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Smnflandrma Tabanii Donvistiirme Merorlar
Biyvoalgilama matervallen ve domistiirme araclan arasmdaki ara binm
formatlan tabamnda, bryosensdrler, 1k genel kategoriye aynilabilir:
“Dogrudan bivosensdrier (veva label free bivosensdrier), icinde fiziksel ve
kimyasal smyaller dogrudan analitin varh@m ve muktanm gdstermektedir
(Omefin, glikoz, bakteri, ammonia). ¢evricilerden her hanm birnni kullanarak,
enzim elektrotlanimin bircogu, impedans, optik fiber, yviizey plazmon rezonans
(SPR). viizey akustik dalga kilavuzu (SAW) veya QCM transdiiserler.
Dolayli  bivosensdrler (veva etikefli biyosensdrier), 1cinde analitlenn
varlifimin sebep oldudu kimvyasal reaksivon etiketler vasitasivla tespit edilebilir
(0megm enzimler, 15ima. mefal partikiiller) bunlar da cesith elektrokamyasal,
impedans. optik, alan etkili transistor (FET). QUM., kalorimetrik ve manyetk
fransdiiserler @i transdiiserlenn  kullanarak bivolkamyvasal — sinvallent
yvilkseltmektedir. Barniz sekalde, aym bivosensor ya dogrudan va da dolayh
olarak farkli uygulamalarda kullamlabilir. Kullandlan farkl doniistirme araclar
bazmnda, bivosensdrlenn elektrokimyasal, optik., pizoelektnk, fermal ve
manvyetik bivosensorler olarak simflandirabilinz.




okimyvasal Bivosensiri

Elektrokimyasal bivosensorler, difer tiplerle kivaslandifinda en eski ve en
gelisnus bivosensorlerdir. Erken donemlerde, genellikle bivosensorler dzellikle
klinik glikoz analizi icin gelistirilen enzim elektrotlan seklindeydi. Sonra, enzim-
baglantih imiinoelektrokimyvasal (IEC. Immmmoelectrochemical) deney Heinemann
ve meslektaslan tarafindan elektrokimyasal bivosensdrlerin hassasiyetini artirmak
icin gelistinldi [60]. Bir tampomnun elektniksel ozelliklermin etkisi (enzimatik

reaksivon farafindan veva Ab-Ag eflalesimince sebep olunan) cesith elektrokamyasal

metotlarla olcilebilir. Elektrokimyasal biyosensorler iizenne son arastirmalar

elektrot tasanmlanmn gelistirilmes: Gzerine odaklanmustr (dmegin kiigiilime, etkin
elektron transferi, nanomatervaller we daha 11 sabifleme prosediirler).
Elektrokimivasal bivosensdrler sonra amperometrik/voltmetrik, potensivometnk ve
iletkenlik/kapasitans/impedans bivosensorler olarak aynlabilir. Bunlann hepsi ilende
degerlendirilecektir.




YERLI “ELEKTROKIMYASAL BIYOSENSOR” (MISENS) CIHAZI, KANSER
ILACLARININ DNA UZERINDEKI ETKILERINI ANINDA OLCECEK
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Yerli “Elektrokimyasal Biyosensor” (MiSens) Cihazi, Kanser ilagiarmm DNA Uzerindeki
Etkilerini Aninda Olcecek. TUBITAK BILGEM ve GTU'niin is birligi ile tiretilen ve tasidigi
dzellikler bakimindan diinyada ilk olan "biyosensdr”, basta kanser ilaclarinin DNA tzerindeki
etkileri olmak lizere bircok tibbi analizde kullaniliyor.




Armperometrik esasl
bir hiyosensorin
sermatik gosterimi
A: Cahsta elelkdrodu(Pt),
B: Referans dekirot

(Ag/AgCl),
C: Elektrolit pizelti(KCY),

D: Iy gaz gegirgen
membran(T efl on),
E: Immohilize enzimi

iceren hiyoaktif tahaka
F: [ns koruyucu
membran(yeliiloz asetat
V.5)

Bir mikro ¢alisma elektrotu ile bir karsit elektrot arasina disandan
denge geriliminden farkli bir gerilim uygulanirsa, sistem vyeniden
dengeye ulagmaya calisir ve bu sirada bir elektrot tepkimesi olur bu ki
elektrot arasindan akim gecer. Bu yoOnteme amperometri adi verilir.
(Caligma elektrodunda indirgenen ve yiikseltgenen madde bir katyon, bir
anyon yada yiiksiiz bir bilesik olabilir. Cozeltide destek elektrolit denen
ve elektrotlar arasina uygulanan gerilim degerlerinde elektroaktif
olmayan iyonlarin fazla miktarda bulunmasi c¢ozeltinin elektriksel
direncini azalur (Yildiz, 1999). Tiirlerin indirgenme ve yiikseltgenmesi
genelde caligma elektrodunda gerceklesir ve ikinci bir elektrot referans
olarak kullanilir. Caligma elektrodunun anot yada katot olarak 15 gormesi
tamamen analitin yapisina baghdir. Buna 6mek olarak glukoz oksidaz
biyosensorit verilebilir, burada enzimatik reaksiyon sonucu olusan
H>O: nin tayini miimkiin olabildig1 gibi glukozun oksidasyonu siiresince
tilketilen oksijen de 1zlenebilir. H,O>'nin 1zlenmesi durumunda bir platin
elektrot anot olabilmektedir ki +0,6V/SCE gibi pozitif bir degerde
polarizasyonu olasidir. Diger durumda, oksijenin izlenmesi halinde,

kullamlacak caligma elektrodunun negatif bir potansiyelde (-0,6V/SCE)
polarize olmasi ve katot gérevini gormesi gerekmektedir.

Okstjen problan platin bir katot ve giimils klorir 1le kaph gimis
bir anodu icermektedir. Bunlarin her ikisi KCI ¢ozeltisi igerisinde olup
analit ornekten oksijen duyarli membran vasitasiyla ayrilmaktadir.
Membran boyunca difiizlenen oksijen katotda indirgenir, olusan akim ise
ornek icerisindeki oksijen miktar: ile orantilidir. Biyolojik sistemlerin bu
tip elektrotlar tizerine immobilizasyonu ile biyosensorlerin hazirlanmasi
mimkiindiir ve enzimatik reaksiyonlarinda oksijen tilketen yada iireten
enzimler bu tip sistemlerde biyolojik materyal olarak kullamilabilirler
(Tran Minh, 1993).




Amperomeimik/ Tolimeirik Bivosensdrier: Amperomemk ve volimeink biyosensirler
elekiro kimyasal sistem 1le kend: akim potansiyel ihskilerine gore simflandmlabilir.
Amperomemnk sensérler, voltmeink sensérlenn bir alt grubu clarak gémilebilir.
Amperomeink sensdrlerde, elekirokimyasal hiicrelere sabit bir  potansiyel
uygulanmaktadir ve senra iligkih akim bir mdirgenme veya oksidasyon reaksiyonuna
bagh olarak elde edihr.

Ancak. bir voltmetrik sensér, dmegin dogrmsal veya déngiisel volimemk diger
modlarda ¢ahigabilir Bunun sonucunda, her mod icin 1lgih akim ve genlim farkh
olacaktir.

Genellikle, amperometnik bryosensdrler konsantrasyon bagiml akim biyolejik
olarak aktif materyalle kaph elekirokimyasal elekfrot araciligiyla dlcerler. Amper-
metnik doniistimme, oksidasyon ve elektro aktf tirlenn bir elekfrot yizeyinde
mmdirgenmesi iizenne temellennigtir. Elekinksel akim ve analit konsantrasyonu
arasmdalka 1hskl Cottrell denklem ile ifade edilebilir:

i=nFdC[Dimu'" (5

Burada i = dl¢iilecek akim
n = fransfer olan elekfron sayisi
F =Faraday sabiti, esitlik basina 96 487 C
A = elektrot alam
(., = analit konsantrasyonn
I = difiizyon sabiti
i = potansivel uygulandiktan sonra gecen sire




- Sabitlenmig potansiyel bir maddenin oksidasyon veya rediiksiyonu sonucunda elektriksel
potansiyelde meydana gelen degisime odaklanmaktadar.

- Ug tip elektrod kullanilir:

- Altin, karbon veya platin elektrodlar glimiis veya giimus klorid elektrodlarla eslenir. Oksidasyon
sonrasinda elektron hareketliligi meydana gelerek potansiyelde degisim tetikler.

- Ug farkl jenerasyon vardir:
- Reaksiyon lrlini dontistiiriiciide elektriksel cevaba neden olur

- Reaksiyon lirliini ve dontistiiriicii arasinda bulunan «arabulucu» uyarilir ve daha gticli bir
elektriksel cevaba neden olur

- Reaksiyon dogrudan cevabi olusturur dontistiiriiciiye ihtiya¢ duyulmaz.

- Amperometrik doniisim enzimler,niikleik asitler, immunmolekiiller ile caligabilir. Buna
en tipik 6rnek seker biyosensorudiir.

- Amperometri
Sabit potansiyelde polarize
elektrotlardaki akim
degisimlerinin titrant hacmine
karsi 1zlendigi titrasyonlara
amperometrik titrasyonlar
denir.



Seker biyosensoru

Bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢c6ziinmus oksijen elektrod etrafindaki
membrani gecerek elektrod ytizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek
glukonik aside dénusur ve bu sirada O, harcanir.Ortamdaki glukoz
bittiginde O, elektrodu ile baslangictaki ve reaksiyon sonundaki
cozunmus O, Olculur.Aradaki fark ortamdaki glukozun oksidasyonu icin
harcanan O, olup buradan biyolojik sividaki glukoz miktar: hesaplanir.

Ghiose Oradse

Ghicose + O, —————» Ghconuc acd + H,O,




analytical task
direct electron transfer (ET)

example: glucose oxidase (GOx)

\J

key features & challenges for direct ET by GOx

¢ glucose oxidase (GOx; EC=1.1.3.4) from Aspergillus niger,
Source: PDB Database (DO1:110.2210/pdb1¢f3pdb); crystal structure
at 1.8 A. GOx expressed in Saccharomyces cerevisiae

@ active as homodimer

¢ in black: cofactor FAD, in dark grey: ValineS537 (active sie)
distance from the active site of the active site to the outer protein
shell is about 20 to 40 A
=> rather long distance for direct ET!!!
effective ET occurs usually <10 A
orientation of the active sile with respect to electrode surface and
substrate diffusion




Potensivometrik Bivosensorler: Potensiyometnik olciimler net akim akigi olmayan
faradik olmayan bir elektrot siirecinden olugur ve elektrot iizennnde onemh muktarda
gerllim olusumu 1le sonuclanan bir elektrot ylizeyinde yik yogunlugu binkim
prensibi lizerine ¢ahisir. Potensiyometnk biyosensorler. uygun biyoreseptorler ve
uyumlu transdiiserler kullanarak. bir ryonun 1vonofora baglanmasindan kaynaklanan
elekinksel genlimdek: degmsikliklen takip eder. Potensiyometnk tespit. biyolojik
algilama element: 1geren bir elektrokimyasal hiicre igensinde genellikle ya bir

iriniin aktivites1 ya da elektrokimyasal reaksiyondaki bir tepkemn aktivitesimin
gerilimini dlger. Olgiilen genlim Nernst denklemi ile venlir:

E=Ey,= [RTnF)Ina (6)

Burada £ =V binmi ile olculen zenlim
E,=a=1moll” 1¢In standart genlim
R = gaz sabiti
I' = K binminde sicakhik
F =Faraday sabit
n = elektron transfer sayisi
a = 1lgali 1vonun misp1 aktvites:




Potansiyometrik esasli bir
biyosensorin sematik
gisterimi

A: Eleldrod dis ceketi,

B: I doldurma izeliisi

C: CampH elekirat,

D: O-ring,

E: Immohilize enzimi

iceren hiyoakif tahaka,

F: Gaz-geiroen membran,

G: Koruyucu membran.

Penisilin__Pepicilinaz ,  Penisiloat + H*

Potansiyometri, bir ¢cozelti icerisine daldirilmis iki elektrot arasinda
olusan potansiyel farklanmasim dlcer. Elektrotlardan bir tanesi referans
olup, kendi cevresinde bagimsiz sabit bir potansiyele sahiptir. Prob
elektrot olarak adlandinlan bir diger elektrodun potansiyeli ise
indirgenme/yiikseltgenme reaksiyonlarimin olustugu sivi faz ile kat
yiizey arasindaki bolgede olusan potansiyeli ifade etmektedir. Iletken tel
ve bir redoks sistemi arasindaki bolge disiniildiigiinde, indirgenen/
yilkseltgenen tirler ve iletken arasinda elektronlarin degisimi s6z
konusudur. Indirgenme ve yitkseltgenme hizlan esitlendiginde bir denge
durumuna ulagilacak ve elektrodu ¢evreleyen cozeltinin kompozisyonu
sabitlenecektir. Bu durumda denge potansiyeli, Nernst esitligi ile ifade
edilmektedir (Tran Minh, 1993).

[Ox] ve [Red] ifadeleri sistemdeki yilkseltgenen ve indirgenen tiirler
gostermektedir. Nernst esithiginin bu gosterimi sadece ¢ok seyreltik
cozeltilerde gecerlidir. Iyonik konsantrasyon arttik¢a, ideal termodinamik
sartlardan uzaklasilir ve bu durumda konsantrasyon(C) ifadesi yerini
tyonik aktiviteye birakir(a);

a=vycC

Burada goriilen y; aktivite katsayisini ifade etmektedir.




- Potensiyometrik biyosensorlerde iyon secici elektrod ve iyon hassas
doéntstirici meveuttur. Iki farkl elektrod icerir ve elektrodlar arasinda
elektriksel 1letkenlik ve empedans degisimi prensibi ile analitin okumasi

yapilir.
- En popiiler 6rnegi iire sensoridir.

Potansiyometrik biyosensorleri temel alan sistemlerin hazirlanmasi
icin farkh elektrotlar meventtur Cam nH elektrotlars hunlardan hiri olun
hidrojen iyonlan konsantrasyonunun(pH) yada monovalent katyonlarin

1izlenmesinde kullamlmaktadir. Ayrica, bu tip elektrot yiizeylerinin
hidrofobik membranlar ile kaplanmas: CO, ve NH; gibi gazlarn tayinini
miimkiin kilmaktadir.

Cam membran yapisinin modifikasyonu ile NHy ', Li", Na', K gibi
monovalent katyonlara duyarl elektrotlarin olusturulmas: miimkiindir, ki
bu elektrotlar daha sonra enzim sensorlerinde kullamilabilirler. Buna

ornek olarak tire-duyarli enzim sensorii verilebilir ki burada enzimatik
reaksiyon sonucu olusan NHy iyonlan treaz kapli cam membran ile
tayin edilebilmektedir.

pH elektrodunun, gaz gecigint miumkiin kilan hidrofobik bir
membran ile kaplanmas: durumunda CO; ve NH; gibi asidik yada bazik
gazlarin membranda ge¢isi mimkiin olup gaz konsantrasyonuna bagh
olarak olugan pH degisimi gergeklesecek ve bu da gaz duyar
biyosensorlerin hazirlanmasinda temel olusturacaktir (Yildiz, 1999).




lletkenlik/Kapasitans/ Impedans Bivosensérler: Iletkenlik, kapasitans ve impedans
biyosensirlen elekinksel alandaki farkh degisiklen &lgerler. Bu degisiklikler
gozeltinin veya araci maddenin genel elekinksel iletkenhifm we elektrot yiizey
iizenndek sabitlenmug tabakaya bagh olan ve aym zamanda impedimetnk reaksiyon
gosterebilme 1le yansitlabilen kapasite de@simu  olabihr Erken donem
letkenhk/impedans biyosensérlen, hedef analitlerce sebep olunan, aracilar
iizenndeki iletkenlik de@izikliklernim temel almislards. Ancak, ¢dzeltinm direnca var
olan tiim 1yonlann gécii ile belirlemr ve iletkenhk Slofimlermin genellikle mispeten
belirsiz olduklan diisiinilir.

Bu problem, diizlemsel mukroelektromk iletken hiicreler 1¢inde veya iizennde
sabitlennms enzimlenn katabiik aksiyonlan somucu  olugan  idletkenhiktek:
defisakliklenn 1zlenmesi ile ¢ozillebilir [73]. Cogu enzim reaksivonlan katalize eder
ve bu da c¢ozeltin iletkenlisinde genel degisikhiklere sebep olur ve biylece

lletkenhik Glgen bryosensérlerde almlama elementlen olarak biiyik bir potansiyel
sergilerler.

Netkenlik ve kapasitans biyosensdrleri, impedans biyosensorlerinin gercekten
basit versiyonlandir. Impedans ve direng, kapasitans ve indiiktans arasmdaki iliski su
sekilde ifade edilebilir:

R+jX=R+j

Burada £ = mmpedans, kompleks say
R=dmr enc
X =reaktans
X~ = kapasitif reaktans = (2n £ C), ki burada f = frekans ve C = kapasitans
X; = indiik tif reaktans
j = imajiner binm




Opiik Bivosensdrler

Optik metotlar, bryolejik ve kimyasal analitlenin algilama tekmklen arasinda en
eskl ve en cturmus tekmikler arasindadir. Biyesensirlenn iretimunde gesith optk
tekmklen kullamlmighr Tipik bir optik bryosensér bir 151k kaynagmdan belirh
dzelliklerde 1:k demet olugturmak 1cm bir uwup optik bilegen wve bu 1:E
yvonlendirme ve defishrme etkem. bir démiistirilmiis algilama basi (boyalar ve
protemnler ve fonksiyonel kimyasal gruplarla démigtirilmis, optk fiber veya
antikorlarla kaplanmug knstaller) we bir 151k dedektdorii. Daha oncekl
degerlendirmelenmize benzer sekilde, 1k1 fip optik biyosensor format vardar:

Hedef anabihn dogmudan ve delayh tespii. Dogrudan formatta, analit, dalga

kilavuzumun ophk OGzelliklenm dogrudan etkiler; émegin gizden gabuk kavbolan
dalgalar 151k 1gensinden yansitildifn zaman optk dalga kilavumn disimda, araci
icinde iiretilen elektromanyenk dalgalar) veya viizey plazmon titresinm (dalga
kilavuzu yiizeyine verlestinlmis mce bir filmde cabuk kaybolan bir dalga). Dogmdan
formatta, 150ma, metal partikiiller veya nanopartikiiller mibn optk etketler, hedef
analite oranla optik sinyaller iiretmek 1cin kullamlr. Optk bryosensorler, yiizeye
tutunma, 15mma; fosforesan 1;uma, polanzasyon, rotasyon, miidahale veya harmomk
ireim gibi dogrusal clmayan konular da dalul ophk olgular temelinde tasarlanabilir




1.3.1.2 Termometrik tavin

Biyosensorlerin, reaksiyon entalpilerindeki farklanmay: temel alan
termometrik tayin amacima yoOnelik olarak kullanimlann miimkiin
olmaktadir. Sicakhigin belirlenmesinde kullanilan c¢esith  metodlar
mevcuttur (optik, mekanik, elektriksel vb.). Bu amaca yonelik
sistemlerde en cok kullanilan elektriksel metodlar olmaktadir k1 bunlarin

kullantomi 1ile sicakhktaki degisimin direk olarak sinyale donisimi
gerceklesmektedir.

Metal oksitler ve polikristal semikondiiktorlerin karigimi olan
termistorler kiciuk boyutlu ve indirgenmig kalorifik kapasitelerinden
dolay: hizli cevap veren sistemleri olusturmaktadirlar (Tran Minh, 1993).




1.3.1.3 Piezoelektrik tavin

Piezoelektirik Ol¢timler, bir elektriksel polarizasyonu yada kuartz
gib1 bazi amisotropik dielektrik materyallerde olusan polarizasyondaki
farklanmay: temel almaktadir. Bu polanzasyon uygun yonelimli bir
kuvvetin uygulanmas: sonucu acia c¢ikmaktadir. Elektriksel alanin

uygulanmasi  durumunda igii materyalin - vibrasyonu  yada
deformasyonu, piezoelektinik etkiyr tersinir  hale getirmektedir.
Piezoelektrik cihazlar, kiitledek: ufak farklanmalarin tayinine yonelik
olarak kendi rezonans frekanslarinda kullanilmaktadirlar. Bu
farklanmalar, enzim-inhibitér assostyasyonlarinin yami sira antikor
baglanmalarin da kapsayan biyolojik reaksiyonlardan
kaynaklanabilmektedir (Dingkaya, 1999).




Reflectivity, R
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Emilim ve Yansitma Biyosensorleri: Emilimdeki optik yamt verme, Lambert Beer
Kamunu (Denklem 8) temel almusthr ve bu da diizenh bir arac: binm tarafindan
vayilan 15mm  yogunlugunu optik ozelhkler kimyasal konsantrasyondan
etkilendiklennde bir am 151k fonksiyonu olarak simflandinr. Enmhim A su sekilde
ifade edilir:

log (Iilp) =2 C1 (8)

Burada, I =1letilen 1518m voguniugu
I, = anlik 1512m yogunlugu
-] T _
e =M" cm i1¢indek: katsayinn ortadan kalmasi

C = M 1cindeki analit konsantrasyonu
[ = cm binminde araci 1¢inden gegen 15121 yol boyu

Emilim/yansima transduserienn, biyosensorlerde enzimler. antikorlar ve
DNA/RNA proplan ile birlikte kullambrlar Son zamanlarda. enzim bagisikhk
deneyr tabanh bir emmhim biyosensorii ette ve siit tirinlennde pemsihin kalmtilan
tespiti i¢in gelighinlmig [84]; bir emulim biyosensoril mmiino-manyefik aynstirma ile
birlegtinlerek gmdalarda Eschenchia coli O157:H7 tespitinde [83] kullamlmig: ve tek
kullanmhbk bir alici-tabanhh emuhm biyosensérimin su oOmeklenndek: mtrat
tespitinde kullamidif: rapor edilmugtir [86].




Isinim Bivosensorieri: Isima, molekiillernin uyanldiktan sonra temel durumlanmna
genl donerlerken 13m vaydiklan zaman dogan durumdur. Kimyasal 151ma ve biyolojik
151ma, bryosensorlerde ve hiicre-tabanh biyosensorlerde ensmim, antikor, DNA propu
gib1 gesith selallerde kullamlmmglardr. Kimyasal ijmamn 151k emisyom, kimyasal
reaksiyon ile belirlemirken, bryolejik 15:manin ki canh orgamzmalann (bakten, balik,
hasaratlar ve mantarlar) enzimlerle katalize edilen reaksiyonlanyla bebrlemir. Ismim
biyosensériinde, sabitlenmmg biyoalgilama materyallerine sahap bir alzilama tabakasi,
dmektekl belirlh hedef analiti tespit edebilmektedir. Isik yayihiom basladiktan sonra,
151k dalga kilavuzu ile 151k dedektériine gondenlir

Is1ldayan enzimatik bir sensér, genellikle hassas bir sekilde ATP, NATNPIH veya
H:0: ve 151ldayan sistemlerle diizen i1cinde ¢ahsan yardime: enzimler de dahil daha

karmasik sistemlerle tespit edilebilir [87]. Omegin, H:O:'vi tespit etmek icin,
kimyasal 15mmmb bilegikler c¢ofunlukla hmunel (3-amune-2 3-dihydro-1.4

phthalazinedione) ve 1lgih hidrazdlen kullamrlar Luminol aracili, karaturp
peroksidaz (HRP., EC 1.11.1.7) varh@inda kimyasal 1;:ma, hidrojen peroksiti
asagidaki gibi tespit edebilir:

'H 0y = Lumimal +OH -L—- (9)

3 —aminophthalate + N y < 3H 0 + hv (A =430 nm)




H,;0, olciimi, algilama membramnda 107 M limit tespiti ile peroksidaz
kullamlarak bir dakikada vapilabilir ve benzer sekilde limat tespitt ATP ve NADH
icin smastyla 107 ve 10™° M olabilir [88]. Kimyasal 1smum sinyalleri cok hizls
bozuldugundan, substratin hizla kmyasal 1smmm ayviracla kanstinlmasi ve 151k
dedektdriniin sinvali kaydetmes: icin uygun bir band gemslifinin olmasi
cerekmektedir.

Genellikle 1simm bivosensdrler; enzimler, antikorlar, canh makroplar, krnmiz:
hitcreler veva bunlardan herhangi ikisinin  kombinasyvonumun  bivoalgilama
materyallenn olarak kullamlmasiyla tasarlamr. Bunlar, pestisitlern, patojenlenn ve
oida bilesenlerinin tespitinde kullambirlar. Omegin bir biyolojik 1suma ve hiicre-
tabanli sensdr, su drnekleninde hidrojen peroksitin foksisitlenimn, fenol ve matomisin
C [89] tespitinde kullamlmmslardir; bir imimomanyetik kimyasal 15mma fiber ophik
brvosensoril. kvilmis sifir etinde. tavuk karkasinda ve marul émekleninde E. coli
OI57-H7 i tespitinde kullamlous [90]; ve bir ATP bivolojik 1smma biyosensér,
bivoenernitik olarak gdalarda canli patojenlenn varhigim onaylammstir [91].
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Isima Bivesensdrier: Isima; 1smmr bovalar, fluoroforlar ve fluorokromlar gibi
belirhh molekiillerde dis 151k kavnag: uvgulandif zaman ortava ¢ikar.

Yayilim smvali, uyarma 1s1fina gore tipik olarak daha zaviftir ve daha uzun
dalga bovuna sahiptir. Isima reaksiyonn veya vayima, 151k kavnagiyla veya vanlma
ile amiden ortava c¢ikar. Cofu isuma bivosensdrlerde, bivoalgilama materyallennin
cabuk kavbolan dalga ile viizeyde birleserek dzellik venr Liley [83] tarafindan
tammmladig Gzere, yizey-baglanfi 1smur etiketlenin tespitinde cabuk kaybolan dalga
kullanimmin temel olarak iic farkl format: vardar: cabuk kaybolan dalga kullanarak
fluoroforu wyarir (Sekil 5a). fluoroforu uyarma ve dalga kilavuzundan vayilan 15mlan

toplama (Sekil 5b). ve optik dalga kilavuzundan vavilan 1sum toplama (Sekal 5c¢).

Istma bivosensdrler avm zamanda vizeve ozel baglanma olaylarumu
Olcebilmelktedirler. Dalga klavuzlan, arzu edilen optik dzelliklere sahip
materyallerden vapilabilirler ve kolayca biyoalgilama materyallennin sabitlemirken
kolayca dedstinilebilirler. Sensdr tasarmu, ¢ok cesitli gorinebilir ve IR vakmndalki
151k kavnaklan ve dedektdrlere bagl olarak adapte edilebilir.




i Yizey plazmon rezonansi (SPR, Surface Plasmon
Resonance) domistiimmesi, sensdr arayizil tizerindeld ince bivolojik filmlerinin optik
vansima indeksindeki (RI. Refractive Index) kiigik defisiklikleni Glgmede analitik
bir ara¢ olarak yaygin sekilde kullamhr. SPR. yiiksek derecede iletken bir metal ve
bir dielekink materval arasmdaki arayiiz boyunca uzanan bir yiizey plazmonunun
optik uvanlmas: sonucu olusur. Uvanlma kosullan, metal ve drnek matervallenin
gecirgenligince ve aym zamanda dalga boyu ve anlik 15min agis: tarafindan belirlenir
(Sekil 6). Rezonans a¢is1. kinnlma indeksindeki (RI) ve gercek metal yiizeyden 800
nm’'ye kadar olan bir mesafede arayiizeydeki dielektrik sabitindeki degisikliklere
karst hassastir. Yiuizevden mesafe arttik¢a. hassasivet katlanarak diiger. bu da SPR
tabanl: bivosensoriin kucik partikiiller tizerinde daha 1v1 ¢alismasing saglar [98].
RI'daki degisiklik. sensor yviizeyinde devam eden biyokimyasal reaksivon ile ilgilidir.
Bundan dolayi, bir antijen-antikor sistemi ve bir DNA tamamlavic: par¢a sistemi,
SPR-tabanl bivosensor tiretiminde kullantimaktadir.

Sensor viizeyindeki elektrik vilklerinin miktann diger parametreler sabit
tutulurken. ani 1smmalann dalgabovlanndaki. agismin yvansima yogunlugunun ve
omeklenn yvansima indeks: degistikce. vansima fazi degisikliklerin dl¢tilmes: gibi
cesith sekillerde belirlenebilir.




Optik Fiber Bivosensdrier: Bir optik fiber, sistem tespifi i¢in drnedi uzaktan
kontrol ederken 15183 rehberlik etmek ve 15181 drnekten ¢evirmek i¢in diiz transdiiser
olarak kullamlir Aracimin kendisinin dogal opfik dzelliklerindeda defisim bir dis
spektro-foto-metre tarafindan algilamr Optik fiberin yvamndaki polimerik destegin
lizenne veya igine verlestirilen bir indikatdr veva kimyasal ayirag, tespit edilebilir
optik sinval tiretmek igin araci olarak kullamlir. Optik fiberlen doniistiirme metodu
olarak kullanmamin avantajlan, sahada kullamm kolayligs ve gercek-zamanl tespit,
rahatlik ve esneklik. potansivel uzun etkilesim ve dilsiik maliyettir,

Fiber optik biyosensirlerinden bin de dizlemsel dalga kilavuzu optik
bivosensoriidiir. Bu bivosensdr kavbolma etkisinin tespiting teme] almmgtir. Kaybolan
dalgalar (EW, Evanescent Waves), dolasan 1518m dalga kalavuzundan gecerken.
cozeltivle dogrudan temas etfifi sirada ortava ¢ikar ve dalga kilavuzu viizeyvinde
toplam dahili yansimaya ugrar. EW, ¢ozelti icinde yvayilur ve soliisyon yiizeyinden
uzaklastikca katlanarak bozunur.

Kaybolma alam igindeki baglavict etiketli antikorlar, ornek antijenin
konsantrasyomu ile ilgili olabilirler. Olgiilen degisiklik, emilim. 15mma veya 15k
sa¢ilmasi olabilir,

Fiber optik bivosensdrler, mda isleme ve cevre izleme uygulamalarmda cok
basarth sonuclar sergilemisler ve hem pestisit kalintilan hem de bakten hiicreler
tespitinde cok ivi performans gostermislerdr. Isinr 15181 dar niifuz derinlifi, sonug
olarak hedef bakterinin etkin sekilde vakalanmasmi gerekli kalmaktadar. Ancak. optik
fiber'in temas eden alam (genellikle ¢ok kiciik bir alan) ve gida Grneginin
karmasiklif, etkin bir yakalama kabilivetini garanti edememektedir. Asilmasi
gereken diger bir engel. pratik wygulamalarda fiber ucun veniden mevdana
gelmesidir.




Diger Oprik Biyosensdrier: Robmson ve meslektaslan tarafindan gelistirilen
[102] 1smar kilcal -dolum cihaz (FCFD. Fluorescent Capillary Fill Device) EW
tabanlt biyosensdrler icin tipitk bir olusum formatida. Bu cithaz, bir binnden 100
um lik vakin mesafevle ayrnlnus 1ka cam diizlem icenr. Alftaka diizlem, optik dalga
kilavuzu g1 davramr ve kendi yviizevinde sabiflennis bir antikor tabakasi tasir. Bu
bivosensor kilcal doldumma sisteminden vararlanir, sistem kullamimm kolay vilksek
hacimde vemden iretilebilir émek verir. Tim avwac maddeler FCFD cihazinda
bulundufundan, kullamicinin aviracla kuluckava vaturmak icin bivosensorii drnege

sadece daldirmasi veterli olacaktir. FCFD, hem kiigiik hem de biivilk analitlen gemis
caplh ormmek matnislerivle, her hangi bir on 15lem gerceklestimmek zorunda olmadan

analiz etmek 1cin kullamlir.




Pizoelekirik Bivosensorler

Pizoelekirik bivosensorler, elekink, kiitle ve viskoelastisitede gelistinlen
teonilern temel almus ve tican olarak bulunabilen kvartz knstal mukrobalans gibi
enstriimanlan kullanmaktadir. Pizoelektnk sensorler. difer tip sensorlere gore
hassasivet, cok vonld uygulama, digiik malivet ve basitlik acisindan iistinlik
oistermekte ve etiketsizdirler.

Tipik bir piezoelekink algilama basi, kuartz knstal levhaw ve knstalin ik zit
vamna verlestinlous ik uvarma elektrotundan (Sekil 7) olusur. Levha dogal veva
sentetik kuartz knstalinden kesilir. Elektromekamk birlesme ve uygulanan elekink

alanndan kavnaklanan genihim knstal sumetnisi, kesme agisi ve  elektrot
konfiglirasvomuna baghidar. Farkl elektro-mekamk birlesme, kalinhk kesme modu
(TSM, Thickness Shear Mode), vilzey akustik dalga (SAW, Surface Acoustic Wave),
vatay kesme (SH. Shear Horizontal) SAW, SH akustik diiz mod (APM. Acoustic
Plate Mode) ve biikiilgen diiz dalga (FPW, Flexural Plate Wave) da dahl, farkls
tiplerde akustik dalgalara ol acar.




Nivealglama
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Sekil 7. QCM biyosensdrde kullanilan pizoelektnk kristal algilama bagimn yapist. (a) tstten
goriiniim ve (b) en-kesit gériiniimii.

Piezoelekink biyosensorler. temel olarak knistal yizew uzenndeki kiitle
degisimi sonucu piezoelektrik knstalinin rezonant frekansmdaki degisikliklerin
ol¢iilmesi lizerine temellenmistir (genellikle antikor-antijen reaksivon veva bir DNA
parcas: ve bunun tamamlavic: sirast gibi biyokimyasal etkilesim tarafindan sebep
olunur). Iki ana tip piezoelektrik cihaz bulunmaktadsr: kuartz kristal mikrobalans
(QCM. Quartz Crystal Microbalance) ve viizey akustik dalga (SAW) cihazi
Pizoelektrik biyosensorler Uzerine vyapilan yogun aragtirmalar. bu sistemlerin
bivokimyasal reaksiyonlan tek adimda. diisik malivetlh olarak tespit etme
potansivelini gostermektedir.

15> MHz altindaki frekanslarda calisgan QCM. piezoelektrik kristalin
vuzeylerindeki degisimlerin incelenmesinde ve ilgi duvulan antikorun takip eden
tespitinde kullamlnustir. Frekans atlamas: ve viizey kiitle degisimu arasindaki iligki
Sauerbrey denklemi ile verilmigtir:

Af==23x10°4"AMA  (10)

Burada Af = Hz biriminde, kaplamal: kristalin frekansindaki degisiklik

f, = MHz biriminde kristalin rezonant frekans:

A =cm’ biriminde kaplanmus alan

AM = g binminde depolannus kiitle
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Termal Bivosensdrier

Termal bivosensdrler avm zamanda Aalorimerrik bivosensdrier olarak
adlandinlir. Bunlar bir bivoalgilama materyalinin (enzim, organel, nukroorganizma,
bitka veva hayvan hiicres: veya doku) termometre, termopil veyva ternustér gibi bar
fizikszel transdiiser ile biitinlestinlmes: ile gelistinlomglerdir. Tablo 1 de gostenldif
izere, analitik c¢ozelti kalormetrisinde, enstrimanlar 151 iletima,  isoperibol
kalonimetri ve isotermal kalonmetni [116] seklinde simflandinlir. Bivokimryvasal
reaksiyonlar icin entalpi degisimi 25 ve 100 kJ mol™ [117] arahgmdadir. Omesin.
glikoz oksidaz ile katalize edilen glikozla tedavi; veva urazla katalize edilen iire,
sirasivla 80 ve 49 kllmol ortaya cikanr. Genel olarak, 1sotermal kosullann
bivosensor sinvallerinin aciklanmasinda ver aldi;n dilsiiniiliir. Ya biyvosensoriin
termal kiitles:, 1smmin luzla dagilacam selalde ok birviiktiir; va da fiim cithazin 15151 bar
su sirkiilasyonu vasitasivla diizenlenmektedir [19]. Termal bivosensorler iic gurupta
da gelistinlomstir. Ama. en fazla termal bivosensor termustdr-tabanh biyosensorlerdir
ve bunlar belirli enzimlenn dahl oldugu bryokimyasal reaksivonlar sirasinda acida
cikan 151 6l¢iimil tabanhdirlar. Iki temel sebep, termistor bivosensérleri daha basanh
kilmaktadir: son derece hassas ve kiciltilmils termustér ve c¢ok kolay akis-
enjeksivon analizi (FIA. Flow Imjection Amnalysis). Termuistdr bivosensirler,
0.001°C'de 1:1 defisikhklernm fespit edebilecek cok hassas ternustdre ihtivac
duvarlar.




Bivosensdrier
Son zamanlarda, manvetik bivosensorler daha fazla dikkat celomektedir ve bu
konu Megens ve Pnns [122] tarafindan degerlendinilmastir. Mikroakiskan kanallar
icindeki manvetik mikro ve nano partikiillerin magnetodireng etkisi kullamlarak
hassas sekilde tespit edilmes: temelinde bovutlan kichltilmis biyvosensirler,

hassasiyet ve boyut baglammda gelecek vaat etmektedir. Ancak. gelecektek: zorluk,
omegde niifuzu ve tespit tek bir kartusta bir arava getirerek 151 otomatik olarak
vapabilmektir. Manvetik partikiiller avrica mukro kanallardaki biyoreaksivonlara
belirgin bir destek olarak kullamilmakta [123] ve tek bakteril hilcreler manvetik-
hidro-dinanuk akas tarafindan vilklenebilir ve tasinabilir [124].




1.3.5 Bivoal@ilama Matervallerinin Sabitlenmesi

Biyosensoriin cevap sinvallerimi alabilmek icin, biyvoalgilama materyaller
transdiser ile baglanmaldu. DBivoalgilama matervalleri transdiiserler lizenne
sabitlevici fiziksel ve kimyasal metotlar tipik olarak emilim. mikro hapsetme, tuzaga
dilgiirme, capraz baglama ve kovalent baglamadir [2024]. Sabitlemenin belirh
prosedirler1  transdiiser yizevinin dogasma, bivoalgilama —matervallerinin
dzelliklerine ve biyosensdriin vapisima baglidar,

Enzimler ve antikorlan degerlendirdifimizde, bu molekiiller metal. metal oksit.
karbon ve cam vyizey ilizennde tutunurlar ve transdiiserler icin hidrofobik, 1vomik ve
Van der Waals etkilesimlerle vayvmn sekalde kullandirlar [23]. Yizeye tutunma,
bivoalgilama matervalleri tizerinde daha az bozunmava vol acan en basit sabitleme
metodudur. Ancak, baglanma zawif ve kullanim dmrii kasadr (birkag giin). Yizeve
tutundurulan bivoalglama matervall, 1sdaki, pH daka, 1yvomk giicteki, akis oram ve
substratlardala  defisimlere karsi hassastir. Aynica, tumundurma, biyvoalgilama
materyallerinin = kimvyasal donistirmede optimal etkinlik igin  molekiiler
odaklanmasim desteklemez.

Tuzaga disiirme metodunda, biyoalgilama materyall, transdiiser yiizeyi
vakininda bir jel, macun veya bir polimer matrisi i¢inde tzaga diusumiliic. Jellere
polyvacrylamide, nisasta jeli, naylon ve silastic jeller dahildir. Polimetrik matervaller,
ivi vapilannus bir iskelet, secici ivon gecirgenlifi, gelismmis iletkenlik gibi birgok




fonksiyvon kazandirabilir ve elekiron transfer siirecine aracilik eder. Tuzaga diisirme
metodu, fransdiiser vizevinde makro-molekiillerin sirekli konumlanmasim
saflayamaz ve omri nispeten kisadir. genel olarak birkac hafta kadardir.

Capraz baflama metodunda, genelde glutaraldehvde, hexamethylene
dusocvanate ve 1.5-dinitro-2 4-difluorobenzene gibi cift islevli etken maddeler,
brvomolekiiller arasmda katmanlan kararhh hale getwecek molekiiller aras: baglan
olusturmak ve transdiiser tzenndeki bivoalgilama matervallerimn sabitlenmesinde
reaksivon tabakalanndan sizmasim dnlemede kullamlic [125]. Bu metot vilksek
mekanik davamklilik saglamaz ve substrat difiizvonunu simrlayvabilir.

Kovalent baglanma kullamldigmmda, kovalent kimvasal baglan biyoalgilama
materyali ve transdiiser yiizew arasmnda olusur. Enzimler, antikorlar, karboldratlar
ve oligoniikleotitler belirli molekiiler dzelliklere sahiplerdir. Protemnler. makro-
molekiillerde, normal olarak animo, karboksil. sulfhvdryl veva amino asitlerin
aromatik van zincirlenne baglanirlar Yiizevde tutundurma, fuzaga disiinme wve
capraz baglama mefotlanyla kivaslandiginda, kovalent baglanma daha 1v1 ve aylarca

kalicihim siiren yiizey vapis: saglamaktadar.
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