimiinii yapmak i¢in gelistirilmis antikor esasli
optik biyosensor [35, 36], gida numunelerinde E. coli O157:H7 ve Salmonella
typhimurium’un hizli tespiti igin tizerinde g¢alisilmis etiketsiz QCM imiino sensor
[37], ve sudaki antibiyotik ve pestisit kalintilarini tespit i¢in sunulmus bir optik
imiino sensor [38] drnekler arasinda sayilabilir.

Niikleik Asit Prob Sensorleri

Tim niikleik asitler (DNA veya RNA) seker veya sekerin bir tiirevinden,
fosforik asit ve bazdan olusmakta ve hiicre c¢ekirdeginde bulunmaktadirlar.
Niikleotid/niikleosid ailesi iki ana kola sahiptir. Bunlar: seker riboz ve 2- deoksiriboz
tiirevleri. Mono-niikleotidlerin her iki kolu da fosfat asit guruplarina bagl olarak 1 ve
6 arasinda pKa degerlerine sahip giiclii asitlerdir. Mono, bi ve tri fosfatlarin hepsi
ortaya ¢ikabilir. Ozellikle, baz adenozin (AMP, ADP ve ATP) tiirevleri fosfat tastyan
etken maddeler olarak 6nemlidir. Tri ve bi fosfatlar ayrica 6zel insa bloklari igin
kovalent baglayici tastyict fonksiyonunu yerine getirmektedir [18]. Tek dizilimli
niikleik asit molekiilii, ornekteki kendi tamamlayici partnerini tanima ve ona
baglanma (hibridize) kabiliyetine sahiptir ki bu oOzellik bir biyosensorde gen
proplarinda kullanilabilir. Bundan dolayi, bir niikleik asit probu, niikleik asidin
ozellikle tanimlayan ve iki niikleik asit dizisinin arasindaki kararli hidrojen
baglarinin olusumuna bagli olarak hedef niikleik asit baglayan bir alt boliimiidiir.
DNA problarinin uzunlugu onlarcasindan birkag binlercesine kadar niikleotidin
stirebilir, ama genellikle DNA prob tasarimlarinda 30 niikleotid kullanilmaktadir
[39].

Son zamanlarda, aptamerler, yani dizilis havuzlarindan rastgele segilen belirli
niikleik asitler biyosensorlerde biyoalgilama materyali olarak kullanilmistir.
Aptamerler, yiiksek afinitiye sahip kiiciilk molekiiller ve proteinler gibi niikleik
olmayan asit hedeflerini baglama kabiliyetine sahiptir [40]. Aptamerler ayrica
toksinler veya prionlar gibi hedef haptenlere karsi se¢ilebilmektedirler. Aptamerler
artik, biyosensorlerin gelistirilmesinde molekiiler olarak tanimlanmis olarak,
antikorlar veya diger biyomimetik algilayicilara yonelik gegerli bir alternatif olarak
degerlendirilmektedir.

Niikleik asit problari, bir bireyin genetik yapisinin aragtiritlmasinda ve genlerin
veya genetik hastaliklarla bagdastirilan mutant genlerin goriiniimiiniin sunulmasinda
kullanilmaktadir. Bunlar ayrica, su, gidalar, bitkiler veya hayvanlardan gelen
orneklerdeki patojenik bakteri veya viriislerin tespitinde kullanilabilirler.

Orneklerin niikleik asit alma islemi ve niikleik asit dizilis yiikseltmesi icin
isleme tabi tutulmasi 6nemlidir. Hiicreleri parcalayip ¢6zmek, proteinlerin yapisinm
degistirmek ve ayn1 zamanda ¢ift dizilisli niikleik asitleri tek dizilisli hedef DNAlar
haline getirip hibritizasyon i¢in hazir hale getirmek igin deterjanlar ve NaOH
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kullanilir. Teorik olarak, DNA problar1 niikleik asitleri pikogram seviyesinde tespit
edebilir. Ancak, gida ve cevrede patojenlerin tespiti gibi ¢ogu uygulamada bu
yeterince hassas degildir. Bu yiizden, hedef niikleik asitlerin tespit edilebilir seviyeye
ulagabilmeleri i¢in yiikseltilmeleri gerekmektedir. Dogal olarak yiikseltilmis bir
hedefin tespit edilebilmesi i¢in bir yol, ribosomal RNA hedef molekiilleridir [41] ve
diger bir yol ise PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) yiikseltme metodudur [42].

Genellikle, ya hedefler ya da problar transdiiserin yiizeyinde nitroseliiloz,
naylon, polivinilinden difluorid ya da aminolu sentez oligoniikleotidler, thil veya
bitin gruplariyla sabitlenir ve sonra kontrollii ortamda problar veya hedefler hibridize
edilir. DNA probu enzim, 1s1ma veya bir hapten ile etiketlenebilir. Bir DNA prob
biyosensorii, 1 pg kadar kiigiik hedef DNA’y1 tespit edebilir.

DNA, RNA ve aptamer problari, biyosensorlerde tipik olarak elektrokimyasal,
optik, piezoelektrik ve manyetik transdiiserler ile bagdastirilir. Ornegin, aptamerler
1s1ma ile etiketlenir ve ¢ip esash biyosensorde karmasik biyolojik karisimlar igindeki
bagimsiz proteinlerin es zamanli tespit edildigi ve miktarmin belirlenmesinde
kullanilmistir [43]. Nanopartikiil esasli DNA biyosensoriiniin temel transgenik
ekinlerde genetik olarak degisiklige ugratilmis organizmalarin gorsel tespitinde
kullanildigi rapor edilmistir [44]. Ayrica bir mikro sistemtabanli DNA prob
biyosensoriiniin canli E. coli’nin gida ve suda izlenmesi ve tespiti i¢in gelistirilmistir
[45].

Mikrop Esash veya Hiicre Esasli Sensorler

Mikroorganizmalar, kimyasal bilesik ve diger canlilarin tespit edicileri olarak
kullanilir. Ik mikrobiyal biyosensdr, Davis [46] tarafindan etanol Acetobacter
xylynum hocrelerini kullanrak etanoliin tespiti igin gelistirilmistir. Bir mikrobiyal

biyosensor, solunum temelli transdiiser ile baglantili sabitlenmis canli mikrobiyal
hiicreler ve hiicrelerin metabolik fonksiyonlarini igermektedir. Takip edilmek istenen
analit, bu siiregte ya substrat ya da bir inhibitor olabilir. Bundan dolayi, mikrobiyal
biyosensorler, algilama ve solunum aktivitesi veya elektrokimyasal aktif metabolitler
olarak siniflandirilir [47].

Sekil 4, hiicre esasli biyosensorlerin  solunum aktivite tipi prensibini
gostermektedir. ~ Mikroorganizmalarda  sindirimden  kaynaklanan  solunum
aktivitesindeki degisiklikler bir oksijen elektrotu ile tespit edilir ve sonra bu
degisikliklerden substrat konsantrasyonu akim 6l¢timii (I, - Is) temel alinarak tahmin
edilebilir. Bu tip biyosensorlerde aerobik mikroorganizmalar kullanilir. Mikrobiyal
biyosensor, oksijenle doyurulmus bir tampon ¢ozeltiye daldirilir. Substratin
eklenmesinden sonra, mikroorganizmalarin solunum aktivitesi artar, bu da
membranin ¢evresindeki oksijen konsantrasyonunda azalmaya yol agar. Mikrobiyal
biyosensorlerin elektrokimyasal olarak aktif olan metabolit tipleri, H,, CO,, NH3 ve
organik asitler gibi mikroorganizmalardan salgilanmis elektrokimyasal olarak aktif
olan metabolitleri tespit eder. Sadece aerobik olanlarla sinirli olmamak kaydiyla, bu
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tip hiicre esasli biyosensor anaerobik mikroorganizmalar1 kullanabilir. Biyolojik

isinir tabanli mikrobiyal biyosensorler, genetik olarak insa edilmis, lux geninin

toksisite ve biyoyararlanim testi i¢in bir uyarilabilir gen destekgisi ile kaynasmasiyla

gelistirilebilir [48].
|
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Sekil 4. Hiicre esasli biyosensorlerin solunum aktivitesi tiplerinin prensipleri.
(Sol) Biyoalgilama kavraminin sematik ¢izimi ve (sag) akim 6l¢timiindeki degisiklik; burada
ilk akim |, ve substratin eklenmesinden sonraki akim I;.

Mikroplar veya canli hiicreler genelde amperometrik, potensiyometrik veya
impedans transdiiser ile hiicre esasli biyosensor olusturmak igin kullanilir. Hiicre
esasli biyosensorler genelde gida giivenliginde patojenlerin ve toksinlerin gevresel
izleme ve tespitinde BOD 6l¢iimii icin gelistirilmislerdir. Ornegin, bir mikrobiyal
yakit hiicresi tabanli biyosensor BOD’un siirekli tespiti [49] i¢in kullanilmisti, cam
bir mikrog¢ip ve kiiltiirlenmis hiicre esash biyosensor iizerinde lipopolisakkarit [50]
tespiti ve metil parathion pestisit tespiti i¢in Flavobacterium sp. tam hiicreleri cam
fiber filtreler tizerinde kullanan optik mikrobiyal biyosensor [51] i¢in ¢alisildi. Cesitli
degerlendirme makaleleri tam-hiicre esasli biyosensorler ve bunlarin hiicre biyolojisi,
toksikoloji, farmakoloji ve cevresel dl¢limler igerisinde potansiyel uygulamalarini
incelemistir [52-54].

Doku Esasl ve Organel Esasli Sensorler

Bitki ve hayvan kaynaklarindan aliman doku materyalleri, biyosensorlerde
biyoalgilama materyalleri olarak kullanilagelmistir. ilk doku esasli sensor, Rechnitz
[55] tarafindan arginin tespitinde kullanilmustir. Ince bir dilim si@ir karacigeri ve
enzim {irazin bir boliitiinli kullanmigtir. Membranlar, solunum zinciri, kloroplastlar,
mitokondri ve mikrosomlar gibi temel hiicre fonksiyonlarini siirdiiren alt hiicresel
organeller bazi biyosensorlerde belirli analitlerin tespitinde kullanilmistir. Doku-
veya organel-esasli biyosensorler, enzim biyosensorlere kiyasla daha yiiksek
seviyede kararlilik gosterme kabiliyetine sahiptir. Ancak genellikle daha uzun tespit
stiresine ihtiya¢ duymaktadir ve {listelik daha fazla belirginlige sahip degillerdir.
Enzim inhibitdrleri, aktivatorler ve kararli hale getiren etken maddeler, seciciligi

gelistirmek, doku ve organel esasli biyosensorlerin  Omriinii uzatmak igin
kullanilmaktadir.
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Wijesuriya ve Rechnitz [56], ilaglar, hormonlar, toksikantlar, noroiletkenler ve
amino asitler gibi ¢esitli onemli analitler i¢in bitki ve hayvansal dokular esaslh
biyosensorlerin  kapsamli bir degerlendirmesini sunmuslardir. Hayvanlardan ve
bitkilerden alinan algilayicilar, biyosensorler i¢in, ISFET ler (iyonsecici alan etkili
transistorler), elektrik kapasitorleri ve optik fiberler gibi transdiiserlerin iizerinde,
kisa yanit siiresi, yiiksek hassasiyet, genis aralikta dogrusal yanit ve dogal segicilik
elde etmek igin sabitlenmistir. Son raporlarda, ornegin, Malva vulgaris doku
homogenate, biyoalgilama materyali olarak bir enzim i¢inde amperometrik
biyosensorde gida orneklerinde siilfite tespiti i¢in kullanilmustir [57]; bir kimyasal
1s1ma biyosensoriinde laktik asit tespiti i¢in [58] domuz bobregi kullanilmistir; ve
fenolik bilesiklerini tespit etmek i¢in bir ampermetrik biyosensor elektrotu tizerinde
mantar doku homogenate sabitlenmistir [59].

Siniflandirma Tabanl Déniistiirme Metotlari
Biyoalgilama materyalleri ve doniistirme araglart arasindaki ara birim
formatlari tabaninda, biyosensorler, iki genel kategoriye ayrilabilir:
*Dogrudan biyosensorler (veya label free biyosensorler), iginde fiziksel ve
kimyasal sinyaller dogrudan analitin varli§int ve miktarin1 gostermektedir
(6rnegin, glikoz, bakteri, ammonia), ¢evricilerden her hangi birini kullanarak,
enzim elektrotlarinin birgogu, impedans, optik fiber, yiizey plazmon rezonans
(SPR), yiizey akustik dalga kilavuzu (SAW) veya QCM transdiiserler.
*Dolayli  biyosensorler (veya etiketli biyosensorler), iginde analitlerin
varliginin sebep oldugu kimyasal reaksiyon etiketler vasitasiyla tespit edilebilir
(6rnegin enzimler, 1s1ma, metal partikiiller) bunlar da cesitli elektrokimyasal,
impedans, optik, alan etkili transistor (FET), QCM, kalorimetrik ve manyetik
transdiiserler  gibi  transdiiserleri  kullanarak  biyokimyasal sinyalleri
yiikseltmektedir. Bariz sekilde, ayn1 biyosensor ya dogrudan ya da dolayh
olarak farkli uygulamalarda kullanilabilir. Kullanilan farkli doniistiirme araglari
bazinda, biyosensorleri elektrokimyasal, optik, pizoelektrik, termal ve
manyetik biyosensorler olarak siniflandirabiliriz.

Elektrokimyasal Biyosensorler
Elektrokimyasal biyosensorler, diger tiplerle kiyaslandiginda en eski ve en
gelismis biyosensorlerdir. Erken donemlerde, genellikle biyosensorler ozellikle

klinik glikoz analizi i¢in gelistirilen enzim elektrotlar1 seklindeydi. Sonra, enzim-
baglantili imiinoelektrokimyasal (IEC, Immunoelectrochemical) deney Heinemann
ve meslektaslar: tarafindan elektrokimyasal biyosensdrlerin hassasiyetini artirmak
icin gelistirildi [60]. Bir tamponun elektriksel Ozelliklerinin etkisi (enzimatik
reaksiyon tarafindan veya Ab-Ag etkilesimince sebep olunan) gesitli elektrokimyasal
metotlarla Olgtilebilir. Elektrokimyasal biyosensorler iizerine son arastirmalar
elektrot tasarimlarinin gelistirilmesi tizerine odaklanmistir (6rnegin kiigiiltme, etkin
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elektron transferi, nanomateryaller ve daha iyi sabitleme prosediirleri).
Elektrokimyasal biyosensorler sonra amperometrik/voltmetrik, potensiyometrik ve
iletkenlik/kapasitans/impedans biyosensorler olarak ayrilabilir. Bunlarin hepsi ileride
degerlendirilecektir.

Amperometrik/Voltmetrik Biyosensorler: Amperometrik ve voltmetrik biyosensorler
elektro kimyasal sistem ile kendi akim potansiyel iliskilerine gore siniflandirilabilir.
Amperometrik sensorler, voltmetrik sensorlerin bir alt grubu olarak goriilebilir.
Amperometrik  sensorlerde, elektrokimyasal hiicrelere sabit bir potansiyel
uygulanmaktadir ve sonra iligkili akim bir indirgenme veya oksidasyon reaksiyonuna
bagli olarak elde edilir.

Ancak, bir voltmetrik sensor, 6rnegin dogrusal veya dongiisel voltmetrik diger
modlarda caligabilir. Bunun sonucunda, her mod i¢in ilgili akim ve gerilim farkl
olacaktir.

Genellikle, amperometrik biyosensorler konsantrasyon bagimli akimi biyolojik
olarak aktif materyalle kapli elektrokimyasal elektrot araciligiyla dlgerler. Amper-
metrik dontistirme, oksidasyon ve elektro aktif tiirlerin bir elektrot yiizeyinde
indirgenmesi tiizerine temellenmistir. Elektriksel akim ve analit konsantrasyonu
arasindaki iliski Cottrell denklemi ile ifade edilebilir:

i=nFAC,[Dix 0] (5)

Burada i = 6l¢iilecek akim
n = transfer olan elektron sayis1
F = Faraday sabiti, esitlik bagina 96 487 C
A = elektrot alan1
C, = analit konsantrasyonu
D = diflizyon sabiti
t = potansiyel uygulandiktan sonra gegen siire

Elektron doniistiirmesi i¢in simdiye kadar bir¢ok ¢alisma yapilmustir.
Dordiincii nesil amperometrik biyosensorlerde, elektrot yiizeyinde oksidasyon ve
indirgeme ile biyolojik reaksiyonlar:1 gelistirilmig; elektronlari, substrati
indirgedikten veya oksitledikten sonra enzimden elektrota araci molekiiller
kullanarak transfer edilmis; elektrot ylizeyini molekiilleri ekledikten sonra, dogrudan
enzimin elektrotta oksidasyonuna veya reaksiyonu saglanmis; ve elektrotu kendi
boyutunda mikro veya nanometre haline getirilerek veya birbirine ge¢mis dizilisli
mikro elektrotlar1 kullanarak nanotiipler/ nanokablolar/ nanofiberler uygulanmstir.

Amperometrik bir transdiiser, her hangi bir enzim, antikor, DNA probu, tam
hiicreler ve dokular da dahil biyoalgilama materyali ile birlikte kullanilabilir.
Ornegin, bir redoks hidrojel esasli amperometrik bienzim biyosensorler balik
tazeliginin izlenmesi amaciyla yapilmiglardir [61], imlinomanyetik ayristirma ile bir
arada kullanilan bir bienzim elektrokimyasal biyosensor gida Orneklerinde
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Escherichia coli O157:H7’nin hizli tespiti i¢in gelistirilmistir [62], ve karbon
nanotiipleri tizerinde kendi kendini olusturan asetil kolinesteraz temelli bir
biyosensor organofosfat pestisitlerin akis enjeksiyon/amperometrik tespiti i¢in ortaya
konmustur [63].

Potensivometrik Biyosensorler: Potensiyometrik lglimler net akim akisi olmayan
faradik olmayan bir elektrot siirecinden olusur ve elektrot tizerinde 6nemli miktarda

gerilim olusumu ile sonuglanan bir elektrot yiizeyinde yiik yogunlugu birikimi
prensibi lizerine calisir. Potensiyometrik biyosensorler, uygun biyoreseptorler ve
uyumlu transdiiserler kullanarak, bir iyonun iyonofora baglanmasindan kaynaklanan
elektriksel gerilimdeki degisiklikleri takip eder. Potensiyometrik tespit, biyolojik
algilama elementi igeren bir elektrokimyasal hiicre igerisinde genellikle ya bir
iriiniin aktivitesi ya da elektrokimyasal reaksiyondaki bir tepkenin aktivitesinin
gerilimini lger. Olgiilen gerilim Nernst denklemi ile verilir:

E=E,+[RT/nF)llna (6)

Burada E = V birimi ile dlgiilen gerilim
E, =a=1 mol I'* igin standart gerilim
R = gaz sabiti
T = K biriminde sicaklik
F = Faraday sabiti
n = elektron transfer sayisi
a = ilgili iyonun nispi aktivitesi

Icerisinde enzimlerin analiz amaclar1 dahilinde potensiyometrik elektrotlar ile
birlikte kullanilabilecegi cesitli konfiglirasyonlar mevcuttur. Alan etkili transistor
(FET, Field Effect Transistor), Bergveld [64] tarafindan 6nerilmis ve etiketsiz bag
gerceklestirmek icin son derece uygundur. FETlerin kiiciik boyutlart ve aym
zamanda biitlinlesik impedans doniisimii son derece istenen Ozellikleridir.
Biyoalgilama amaciyla kullanilan dort tip FET bulunmaktadir [18]:

« Iyon secici alan etkili transistorler (ISFETs, lon Selective Field Effect

Transistors), ¢ozeltideki iyonlara cevap verir;

» Enzim alan etkili transistorler (ENFETS, Enzyme Field Effect Transistors),

icerisinde enzim substratlarin1 veya bir enzim reaksiyonu ile birlesen tiirleri

Ol¢mek i¢in sabit enzimler kullanilmaktadir;

s Imiino alan etkili transistorler (IMFETSs, Immuno Field Effect Transistors),

antikor antijen etkilesimi ile yiik ayrim1 meydana getirir ve

» Kapatilmis gecis alan etkili transistorler (SGFETS, Suspended Gate Field

Effect  Transistors), c¢alisma  fonksiyonundaki  degisikliklere  gore

temellenmislerdir ve biyoalgilama materyalinin ¢esitli gazlarla etkilesimleri

sonucu dipol merkezlidirler.
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Bazi durumlarda, ornekte (sadece enzim tarafindan tretilen maddeyi tespit
etmek ister) hali hazirda bulunan amonyak veya karbondioksit tarafindan
yapilabilecek engellemeleri 6nlemek i¢in, bu tiirlerde ENFET, bir ISFET ile eslik
eder, ikincinin sinyali ilkinden ¢ikarilir.

Diger bir potensiyometrik biyosensorler grubu 1sikla yon gosterilebilir
potensiyometrik sensorii (LAPS, Light Addressable Potentiometric Sensor) temel
almig bunlar da nispeten daha biiyiik partikiilleri [65,66] tespit edebilmektedir. Her
iki FET ve LAPS transdiiserleri, potensiyometrik biyosensor olabilmeleri i¢in
biyoalgilama materyallerinin her hangi biri ile birlestirilebilirler. Son zamanlarda,
ornegin, bir LAPS biyosensorii streptavidin-kapli manyetik tanecikleri ile birlikte
gidalarda E. coli O157:H7 tespitinde [67] kullanilmistir, bir anyon segici LAPS,
Iyonlarda nitrat ve siilfat iyonlarinin [68] tespitinde kullanildigi rapor edilmis, ve bir
enzim- potensiyometrik biyosensor gida bitkilerinde dogrudan siyanitlerin tespiti igin
[69] gelistirilmistir. Amperometrik ve potensiyometrik biyosensorlerde ilgili daha
fazla bilgi ¢esitli derleme makalelerinde mevcuttur [70-72].

Iletkenlik/Kapasitans/Impedans Biyosensérler: lletkenlik, kapasitans ve impedans
biyosensorleri elektriksel alandaki farkli degisikleri Olgerler. Bu degisiklikler

¢ozeltinin veya araci maddenin genel elektriksel iletkenligi ve elektrot yiizey
tizerindeki sabitlenmis tabakaya bagli olan ve ayn1 zamanda impedimetrik reaksiyon
gosterebilme ile yansitilabilen kapasite degisimi olabilir. Erken doénem
iletkenlik/impedans biyosensorleri, hedef analitlerce sebep olunan, aracilar
tizerindeki iletkenlik degisikliklerini temel almiglardi. Ancak, ¢6zeltinin direnci var
olan tiim iyonlarin gocii ile belirlenir ve iletkenlik dl¢iimlerinin genellikle nispeten
belirsiz olduklar1 diisiiniiliir.

Bu problem, diizlemsel mikroelektronik iletken hiicreler icinde veya {izerinde
sabitlenmis enzimlerin katalitik aksiyonlar1 sonucu olusan iletkenlikteki
degisikliklerin izlenmesi ile ¢6ziilebilir [73]. Cogu enzim reaksiyonlari katalize eder
ve bu da ¢ozeltinin iletkenliginde genel degisikliklere sebep olur ve bdylece
iletkenlik olgen biyosensorlerde algilama elementleri olarak biiyiik bir potansiyel
sergilerler.

Iletkenlik ve kapasitans biyosensdrleri, impedans biyosensorlerinin gercekten
basit versiyonlaridir. Impedans ve direng, kapasitans ve indiiktans arasindaki iliski su
sekilde ifade edilebilir:

Z=R+jX=R+jXi-Xo (7)

Burada Z = impedans, kompleks say1
R = direng
X = reaktans
Xc = kapasitif reaktans = (2r £ C)™, ki burada f = frekans ve C = kapasitans
XL = indiiktif reaktans
J = imajiner birim
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Genellikle indiiktans, bir elektrokimyasal sistem analizinde ihmal edildiginden,
Denklem 7°’deki impedans sadece direng R’yi ve Kkapasitif reaktans Xc’yi
icermektedir. Impedans mikrobiyoloji’sinden dolayl, impedans biyosensorleri
uygulama yollarin1 daha ¢ok patojenik bakteri, 6zellikle canli bakteri tespiti yolunda
bulmuslardir. impedans biyosensérlerinin gesitli tipleri mikroakiskanlar ve birbirine
geemis dizilis mikroelektrotlar1 ile birlikte, Listeria monocytogenes ve E. coli
O157:H7 [74-77]nin hizli tespiti i¢in tasarlanmislardir. Cesitli tek kullanimlik
analit-6zel sensér modiilleri igeren tasinabilir bir impedans tabanli bir biyosensor,
Louie ve meslektaglar1 tarafindan [78] saha kullanimi igin gelistirilmistir. Bir
kapasitif alan etkili biyosensér ve bir iletken tyrosinase biyosensor pestisit
kalintilarinin tespit edilmesi amaciyla yapildiklar1 bildirilmistir [79,80]. Empedans
biyosensorleri hakkinda ek bilgi i¢in bazi derleme makaleleri bulunmaktadir [81,82].

Optik Biyosensorler

Optik metotlar, biyolojik ve kimyasal analitlerin algilama teknikleri arasinda en
eski ve en oturmus teknikler arasindadir. Biyosensorlerin tiretiminde gesitli optik
teknikleri kullanilmistir. Tipik bir optik biyosensér bir 1sik kaynagindan, belirli

ozelliklerde 151k demeti olusturmak igin bir urup optik bilesen ve bu 15181
yonlendirme ve degistirme etkeni, bir doniistiiriilmiis algilama basi (boyalar ve
proteinler ve fonksiyonel kimyasal gruplarla dontstiiriilmiis, optik fiber veya
antikorlarla kaplanmis kristaller) ve bir 1s1tk dedektorii. Daha Onceki
degerlendirmelerimize benzer sekilde, iki tip optik biyosensor formati vardir:

Hedef analitin dogrudan ve dolayli tespiti. Dogrudan formatta, analit, dalga
kilavuzunun optik 6zelliklerini dogrudan etkiler; 6rnegin gézden c¢abuk kaybolan
dalgalar (1sik igerisinden yansitildigi zaman, optik dalga kilavuzu disinda, araci
icinde firetilen elektromanyetik dalgalar) veya yiizey plazmon titresimi (dalga
kilavuzu ylizeyine yerlestirilmis ince bir filmde ¢abuk kaybolan bir dalga). Dogrudan
formatta, 151ma, metal partikiiller veya nanopartikiiller gibi optik etiketler, hedef
analite oranla optik sinyaller iiretmek i¢in kullanilir. Optik biyosensorler, yilizeye
tutunma, 1s1ma, fosforesan 1s1ma, polarizasyon, rotasyon, miidahale veya harmonik
tiretim gibi dogrusal olmayan konular da dahil optik olgular temelinde tasarlanabilir
[12, 83]. Yiizey tutunma ve yansima, 1stma, SPR, optik fiber, ve benzerleri de dahil
cesitli tiplerdeki optik biyosensorler asagida dzetlenmistir.

Emilim ve Yansitma Biyosensorleri: Emilimdeki optik yanit verme, Lambert Beer
Kanunu (Denklem 8) temel almigstir ve bu da diizenli bir aract birim tarafindan
yayillan 1smim  yogunlugunu optik  Ozellikler kimyasal konsantrasyondan
etkilendiklerinde bir ani 151k fonksiyonu olarak smiflandirir. Emilim A, su sekilde
ifade edilir:

A=-log(Illyy== CI(8)
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Burada, I = iletilen 15181 yogunlugu
I, = anlik 151810 yogunlugu
¢ =M™ em™ igindeki katsayinin ortadan kalmasi
C = M i¢indeki analit konsantrasyonu
| = cm biriminde araci iginden gegen 15181n yol boyu

Dalgaboyu araliklarinda bir 151k spektrumu emilir bu da her bir kimyasal tiire
gore degisir. Belirli kimyasal tiirler i¢in 151k yogunlugu sinyali genellikle, sadece
zeminde Ol¢iilen bir referans bir sinyalle karsilastirilir. Emilim 6lgtimii, iginde enzim
etiketlerinin aracinin optik emilimini degistirmek igin substratla reaksiyona girmek
icin kullanilan sandvi¢ formatindaki biyosensérce uygulanir. Ancak, emilim
sensorleri 151k sacilimindan, dis 151k kaynaklarindan, 6rnek odasi ylizeyindeki i¢
yansimalardan ve 151k niifuz limitinden bozulabilir. Bunlar, aracinin yiizeyinden veya
daha derin katmanlarindan geri yanstyan 1s18in olglilmesiyle ¢oziilebilir. Yansitilan
15181 yogunlugundaki degisim, hedef analitle bagdastirilan fiziksel veya kimyasal
olayla orantilidir. Cogu uygulamada, emilim ve yansima metotlari, daha ilerde
gorecegimiz optik fiber, 1simir kilcal dolum cihazlar (FCFD, Fluorescent Capillary
Fill Devices), 1sima veya toplam dahili yansima 1sima (TIRF, Total Internal
Reflection Fluorescence) ile birlestirilir.

Emilim/yansima transdiiserleri, biyosensorlerde enzimler, antikorlar ve
DNA/RNA proplar ile birlikte kullanilirlar. Son zamanlarda, enzim bagisiklik
deneyi tabanli bir emilim biyosensorii ette ve siit iiriinlerinde penisilin kalintilari
tespiti i¢in gelistirilmis [84]; bir emilim biyosensorii, imiino-manyetik ayrigtirma ile
birlestirilerek gidalarda Escherichia coli O157:H7 tespitinde [85] kullanilmis; ve tek
kullanimlik bir alici-tabanli emilim biyosensoriinin  su 6rneklerindeki nitrat
tespitinde kullanildigi rapor edilmistir [86].

Isimim Biyosensérleri: Isima, molekiillerin uyarildiktan sonra temel durumlarina
geri donerlerken 151n yaydiklari zaman dogan durumdur. Kimyasal 151ma ve biyolojik
151ma, biyosensorlerde ve hiicre-tabanli biyosensorlerde enzim, antikor, DNA propu
gibi cesitli sekillerde kullanilmislardir. Kimyasal 1stmanin 151k emisyonu, kimyasal
reaksiyon ile belirlenirken, biyolojik 1s1tmanin ki canli organizmalarin (bakteri, balik,
hasaratlar ve mantarlar) enzimlerle katalize edilen reaksiyonlariyla belirlenir. Isinim

biyosensoriinde, sabitlenmis biyoalgilama materyallerine sahip bir algilama tabakasi,
ornekteki belirli hedef analiti tespit edebilmektedir. Isik yayilimi basladiktan sonra,
151k dalga kilavuzu ile 151k dedektoriine gonderilir.

Isildayan enzimatik bir sensor, genellikle hassas bir sekilde ATP, NAD(P)H veya
H,0; ve 1sildayan sistemlerle diizen i¢inde ¢alisan yardimci enzimler de dahil daha
karmagik sistemlerle tespit edilebilir [87]. Ornegin, H,O,’yi tespit etmek igin,
kimyasal 1smimli  bilesikler ¢ogunlukla luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4
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phthalazinedione) ve ilgili hidrazid’leri kullanirlar. Luminol aracili, karaturp
peroksidaz (HRP, EC 1.11.1.7) varhiginda kimyasal 1sima, hidrojen peroksiti
asagidaki gibi tespit edebilir:

2H ;07 + Luminol + OH _HRP
3 —aminophthalate + N 7 + 3H 70 + hv (Aqe = 430 nim)

(9)

H,0, &lciimii, algilama membraninda 10® M limit tespiti ile peroksidaz
kullanilarak bir dakikada yapilabilir ve benzer sekilde limit tespiti ATP ve NADH
icin sirastyla 10! ve 10° M olabilir [88]. Kimyasal 1simm sinyalleri ¢ok hizl
bozuldugundan, substratin hizla kimyasal 1smmim ayiragla karistirilmas: ve 1sik
dedektoriiniin - sinyali kaydetmesi i¢in uygun bir band genisliginin olmasi
gerekmektedir.

Genellikle 1sinim biyosensorler; enzimler, antikorlar, canli mikroplar, kirmizi
hiicreler veya bunlardan herhangi ikisinin kombinasyonunun biyoalgilama
materyalleri olarak kullanilmasiyla tasarlanir. Bunlar, pestisitlerin, patojenlerin ve
gida bilesenlerinin tespitinde kullamlirlar. Ornegin, bir biyolojik 1s1ma ve hiicre-
tabanli sensor, su 6rneklerinde hidrojen peroksitin toksisitlerinin, fenol ve mitomisin
C [89] tespitinde kullanilmiglardir; bir imiinomanyetik kimyasal 1isima fiber optik
biyosensorii, kiyilmig sigir etinde, tavuk karkasinda ve marul 6rneklerinde E. coli
O157:H7’in tespitinde kullanilmis [90]; ve bir ATP biyolojik 1s1ma biyosensor,
biyoenerjitik olarak gidalarda canli patojenlerin varligini onaylamigtir [91].
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Sekil 5. Gozden ¢abuk kaybolan dalga kullanan 1sinir biyosensoérlerin ii¢ farkli formati: (a)

dalga kilavuzu ile uyarilma, (b) dalga kilavuzu ile uyarilma ve yayma ve (c) dalga kilavuzu
ile yayilimin toplanmas.
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Isima Biyosensérler: Isima; 1smir boyalar, fluoroforlar ve fluorokromlar gibi
belirli molekiillerde dis 151k kaynagi uygulandigi zaman ortaya ¢ikar.

Yayilim sinyali, uyarma 1s1gma gore tipik olarak daha zayiftir ve daha uzun
dalga boyuna sahiptir. Isima reaksiyonu veya yayilma, 151k kaynagiyla veya yarilma
ile aniden ortaya ¢ikar. Cogu 1s1ma biyosensorlerde, biyoalgilama materyallerinin
cabuk kaybolan dalga ile ylizeyde birleserek Ozellik verir. Liley [83] tarafindan
tanimladig1 {izere, ylizey-baglant1 1smnir etiketlerin tespitinde ¢abuk kaybolan dalga
kullaniminin temel olarak ti¢ farkli format1 vardir: ¢abuk kaybolan dalga kullanarak
fluoroforu uyarir (Sekil 5a), fluoroforu uyarma ve dalga kilavuzundan yayilan 1sinlari
toplama (Sekil 5b), ve optik dalga kilavuzundan yayilan 1s1n1 toplama (Sekil 5c¢).

Isima biyosensorler ayni zamanda yiizeye 06zel baglanma olaylarini
Ol¢ebilmektedirler. Dalga kilavuzlari, arzu edilen optik Ozelliklere sahip
materyallerden yapilabilirler ve kolayca biyoalgilama materyallerinin sabitlenirken
kolayca degistirilebilirler. Sensor tasarimi, ¢ok c¢esitli gorlinebilir ve IR yakinindaki
151k kaynaklar1 ve dedektorlere bagli olarak adapte edilebilir.

Burada bahsedilen sistemlere ilaveten, 1sikla etiketlenen habercilerin
uyarilmasi i¢in ¢abuk kaybolan dalgadan yararlanan fiber optik ve diizlemsel dizilis
1s1ma sensorleri, 6rnek bilesenlerinin yiizey tutunmasinda belirli baglanmayi, belirsiz
baglanmadan ayirma noktasinda gelisme kazanmistir [92]. Ancak, kaybolma alani
disindaki biyoetkilesimler, bu bolge tarafindan kapsanmadiklari i¢in tespit edilebilir
degildir. Bu durum da hiicreler gibi biiyiikk hedeflerin tespitini oldukga
zorlastirmaktadir. Buna ilaveten, kritik akis oranmin altinda, toplu tagimma, hedef
analitin sabitlenmis biyoalgilama materyallerine baglanisin1 sinirlayabilir. Isima
transdiiserler 1g1ma biyosensor olusturmak igin her tip biyoalgilama materyalleriyle
genis sekilde kullanilmaktadir. Son zamanlarda, 1s1ma etiketli antikorlar ve toplam
dahili yansima 1sima temelinde, su kirliligi kontroliinde gdzlem altinda tutulan
pestisitler de dahil ¢oklu analitler i¢in tasinabilir bir optik imiino sensor
gelistirilmistir [93]. Yesil 1sinir protein mutantlari, bakteril endotoksin [94] tespitinde
1sima biyosensor de kullanilmis ve kuantum noktalari, 1sinir etiketler olarak bir
imiino sensor ig¢inde tavuk karkas yikama suyu i¢indeki Salmonella typhimurium
tespitinde kullanilmistir [95]. Cesitli derleme makaleleri; arka plani, gelisimi ve
1s1ma biyosensor uygulamalarini genligi azalan dalga 1sima biyosensorler [92],
1s1ma-tabanl glikoz biyosensor [96], ve canli-hiicre 1s1mnir biyosensorler [97] de dahil
olmak tizere kapsamaktadir.

SPR _Biyosensérler: Yizey plazmon rezonanst (SPR, Surface Plasmon
Resonance) doniistiirmesi, sensor arayiizii lizerindeki ince biyolojik filmlerinin optik
yansima indeksindeki (RI, Refractive Index) kiigiik degisiklikleri 6lgmede analitik
bir ara¢ olarak yaygin sekilde kullanilir. SPR, yiiksek derecede iletken bir metal ve
bir dielektrik materyal arasindaki arayiiz boyunca uzanan bir yiizey plazmonunun
optik uyarilmast sonucu olusur. Uyarilma kosullari, metal ve 6rnek materyallerin
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gecirgenligince ve ayni zamanda dalga boyu ve anlik 1s1nin agis1 tarafindan belirlenir
(Sekil 6). Rezonans agis1, kirilma indeksindeki (RI) ve ger¢cek metal yiizeyden 800
nm’ye kadar olan bir mesafede araylizeydeki dielektrik sabitindeki degisikliklere
kars1 hassastir. Yiizeyden mesafe arttikga, hassasiyet katlanarak diiser, bu da SPR
tabanli biyosensoriin kiigiik partikiiller iizerinde daha iyi ¢alismasini saglar [98].
RI’daki degisiklik, sensor yiizeyinde devam eden biyokimyasal reaksiyon ile ilgilidir.
Bundan dolay1, bir antijen-antikor sistemi ve bir DNA tamamlayict parga sistemi,
SPR-tabanli biyosensor tiretiminde kullanilmaktadir.

Sensor ylizeyindeki elektrik yliklerinin miktari, diger parametreler sabit
tutulurken, ani 1simalarin dalgaboylarindaki, agisinin, yansima yogunlugunun ve
orneklerin yansima indeksi degistikce, yansima fazi1 degisikliklerin 6lciilmesi gibi
cesitli sekillerde belirlenebilir.

— — — Baslangmig
Yiizey baglama

Omek -

RSP DRI I 7

Metal film el

Prizm

Yansima Siddeti

p-polarize olmms Yansryan 15tk
gelen 151k

(@) (b)

Sekil 6. SPR biyosensorii prensipleri. (a) Uyarilmis yiizey plazmonlar i¢in ti¢ katmanlt
geometri. Bir yiizey plazmon dalgasi, metal arayiizde uyarilir. (b) SPR reaksiyonu.

SPR biyosensorlerinin avantajlari; SPR, biyokimyasal etkilesimlerin gercek
zamanl olarak ve yiiksek hassasiyetle dl¢lilmelerine izin verir; ve analitlerin tespiti
i¢in etiketlenmelerine ihtiya¢ duyulmaz. Ancak, SPR, ¢ogu dogrudan tespit metotlari
gibi, yiizey emilimine baglidir ve ayni boyutta olan emilmis molekiillerin kendi
ozelliklerinden dolayr m1 yoksa baska sebepten dolayr m1 emildiklerini ayirt edemez
[99].

Gilinlimiizde, ticari olarak bulunabilen Biacore (Uppsala, Sweden) tarafindan
gelistirilen SPR-tabanli biyosensor sistemleri, farkli O6rneklerdeki biyolojik ve
kimyasal etken maddelerin tespit edilmesinde ciddi anlamda gelecek vaad
etmektedirler. Texas Instruments (Dallas, TX) ve Nycomed Amersham
(Buckinghamshire, UK) gibi diger sirketler, biyoalgilama materyallerinin dalga
kilavuzu iizerine kaplanmasiyla kolayca biyosensorlere donistiiriilebilen SPR
sensOrleri sunmaktadir. SPR doniistiirme teknolojisi, diger bir¢ok biyoalgilama
materyalleriyle birlikte SPR optik biyosensorlerin tasariminda kullanilmistir.
Ornegin, kiigiiltiilmiis bir yiizey plazmon rezonans biyosensérii, E. coli 0157:H7
[100]’nin tespitinde kullanilmistir ve bir SPR  biyosensorii  karideslerde

79



thiamphenicol, florefenicol, florefenicol amine ve chloramphenicol kalintilar1 tespiti
icin gelistirilmistir [101].

Optik Fiber Biyosensdrler: Bir optik fiber, sistem tespiti i¢in 6rnegi uzaktan
kontrol ederken 1518a rehberlik etmek ve 15181 6rnekten ¢evirmek icin diiz transdiiser
olarak kullanilir. Aracinin kendisinin dogal optik 6zelliklerindeki degisim bir dis
spektro-foto-metre tarafindan algilanir. Optik fiberin yanindaki polimerik destegin
lizerine veya i¢ine yerlestirilen bir indikatdr veya kimyasal ayirag, tespit edilebilir
optik sinyal {iretmek i¢in araci olarak kullanilir. Optik fiberleri doniistiirme metodu

olarak kullanmanin avantajlari, sahada kullanim kolaylig1 ve gercek-zamanl tespit,
rahatlik ve esneklik, potansiyel uzun etkilesim ve diisiik maliyettir.

Fiber optik biyosensorlerinden biri de diizlemsel dalga kilavuzu optik
biyosensoriidiir. Bu biyosensor kaybolma etkisinin tespitini temel almistir. Kaybolan
dalgalar (EW, Evanescent Waves), dolasan 1s1gin dalga kilavuzundan gegerken,
cozeltiyle dogrudan temas ettigi sirada ortaya c¢ikar ve dalga kilavuzu yilizeyinde
toplam dahili yansimaya ugrar. EW, ¢ozelti i¢inde yayilir ve soliisyon ylizeyinden
uzaklastik¢a katlanarak bozunur.

Kaybolma alan1 icindeki baglayici, etiketli antikorlar, Ornek antijenin
konsantrasyonu ile ilgili olabilirler. Olgiilen degisiklik, emilim, 1s1ma veya 151k
sacilmasi olabilir.

Fiber optik biyosensorler, gida isleme ve g¢evre izleme uygulamalarinda ¢ok
basarili sonuclar sergilemisler ve hem pestisit kalintilart hem de bakteri hiicreleri
tespitinde ¢ok iyi performans gostermislerdir. Isinir 15181 dar niifuz derinligi, sonug
olarak hedef bakterinin etkin sekilde yakalanmasini gerekli kilmaktadir. Ancak, optik
fiber’in temas eden alani (genellikle ¢ok kiiciik bir alan) ve gida Orneginin
karmasikligi, etkin bir yakalama kabiliyetini garanti edememektedir. Asilmasi
gereken diger bir engel, pratik uygulamalarda fiber ucun yeniden meydana
gelmesidir.

Diger Optik Biyosensirler: Robinson ve meslektaslart tarafindan gelistirilen
[102] 1smur kilcal -dolum cihazi (FCFD, Fluorescent Capillary Fill Device) EW
tabanli biyosensorler i¢in tipik bir olusum formatidir. Bu cihaz, bir birinden 100
pm’lik yakin mesafeyle ayrilmis iki cam diizlem igerir. Alttaki diizlem, optik dalga
kilavuzu gibi davranir ve kendi yiizeyinde sabitlenmis bir antikor tabakasi tasir. Bu

biyosensor kilcal doldurma sisteminden yararlanir, sistem kullanimi kolay yiiksek
hacimde yeniden {iretilebilir drnek verir. Tiim ayirag maddeler FCFD cihazinda
bulundugundan, kullanicinin ayiragla kuluckaya yatirmak igin biyosensorii 6rnege
sadece daldirmasi yeterli olacaktir. FCFD, hem kii¢lik hem de biiylik analitleri genis
capl 6rnek matrisleriyle, her hangi bir 6n islem gerceklestirmek zorunda olmadan
analiz etmek i¢in kullanilir.
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Mikro temas baski antikor modelleme siireci i¢in iyi bir alternatif sunar bu da
yeni optik bir biyosensor ortaya koyar. Antikor-6giitiicii bir model silikon yiizey
lizerine basilir. Antikor 6giitiicli tek basina 6nemsiz bir optik difraksiyon iiretir, ama
analitlerin imiino-yakalanmasiyla, optik faz degisimi, difraksiyon modelinde
degisime yol agar. Bu teknik, yiizeydeki degisikliklerin biiyiikk kismini1 ve ikincil
imiino-kimyasal veya bagisiklik deneyinde yaygin olan enzim-baglantili adimlart
Onler.

Bagka bir tip optik biyosensor de, toplam dahili yansimay1 temel alan rezonant
ayna (RM, Resonant Mirror) biyosensoriidiir. Dalga kilavuzu cihazinin gelismis
hassasligi, sade yapisi ile SPR biyosensoriiniin ¢alismasini bir araya getirir [103].

TIRF, diizlemsel ve fiber optik dalga kilavuzlariyla birlikte optik
biyosensorlerde transdiiserler olarak kullanilir. Isik bir dalga kilavuzundan
gecirilerek yayilir ve dalga kilavuzunun optik olarak daha yogun madde yiizeyi
tizerinde kaybolan bir dalga, bitisik daha az optiksel yogun alanda bitigik dalga
olarak olusturur. Duragan dalga sinyali, alt 151k kirici materyalle aradaki mesafe ile
birlikte katlanarak azalir. Biyoalgilama materyalleri dalga kilavuzunun yaninda
sabitlenebilir ve kaybolma alani i¢inde uyarilan 1s1ma dalga kilavuzu diginda
toplanabilir. TIRF, FCFD’de ve rezonans ayna cihazlarinda kullanilir.

Optik ve 1s1ma biyosensorlerle ilgili kitaplar [104] ve [105] dedir.

Pizoelektrik Biyosensorler

Pizoelektrik biyosensorler, elektrik, kiitle ve viskoelastisitede gelistirilen
teorileri temel almis ve ticari olarak bulunabilen kuartz kristal mikrobalans gibi
enstriimanlart kullanmaktadir. Pizoelektrik sensorler, diger tip sensdrlere gore
hassasiyet, cok yonlii uygulama, disiik maliyet ve basitlik agisindan {stiinliik
gostermekte ve etiketsizdirler.

Tipik bir piezoelektrik algilama basi, kuartz kristal levhay1 ve kristalin iki zit
yanina yerlestirilmis iki uyarma elektrotundan (Sekil 7) olusur. Levha dogal veya
sentetik kuartz kristalinden Kesilir. Elektromekanik birlesme ve uygulanan elektrik
alanindan kaynaklanan gerilim kristal simetrisi, kesme acist ve elektrot
konfigiirasyonuna baghdir. Farkli elektro-mekanik birlesme, kalinlik kesme modu
(TSM, Thickness Shear Mode), yiizey akustik dalga (SAW, Surface Acoustic Wave),
yatay kesme (SH, Shear Horizontal) SAW, SH akustik diiz mod (APM, Acoustic
Plate Mode) ve biikiilgen diiz dalga (FPW, Flexural Plate Wave) da dahil, farkli
tiplerde akustik dalgalara yol acar.
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Sekil 7. QCM biyosensorde kullanilan pizoelektrik kristal algilama basinin yapisi, (a) iistten
goriiniim ve (b) en-kesit goriiniimii.

Piezoelektrik biyosensorler, temel olarak kristal yiizeyi {izerindeki Kkiitle
degisimi sonucu piezoelektrik kristalinin rezonant frekansindaki degisikliklerin
Olglilmesi lizerine temellenmistir (genellikle antikor-antijen reaksiyon veya bir DNA
pargast ve bunun tamamlayict sirast gibi biyokimyasal etkilesim tarafindan sebep
olunur). iki ana tip piezoelektrik cihaz bulunmaktadir: kuartz kristal mikrobalans
(QCM, Quartz Crystal Microbalance) ve ylizey akustik dalga (SAW) cihazi.
Pizoelektrik biyosensorler {izerine yapilan yogun arastirmalar, bu sistemlerin
biyokimyasal reaksiyonlar1 tek adimda, disik maliyetli olarak tespit etme
potansiyelini gostermektedir.

15 MHz altindaki frekanslarda c¢alisan QCM, piezoelektrik kristalin
yiizeylerindeki degisimlerin incelenmesinde ve ilgi duyulan antikorun takip eden
tespitinde kullanilmistir. Frekans atlamasi ve yiizey kiitle degisimi arasindaki iliski
Sauerbrey denklemi ile verilmistir:

Af=-23x10°6,7AMI4  (10)

Burada Af = Hz biriminde, kaplamali kristalin frekansindaki degisiklik
fo = MHz biriminde kristalin rezonant frekansi
A = cm? biriminde kaplanmis alan

AM = g biriminde depolanmus kiitle

10 MHz’lik bir AT-kesim kuartz kristalinden yapilmig bir QCM’in hassasiyeti
4ng cm™? Hz? olabilir. Bu cihazlar, 0.01 ve 1 Hz arasinda frekans tespit limiti ile s1v1
fazda c¢aligabilir ve elektrot yiizeyine bagl kiitlenin tespit limiti 10 ile 10% g
arasindadir.

Normalde 100 MHz frekansin iizerinde ¢alisan bir SAW cihazi, ayn1 zamanda
biyosensorlere de uygulanabilir. Daha karmasik denklemler, farkli tiplerdeki SAW
cihazlar1 igin tiretilmistir. Sekil 8, SAW Dbiyosensoriiniin temel yapisini
gostermektedir. Bu cihazlar, kiitle hassasiyeti ¢calisma frekansiyla dogrudan baglantili
oldugundan, QCM’e gore yliksek hassasiyet saglarlar. SAW cihazlar1 peptitlerin
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tespitinde, DNA siralamasinda, patojenler ve pestisitlerde yiiksek hassasiyet
sergilemislerdir. Ancak, piezoelektrik biyosensorler, tespit limitleri ve tekrar
kullanilabilen elektrotlariyla baz1 dezavantajlara sahiptir.

Giriy elektrodu Membran Cikis elektrode

LY LY

Piezoelektrik substrat Yiizey akustik dalga
Sekil 8. SAW biyosensorii prensibi.

Pizoelektrik imiino sensorler sensorlerin onemli bir 6zelligi, etiketsiz olarak
tasarlanabilen olabilmeleridir. Antikor antijen akrabaligi reaksiyonunun avantajini
kullanan imiinosensdrler, yiiksek belirginlik ve c¢ok amagli kullanilabilme
ozelliklerine bagli olarak en ¢ok gelecek vadeden biyosensorler arasindadir.
Geleneksel imiinosensorler genellikle sandvi¢c imiinobilesik formunu alirlar ve
sabitlenmis temel antikor, etiketi dogrudan veya dolayli olarak tespit etmek i¢in optik
veya elektrokimyasal 6l¢timiin takip ettigi yakalanmis hedef analit ve etiketli ikincil
antikordan olusurlar. Piezoelektrik imiinosensorler etiketli antikora ihtiyag
duymazlar ve sandvi¢ imiino sensorlere kiyasla bu derece basit ve uygulamada
kolaylik saglarlar.

Ilk piezoelektrik imiinosensor, Shons ve meslektaslar1 [106] tarafindan
bildirilmigtir. Bunlar kuartz kristali sigir serum albumin (BSA, Bovine Serum
Albumin) ile modifiye ederek ve anti- BSA antikorlarin tespitinde kullanmiglardir.
Bu noktadan sonra, ¢ok sayida piezoelektrik imiinosensorlerin, kiigiik molekiillerden,
biyolojik makro-molekiillere, tiim viriisler ve hiicrelerden gelen ¢esitli analitlerin
tespitinde kullanildiklar1 belirtilmistir. Kisaca, bir piezoelektrik imiino sensor, AT
kesim PQC yiizeyinde belirli bir antikor/antijenin sabitlenmesi ile iiretilir.

Immuno algilama yiizey, bir numune ¢dzeltisine maruz birakildigi zaman,
sabitlenmis antikor/antijen ve bunun tamamlayict kismi (hedef analit) arasinda
baglayict bir reaksiyon meydana gelir. Baglayict olay, QCM tarafindan
kaynaklandig1 yerde ylizeydeki yiik kiitlesinde ve/veya viskoelastisite gibi diger
ozelliklerdeki degisim temel alinarak gozlenir ve boylece hedef tiirler miktar bazinda
tespit edilir.

Piezoelektrik genosensorler, tek dizilisli bir DNA/ RNA probunun PQC
yiizeyinde sabitlenmesiyle tretilirler. Sabitlenmis DNA/RNA probu bunun 6rnekteki
kendi tamamlayic1 dizisi arasindaki spesifik hibritizasyon, QCM’in rezonant
frekansinda degisiklige yol agar. DNA problarinin QCM yiizeyi {izerinde
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sabitlenmesi icin cesitli metotlar kullanilmistir. Bunlar arasinda, SAM metodu en
yaygin sekilde kullanilandir ¢iinkii diizenli, kararli ve kullanigh bir sabitleme saglar.

Thiolated oligoniikleotitleri, Au thiolate bagi araciligi ile QCM elektrotunun
altin ylizeyi lizerinde dogrudan bir SAM olusturabilirler. QCM transdiiserleri tipik
olarak antikorlar ve DNA/RNA problari ile birlikte biyosensér meydana getirmek
i¢in kullanilir. Son zamanlarda, bir QCM imiino sensorii lizerinde, domuzlarda tireme
ve solunum sendromu viriis enfeksiyonu tarama ¢alismalart [107], E. coli O157:H7
[108] tespiti i¢in a langasit saf kesme SAW biyosensorii; ve kiimes hayvanlarinda
Salmonella tespiti i¢in QCM imiino sensoriiniin es zamanli rezonant frekans él¢iimii
ve hareketsel direngle bir arada kullanildigi rapor edilmistir [109].

Piezoelektrik biyosensorler ile ilgili daha fazla bilgi, [13,110-115]’da

bulunabilir.

Termal Biyosensorler

Termal biyosensorler aymi zamanda kalorimetrik biyosensorler olarak
adlandirilir. Bunlar bir biyoalgilama materyalinin (enzim, organel, mikroorganizma,
bitki veya hayvan hiicresi veya doku) termometre, termopil veya termistdr gibi bir
fiziksel transdiiser ile biitlinlestirilmesi ile gelistirilmislerdir. Tablo 1’de gosterildigi
lizere, analitik c¢oOzelti kalorimetrisinde, enstriimanlar 1s1 iletimi, isoperibol
kalorimetri ve isotermal kalorimetri [116] seklinde simiflandirilir. Biyokimyasal
reaksiyonlar igin entalpi degisimi 25 ve 100 kJ mol™ [117] araligindadir. Ornegin,
glikoz oksidaz ile katalize edilen glikozla tedavi; veya iirazla katalize edilen fiire,
sirastyla 80 ve 49 klJ/mol ortaya cikarir. Genel olarak, isotermal kosullarin,
biyosensor sinyallerinin agiklanmasinda yer aldigi diisiniliir. Ya biyosensoriin
termal kiitlesi, 1sinin hizla dagilacag: sekilde cok biiyliktiir; ya da tiim cihazin 1s1s1 bir
su sirkiilasyonu vasitasiyla diizenlenmektedir [19]. Termal biyosensorler ii¢ gurupta
da gelistirilmistir. Ama, en fazla termal biyosensor termistor-tabanli biyosensorlerdir
ve bunlar belirli enzimlerin dahil oldugu biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda agiga
cikan 1s1 6lciimii tabanhdirlar. ki temel sebep, termistdr biyosensorleri daha basarili
kilmaktadir: son derece hassas ve kiigliltiilmiis termistor ve ¢ok kolay akis-
enjeksiyon analizi (FIA, Flow Injection Analysis). Termistér biyosensorler,
0.001°C’de 1s1 degisikliklerini tespit edebilecek cok hassas termistore ihtiyac
duyarlar.

Termal biyosensorler, Lammers ve Scheper tarafindan enzimatik siirecin
stirekli olarak izlenmesinde kullanimlari konusunda degerlendirilmislerdir [118].
Ramanathan ve Danielsson [119] gesitli enstriimanlar, materyaller ve metotlarla
termometrik Olclimlerin prensipleri konusunda bir degerlendirme sunmusglardir.
Ayrica enzim aktivitesi Ol¢timleri, klinik izleme, silire¢ izleme ve kontrol, multianalit
tespiti, hibrit algilama, cevresel izleme ve susuz Olgiimler i¢in termistor tabanl
kalorimetrik biyosensérler tanimlamalarini sunmuslardir. Ornegin, bir sol jel ve
termometrik 6l¢lim tabanli enzim biyosensorii, meyve suyu, kola ve insan kaninda
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glikoz tespiti [120] i¢in kullanildigi; ve bir sabitlenmis tavuk karacigeri esterazi
tabanl akis enjeksiyon kalorimetrik biyosensoriiniin ¢evre ve gidalarda dikolorvoz
kalintilar1 tespitinde kullanildigi bildirilmistir [121].

Tablo 1. Termal sensor ve enstriimanlarin prensipleri ve siniflandiriimasi.

