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Laktat (laktik asit), dogal olarak laktik asit bakterileri tarafindan iiretilmekte; yogurt,
tursu ve sarap gibi fermente gida maddelerinde bulunmaktadir. Bu nedenle gidalarin
izlenmesinde, raf dmriiniin, tazeliginin ve kalite 6zelliklerinin belirlenmesinde oldukca
onemli bir parametredir. Ayrica laktat, anaerobik metabolizmanin temel metaboliti olup
insanlarda yorgunlugun ve hidrasyonun, septik sok hastalarinda ¢oklu organ yetmezligi
ve Oliimiin, fel¢ ve laktik asidozun belirtecidir. Bu nedenle laktat seviyesinin belirlenmesi
ve izlenmesi; gida endiistrisinde siirdiiriilebilir tarim agisindan gida giivenliginin
saglanmasi, saglik alaninda ise hasta sagliginin takibi ve hizli miidahale agisindan
olduk¢a biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu amagla; laktat seviyelerinin belirlenmesi ve
izlenmesi i¢in hizli, kolay uygulunabilir, hassas ve ekonomik analitik cihazlar olan
biyosensorler, geleneksel yontemler yerine oldukca tercih edilmektedir. Laktat tayinine
yonelik kullanilan ticari ve laboratuvar 6l¢ekli biyosensorlerin biiylik bir ¢ogunlugu
enzim temelli ve amperometrik transduserli biyosensorlerdir. Bu bilgiler dogrultusunda,
31-350 uM tayin araliga sahip; yani oldukc¢a diisiik miktarlardaki laktat miktarlarmi
belirleyebilen gida ve saglik alaninda kullanima uygun enzim temelli ve amperometrik
transduserli laktat biyosensOrii tez kapsaminda {iretilmistir. Bu amagla, oOncelikle
optimum sartlar 6n denemelerle belirlenmistir. Ardindan; nafyon (%5 wt) ile calisma
elektrot yiizeyine immobilize edilmis laktat oksidaz enziminin, laktadi oksitlemesi
sonucu olusan H202’den kaynakl elektronun, elektrot yiizeyine ulagmasiyla meydana
gelen akim sayesinde laktat miktarmi belirleyen biyosensor tasarlanmustir. Bu biyosensor;
cams1 karbon elektrot, Ag/AgCl referans elektrot ve platin karsit elektrot olmak tizere
ticlii elektrot sisteminden olusmaktadir. Daha sonra; iiretilen bu biyosensor ile Ankara’nin
farkli bolgelerinden temin edilen peynir, sucuk ve kefir numunelerinden izole edilen ve
Gram pozitif olduklar: belirlenen 23 laktik asit bakterisinin trettigi laktik asit miktari
tespit edilmistir. Ayn1 6rnekler icin HPLC analizleri yapilarak sonuclar karsilastirilmis ve
iiretilen biyosensoriin ger¢cek drneklerdeki 6l¢iim sonuglar1 incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: biyosensor, laktat, elektrokimyasal, gida, siirdiiriilebilir tarim
2019, vii + 65 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

PRODUCTION OF ENZYME BASED AMPEROMETRIC LACTATE BIOSENSOR
AND DETERMINATION OF LIMIT OF DETECTION
Oziim OZOGLU

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU
Second Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Evrim GUNES ALTUNTAS

Lactate (lactic acid) is naturally produced by lactic acid bateria, which is found in
fermented foods such as yogurt, pickle and wine. Thus, it is a very important parameter
for monitoring foods, determining their shelf life, freshness and quality characteristics.
Also, lactate is a main metabolite of anaerobic metabolism and indicator of fatigue and
hydration in humans, multiple organ failure and death in septic shock patients, stroke and
lactic acidosis. Therefore, determining and monitoring the lactate level; is of a great
importance to ensure food safety in terms of sustainable agriculture in the food industry
and monitoring of patient health and rapid intervention in the field of health. For this aim;
biosensors which are quick, easy to apply, sensitive and economic analytical devices for
the determination and monitoring of lactate levels, are pretty preferred instead of
conventional methods. The commercial and laboratory-scale biosensors used for lactate
determination are commonly enzyme-based and amperometric transducer biosensors. In
the light of these information, the enzyme-based amperometric transducer lactate
biosensor, with a determination range of 31-350 uM which can detecte too low lactate
amount, and suitable for use in the food and health field, has been produced within the
scope of this thesis. For this purpose, the biosensor was designed after determination of
the optimum conditions with preliminary trials, for determination of lactate amount
according to oxidation the lactate by lactate oxidase enzyme immobilised with nafion (5%
wt) on working electrode was resulted an electron to flow from the H>O>, then there was
been a current. Furthermore, the biosensor has been triple electrode system which
contented glassy carbon electrode, Ag / AgClI reference electrode and platinum counter
electrode. After these; lactate amount produced by 23 lactic acid bacteria, which were
isolated from samples of cheese, Turkish sausage and kefir that were provided by
different area in Ankara and determined of Gram positive, were measured with the
produced biosensor. HPLC analyzes were performed for the same samples and the results
were compared with the results of the biosensor’s and measurement results of the
biosensor in the real samples were examined.

Key words: Biosensor, lactate, electrochemical, food, sustainable agriculture
2019, vii + 65 pages
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1. GIRIS

Glinlimiizde basta gida olmak iizere kimya, ¢evre, biyoteknoloji ve saglik alanlarmdaki
en biiyiik sorun; kalite giivencesi ve proses kontrolleri i¢in yapilan periyodik analizlerin
oldukga yorucu, uzun zaman alan ve deneyimli ¢alisan gerektiren tekniklerle yiiriitiliiyor
olmasidir. Ornegin gida sanayiinde, analizlerin biiyiikk ¢ogu; kromatografi,
spektrofotometri, elektroforez, titrasyon ve mikrobiyolojik ekimler gibi tekniklerle
gerceklestirilmektedir. Bunun sonucunda gida kompozisyonunda bulunan ