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Oz

Biyosensorler, hedef analitin varligi ya da konsantrasyonunu biyoreseptorin
spesifikligi ve konsantrasyonuyla orantii olarak elde edilen sinyal aracilidiyla
belirleyen cihazlardir. Hizli, hassas, givenilir, kolay tasinabilir ve ekonomik cihazlar
olmalari nedeniyle geleneksel analitik metodlara gii¢li bir alternatiftirler.

Anaerobik metabolizma yolunun dnemli bir metaboliti olan laktatin (laktik asit) varligr,
organizmalarin saglgi ve bazi gida suregleri gibi birgok reaksiyon icin énemli bir
gOstergedir. Laktik asit bakterileri tarafindan dogal olarak Uretilen laktat, fermente
gida urinleriyle birlikte diger pek ¢ok yiyecek ve icecekte bulunmaktadir. Bu nedenle;
gida endustrisinde laktat seviyesi, Urlnlerin; tazelik, stabilite ve kalite 6zelliklerinin
belirlenmesinde kullaniimaktadir. Diger bir agidan, anaerobik kosullar altinda laktat
uretimi; insanlarda yorulmanin ve hidrasyonun bir igaretidir. Kan laktat dizeylerinin
hizli olarak belilenmesi, septik sok hastalarinda ¢oklu organ yetmezligi ve élimin
izlenmesi agisindan iyi bir belirtectir.

Glnumdizde, elektrokimyasal biyosensoérler; dustuk maliyeti, kullanim kolayhgdi,
mukemmel hassasiyeti ve yuksek segiciligi gibi 6zellikleri nedeniyle laktat seviyelerini
belirlemek i¢in yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Literatlrde, laktat biyosensdrlerinin
cogu enzimatik amperometrik biyosensérlerdir. Yaklasik olarak bulunan on bes ticari
biyosensodrun yani sira, laboratuvar kosullarinda incelenen ¢ok sayida biyosensér
bulunmaktadir. Caligmalar, laboratuvar 6lgekli yeni biyosensorlerin gelistiriimesi
Uzerine yogunlasirken bunlari ticari kullanim amaciyla pazara sunmak onemli bir
gerekliliktir.

Anahtar Kelimeler: Biyosensotr, Biyoreseptor, Elektrokimyasal, Endistri, Gida,
Laktat, Saglk, Transduser

Abstract

Biosensors are devices that determine the concentration of the target analyte by
means of a signal obtained in proportion to the specificity and the concentration of
the bioreceptor. They are a powerful alternative to traditional analytical methods due
to the fact that they are fast, precise, reliable, portable and economical devices.
Lactate (lactic acid), a key metabolite of the anaerobic metabolism pathway, is an
important indicator for lots of reactions, including the health of organisms and some
food processes. Lactate which is naturally produced by lactic acid bacteria is found in
fermented food products and many other foods and beverages. Thus; lactate level in
the food industry is used to determine freshness, stability and quality characteristics
of the products. In another aspect, lactate production under anaerobic conditions is a
sign of fatigue and hydration. Serial determination of blood lactate levels, is a good
predictor to follow the multiple system organ failure and death in septic shock
patients.

Today, electrochemical-biosensors are used commonly because of their features
such as low cost, easy usage, perfect sensitivity and high selectivity to detect lactate
levels. In the literature, most of lactate biosensors are enzymatic amperometric
biosensors. Besides the approximately fifteen commercial biosensors, there are a
great number of biosensors examined in laboratory conditions. While the studies
focused on the development of new biosensors in lab-scale, it is a necessity to gain
them as commercial usage.

Keywords: Biosensor, Bioreceptor, Electrochemical, Industry, Food, Lactate, Health,
Transducer




1. Girig

Gunimlzde gida, kimya, cevre, saglik ve biyoteknoloji
gibi  endustriler hizh  bir blylme ve gelisme
gostermektedir. Bu endulstrilerde en blylk sorun kalite
glvencesi ve sure¢ kontrolleri icin yapilan periyodik
analizlerin oldukga yorucu, uzun zaman alan ve deneyimli
calisan gerektiren geleneksel tekniklerle
gerceklestirimesidir. Bu geleneksel tekniklere 6rnek
olarak gida endustrisi temel alindiginda kromatografi,
spektrofotometri, elektroforez, titrasyon verilebilir. Bunun
sonucunda kompozisyonundaki ¢ok sayida bulunan
bilesen konsantrasyonlarini belilemek uzun Zzaman
almaktadir. Bu nedenle bu endustrilerde hizli, hassas,
guvenilir, kaglk, kolay tasinabilir ve dusik maliyetli
tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu noktada biyosensor
teknolojisi; kiglUk ve disuk maliyetli cihazlarla biyolojik
sistemlerin hassas ve 0zgul olarak ¢alismasini saglayarak
geleneksel analitik yontemlere gugli bir alternatif
olmaktadir (Scheller ve Schubert 1992; Canh 1993; Mello
ve Kubota 2002; Moser vd. 2002; Velasco-Garcia ve
Mottram 2003; Aykut ve Temiz 2006; Viswanathan ve
Radecki 2008; Thakur ve Ragavan 2013).

Biyosensorlerin dusik maliyetli cihazlar olmalari oldukga
6nem arz etmektedir. Tran Minh Canh’in 1993 yilinda
yayimlanan Biyosensér isimli kitabina goére; Japonya,
biyosensor arastirma ve gelistirme (Ar-Ge) alaninda o
dénemde Dlnya’ya hakimdir ve biyosensor drlnlerindeki
Japon pazarinin yaklasik olarak 1,5 milyon yen oldugu
belirtiimektedir. Japonya’yl takiben Almanya ve diger
Avrupa Ulkelerinin (ingiltere, Fransa, italya ve ispanya) de
biyosensoér alanindaki arastirmalara aktif olarak katildiklari
ifade edilmektedir. Ayrica biyosensorlerin guvenilirliginin
artisinin ve maliyetindeki azalmanin ayni yénde ilerledigi
ifade edilmektedir. Bunun sonucunda biyosensdrlerin ilgili
sektdrlere daha fazla nufuz etmesini ve yeni uygulamalara
ilgi duyulmasini sagladigi belirtilmistir (Canh 1993).
Kuresel Endustri Analizleri'nin (Global Industry Analysts)
2014 Kasim ayinda vyayinladigi rapora goére, yeni
teknolojilerin ortaya g¢ikmasi, seker hastaligi gibi saglik
konularini yénetme ihtiyacinin artmasi ve yeni uygulama
alanlarindan gelen gugli talep nedeniyle 2020 yilinda
biyosensorlerin global pazarinin 20,7 milyar ABD dolarina

ulasmasi beklenmektedir (Market Research Report
Collections 2014).
Biyosensorler; basit olarak, biyolojik bir materyal,

tanimlayici molekuller olarak biyolojik tanimlayici tabaka
(biyoreseptor), transduser (dondstirtcu) ve sinyal igleyici
kisimlarindan olugsan analitik cihazlardir (Tothill 2001).
Biyosensdrler, kavramsal olarak yeni bir gergek-zaman
yaklasimini, yerinde ve ayni zamanda birden fazla
biyolojik zararli ajanin tespitini temsil etmektedir
(Viswanathan ve Radecki 2008).

Biyosensor terimini ilk defa kullanan Clark ve Lyons
(1962), glukoz sensoéri olarak kullaniimak Gzere enzim-
elektrot kompleksini Gretmiglerdir (Clark ve Lyons 1962).
Bu tarihten sonra biyosensér alaninda olaganusti
gelismeler s6z konusu olmustur (Luong vd. 1997,
Thévenot vd. 2001; Kulkarni vd. 2014; Bahadir ve
Sezginturk 2015).

Biyosensér arastirma ve gelistirmelerinin daha ¢ok saglik,
cevre uygulamalari ve gida endustrisine dogru yénelim

gOsterdigi  gorulmektedir (Velasco-Garcia ve Mottram
2003). Ozellikle patojen belirleyici biyosensérlerin; saglik,
askeri, gida ve cevreyle ilgili endustri alanlarinda giderek
artmasi beklenmekte olup uygun pazar pay da
bulunmaktadir (Canh 1993; Alocilja ve Radke 2003).

1.1 Biyosensorler
1.1.1 Biyosens6r Tanimi ve Tarihgesi

Biyosensor, ornek icinde bulunan analitin
konsantrasyonunu ya da aktivitesini belirlemek igin
transduserle biyoreseptdriin birlesimini iceren cihazi ifade
etmektedir (Rustagi ve Kumar 2013). Biyosensérlerde
hedef analitin konsantrasyonu, transduserden
biyoreseptoriin spesifikligi ve konsantrasyonu ile orantili
olarak elde edilen sinyal araciligiyla belirlenir. Bu sinyal,
proton konsantrasyonundaki degisiklikler, amonyak ya da
oksijen gibi gazlarin salinmasi ya da yukseltgenmesi, 1s1k
emisyonu, absorbsiyon ya da reflektans, 1sI emisyonu,
kitle degisikliginin sonucu olarak olugsmaktadir. Sinyal,
dondstirici tarafindan akim, potansiyel, sicaklik degisimi,
iIsik absorbsiyonu gibi dlgulebilir cevaplara ya da
elektrokimyasal, termal, optik ya da piezoelektrik kutle
artisina  donlsturilebilmektedir.  Sinyal, gelecekteki
galismalar igin  guglendirilebilmekte, islenebilmekte,
depolanabilmektedir. Prensip olarak herhangi bir reseptor,
uygun olan herhangi bir transduserle operasyonel bir
biyosensér Uretmek igin birlestirilebilir (Junhui vd. 1997;
Aykut ve Temiz 2006). Biyosensorler, sematik gosterimi
Sekilt’de gdsterilmektedir (Velasco-Garcia ve Mottram
2003).

Biyosensorler temelde biyoreseptdr ve transduser olmak
Uzere iki ana bilesenden olusur. Biyoreseptdr; analitin
taninmasindan ve buyuk Olgekte sensérin spesifikligi ve
hassasiyetinden sorumlu kismi olusturmaktadir.
Biyoreseptorler, belirli bir substrata baglanabilecek
Ozellikte olup enzim temelli, tim hicre temelli ve
biyoaffinite temelli olmak U(zere 3 grup altinda
toplanmaktadirlar (Mehrvar vd. 2000; Aykut ve Temiz
2006; Thakur ve Ragavan 2013).

Biyosensorlerin transduser kismi; sinyalin, tanimlayici
sistemin (biyoreseptorlerin) c¢ikis alanindan genellikle
elektriksel alana iletiimesini saglamaktadir (Thévenot vd.
2001).

Biyosensoarlerin basarili bir sekilde ¢alisabilmeleri igin bazi
Onemli Ozelliklere sahip olmalari gerekmektedir (Chaplin
ve Bucke 1990; Leonard vd. 2003; Thakur ve Ragavan
2013):

i. Secicilik: Biyosensor cihazi, hedef analit igin
yuksek segicilige sahip olmali ve benzer kimyasal
yapilara sahip kisimlara hicbir sekilde c¢apraz
reaktivite géstermemeli ya da minimum dizeyde
gOstermelidir. Biyokatalistler de hedef analiz icin
yuksek spesifiklige sahip olmali, kolorimetrik
enzim seritleri ve daldirmali seviye dlgme
cubuklari haric normal depolama kosullari altinda
stabil olmali ve fazla sayidaki analizlerde de iyi bir
stabilite gostermelidir (Chaplin ve Bucke 1990;
Leonard vd. 2003; Thakur ve Ragavan 2013).




ii. Hassasiyet: Reaksiyonun, karistirma, pH ve
sicaklik gibi kontrol edilebilir fiziksel
parametrelerden bagimsiz olmasi gerekmektedir.
Biyosensor cihaziyla élgim yapilirken 6rneklerin
on temizligi gibi 6n muamele iglemlerinin
olabildigince az dizeyde tutulmasi gerekmekte
dolayisiyla fazla basamak olmamasi
istenmektedir. EJer reaksiyon koenzim ya da
kofaktorler igeriyorsa, bunlarin tercihen enzimle
birlikte ko-immobilize halde bulunmasi
gerekmektedir (Chaplin ve Bucke 1990; Leonard
vd. 2003; Thakur ve Ragavan 2013).

iii.  Yanitlarin Dogrulugu: Yanitlarin; kesin, hassas,
seyreltme ve konsantrasyon olmadan vyararl
analitik araligin lUzerinde tekrarlanabilir ve
dogrusal olmasi gerekmektedir. Ayrica elektriksel
glrdltiden arindinimig olmasi gerekmektedir
(Chaplin ve Bucke 1990; Leonard vd. 2003;
Thakur ve Ragavan 2013).

iv. Sinyal  Yanitlarinin  Tekrarlanabilirligi: ~ Ayni
konsantrasyonlara sahip Orneklerin, birden fazla
kez analiz edildiklerinde her seferinde ayni
sonucu vermeleri gerekmektedir (Thakur ve
Ragavan 2013).

v. Hizh Tepki Siresi ve lyilesme Siresi:
Biyosensorin etkin bir sekilde calisabilmesi igin
hedef analitin gergek zamanl izlemesinde
yeterince hizli sirede cevap vermesi gereklidir.

Vi. islevsellik: Eger biyosensér, klinik durumlarin
invaziv izlemesi igin kullanilacaksa probunun
herhangi bir toksik ya da antijenik etkiye sahip
olmamasi, ufak ve  biyouyumlu  olmasi
gerekmektedir. Eger biyosensor, fermentérlerde
kullanilacaksa steril edilebilir olmasi
gerekmektedir. Biyosensorler, tercihen
otoklavlanabilirler. Ancak higbir biyosensér enzimi
bu derece siddetli islak-iIsi muamelesine
dayanamayabilir. Her ki durumda da
biyosensorlerin kirlenme ya da proteoliz egilimi
olmamasi gerekmektedir (Chaplin ve Bucke 1990;
Leonard vd. 2003).

Vii. Kararlilk (Stabilite) ve Calisma Omrii: Farkl

biyokimyasal ve c¢evresel sartlarda biyolojik
komponentlerin cogu kararl ozellik
gostermemektedirler. Bu nedenle  biyolojik

elementlerin aktivitelerinin uzun stre muhafaza
edilebilmeleri icin araylz edilerek kullaniimasi
gerekmektedir. Bu sayede  biyosensorler
pazarlanabilir ve pratikte alaninda faydali olarak
kullanilabilir hale gelmektedir (Chaplin ve Bucke
1990; Leonard vd. 2003; Thakur ve Ragavan
2013).

viii. Kullanici Dostu Olma: Biyosensorlerin; ucuz,
kiguk, tasinabilir ve yari kalifiye operatorler
tarafindan  kullanilabilecek  dlizeyde olmasi
gerekmektedir (Chaplin ve Bucke 1990; Leonard

Biyosensorun yeniden kullanilabilirligi igin iyilesme vd. 2003).
suresinin kisa olmasi gerekmektedir (Thakur ve
Ragavan 2013).
BIYOSENSOR
Omekler (Analitler) Biyoreseptor Transduser Elektronik Veri Isleme

- Giglendirici

Sekil 1. Biyosensoriin sematik gosterimi (Velasco-Garcia ve Mottram 2003)

Leland Charles Clark Jr. (Antioch College, Yellow Springs
ve Cincinnati Cocuk Hastanesi, Ohio, ABD) biyosensor
calismalarinin 6ncusu olarak bilinmektedir (Renneberg ve
Lisdat 2006; Thakur ve Ragavan 2013). Clark, kalp ve
akciger makinelerindeki ven ve arter kan dénglstnin
oksijen  gerilimini  dizenli  izlemenin  gerekliligini
belirtmektedir. Uzun vyillar boyunca kalp ve akciger
makinelerinde kan oksijen gerilimi icin polarografik
yontemler kullaniimistir. Ancak bu ydntem, uzun sdreler
boyunca c¢alisacak ve surekli mutlak oksijen gerilimi
kaydini tutacak bir cihazi gerekli kilmaktadir. Bu nedenle
Clark ve arkadaslari ¢iplak bir platin katodu ve Uzeri selo-

fan kaplanmis katodun ikisiyle birlikte dis referans anotlari
kullanarak eski katodlardan daha iyi bir sekilde ilerleme
kaydettikleri kandaki kismi gazlarin gerilimini (pO, ve
pCO,) ve kanin pH degerini o6lgcen bir elektrot
gelistirmiglerdir (Oksijen Elektrodu) (Clark 1956). Bu
gelismenin ardindan Clark ve Lyons, hidrofobik membran
ve dializ membran, glukoz oksidaz enzimi (GOD) ve pO,
elektrot kullanarak kandaki glukoz igerigini hassas bir
sekilde dlgebilen bir enzim elektrot sistemi gelistirmiglerdir
(Clark ve Lyons 1962).

Updike ve Hicks 1967 yilinda Clark ve Lyon’un enzim
elektrot sistemini temel alarak; trliin formasyonunu ya da




ayrag tuketimini izleyerek analit konsantrasyonunu délgen
ilk amperometrik biyosenséri gelistirmislerdir (Mello ve
Kubota 2002; Thakur ve Ragavan 2013).

1969 yilinda Guilbault ve Montalvo, amonyum iyonlarina
cevap verebilen bir Beckman katyonik cam elektrodunun
Uzerine ince bir film immobilize Ureaz vyerlestirerek
yaptiklari igin Ure elektrodu adini verdikleri substrat tre
miktarini  belirleyen Gre doéndstlricu gelistirerek ilk
potansiyometrik enzim elektrodunu tanimlamislardir
(Guilbault ve Montalvo 1970).

Mindt ve Racine (Hoffmann la Roche) 1973 yilinda ilk
laktat sensoérinl gelistirmeyi disinmusglerdir. Yine 1973
yilinda Guilbault ve Lubrano, platinyum elektrotta hidrojen
peroksidin belirlenmesine dayanarak glukoz ve laktat
enzim sensOrunt tanimlamiglardir (Palleschi vd. 1990;
Scheper vd. 2006; Thakur ve Ragavan 2013).

1974 yihnda Klaus Mosbach ve Bengt Daniellsson, isi
sensorinid  matris baglayici enzim preparasyonunun
yanina yerlestirerek ve sicaklik élgiim birimiyle baglantil
olan, enzim aktivitelerinin g¢evresinde meydana gelen
sicaklik degisimlerini direk 6lgen i1s1 hassasiyetli enzim
sensorind yani termistori gelistirmiglerdir (Mosbach ve
Danielsson 1974).

Enzim elektrot sisteminin gelistiriimesinden bir sire sonra
Yellow Springs Instruments (YSI), Clark ve Lyon’'un enzim
elektrot sistemini gelistirerek amperometrik olarak hidrojen
peroksit (H,O,) belirleyen glukoz analiz edici cihazi
(YSI23006) 1975'te piyasaya surmuslerdir. Aslinda firma
ilk olarak 1973 senesinde biyosensor cihazini piyasaya
slrse de parazit sorunu nedeniyle geri ¢gekilmek zorunda
kalmistir. Ve bu sorunun ilave bir membran eklenerek yani
sandevic membran yontemini gelistirerek  (enzim,
nikleopor polikarbonat membran ve sellloz asetat
membran arasinda tutularak) ¢ézilmesiyle 1975 yilinda ilk
biyosensor cihazinin piyasaya surldlmesi
gerceklestirilmistir (Scheper vd. 2006; Thakur ve Ragavan
2013).

1975 yilinda biyosensoérler, Divies’in ethanol analizi igin
oksijen prob ve Acetobacter xylinum'un selllozik
pelikilinin  kombinasyonuyla  mikrobiyal elektrodu
tasarlamasiyla yeni bir evrim gecirmislerdir (Divies 1975).
Clemens ve arkadaslari 1976 yilinda bir elektrokimyasal
glukoz biyosensérl, yapay bir pankreas yataginda
birlestirmislerdir. Ardindan bu sensdér, Biyostator olarak
Miles Laboratuvarlari tarafindan pazarlanmistir (Scheper
vd. 2006; Thakur ve Ragavan 2013).

1976 yilinda La Roche (isvigre) tarafindan polarize platin
elektrot Gzerine kiiguk bir reaksiyon odasinda sitokrom b2
yerlestiriimis ilk enzim elektrot temelli laktat biyosensori
(Lactate Analyzer LA 640) gelistiriimistir (Scheller ve
Schubert 1992; Malhotra ve Chaubey 2003; Thakur ve
Ragavan 2013).

1983 yilinda Liedberg ve arkadaslari, Yizey Plazmon
Rezonans (Surface Plasmon Resonance-SPR) teknigini
gelistirerek kimyasal sensdrler alanina yeni bir optik teknik
kazandirmislardir (Liedberg vd. 1983).

1984 yilinda Turner ve arkadaslari, disik maliyetli enzim
elektrotlarin  dretimi icin immobilize araci (mediyator)
olarak ferrosen ve tlrevlerinin oksidorediktazlarla
kullanimi hakkinda bir bildiri yayinlamiglardir. Bu hali,
MediSense tarafindan 1987’'de Amerika Cambridge’de
piyasaya slrilen kalem O&lgcer sayaciyla birlikte evde

kandaki glukozun izlenmesini saglayan ekran baskili
enzim elektrodun temelini olusturmustur (Thakur ve
Ragavan 2013).

1.2 Biyosensorlerin Siniflandiriimasi

Biyosensorler, calisma prensipleri dikkate alinarak
biyoreseptorii ve fiziksel transduserlerine goére iki ana
sinifa ayrilmaktadir. Biyosensorlerin bu iki ana sinifa goére
detayli sekilde siniflandiriimasi Sekil 2'de gosterilmektedir
(Thakur ve Ragavan 2013).

Gore

1.21 Biyolojik Elementine

Biyosensorler

Tanimlayici

1.2.1.1 Enzim Temelli Biyosensorler

Biyosensodrler arasinda biyoreseptdri enzim olanlar
Uzerinde daha fazla galisma yapilmistir. Enzimler; yiksek
secicilikleri ve substrata yonelik aktiviteleri nedeniyle
biyolojik aktif materyal olarak kullanilabilecek en iyi
materyallerdir. Baslangigtaki reaksiyon hizlari nedeniyle
enzimler, c¢ogunlukla substratlarin konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde kullaniimaktadirlar. Ayni zamanda pek
¢ok biyokimyasal reaksiyon spesifik enzimler tarafindan
katalizienmektedir. Bu nedenle enzimler, biyosensorlerde
katalitik bilesen olarak genis anlamda kullaniimaktadirlar.
Enzimler, biyosensorlerde yalniz bir gekilde katalitik
eleman olarak kullanilabildigi gibi alternatif olarak antikor
gibi diger bilesenlerle birleserek belirteglerde sinyal
yukseltici olarak da kullanilabilmektedirler. Enzim temelli
biyosensorlerin gogunda enzim olarak oksidoreduktazlar
kullaniimakta ve bu oksidoredlktazlarin da yaygin olarak
iki alt sinifi  olan oksidaz ve dehidrojenazlar
kullaniimaktadir (Chaplin ve Bucke 1990; Wilson ve Hu
2000; Tothill 2001; Choi 2004; Rustagi ve Kumar 2013;
Rathee vd. 2016).

Bir enzim temelli biyosensorin konsepti; sensér yuzeyinin
yakinina enzim yerlestiriimesine dayanmaktadir.
Enzimatik temelli biyosensdrlerde biyosensér, substratin
konsantrasyonunu  sensOr  ylzeyindeki  enzimatik
reaksiyonlara gore belirlemektedir. Reaksiyon iki benzer
prosesle kontrol edilmektedir. Bunlar; substrattaki
enzimatik donlisim ve Urindn enzim katmanindan
difuzyonudur (Turner vd. 1989; Rathee vd. 2016).

Enzim temelli biyosensdrler, enzim elektrodun icadindan
beri (Clark ve Lyons 1962) cesitli potansiyel uygulama
alanlari nedeniyle giderek artan bir sekilde dikkatleri
cekmektedir. Enzim temelli biyosensorler; biyotip, cevre,
gida kalite kontrol, tarim ve ilag endustrilerinde cesitli
hedef analitlerin kalitatif ve kantitatif analizlerinde oldukga
Onemli bir tekniktir. Pratik ve ticari agidan 4 tip enzim
temelli biyosensoér yaygin olarak kullaniimaktadir. Bunlar;
glukoz (diyabetin tani ve tedavisi, gida bilimi,
biyoteknoloji), laktat (spor hekimligi, yogun bakim, gida,
biyoteknoloji), ure (klinik uygulamalar) ve glutamat /
glutamindir (gida, biyoteknoloji) (Wilson ve Hu 2000; Zhao
ve Jiang 2010; Ispas vd. 2012).

Enzimlerin; pH, sicaklik, iyonik kuvvet gibi 6zelliklerinin
kararlilk gostermemesinden dolayl  biyosensorlerde
kullanimi sinirlandiriimaktadir. Bu nedenle enzim temelli
biyosensorler  tasarlanirken  enzimlerin  aktivitelerini




surdurmeleri i¢in uygun ortam saglanmaya calisilir. Bu

ortam, biyokatalizérin destekle birlegtiriimesi ya da
biyokatalitik ~ dénisimin  immobilize  materyallerle
genisletiimesi seklinde saglanabilmektedir (Gdpel ve

Heiduschka 1995; Tothill 2001; Choi 2004; Zhao ve Jiang
2010; Rustagi ve Kumar 2013).

Enzim immobilizasyonu, enzimin substrat ve drlnler igin
olandan farkli bir faza (matris / destek) baglanmasidir.

kullanilabilirligini  ifade  etmektedir.  immobilizasyon,
enzimin drinden kolayca ayrilmasini saglamaktadir ve
bundan dolayr Urinlin protein kontaminasyonu enaza
indiriimekte veya tamamen 6nlenmektedir. Ayni zamanda
immobilizasyon, enzim ve enzimatik Grunlerin maliyetini
azaltmaktadir. Enzim immobilizasyonunda farkli
materyaller kullaniimaktadir. Bu materyaller; jel matriks,
membran formunda polimerik veya inorganik kati, partikil
veya mikrokire formundadirlar (Aksoy vd. 1998; Datta vd.
2012; Brena vd. 2013; Uygun vd. 2013; Mohamad vd.

Diger bir ifadeyle enzim immobilizasyonu; enzimlerin
fiziksel olarak sinirlandiriimasini  ya da katalitik
aktivitelerinin alikonulmasiyla belirli bir alana 2015).
yerlestiriimesini  ve  tekrar ve  slrekli  olarak
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Sekil 2. Biyosensorlerin Siniflandiriimasi (Thakur ve Ragavan 2013)

immobilizasyon metodu; biyolojik materyalin niteligi,
kullanilan ddéndsturiciunin ¢esidi, analitin fizikokimyasal
ozellikleri, biyosensérin ¢alismasi igin gerekli kosullar gibi
faktdrlere baghdir ve tim bu hususlarin Ustesinden
gelmek; biyolojik elemanin, immobilize mikro ortaminda
maksimum aktivite gostermesi igin gereklidir (Zhao ve
Jiang 2010). Enzim immobilizasyon metotlari;

i. Adsorpsiyon: immobilize enzim hazirlamanin en
basit ve hizli yoludur. Enzim adsorpsiyonu, fiziksel
ve kimyasal adsorpsiyon olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Fiziksel adsorpsiyon Van der Waals
baglari nedeniyle zayifken, kimyasal adsorpsiyon
kovalent badlar icerdigi icin daha saglamdir
(Singh vd. 2008; zZhao ve Jiang 2010; Datta vd.
2012; Mohamad vd. 2015).




ii. Tutuma ve Kapsiil icine Alma: Hassas bir
islemdir. Enzimlerin destekleyici jeller ya da lifler
icinde tutuldugu donusturilemez bir metottur. Bu
yontem reaksiyon gecikmesine neden olacak
sekilde substratin difizyonuna engel
olugturabilmektedir. Bunun yaninda jel igindeki
gbzenekler yoluyla biyoaktivite kaybi da meydana
gelebilmektedir (Singh vd. 2008; Zhao ve Jiang
2010; Mohamad vd. 2015).

iii. Kovalent Baglanma: Kovalent baglanma, geri
dénlUsimsuz enzim immobilizasyonu igin en
yaygin kullanilan yéntemlerden biridir. Bu metotta
baglar, biyomateryaldeki fonksiyonel grupla
destekleyici matris arasinda olusur (Singh vd.
2008; Zhao ve Jiang 2010; Datta vd. 2012;
Mohamad vd. 2015).

iv. Capraz Baglanma: Adsorplanmis
biyomateryallerin stabilizasyonu igin kullanish bir
metottur. Substrat ¢ozeltisinin icine enzim kaybini
onlemek icin destek gerektirmemektedir. Bu
yontemde genellikle biyomateryal kimyasal olarak
kati destege baglanmakta ya da gapraz baglayici
ajan gibi bir diger destek materyali baglantiyi
onemli 6lglide arttirmak igin eklenmektedir (Singh
vd. 2008; Zhao ve Jiang 2010; Datta vd. 2012;
Mohamad vd. 2015).

1.2.1.2 Tiim Hiicre Temelli Biyosensorler

Onceleri biyosensérlerin pratik uygulamalari glikoz ve pH
Olcimleri gibi cok az spesifik 6rnek ile sinirlandiriimistir.
Biyosensor alani, biyoreseptér olarak hicreler gibi
komplekslerin kullaniimasiyla ilgi ¢ekici bir hal almigtir
(Ziegler 2000). Tum hicre temelli biyosensorlerde;
enzimler, proteinler ya da DNA gibi spesifik biyomolekuller
yerine tekli mikroorganizmalar veya dokular gibi canl
hucreler kullaniimaktadir (Borisov ve Wolfbeis 2008).
Farkli analitlerdeki hicrelerden hiicre i¢i ve hicre disi
elektrik sinyalleri elde etmek igin farkh olasiliklar
bulunaktadir. Bunlar; cam pipetlerle hicre disi iyon
kayitlar tutulmasi, transmembran potansiyelinin
izlenmesinin hiacre i¢ci kayitlarin  tutulmasi ve iyon
kanallarinin  bireysel izlenmesi icin patch (yama)
kenetleme teknigi veya hicre disi kayitlar igin
mikroelektrotlarin kullaniimasidir. Hucre temelli
biyosensorler sadece biyolojik olarak aktif ve fonksiyonel
analitlere cevap vermektedirler (Goépel ve Heiduschka
1995; Pancrazio vd. 1999; Reshetilov vd. 2010).

Tam hicre temelli biyosensorlerde; siyanobakterler, algler,
mayalar, mantarlar ve bitki hicreleri gibi farkh tipteki tim
hucreler kullaniimaktadir (Teo ve Wong 2014). Ayrica tim
hicreler (bakteri, maya, mantar, bitki ve hayvan hicreleri)
genel metabolik durumlarini sorgulayarak biyoreseptor
olarak kullaniimaktadirlar. Bu durum genellikle oksijen
veya substrat tiketimini, karbondioksit veya metabolitlerin
Uretimini, bakteriyel liminesansin tespit edilmesini veya
elektron tasima sistemindeki dogrudan elektrokimyasal
orneklerin bulunmasini icermektedir (Murugaboopathi vd.
2013).

Biyoreseptor olarak bozulmamis hiicre ya da dilimlenmis
doku kullanmanin en az ug¢ buylk avantaji bulunmaktadir.
Bunlardan ilki; toksisite, mutajenlik veya farmakolojik

aktivite gibi grup etkileri, sensor teknolojisi kullanilarak
dlclimlere ulasilabilir hale gelmektedir. ikincisi; cihazin
hassashdini  arttirmak icin  dahili  amplifikasyon
basamaklari kullanilabilmektedir. Ugiincii bir avantaji ise;
tim hdcreler kendi kendine yasamlarini surdurebilen en
kiglk canhlar olmasidir (Ziegler 2000).

1.2.1.3 Afinite Biyomolekiil Temelli Biyosensorler

Afinite  biyomolekil temelli  biyosensorler,  sinyal
donustlriclye arayiz olan antikor, reseptdr protein,
biyomimetik materyal veya DNA gibi biyoreseptorlerden
olugan ve analit konsantrasyonunu O&lgulebilir elektronik

sinyallerle iligkilendirebilen  sitokiyometrik bagdlanma
olayinin meydana geldigi analitik cihazlardir. Bu tip
biyosensodrlerin  en blUyluk avantaji; genis afinite

araliklarina sahip olmalaridir. Bu sayede segcici olarak
tespit edilebilen analitlerin sayisi artmaktadir. Bu durum
Ozellikle antikorlar algilama tabakasi olusturduklarinda
dogru olmaktadir (Marcoy ve Barcelo 1996; Rogers 2000;
Raba vd. 2013).

Afinite temelli biyosensorler, hedef analitteki ayriimayi
azaltmak ve birlesmeyi arttirmak igin tasarlanmiglardir. Bu
nedenle bu sensoérler doymus hale gelmektedir ve
zamanla analit seviyesindeki dalgalanmalar hakkindaki
dinamik (kinetik) bilgi saglanamamaktadir (Liu vd. 2012).

Antikor temelli biyosensérler, yiksek afinite 6zellikleri, ok
yonlilikleri ve ticari olarak uygulanabilirlikleri nedeniyle
afinite  biyomolekul temelli biyosensoérlerin  en ¢ok
kullanilan gesididir (Rogers 2000).

Reseptor temelli biyosensorler yaygin olarak
kullanilmayan biyosensoérlerdir. Bunun nedeni; tasarimi
zor cihazlar olmalari ve biyolojik reseptdér protein ya da
dokularin zor elde edilmeleri ve stabil olmamalaridir
(Rogers 2000).

Nukleik asit temelli biyosensorler (DNA temell
biyosensodrler olarak da bilinmektedirler), bakteri gibi
turlerin immunolojik olarak algilanmalarina alternatif bir
yaklagsim olarak gosterilmektedirler. Nukleik asitlerin
olaganustl uzun sureli stabiliteleri ve polinukleotidlerin
tamamlayici zincirlerinin etkilesiminin  ylksek segiciligi
nukleik asit temelli biyosensérlerin avantajidir (Borisov ve
Wolfbeis 2008). DNA affinite bazli biyosensorler, 6n
teshisi, bulasici hastaliklarin 6nlenmesi ve kontrollinU
gercek zamanli ve yerinde saglayan cihazlardir. DNA
sensorler; genetik hastaliklarin tanisi, enfeksiyon ajanlari
ve cevresel durumlarin saptanmasi gibi gesitli potansiyel
uygulamalari kapsamaktadir (Rao vd. 2011).

Nukleik asit temelli biyosensorler; geleneksel nikleik asit
analizlerine gére daha hizli, daha basit ve daha ucuz bir
sekilde sekans spesifik bilgileri elde etmelerinden dolayi
blylk ilgi goérmektedirler. Ayrica ekonomik avantaji
disinda, molekuler diizeyde DNA tanima ve sinyal iletim
elemanlari arasinda arayiz olusturmak igin yenilikgi
yontemler sunmaktadir (Wang 2002).

1.2.2 Fiziksel Transduserlerine Gore Biyosensorler
1.2.2.1 Elektrokimyasal Transduserli Biyosensoérler

Elektrokimyasal sensoérler, analit konsantrasyonuyla
orantil  elektrik sinyali Uretmek icin ilgili analit ile




reaksiyona girerek calismaktadirlar. Tipik bir
elektrokimyasal sensor, algilayici elektrot (galisma
elektrodu) ve elektrolitten ayriimis referans elektrottan
olusmaktadir. Cogu uygulama igin, G¢ elektrotlu sistem,
yuksek girdi empedansh bir potansiyostata bagli
referansla kullaniimaktadir ve hem akim hem de devrenin
tamamlanmasi igin bir karsit elektrot kullaniimaktadir. Bu
sensorler, enzimler ve hicreler gibi  biyolojik
komponentlerin aksiyonuyla elektroaktif tlirlerin Gretim ya
da tUketimlerinin izlenmesine dayanmaktadir.
Elektrokimyasal biyosensorler, ozellikle glukoz
izlenmesinde ylksek pazar payina sahip biyosensorlerdir
(Towseef vd. 2013; Hammond vd. 2016).

Potansiyometri, duyusal analizlerde kokli bir yere sahip
olan en eski enstrimental yéntemlerden biridir. Bu analitik
teknik, cesitli  konsantrasyonlarda gesitli iyonlarin
belirlenmesini sagladi§i ve ekonomik 6l¢gim ekipmani
kullanildigi icin pratik uygulamalarda ilgi ¢ekici bir aragtir.
Potansiyometrik biyosensdrler, iyon segici elektrotlari
biyolojik reaksiyonu bir elektrik sinyaline déntstlirmek igin
kullanmaktadirlar (Chaplin ve Bucke 1990; Koncki 2007;
Meena ve Rajendran 2010; Yin ve Qin 2013). Cam
elektrodlari, metal oksit esasli sensoérleri ve iyon segici
elektrotlari iceren hemen hemen tim potansiyometrik
sensdrler piyasada bulunmaktadir (Koncki 2007).
Potansiyometrik biyosensorler; yiksek segicilikleri, disik
maliyetleri ve basit olmalari nedeniyle cevre, saglik ve
endustriyel uygulamalarda yaygin olarak
kullaniimaktadirlar (Koncki 2007; Meena ve Rajendran
2010; Yin ve Qin 2013).

Amperometrik sensorler, heterojen elektron transfer
reaksiyonlarina, yani elektroaktif maddelerin
oksidasyonunu ve indirgenmesini temel almaktadirlar
(Scheller ve Schubert 1992). Transduser olarak
amperometrinin  kullanimi  yaygindir. Prensip olarak
amperometrik  biyosensorlerin  ¢alismasi; calisma ve
referans elektrot arasinda uygulanan sabit potansiyel ile
tanimlanmaktadir. Yuklenen potansiyel, net bir akimin
akmasina neden olan redoks reaksiyonlarini tesvik
etmektedir. Akimin  buyUkligl, ¢ozeltide bulunan
elektroaktif turlerin konsantrasyonu ile orantiidir. Hem
katodik  (indirgeyici) hem de anodik (oksitleyici)
reaksiyonlar —amperometrik olarak izlenebilmektedir
(Towseef vd. 2013).

Amperometrik  biyosensorler, algilama  ylzeyindeki
elektroaktif tdrlerin neden oldudu biyolojik tanima
olaylarini, bir numune matrisi icindeki bir analitin

nicellestiriimesi icin bir akim sinyaline donusturen bir
elektrokimyasal  biyosensor  sinifidir.  Amperometrik
biyosensorlerin; cevresel, klinik ve endustriyel amaglar igin

uygun, yuksek hassaslikta ve guvenilir oldugu
bilinmektedir. Clark ve Lyons'un yayinindan itibaren,
amperometrik  biyosensoérler populer ve perspektif

egilimlerden biri halini almistir (Clark ve Lyons 1962;
Meena ve Rajendran 2010; Hammond vd. 2016).
Kalorimetrik biyosensoérler, biyolojik reaksiyon boyunca
Uretilen veya tiketilen 1sinin belilenmesine yo6nelik
tasarlanmis doénlstirme ydntemine dayanan sensdrlerdir.
Bircok biyokimyasal reaksiyon, hassas Is1 belirleme
aygitlar kullanilarak isinin absorbsiyonu ya da uretilmesi
esliginde verilmektedir (Towseef vd. 2013; Kulkarni vd.
2014).

1.2.2.2 Optik/Optoelektronik Transduserli

Biyosensorler

Optik biyosensdrler; biyomedikal arastirmalar, saglik
hizmeti, tibbi drinler, gevre izlenmesi, ulusal guvenlik ve
savas alanlarinda genis uygulamalara sahip gugcli
algilama ve analiz cihazlandir.  Elektromanyetik

parazitlerden etkilenmezler, uzaktan algilama
yapabilmektedirler ve tek bir cihazda c¢oklu algilama
sag@layabilmektedirler (Fan vd. 2008). Optik
biyosensoérlerin avantajlari; hizlh  olmalari, sinyalin

elektriksel ya da manyetik parazitlere karsi dayanikh
olmasi ve yuksek bilgi icerigi potansiyeline sahip
olmasidir. Optik transduserler; absorbans,
floresan/fosforesans, kemiliminesans, reflektans, isik
sacilimi veya kirilma indisindeki degisiklikleri
belirleyebilmektedirler (Garcia 2009).

Genel olarak belirleme protokolleri; floresan temelli ve
etiketsiz belirleme olmak Uzere ikiye ayriimaktadir.
Floresan temelli belirlemede, hem hedef molekiiller hem
de biyolojik tanimlayici molekiller boyalar gibi floresan
etiketleriyle etiketlenirler; floresan yogunlugu hedef
molekillerin varligini ve hedefle biyoreseptdr arasindaki
etkilesimin kuvvetini belirtmektedir. Etiketsiz belirlemede;
hedef molekiiller etiketlenmez ya da degistiriimez ve dogal
formlarinda belirleme yapilmaktadir. Bu tip belirleme kolay
ve ucuzdur ve molekiler etkilesimin kantitatif ve kinetik
Olguimine izin vermektedir (Fan vd. 2008; Garcia 2009).
Optik sensorler, baslangigta oksijen, karbondioksit ve pH
icin gelistirilerek floresan ve isildayan optrodlarin
yapimina kadar genigletilebilmistir. Segici biyolojik bilesen,
optik fiberin ucundan ve diger uca yerlestiriimis uyari ve
belileme komponentleri immobilize olmustur (Luong vd.
1997).

Yuzey Plazmon Rezonans (Surface Plasmon Resonance-
SPR), kimyasal algilama alaninda optik bir tekniktir. Yizey
plazmon rezonans, metal yilzeyin optik aydinlatmasi
sirasinda ortaya ¢ikan bir fenomendir ve bu biyomolekduler
etkilesim analizi igin uygulanabilmektedir. Yuzey plazmon
rezonans igin en iyi tanimlama; karsit yikli dielektrik
sabitlerle iki ortam arasindaki ara ytzeyde yik yogunlugu
salinimidir. Plazmonlar, yuzey metal katmandaki uyariimis
serbest elektron kismini ifade etmektedir. Yuzey plazmon
rezonansi uyarmak icin dort temel yontem bulunmaktadir.
Bunlar; prizma kuplaji, dalga kilavuzu kuplaji, fiber optik
kuplaj ve 1zgarali kuplajdir. Uygun kosullar altinda ince
metal filmin yansitma 6zelligi, ortamin bir tarafindaki optik
farkliliklara karsi oldukga hassastir. Bunun nedeni ise
yluzey plazmonlarinin sinir kosullarinin hassas problari
olmasidir (Liedberg vd. 1983; Leonard vd. 2003; Fan vd.
2008).

1.2.2.3 Piezoelektrik Transduserli Biyosensorler

Piezoelektrik prensiplere dayali sensdrler, piezoelektrik

materyal araciliiyla dalga yayllimindaki rezonans
frekansindaki degisiklik i¢in  kullaniimaktadirlar. Bu
prensipler, sensdr ylzeyindeki kitle, viskozite veya

yogunluk degisimlerini 6lgmek icin kullanilabilmektedir
(Tothill 2001). Piezoelektrik donlsturiciler, bagisikhk
algilama uygulamalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Bu tip donlsturici kullanmanin avantajlar; gergek




zamanli izleme, etiketsiz belirleme ve kullanim kolayhgi
saglamasidir. Ancak hassaslik ve spesifiklik 6zelliklerinin
eksikliginin Ustesinden gelmek gerekmektedir. Ayrica
piezoelektrik biyosensoérlerde format ve kalibrasyon
sorunlari  bulunmaktadir. Bu nedenle piezoelektrik
biyosensérler, optik ve elektrokimyasal biyosensorlere
gbre daha az dikkat cekmektedirler (Luong vd. 1997;
Mello ve Kubota 2002; Marrazza 2014).

Piezoelektrik etkiden yararlanmak igin genel yaklagsim
piezoelektrik kristali, antikorlar veya enzimler gibi biyolojik
malzemelerle yani hedef molekil igin yiksek secicilige
sahip bilesiklerle kaplamaktir (Babacan vd. 2000).
Piezoelektrik kuartz kristal sensorleri basitlikleri nedeniyle
biyoanalitik analizler i¢cin ve biyomolekiler etkilesimlerin
karakterizasyonu igin rekabetgi cihazlar olarak blyik
6nem tasimaktadirlar. Bu biyosensérlerde biyoreseptor
kuartz kristalde immobilize haldedir ve bu da harici
alternatif elektrik alanin uygulanmalarinda rezonans
uretmektedir. iki interaktif molekiil arasindaki; biri yiizey
Uzerine immobilize edilmis ve digeri ¢odzelti veya gaz
fazinda serbest olan biyospesifik reaksiyon, gercek
zamanli olarak takip edilebilmektedir (Marcoy ve Barcelo
1996; Marrazza 2014).

1.2.2.4 Termal Transduserli Biyosensorler

Termometrik 6lgiimler, biyokimyasal reaksiyon sirasinda
verilen veya absorbe edilen 1sinin élgimuyle ilgilidir.
Toplam IsI verme veya absorbsiyonu molar entalpi ile
orantilidir ve biyokimyasal tepkimede yaratilan toplam
artin molekdullerinin sayisidir. Termal biyosensorler, i1sinin
verilmesi ve absorbsiyonu gibi biyolojik reaksiyonlarin
temel 6zelliklerinden faydalanmaktadirlar (Luong vd. 1997;
Ramanathan ve Danielsson 2001).

Termal transduserler ayrica antikor-antijen etkilesimlerinin
belirlenmesi icin de uygulanmigtir ve bu teknik,
Termomerik Elisa Testi olarak da bilinmektedir. Ancak
sofistike kullanimi ve pahali enstrimantasyon bu teknigin
en buyuk dezavantajidir (Luong vd. 1997).

1.3 Laktat Biyosensorleri

Laktat, anaerobik metabolizma yolunun anahtar
metabolitidir. Dokularin enerji istedi aerobik solunumla
karsilanamadiginda anaerobik metabolizmadaki laktat
konsantrasyonunda artis meydana gelmektedir (Nikolaus
ve Strehlitz 2008; Rathee vd. 2016).

Laktik asit; L (+) ve D (-) ayna goruntulerine sahiptir. L (+)
laktat memeli metabolizmasinda ara uriinken; D (-) laktat
ise genellikle mikroorganizmalar, algler ve bitkiler
tarafindan Uretilmekte olup insanlar tarafindan kullanimi
sinirhdir. Ayrica bazi mikroorganizmalar; Ozellikle laktik
asit bakterileri, rasemik karisim olarak her iki ayna
goéruntlsinu de Uretmektedirler. Laktat, farkh ortamlardaki
L ve D laktik asitlerinin varhdinin ya da Uretiminin
belirlenmesi veya izlenmesi i¢cin yaygin olarak
kullaniimaktadir (Mazzei vd. 1996; Nikolaus ve Strehlitz
2008).

Laktik asidin belirlenmesinde; disiuk maliyeti, kullanim
kolayligi, mikemmel hassashgi ve iyi segiciligi nedeniyle
elektrokimyasal biyosensorler yaygin olarak
kullaniimaktadir. Literatirde laktat biyosensérlerin ¢ogu

amperometrik transduserli ve enzim temelli
biyosensdrlerdir (enzimatik amperometrik biyosensarler).
Enzim temelli laktat biyosensorleri icerisinde enzimatik
reaksiyonlarinin ve tasariminin basit olmasindan dolayi en
yaygin  kullanilan  biyosensérler; immobilize laktat
dehidrogenazi (LDH) veya laktat oksidazi (LOD) temel
alan biyosensorlerdir; (Yang vd. 1999; Tsai vd. 2007;
Romero vd. 2008; Ibupoto vd. 2012; Pérez vd. 2012; Sun

vd. 2015; Rathee vd. 2016). Biyosensorlerle laktat
belirlenirken temel alinan reaksiyonlar Sekil 3'de
gorilmektedir (Monosik vd. 2012).
L-Laktat oksidaz
L-Laktat +02 ————————>  Piriivat+ i
L-Laktat dehidrogenaz
L-Laktat + NAD * Piriivat + NADH + H*
NADH + H* + [Medyator Joksidaz % [Medyator Jrediksiyon + NAD *

Sekil 3. Biyosensorlerle laktat belirlenirken temel alinan reaksiyonlar
(Monosik vd. 2012)

Laktat biyosensorlerin gelistirimesine yénelik artan ilgi bu
analitin biyomarker olarak kullaniima potansiyelinin yliksek
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hedef analitteki laktat
konsantrasyonunun sensorlerle belirlenmesinden; hasta
saghg! kosullarinin gézlemlenmesi igin klinik teshislerde,
cerrahide surekli gézlem icin hastalik arastirmalarinda,
spor hekimliginde, sok/travma vakalarinda, gida
endustrisinde; fermantasyon sirecinin bir gostergesi
olarak ve domates soslari, meyveler, meyve sulari, sarap
ve sit gibi Urtnlerin tazelik, stabilite ve depolama kalitesini
belirlenmesi amaglariyla yaygin olarak faydalaniimaktadir
(Tsai vd. 2007; Rassaei vd. 2013; Casero vd. 2014;
Rathee vd. 2016).

Ticari olarak kullanilan laktat biyosensoérleri (Luong vd.
2008; Przybyt 2014):

e YSI 2300 STAT™ Plus Glucose & Lactate
Analyzer — Klinik Analizler

e YSI 2700 SELECT™ Biochemistry Analyzer —
Biyoproses Kontrolii, Gida ve iceceklerin

Analizleri

e YSI 7100 Multiparameter Bioanalytical System —
Biyoanalizler

e YSI 1500 SPORT™ Lactate Analyzer — Spor
Hekimligi

e Stat Profile® Critical Care Xpress ve Stat Profile®
pHOX — Klinik Analizler

e BioProfile® Analalyzers — Biyoproses Kontrolu

e Lactate Plus — Personel Kullanimi (Spor
Hekimligi)

e i-STAT® - Klinik Analizler (Bakim Noktasi ve Acil
Servis)

e Biosen C_Line ve Biosen S_Line — Klinik Analizler

e Lactate SCOUT — Personel Kullanimi (Spor

Hekimligi)

e Lactate Pro LT-1710 — Personel Kullanimi (Spor
Hekimligi)

e Accutrend® Plus — Klinik Analizler (Bakim
Noktast)




e Accutred® Lactate — Personel Kullanimi (Spor Gida endustrisinde kullanim igin gelistirilien bazi laktat

Hekimligi) biyosensorleri:
e SensoStar — Klinik Analizler e 1995 yilinda Botre ve arkadaslari yaptiklari
e Powerlact® — Personel Kullanimi (Spor Hekimligi) calismada; tim domates, dogranmis domates,
e The Edge™ — Personel Kullanimi (Spor Hekimligi) domates salgasi ve domates suyu érneklerinde D
e LABTREND — Klinik Analizler (-) ve L(+) laktik asidi belirleyen coklu enzim
e LACPRO - Klinik Analizler (Tasinabilir) biyoelektrodu ~gelistirmislerdir. Bu biyosensorin
e OLGA (On Line General Analyser) — Biyoproses prensibi; L (+) - laktik asit oksidaz (LOD), n (-) -

Kontrolii laktik asit dehidrojenaz (D-LDH) ve yaban turbu
e Labo TRACE Klinik Analizler perpksid_am (HPO) enzimlerinin ) katalij[ik
e TRACE C2 aktivitesine . dayapmaktac!lr.. Bu U¢ enzim
e Process TRACE Biyoproses Kontrolii gmpergrnetnk oksijen segici elektrodun uqunda
e Mulii TRACE ggg))blllze halde bulunmaktadir (Mazzei vd.
: \é\ggjyigsclkerszgﬁﬁ;ﬁzi_ Sarap Analizi 1997°'de Blanco ve arkadaslari elma sarabindaki

1.3.1 Gida Endiistrisinde Laktat Biyosensorleri

Laktat (D (-) ve L(+) laktik asit); yogurt, ayran veya peynir
gibi fermente sit Urlnlerinde; lahana tursusu veya Kore
Kimchi’si gibi fermente sebze Urlnlerinde ve bir¢cok gidada
ve icecekte bulunmakta olup dogal olarak laktik asit
bakterileri tarafindan Uretiimektedir. Dolayisiyla gida
endustrisinde laktat seviyesi; fermente sit urlnlerinin,
meyve, sebze, et ve saraplarin tazelik, stabilite ve kalite
Ozelliklerinin  belirlenmesi i¢in  kullaniimaktadir.  Ayni
zamanda laktat, asit dlizenleyici ya da aroma dizenleyici
olarak (E270) ve gida koruyucusu olarak (sodyum laktat
formu) da kullaniimaktadir (Mazzei vd. 1996; Nikolaus ve
Strehlitz 2008; Pérez vd. 2012; Rassaei vd. 2013).

Sarap endustrisinde, malolaktik fermantasyon sirasinda
malolaktik asit laktik aside donlsmektedir. Bu
fermantasyon, asidin giderilmesini ve sarabin tadinin
yumusamasini saglamaktadir. Bundan dolayi
fermantasyon suresince laktik asit seviyesinin izlenmesi
sarap kalitesinin  belirlenmesinde  énemli  bir rol
oynamaktadir (Pérez vd. 2012; Rassaei vd. 2013).

Balik yetistiriciligi endustrisinde, ciftlik verimliligini artirmak
icin ¢ok sayida balk genellikle sinirh bir alanda
yetistiriimektedir. Bu durum, yasam Kkalitesinin dusuk
olmasina ve baliklarin strese ve hastalia maruz
kalmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla kandaki laktat
seviyesi, gida glvenligi ve kalitesini saglamak igin deniz
drtnleri endustrisinde stres isareti olarak kullanilabilir
(Rassaei vd. 2013).

Bunlar disinda gida maddelerinde istenmeyen laktat
olusumu da s6z konusu olmaktadir. Yumurta
endustrisinde, L-laktatta ~ meydana  gelen artis
kontaminasyon ya da kulugkadan kaynakli bozulmalarin
gOstergesidir. Yine UHT sitlerde L-laktat artisi bozulma
isaretidir. D-laktat, vakumlu paketli ve dondurulmus et
drtnlerinin tazeliginin azalmasinin ve domates, domates
salgasl, domates suyunun bakteri kontaminasyonunun
rasemik karisiminin iyi bir gostergesidir. Meyve sularinin
laktik asit Ureten bakterilerle fark edilmeden uzun sure
kontamine olmasi, bakterilerin yayllmasina ve buyuk
hacimde meyve suyuna enfekte olmasina neden
olmaktadir. Bu da meyve suyunun organoleptik
Ozelliklerinin ~ degismesine  ve  tuketim  sdresinin
kisalmasina neden olmaktadir. Saraplarda da D-laktik asit
Uretimi, sarabin bozulma goéstergesidir (Nikolaus ve
Strehlitz 2008; Przybyt 2014).

laktik asit miktarni belirlemek igin; glutamik piruvik
transaminaz (GPT) ve L-laktat dehidrogenaz
(LDH) enzimlerini nikotinamid adenin dinikleotid
(NAD+) kofaktoru ile elektrolit polimerize poli (o-
fenilendiamin) (PPD) film kullanarak karbon
macun i¢inde immobilize ettikleri reaktifsiz laktat
amperometrik biyosensoér gelistirdiklerini
belirtmislerdir (Lobo-Castafion vd. 1997).

1999 yilinda Serra B. ve arkadaslari, sarap ve
yogurt gibi gida Urlnlerindeki L-laktat tayini igin
kesikli ve akis enjeksiyon modlarini kullanarak;
laktat oksidaz (LOD) ve peroksidazin mediyator
ferrosen ile birlikte elektrot matrisi icine dahil
edildigi bir bienzim amperometrik grafit-teflon
kompozit biyosensotr gelistirmiglerdir (Serra vd.
1999).

Yine 1999 yilinda Katrlik ve arkadaslari, saraptaki
L-malat ve L-laktat miktarini belirlemek igin; 2
heksadekanon, grafit ve NAD gibi hidrofobik
iskelete sahip kati baglayici matrisle kapladiklari
transduser kullandiklari, L-malat veya L-laktat
dehidrojenaz ve diyaforaz enzimlerin diyaliz
membran ile kaplanarak transduserin yilzeyine
yerlestirdikleri ve araci olarak Heksasiyanoferrat
() kullanilan bir biyosensér gelistirmiglerdir
(Katrlik vd. 1999).

2000 yihinda Girotti ve arkadaglari daha Once
klinik Orneklerdeki D- ve L-laktat tayini icin
gelistirilen biyoliminesan akis sensoérinu pH ve
dilusyonunu modifiye ederek bira icin geligtirip
yayinlamiglardir. Bu biyosensdrde; naylonla
immobilize edilmis D- ve L-laktat dehidrojenaz
tarafindan Uretilen azaltiimis nikotinamid adenin
dinlkleotidini, ayri bir naylon bobin Uzerinde
immobilize  edilen  bakteriyel biyoliminesan
enzimler aracilhigiyla izlenmektedir (Girotti vd.
2000).

2001 yilinda Avramescu ve arkadaslar sarap
kalitesinin ~ sarabin  organoleptik  6zellikleri
belirlenerek izlenmesi igin D-laktat ve asetaldehit
tayin eden ekran baskili elektrotlara ve NAD+
bagimli dehidrojenazlara dayanan biyosensor
gelistirmislerdir (Avramescu vd. 2002).

Kriz ve arkadaslar 2002 yilinda, domates piresi
ve bebek mamalarindaki ¢o6zllmis L-laktat
miktarini; SIRE tabanli (tanima elemaninin
enjeksiyonuna temel alan sensoér) biyosensor




kullanilarak belirlemiglerdir. Bu biyosensoérin
o6lcme prensibi; bir dahili dagitim akis sistemine
enjekte edilen ve vyari gecirgen bir membran
kullanilarak amperometrik transduser ile dogrudan
mekansal temas halinde tutulan az miktarda
enzimin kullanimina dayanmaktadir (Kriz vd.
2002).

e 2005-2006 yilinda Parra ve arkadaslari sarap ve
bira  tayinine uygun laktat biyosensoéri
tasarlamiglardir.  Bu  biyosensér, dogrudan
adsorpsiyon ve kovalent baglanma dahil olmak
Uzere iki farkh stratejiyi kullanarak laktat oksidazin
(LOx) immobilizasyonu yoluyla gelistiriimistir.
Ortaya ¢ikan laktat oksidaz mono tabakalarinin
karakterizasyonu, atomik kuvvet mikroskopisi
(AFM) ve kuvartz kristal mikrobalans (QCM)
teknikleri kullanilarak sulu fosfat tampon ¢ozeltileri
icinde gergeklestiriimistir (Parra vd. 2006).

e 2008 yilinda Ballesta-Claver ve arkadaslari laktat
icin yeni bir kimyasal liminesans tabanl tek atigh
biyosensér tanimlamiglardir. Laktat tanima
sistemi, laktat oksidaza (LOx) dayalidir ve
transduksiyon sistemi; bir poliyon kompleks
membranda immobilize olan luminol, Arthromyces
ramosus'tan (ARP) peroksidaz ve metalik
aliminyumdan olugsmaktadir (Ballesta-Claver vd.
2008).

e Sheng Li ve arkadaslari 2008 yilinda sutli
iceceklerdeki laktat miktarini  dlgmek igin;
immobilize enzim floresan kapiler analiz (IE-FCA)
temelli biyosensor gelistirmislerdir. Bu
biyosensoérde laktik dehidrojenaz (LDH), kapilerin
ic ylzeyine glutaraldehitle immobilize edilmistir ve
laktik asit tayini icin immobilize enzim laktat
kapiler biyoreaktér (IE-LCBR) olugturulmustur (Li
vd. 2008).

e 2009 yihinda Rahman M. M. ve arkadaslari ticari
sut ve insan serumu O&rneklerinde L-laktat
konsantrasyonunu belirlemek i¢in; LDH ve
NAD+'nin birlikte immobilize edildigi karboksilik
asit fonksiyonlu iletken polimer / CNT kompozit
filmi temel alinan amperometrik laktat biyosensori
gelistirmislerdir (Rahman vd. 2009).

Gida Endustrisi’nde ticari olarak kullanilan énemli laktat
biyosesensdrleri ve uygulanan alanlar (Luong vd. 1997;
Prodromidis ve Karayannis 2002; Bahadir ve Sezgintirk
2015);
e YSI 2700 Segici Gida Analiz Cihazi-Oglen eti
¢ ABD 3000 Biyosensor Analiz Sistemi
e Bio Profile Kimya Analiz Cihazi-Hucre kultirt ve
fermantasyon prosesinde analitlerin belirlenmesi
e Sycopel Mikrodiyaliz Biyosensoéri-Genel
uygulamalar
e FAIZA 110-P-Fermantasyon prosesindeki genel
uygulamalar
¢ PM-1000, PM-1000DC Analiz Cihazlari; M-100,
AS-200 Analiz Cihazlari-Gida analizleri
e L M58 Laktat Analiz Cihazi-Sut Urdnleri
e Enzim Membranlari-Genel uygulamalar
e Kalin Film Biyosensori-Bazi analiz cihazlari
tedarikgisi

e Biosen 5040-Genel uygulamalar
e PerBaco 2000-Sarap
e PerBaco 2002-Sira

1.3.2 Saglik Alaninda Laktat Biyosensérleri

Anaerobik kosullar altinda laktat tretimi, insan performans
seviyelerinin, yorulmanin ve hidrasyonun gostergesidir.
Yuksek laktat seviyeleri, konjestif kalp yetmezIigi, hipoksi
ve diyabetik ketoasidoz, iskemi, felg gibi cesitli tibbi
durumlardan kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, laktatin
gercek zamanh olarak saptanmasi, bu gibi tibbi
durumlarin, travma sonrasi durumlarin izlenmesi ve
yorucu bir faaliyete katilan bir kisinin fiziksel durumunun
degerlendiriimesinde yararli olabilmektedir (Wilson ve Hu
2000; Shah vd. 2007).

Laktat, kaslarda anaerobik glikoz metabolizmasindan
olugsan 6nemli bir metabolittir. Hucreler icindeki proton
konsantrasyonunun artigi laktat Uretimine eslik etmektedir.
Eger laktat Uretim hizi yeterince artis gosterirse, hicresel
proton tampon kapasitesi asilabilir, hiicresel pH azalir. Bu
biyokimyasal olaylara laktik asidoz denilmektedir. Laktik
asidozun azalmig doku oksijenasyonuna, sol ventrikil
yetmezligine ve ilag toksisitesine eslik ettigi bilinmektedir
(Robergs vd. 2004; Tsai vd. 2007; Rassaei vd. 2013).
Laktat analizi; klinik kimyada ¢ok kullaniimamasina karsin
sok ve miyokard enfarktlisU tanisi, neonatoloji ve spor
hekimliginde popularitesi artmaktadir (Scheller ve
Schubert 1992).

Septik sok hastalarinda, kan laktat diizeylerinin seri olarak
belirlenmesi, ¢oklu sistem organ yetmezIligi ve Slimun iyi
bir 6ngoéricusudir (Bakker vd. 1996; Tsai vd. 2007). Son
yillarda kan laktat egrisi ve laktat esikleri (LT), dayaniklilik
performansinin teshisinde 6nemli hale gelmistir (Faude
vd. 2009).

Surekli bir laktat senséru; travmatik yaralanmalara sahip
askerlerde veya sivillerde kullanildiginda kan kaybi ve
hipoperfuzyonu erkenden bildirecektir. Buna ek olarak,
laktat sensorleri, ylksek stresli ortamlarda calisan
bireylerin metabolik izlenmelerinde vyararli olacaktir
(House vd. 2007).

Saglik alaninda kullanim laktat
biyosensorleri:

e 1976 yilinda La Roche (isvigre), ilk enzim elektrot
temelli laktat biyosensérunt geligtirmistir ve
Lactate Analyzer LA 640 ismiyle piyasaya
surmastir (Scheller ve Schubert 1992; Malhotra
ve Chaubey 2003; Thakur ve Ragavan 2013).

e 1993 yilinda Faridnia ve arkadaglari; L-laktatin
invazif olmayan tayini igin bir amperometrik
hidrojen peroksit esasli biyosensor
gelistirmislerdir. Bu biyosensor, elektrokimyasal
etkilesimleri etkili bir sekilde ortadan kaldirmak
icin  bir polikarbonat membran ve bir
politetrafloroetilen (PTFE) engelleme membrani
arasinda immobilize olmus laktat oksidazi
kullanmaktadir (Faridnia vd. 1993).

e 1993- 1995 yillarinda Kyrolainen ve arkadaslari
aclk kalp ameliyati sirasinda kan laktatini izlemek
icin bir cevrimigi biyosensor sistemi
gelistirmiglerdir, Meyerhoff ve arkadaslari kan

icin geligtirilen bazi




laktatinin slrekli izlenebilmesi igin bir kateter
temelli  taginabilir  biyosensér  gelistirdiklerini
belirtmislerdir. Baker ve Gough implante edilebilir
laktat sensorinu tanitmiglardir (Wang 1999).

e 1997 ve 1998 yillarinda beyin biyosensorleri ile
laktat izlemini iceren az sayida da olsa ¢alismalar
yapimistir (Shram vd. 1998; Wilson ve Hu 2000;
2002).

e 1999 yilinda glikoz ve laktatin akiskan-enjeksiyon
analizi i¢cin luminolin elektrokemiliminesansi
temel alinan fiber-optik biyosensér gelistiriimistir
(Mehrvar vd. 2000).

e 2004 yihinda Ward ve arkadaslar; kandaki glukoz
ve laktat miktarini élgebilen buklUimus tel tabanl
mikroelektrodlari  tasarlamis ve Uretmiglerdir
(Ward vd. 2004).

e pH ve laktatin deride bulunan ve salgilanmis terle
atilan analitler olmasi nedeniyle miktarlarinin
belirlenmesinin hastaliklarin teshis ve tedavisine
yardimi olabilecegi distnilmis ve 2006 yilinda

karbon nanotiip elektrotlara LOX immobilize
edilmis pH ve laktat tayini gergeklestiren
elektrokimyasal bir biyosensér gelistirilmistir

(Weber vd. 2006).

e Rawson ve arkadaslari 2008 yilinda yapmis
olduklari calismayla in vitro hicre
metabolizmasinin izlenmesi icin karbon
mikroband  biyosensér  vasitasiyla  laktatin
elektrokimyasal olarak 6lglilmesini saglamiglardir.
Bu calisma, laktat tayini igin ekran baski
teknolojisine dayanan mikroband biyosensoérlerin
uretimi ve kullanimi ile ilgili ilk belge 6&zellidi
tasimaktadir (Rawson vd. 2009).

e 2009 yilinda Dungchai ve arkadaglari; serumdaki
kritik saglik gOstergeleri olan glukoz, laktat ve urik
asit tayini icin ilk elektrokimyasal kagit tabanli
mikroakigkan biyosensori tasarlamislardir
(Dungchai vd. 2009).

e 2010 yihinda Jena ve arkadaslari; misin / albimin
hidrojel matrisinde immobilize edilen laktat
oksidaz kullanilan ve laktat miktarini belirleyen bir
amperometrik biyosensor gelistirmiglerdir
(Romero vd. 2010).

e 2013 yiinda Wang ve arkadaslar; egzersiz
olaylari sirasinda, kullanicinin cildine uyan, esnek
basili bir gegcici transfer dévme elektrokimyasal
biyosensérini kullanarak insan terlemesinde
gercek zamanli noninvaziv laktat algilamasinin ilk
ornegini géstermiglerdir (Jia vd. 2013).

Saglik sektdrinde ticari olarak kullanilan bazi 6nemli
laktat biyosesensoérleri (Bahadir ve Sezgintiirk 2015);

e Yellow Springs Instruments — 13L

e Roche, Basel, isvigre — LA 640

e Eppendorf, Almanya — ECA 20 (ESAT 6660) ve
ACC

e Elite glucometer — Lactate Pro LT-1710

e ApexBio, Tayvan — The Edge

e EKF Diagnostics, ABD — Lactate Pro-2 LT-1730
ve Lactate Scout

e Nova Biomedical, ABD — Lactate Plus

2.Sonug

Temel olarak biyoreseptér ve transduser kisimlarindan
olugsan biyosensorler; kullanim kolayhid saglamasi,
hassas, kesin ve dogru sonuglar vermesi, hizli, taginabilir,
kiguk ve ekonomik cihazlar olmalari nedeniyle yorucu
olan geleneksel analitik metotlar yerine son yillarda
oldukga sik tercih edilen cihazlardir. Bu nedenle gida ve
saglik alaninda da 6nemli bir gosterge olan ve surekli
izlenmesi gereken laktatin belirlenmesinde biyosensorlerin
kullanimi artmaktadir. Laktat, gida endustrisinde stabilite
ve kalite kontroli acisindan énemli bir belirte¢ iken saglik
acisindan anaerobik kosullarda ylksek seviyede laktat
Uretimi yorgunlugun ve felg gibi bazi tibbi durumlarin
habercisi olabilmektedir.

Gida ve saglik alaninda bu derece 6nemli olan laktat
dlzeyinin izlenmesinde yaygin olarak enzim
biyoreseptorlii, amperometrik transduserli biyosensorler
hem laboratuvar dizeyinde hem de ticari olarak
kullaniimaktadir.
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