Grup Kural Sencorler
Is1 lletmm Rezlczivon kab ile kendini sazn bir Calvet miloolarorimstra
izoterme] sofutuce arzsinds bir Termopil sensird
termosl=lotrik geviricinin gerilimini dlgin  Entepre silikon termopil s=nzoni
Izopenbol kalommetre  Basksivon phzeltisinds sucaklic Tarmiztor
deEizimini &lgin Fliigii] biilaiks, termistor
Izotermal kalommetre  Ig telafisi ils bir resksivon kabimn Kalorimetrik milrosensdr

sucakliFin s=hit fwbun

Manyetik Biyosensorler

Son zamanlarda, manyetik biyosensorler daha fazla dikkat ¢ekmektedir ve bu
konu Megens ve Prins [122] tarafindan degerlendirilmistir. Mikroakiskan kanallar
icindeki manyetik mikro ve nano partikiillerin magnetodireng etkisi kullanilarak
hassas sekilde tespit edilmesi temelinde boyutlar1 kiigiiltiilmiis biyosensorler,

hassasiyet ve boyut baglaminda gelecek vaat etmektedir. Ancak, gelecekteki zorluk,
ornege niifuzu ve tespiti tek bir kartusta bir araya getirerek isi otomatik olarak
yapabilmektir. Manyetik partikiiller ayrica mikro kanallardaki biyoreaksiyonlara
belirgin bir destek olarak kullanilmakta [123] ve tek bakteril hiicreler manyetik-
hidro-dinamik akis tarafindan yiiklenebilir ve tasinabilir [124].

2.3.5 Biyoalgilama Materyallerinin Sabitlenmesi

Biyosensoriin cevap sinyallerini alabilmek igin, biyoalgilama materyalleri
transdiiser ile baglanmalidir. Biyoalgilama materyalleri transdiiserler {izerine
sabitleyici fiziksel ve kimyasal metotlar tipik olarak emilim, mikro hapsetme, tuzaga
diigiirme, capraz baglama ve kovalent baglamadir [20,24]. Sabitlemenin belirli
prosediirleri  transdiiser yiizeyinin dogasina, biyoalgilama materyallerinin
ozelliklerine ve biyosensoriin yapisina baglidir.

Enzimler ve antikorlar1 degerlendirdigimizde, bu molekiiller metal, metal oksit,
karbon ve cam yiizey lizerinde tutunurlar ve transdiiserler i¢in hidrofobik, iyonik ve
Van der Waals etkilesimlerle yaygin sekilde kullanilirlar [23]. Yiizeye tutunma,
biyoalgilama materyalleri iizerinde daha az bozunmaya yol agan en basit sabitleme
metodudur. Ancak, baglanma zayif ve kullanim 6mrii kisadir (birkag giin). Yiizeye
tutundurulan biyoalgilama materyali, 1sidaki, pH’daki, iyonik giigteki, akis orani ve
substratlardaki degisimlere kars1 hassastir. Ayrica, tutundurma, biyoalgilama
materyallerinin  kimyasal doniistirmede optimal etkinlik i¢in  molekiiler
odaklanmasini desteklemez.

Tuzaga disiirme metodunda, biyoalgilama materyali, transdiiser yiizeyi
yakininda bir jel, macun veya bir polimer matrisi i¢inde tuzaga distiriiliir. Jellere
polyacrylamide, nisasta jeli, naylon ve silastic jeller dahildir. Polimetrik materyaller,
1yl yapilanmis bir iskelet, secici iyon gegirgenligi, gelismis iletkenlik gibi birgok
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fonksiyon kazandirabilir ve elektron transfer siirecine aracilik eder. Tuzaga diisiirme
metodu, transdiiser yilizeyinde makro-molekiillerin siirekli konumlanmasini
saglayamaz ve omrii nispeten kisadir, genel olarak birkag hafta kadardir.

Capraz baglama metodunda, genelde glutaraldehyde, hexamethylene
diisocyanate ve 1,5-dinitro-2,4-difluorobenzene gibi ¢ift islevli etken maddeler,
biyomolekiiller arasinda katmanlar1 kararli hale getirecek molekiiller arasi baglar
olusturmak ve transdiiser lizerindeki biyoalgilama materyallerinin sabitlenmesinde
reaksiyon tabakalarindan sizmasini onlemede kullanilir [125]. Bu metot yiiksek
mekanik dayaniklilik saglamaz ve substrat diflizyonunu sinirlayabilir.

Kovalent baglanma kullanildiginda, kovalent kimyasal baglar1 biyoalgilama
materyali ve transdiiser yiizeyi arasinda olusur. Enzimler, antikorlar, karbohidratlar
ve oligoniikleotitler belirli molekiiler 6zelliklere sahiplerdir. Proteinler, makro-
molekiillerde, normal olarak animo, karboksil, sulfhydryl veya amino asitlerin
aromatik yan zincirlerine baglanirlar. Yiizeyde tutundurma, tuzaga diisirme ve
capraz baglama metotlariyla kiyaslandiginda, kovalent baglanma daha iyi ve aylarca
kalicilig1 siiren yiizey yapisi saglamaktadir.

Mayes [125], biyoalgilama materyallerinin sabitleme kimyasi {izerine detayli
bilgileri ve mevcut tekniklerin bir 6zetini sunmustur. Farkli transdiiser materyaller
(altin, cam, silika, metal oksitler, karbon ve polimerler) i¢in farkli biyoalgilama
materyallerine (enzimler, antikorlar ve diger biyomolekiiller) gore sabitleme
metotlart degerlendirilmistir. Sabitlenmis antikorlarin konumlandirilmasi, eklenen
glikozitler, ozellikle yerlesmis tiyol gruplari, antikor baglayici proteinler [126],
avidin/streptavidin-biyotin bilesimi [127] ve miihendislik g¢abalariyla olusturulmus
antikor pargalar1 iceren etiketler sayesinde kovalent eslestirme kullanilarak kontrol
altina alinabilir. Ozel yiizey sabitleme kontrolii, uygun yiizey fonksiyonelligi
saglamak i¢in substrat modelleme, fiziksel yerlesme ile birikimin kontrolii, 1s1kla-
idare edilen sabitleme ve modelleme ve birikimin elektro-kimyasal kontroli ile
gergeklestirilebilir. Duschl [128], sabitlenmis biyolojik sistemlerde, baglanma
sabitlerini ve kinetik oran sabitlerini belirlemek i¢in teorileri ve pratik yaklagimlar
aciklamigtir. Cunningham [23] tarafindan bahsedildigi iizere, segici bilesenlerin
optimal yiiklenmesi ihtiyaglarin1 karsilamak, uygun sekilde yapilmis ince filmler,
etkin biyomolekiil baglama i¢in uygun yonelme ve iyi tasarlanmis kiigiiltme igin
modellenmis ylizeyler i¢in gittikce daha fazla sayida yiizey modifikasyon ve
sabitleme teknigi gelistirilmistir.

2.3.6 Biyosensorlerin Tasarim
Biyosensorlerin tasariminda, temel diisiinceler: 6rnekler, performans kriteri (veya
gerekli ozellikler), galisma kosullar1 ve yeni teknolojilerdir (Sekil 9).
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Teknolojiler:

Kimya / Biyokimya

Bivoloji / Molaldiler Bivoloji
MEMS / NEMS [ Mikroakiskan
Nanotip [ Nanotel
Nanopertiliil
Enstriimantssyon ...

Omelder: Performans:
SavL Balirzinlik

Gaz Druyrarlilik

Ean " o Telrarlansbilirlik
Kanzim Bivosenson Hi

Mlalivet

Operasvon:

Ceevrim igi, gerpek zamenly
Strekli veys kesikli

Tek veva goklu hedefler
Oomatik va da ven otomstik
Tezgsh tieti va da taginabilir
Sshads veys lsborsteends ..

Sekil 9. Bir biyosensor tasariminda 6nemli hususlar.

Ornekler ve Hazirlamslar

Ornekleme teknigi, basarili biyosensdr uygulamalarinda kritik dneme sahiptir.
Ozellikle, tarimsal veya gida iiriinlerinden, gida isleme veya dogal ¢evreden gelen
orneklerde birgok bilinen, bilinmeyen, organik ve inorganik materyalleri mevcuttur.
Ayn1 zamanda, tarimsal, gida veya gevresel 6rneklerde var olan pestisit kalintilar1 ve
gida kaynakli patojenlerdeki hedef analitlerin konsantrasyonu genellikle cok
diisiiktiir (pestisitler i¢in birkac ppb ve bakteri igin birka¢ cfu/mL). Ornek niifuzunun,
hedef analitlerin ayrigtirilmasinin  belirginligi gelistirdigi ve hedef analitlerin
konsantrasyon alt tespit limitini gelistirdigi ¢ok ac¢iktir. Bundan dolayi, arzu edilen
nokta, 6ornek niifuzunun biyosensor enstriimaninin bir pargasi haline gelmesidir.

Genellikle, ti¢ metot; filtrasyon, santrifiij ve manyetik imiino-ayrigtirma,
laboratuarlarda hedef analiti 6rnekten ayristirmak ve sonra biyosensorlerin 6l¢timii
konsantre hale getirilmesi i¢in kullanilir. Manyetik imiinoayrigtirma, hizli, kolay ve
otomatik bir uygulama oldugundan biyosensorler i¢in daha uygundur. Gijs [129]
tarafindan degerlendirildigi {lizere, manyetik mikropartikiiller ve nanopartikiiller,
kalict miknatis veya elektro-miknatislar kullanilarak manyetik olarak manipiile
edilebilirler. Taneciklerin siviya oranla artan nispi hareketine bagl olarak,
fonksiyonellik kazandirilmis tanecikli ylizeyin kendini saran siviya maruz kalma
slirecinin gelisimine ve daha yiiksek etkinlikte 6rnek 6n-konsantrasyona zemin tegkil
eder. Manyetik olarak etiketlenmis hiicreler, diizenlenmis bir manyetik alan altinda
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secilebilir, ayristirilabilir ve hizalanabilir [130]. Bir calisma, belirli antikorlarla
kaplanmis manyetik nanopartikiillerin, manyetik mikro taneciklere goére E. coli
O157:H7’yi kiyma ve siit orneklerinde ayristirma siirecinde daha etkin yakalama
kapasitesine sahip olduklarini ve bunlarin otomatik ¢alisma ve kiiciiltme [131] i¢in
daha uygun olduklarin1 géstermistir.

Performans Kriteri

Belirlilik veya segicilik, bir biyosensoriin performansinin degerlendirilmesinde en
onemli faktordiir. Biyosensorde kullanilan, enzimler, antikorlar, DNA problar1 veya
mikroplar gibi biyoalgilama materyalinin dogas1 tarafindan belirlenir. Cogu
durumda, hedef analit i¢in, hatali pozitif oran oOl¢iilebilir. Benzer sekilde, hatali
negatif oran da bazi biyosensorlerin belirliliginin tespitine yardimci olmasi igin
kullanilabilir. Hatali pozitif/negatif oran1 %0,1’den %5’e kadardir. Giinlimiizde bir
biyosensorden %0,1’den az oran talep etmek ¢ok pratik degildir. Ayni zamanda, bir
biyosensoriin %5’in lizerinde bir oran gostermesi kabul edilebilir degildir.

Daha diisiik bir tespit limiti, biyosensoriin kalitesini gosteren ikinci Onemli
faktordiir. Alt tespit limiti, analitlerin, 6rneklerin ve biyoSensoriin yapisina baglh
olarak farkli sekillerde belirlenebilir. Bunlardan bir tanesi, en diisiik tespit edilebilir
sinyali temel alir. Tespit limiti ayrica tanimlanmis sinyal / giiriiltii oranin1 temel
alarak belirlenir, geleneksel olarak >3’diir. Her iki sinyal ve giiriiltiiniin ¢ok
degiskenlik gosterdigi durumda, alt tespit limitini, sinyal ve giiriiltii arasinda ciddi
degisiklikleri temel alarak belirlemek igin istatistiksel bir test kullanilabilir.

Hassasiyet, biyosensér ¢ikis  sinyalinde  degisimin, hedef analit
konsantrasyonundaki degisime orani olarak tanimlanir. Dolayli biyosensdrlerde, bir
kimyasal reaksiyonda, genellikle, hedef analitin konsantrasyonu degil, es-tepken
veya es-lirlinlerin konsantrasyonlarindaki degisiklikler o6l¢iiliir. Boylece, c¢ikis
sinyallerinin biiyiikliigii ve hedef analitin konsantrasyon verileri kullanilarak bir
kalibrasyon egrisi cizilebilir. Biyosensoriin farkli konsantrasyonlarda hedef analit

iceren standart bir ¢ozeltiye maruz birakilmasiyla elde edilebilir. Sonra, kalibrasyon
egrisinin dogrusal kisminin egimi hassasligi verir. Farkli biyoalgilama materyalleri
ve doniistiirme cihazlarina bagl olarak bir biyosensoriin hassasligini etkileyen bir¢ok
faktor bulunmaktadir. BiyOsensoriin hassasliginin her zaman ayni kalmasi ve
giivenilir sayisal sonuclardan emin olacak kadar yiiksek olmasi1 beklenir.

Tespit siiresi, biyosensorleri diger analitik enstriimanlardan ayiran en onemli
unsurlardan biridir. Bir biyosensoriin tespit siiresi 6rnekleme asamasindan sonuglarin
okundugu ana kadar hesaplanmalidir ve degeri birka¢ saniyeden birka¢ dakikaya
kadar degisir. Baz1 biyosensorler icin, cevap siiresi ve sifirlama siiresinin de bu
hesaba katilmasi gerekir. Cevap siiresi, bir biyosensoriin 6lglim sinyalinin bir
denklem i¢inde gelebilmesi i¢indir. Fiziksel ve hatta kimyasal sensdrlere kiyasla,
biyolojik algilama materyalleri genellikle bir biyosensoriin cevap siiresini uzatirlar.
Sifirlanma siiresi, bir biyosensoriin bir sonraki 6rnekte kullanim i¢in gerek duydugu
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hazirlik siiresidir. Ciinkii biyosensor yikandiktan, biyoalgilama materyalleri yeniden
olusturduktan veya algilama ¢iplerinin veya kartuslarinin degistirilmesinden sonra
temel denge yeniden baglatmaya ihtiya¢ duyabilir.

Biyolojik o6rneklerde ve biyoalgilama materyallerinde biiyiik degiskenlik
beklendiginden biyosensorlerin degerlendirilmelerinde tekrar edebilirlik ve yeniden
tiretilebilme 6zellikle onemlidir. Tekrar edilebilirlik genellikle bagil standart sapma
olarak ifade edilir ve kalibrasyon egrisi ¢izebilmek standart sapmayi
hesaplayabilmek igin yeterli kopyalar1 biriktirilerek belirlenebilir. Biyosensoriin
beklenen tekrar iiretilebilirligi %=1 ile %+10 arasindadir.

Biyoalgilama materyalleri, zamanla 1sidan, nemden, pH ve diger faktorlerden
etkilenerek bozulan organik materyaller oldugundan kullanim 6mrii biyosensorlerde
olduk¢a Onemli bir faktordiir. Gergekte, bir biyosensoriin standart Ornek
degisikliklerine cevap sinyali, kullanilan biyoalgilama materyallerine bagli olarak
aylar, giinler veya hatta saatlerle ifade edilir.

Uc tip kullanim Omrii belirlenmistir: kullammdaki bir biyosensériin dmrii,
depodaki bir biyosensoriin 6mrii ve ayri1 sekilde depolanan biyoalgilama
materyallerinin 6mrii [132]. Cogu biyoalgilama materyallerinin, kontrollii bir depoda
saklandiklarinda en az 6 ay dmre sahip olmasi beklenmekte ve cogu biyosensorlerin
giinler ve haftalar boyunca siirekli olarak kullanildiklar1 g6z 6niine alinmalidir.

Calisma Kosullart

Tarim, gida ve gevre uygulamalarinda, biyosensorler, ¢evrim i¢i veya ¢evrim
dis1; gercek zamanh veya degil; siirekli veya kesikli; ve sahada veya laboratuarda
kullanilabilirler. Ayrica, biyosensorler tezgah iistii veya tasinabilir yapida olabilir,
kendi baglarina veya bir PC’ye bagh sekilde calisabilir ve tamamen otomatik veya
yart otomatik olabilirler. Biyosensorlerin klinik teshisler ve ilag tarama
uygulamalarindaki kullanimlarina kiyasla, ¢evre uygulamalari biyosensorler gida
isleme fabrikalari, ¢iftlik veya sahada kullanildiklar1 zaman ciddi 1s1 farkliliklarina,
sarsintiya, elektromanyetik alana ve toza maruz kalacaklarindan, olduk¢a zor bir
faktordiir. Giintimiizde hala biyosensorlerin laboratuara ve saha da kullanimlari
arasinda biiytik farklilik bulunmaktadir. Bir gida isleme veya biyoisleme tesisinde
kullanilan bir biyosensor igin kullanilan dort ayri ¢alisma modu bulunmaktadir:
cevrim i¢i ve gercek zamanli, geri bildirimli ¢evrim ig¢i, yerel ¢evrim dis1 ve ¢evrim
dis1 uzaktan laboratuar.

Mevcut Yeni Teknolojiler

Biyosensorlerin gelisimi, kimya, biyoloji, malzeme bilimi, miihendislik ve
diger calisma alanlarin1 kapsadigindan, bu disiplinlerdeki yeni teknolojilerle
giincellemek bariz sekilde yararlidir. Mikroakigskan ¢ipler ve nanomateryaller buna
iki Ornektir.
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Mikroakiskan c¢ipler 90’11 yillarin basinda, elektroforetik ayristirmalar igin
hayatimiza girmistir. Geleneksel kilcal elektro-forezle kiyaslarsak, bu yeni cihazlar
i¢in ¢ok daha kisa analiz siiresi verilmistir [133]. Bu avantaj, diisiikk termal ve verimli
kiitle transferine oldugu kadar, biiyiik kanal yiizey alaninin, kanal hacim oranina
baglanmaktadir [134]. Buna ilaveten, bizi, yiiksek analiz hizi, diigiikk ayrim seviyesi
ve gii¢ tiiketimi agisindan avantajli olan mikro toplam analiz sistem (uTAS) veya ¢ip-
uistii-laboratuara gotiirecek olan mikroakigkan cihazlar, pompalar, vanalar ve
dedektorlerle uyum gostermektedirler. Mikroakiskan cipler, elektroforezde kiiciik
molekiillerin, DNA ve antikorlar/antijenlerin  tespitinde yaygin sekilde
kullanilmislardir. Yakin zamanda, Bange ve meslektaslar1 [135], mikroakigskan
imiino sensor sistemler iizerine bir degerlendirme sunmuslar; ve en ¢ok kullanilan
dontistirme metodunun 1smir oldugunu, bunu elektrokimyanin takip ettigini;
uygulamalarda ise biiyiik molekiillerin tespitinde sandvi¢ prosediiriiniin ve kii¢iik
molekiillerin tespitinde rekabet¢i denemelerin yaygin olarak kullanildigini isaret
etmislerdir.

Yeni, nanotiipler/nanokablolar/nanolifler (6rnegin, karbon nanotiipleri ve TiO;
nanolifleri) ve nanopartikiiller (6rnegin, manyetik tanecikler ve kuantum noktalar1)
nanodlcekli materyaller artik bulunmaktadir ve hedef ayrimi/konsantrasyon, boyut
kiiciiltme ve performans gelistirmek i¢in bunlarin biyosensorlerle bir araya getirmek
icin biiytik bir istek vardir. Yiiksek en-boy orani tek boyutlu (1D) nanotiipler gibi
nanomateryaller 6zel ilgi konusudur. Son donemlerde, 6rnegin, karbon nanotiipii
tabanli dual yiikseltme rotasi ultra-hassas elektro kimyasal biyosensorlerin proteinler
ve DNA [136] tespiti i¢in test edilmistir; organofosfat pestisitler [137]’in dogrudan
tespitinde optik biyosensérde OPH-altin nanopartikiiller kullanilmistir; ve glimiis
nanopartikiillerin, glikoz biyosensoriin [138] akima verdigi reaksiyonu gelistirdigi
rapor edilmistir. Biyosensor tasarim ve iretiminde, materyaller ve teknik {izerine
daha fazla bilgi, Davis ve meslektaglarinin [139]; ve Zhang ve meslektaslarinin [140]
yaptig1 derlemede bulunabilir.

2.3.7 Tarim, Gida ve Cevre’de Biyosensor Uygulamalari

Biyosensor teknolojileri gelistirilerek tarim, gida ve ¢evre alanlarina
uygulanmigstir. Tablo 2 yayimlanan raporlara gore tarimsal iiretim, gida isleme, gida
kalitesi ve giivenligi ve cevresel izleme konularindaki analitik hedeflere gore
biyosensorlerin bir listesini sunmaktadir. Tarim [141,142], gida [4,143—-146] ve cevre
[147—-149] alanlarinda biyosensorlerle ilgili bir¢gok derleme makalesi ve kitabi
mevcuttur.

Tarimda, biyosensorler genellikle pestisit, suni giibre, kotii koku ve hayvan
hastaliklar1 6l¢timlerinde uygulanmaktadir. Pestisitler, giiniimiiz tariminda kullanilan
binlerce organik bilesikten bir gruptur. Yaygin kullanimindan ve uygun olmayan
uygulamalardan dolayi, pestisitler tarimda 6nemli kimyasal tehlikelerden biridir.
Biiylik miktarlarda kullanilan ve gida iirlinlerine ve yer alti1 suyuna bulasmis
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olduklar1 kabul edilen 64 pestisit bulunmaktadir [150]. Tarim kimyasallar1 ig¢in
biyosensor uygulamalari1 [141], Kirleticilerin ekinlerde ve toprakta alan analizlerinde,
ekin ve canli hayvanlarda hizli hastalik tespitinde ve hayvan dogurganliginin
izlenmesinde [151] degerlendirilmistir. Enzimler, antikorlar ve hiicre esash
amperometrik, potensiyometrik, emilim ve 1sima etiketli optik donistiirme
metotlarina sahip biyosensorler, tarimda kullanilan hasere miicadele ilaglari, yabanci
bitki miicadele ilaglar1 ve mantarla miicadele ilaglarinin tespiti i¢in gelistirilmislerdir.
Tarimsal orneklerde pestisit ve antibiyotik kalintilar1 yogun sekilde incelenmis ve
elektrokimyasal enzimatik biyosensorler [152,153], SAW biyosensorler [154], SPR
biyosensorler [101] ve biyolojik 1s1ma biyosensorler [89] kullanilarak uygulanmustir.

Gida alaninda, biyosensorler, gida bilesenlerinin kalite kontrolleri ve gida
giivenligi icin mikrobiyal ve kimyasal igeriklerin tespiti gibi bir¢ok uygulama alani
bulmuslardir.

Tablo 2. Tarim, gida ve gevre konularinda biyosensor uygulamalari.

Uy gulama Analink Hedefler Biyosensar Tiplen
Tarim Darzomon dichlorvos, 2ldicerd, Amiperometrik imiing ve enzim sensdrier
Tnzsttizitler chlorpyrifs sthyl cmon, methasmi- Potansiyometrik imiine ve enzim sensdrler
dophos. malzomon, stofnpron, Emilim imiine ve enzim sensdrier
wh. Floresan imiine ve enzim sensdrier
Harbizitler Atrzzine, cyanazine, propazing, Hidcre esasl) eleknokimyzsal ve opik sensirier

smezine promston, terbutoen, vbe  LAPS imilng ve enzim sensérer
Fiber optik imiing sencdrier

QCM imikno s=nsbrier

Fungusitler Diithiocarbemats, carbofiran,
metzlaxy], trizdimefon, vb

Grda
Putrzzscine, cadaverine Ampenometrik enzim sensdrler
] Amperomatyik imiino sensieler

hypoxenthine DA/ RNA sensiler

L-lzctate, D-lactats Amperometrik hiore 2szsh

e dok sensdrler

Glukez, sukroz, lakioe, Potznsivomstrik enzim senzbrlern

frulctoz

Glwkmzts zspertzms LAPS imino senzigler

Etanol, siilfit Optik FIA bivosensor

Listeria monocyIogenss Florzszn immiino sensfrler, DCR-DNA sensfrler
E coii QL3THT SPR imiing sensdrler, DNA sensbrler
Saimonella QpRimurium Femiluminezzns imino senzorler
j‘[qp_,d{l,_pc_xc[_-_v OLFELS Q’S’!‘-.[ {miing sensirler, 'QCU'\.".[-DH.J; senairler

Empadans imiino sensdrler
Driger bakteri ve virdsler Terms] enzim sensbrler
Antibivotikler, pestizitler, fineusitler
Cevre

Oiczijen Amperomatrik imiino ve milyop sensdrler
Paraoxon, atrazine, dithioosr- Potznzivometrik hilors es=slt sensdrler
bemzte, vh Emmadan: imiino sensirler

Altilzt stilfonzt Flbﬂ'ﬂptlk imino sensdrler, loresans

zenadrler
Seflosporinler, penisilinler, Orptik nibore eszsls sensdler
nvstatin LAPE imiino sensdrler

Baz1 ticari biyosensorler, balik ve et iriinlerinin tazeligini belirlemek igin
kullanilmislardir.  Son  yillarda, ¢esitli  biyosensorler iizerinde, Listeria
monocytogenes, E. coli O157:H7 ve Salmonella typhimurium de dahil gida kaynakli
patojenlerin hizli, hassas, belirli, diisiik maliyetli tespiti i¢in ¢alismalar yapilmistir.
Bazi1 derleme makaleleri enzim esasli amperometrik biyosensorleri gida analizi [145]
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i¢in, biyosensorleri gida giivenliginde biyolojik ve kimyasal analitlerin 6lglimii igin
[155], biyosensorleri patojenik bakteri [156-158] tespiti i¢in ve biyosensor
uygulamalarini gida endiistrilerinde [54] incelemistir.

Cevresel izlemede, biyosensorler, hava, su ve toprak Orneklerinde pestisit
kalintilari, antibiyotik kalintilari, toksinler ve mikroplarin tespiti ve BOD 6l¢limiinde
kullanilmislardir. Biyosensorler, Dennison ve Turner [159] tarafindan gevresel
izleme agisindan degerlendirilirken, Wang ve meslektaslar1 [160] cevresel izleme
icin DNA elektrokimyasal biyosensorleri incelemislerdir. Toprak ve yiizey
sularindaki pestisitlerin tespiti i¢in elektrokimyasal enzimatik biyosensorler,
[152,153,161,162] arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Bir baska derleme
makalesinde, Rodriguez-Mozaz ve meslektaslar1 [149] ¢evresel uygulamalar igin
cesitli biyosensorleri isaret etmisler ve bunlarin gelecekteki trendlerinden
bahsetmiglerdir.

2.3.8 Ticari Biyosensor Uriinleri

Glikoz tespiti igin ilk ticari biyosensor 1970’lerde tretildiginden beri, ¢esitli
biyosensor {irtinleri diinya ¢apinda 150°den fazla firma tarafindan gelistirilmis ve
ticari sunuma dondstiiriilmustiir. 2003 yilinda biyosensérler 7,3 milyar dolarlik bir
pazara sahipti [27]. Hatta glikoz biyosensorleri olarak, hala biyosensoér pazarinin
%80’inden fazlasini kapsamakta ve gittikge daha fazla biyosensor, tarimsal iiretim,
gida isleme, ve c¢evresel izleme alanlarinda kullanilmaktadir. Cogu otomatik
biyosensor, ister masa Ustii, ister taginabilir tipte olsun, piyasada bulunabilmektedir.
Yellow Springs Instruments [163] firmasi tarafindan piyasaya siiriilen enzim-esasl
elektrokimyasal sensorler, 6rnegin, YSI 2700 SELECT, gida analizinde, glikoz,
sucrose, laktoz, laktat, glutamate, galactose, choline, etanol vb Glgiimii i¢in genis
caph kullanilmaktadir. Biacore [164] tarafindan gelistirilen, hassas sekilde 6rnegi ve
tampon ¢ozeltiyi kontrol etmek i¢in mikroakiskan kartuslariyla (IFC, Integrated
Microfluidics Cartridges) entegre edilen SPR biyosensorleri, patojenik bakterilerde
dahil hem kimyasal ve hem biyolojik etken maddeleri tespit edebilmektedir.

Biacore Q, ozellikle gida giivenligi ve kalitesi i¢in tasarlanmistir. Research
International [165] firmasma ait, mikroakigkan tabanli tasinabilir RAPTOR fiber
optik biyosensorler toksinleri, kimyasallari, bakterileri ve virlisleri tespit
edebilmektedir. Bunlar, bakteri tiirleri ve Orneklerin tiplerine de bagli olarak,
toksinler ve bakterileri 1 ng/mL ve 100 cfu/mL’e kadar diisiik seviyelerde tespit
edebilmektedir. Cesitli mikrobiyal BOD biyosensor sistemleri (BOD-2000 by
Nisshin Electric Co., Tokyo, Japan; BODypoint by Aucoteam GmbH, Berlin,
Germany; BSBmodul by Priifgerdte-Medingen GmbH, Dresden, Germany; ve ARAS
by Dr. Lange GmbH, Berlin, Germany), atik su ve g¢evresel kontrol siireglerinde
kullanilmaktadir. Bu BOD biyosensorlerin biiyiikk ¢ogunlugu, siirekli akis diizenegi
amper-metrik oksijen transdiiserlerini temel almistir. Bunlara ilaveten ticari optik
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biyosensorler, Baird ve Myszka [166] ve Rich ve Myszka [167] tarafindan
degerlendirmeye alinmistir.

Segilen biyosensor ireticileri, enstriimanlart ve iletisim bilgileri Tablo 3’te
Ozetlenmistir.  Birgok  biyosensér  arastirma  prototipi, piyasada
bulunmadiklarindan burada listelenmemistir.

hentiz

Tablo 3. Biyosensor iireticileri, ekipmanlarindan bir segme ve iletisim bilgileri.

Cretict Cihaz Kontak
Elskrokimyasal byosensdrier
Analox Instruments Analyzer LMS, Am2, Gm10, GM7  analox.com
Aucoteam GmbH BODypomt Berlin. Germany
BioFuturaSrl PerBaco 2000, PeBaco 2002 biofutura com
Biosenson SpA Midas Pro Genoa, Italy
BioSensor Technology GmbH  Thick Film Biosensor bst-biosensor.de
Biomeneux Bactometer 64/128, M128 blomerieux-usa.com
Biotech Products Micro Dialysis Biosensors by Sycopel biotechproducts com
Dr. Lange GmbH ARAS Berlin, :
EKF Diagnostic GmbH Biosen 5020, 5040, 6020 ekf-diagnostic de
Flownamics Analytical Instru- FAIZA 110-P flownanucs com
ments
Gwent Sensors Ltd The Answer 8000 g-s-lcouk
IBA GmbH OLGA. on-Line General Analyzer  1ba-go.de
Ismatec S.A ASIAFIA ismatec com
Malthus Malthus 2000 Crawley. UK
Nisshin Electne Co. BOD-2000 Japan
Nova Biomedical Bio Profile Chenustry Analyzer novabiomedical com
Onental Electric Co. Fresh Meter KV-101 Japan
Pritfgerate Medmgen GmbH BSBmodule Dresden Germany
SensAlyse Ltd Alcohol Sensor sensanalyse com
Toyo Jozo PM-1000, PM-1000DC, M-100, AZ- Shizuoka. Japan
200 Analyzers
TRACE Biotech AG Process TRACE 1.2 trace-ag de
Universal Sensors ABD 3000 imntel ucc.1e/sensors‘umversal/
Yellow Spnngs Instruments YS1 2300, YSI 2700 SELECT ysicom
Opnk biyesensorler
Analytical u-Systems BIO-Suplar 2 micro-systems.de
Affinty Sensors TAsys, [Asys Plus, [Asys Auto+ affinaty-sensors com
AVIV Instruments PWR Model 400 avivins com
Biacore AB Biacore 1000. 2000, 3000, X. J, Quant biacore.com
Farfield Sensors Ltd AnaLight Bio250 farfield-sensors co.k
Graffinty Plasmon Imager graffinity com
HTS Biosystems SPR amay htsbiosystems.com
IBIS Technologies IBISLIBISIT 1bis-spr.al
Nippon Laser Electromcs SPR670, SPR Cellia nle-lab.cojp
Prolinx OCTAVE prolmxinc. com
Quantech Ltd FarTraQ SPR Aamay quantechitd com
Research International RAPTOR resrchint] com
SRU Biosystems BIND srublosystems com
Texas Instruments Spreeta ti.com
ThreeFold Sensors HHO! BioSensor Fluorometer threefoldsensors.com
Prezoelektnk ahazlar
CH Instruments EQCM 400 Electrochemical QCM chinstruments com
Elchema EQCN-700 and EQCN-900 QCM eichema com
Maxtek PM-700 Senes maxtek com

Princeton Applied Research

QCA-917. QCA-922 QC Analvzers

(devami)
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QCM Fesearch Mark Senes Cryvogenic QCAL and qemresearch com
Thermoelectric Pizcelectnc Detector

Universal Sensors PZ-105 Gas Phaze Piezoelectnnc Dietec- intel ticc 1e/sensors universal
tor, PZ-1000 Inrmmobioensor

Termal sensérles

Minco Termistérler ve termomstrslar EiRco. oK

Thermal Metric Termal zitivite monitérler UK

Thermometnic Termiztde, termists sensirler, thermometnc com
te=rmoproblar

Yellow Springs Instruments Termiztés, termoprobilar, Vsicom
termometraler

Bazi raporlar [27,167], kitaplar [147] ve derleme makaleleri [149, 166,168]
ticari biyosensor friinleri ve bunlarin pazarlart hakkinda kapsamli bilgiler
vermektedir.

Yeni biyosensorlerin gelistirilmesinde, aym1 zamanda biiyiik bir engeli
olusturan iki biiyiik ihtiya¢ bulunmaktadir. Bunlardan biri ultra kiigiik boyut ve digeri
ultra yiiksek hassasiyettir [14]. MEMS, biyoMEMS, NEMS ve mikroakiskan
teknolojileri, biyosensorlerin pompalar, vanalar, reaktorler, ayristiricilar, dedektorler,
kontrolorler vb ile ¢ipler veya bir dizilim iginde biitlinlestirilmelerini miimkiin
kilmigtir [124,135]. Nanotiipler, nanokablolar, nanofiberler ve nanopartikiiller gibi
nanomateryaller, Kohli ve ark. [169], Chen ve ark. [170], Li ve ark. [171] ve
Seydack [172], derlemelerinde oldugu gibi biyosensérlere uygulanmistir. Ayni
zamanda lizerlerinde miihendislik ¢alismalar1 yapilmis biyoalgilama materyallerinin,
biyosensorlerin gelisiminde 6nemli rol oynayacaklarini, bunun tekil molekiillerin
tespitine imkan saglayacagini  belirtmislerdir. Bu  gelismis teknolojiler
biyosensorlerle biitiinlestikge, biyosensorlerin tarim, gida ve ¢evre alanlarinda,
biyolojik ve kimyasal etken maddelerin hizli, belirli, hassas, diisiik maliyetli, sahada,
¢evrim i¢i ve/veya gercek zamanli tespiti gerceklesmis olacaktir.

Tesekkiirler

Yazar, Arkansas Universitesi, Biyosensorler ve Biyo Donanim laboratuarinda
calisan tiim arastirmalarda bulunan meslektaglarina, arastirma gorevlilerine,
asistanlara ve yiiksekogrenim oOgrencilerine bu ¢alismanin hazirlanmasinda
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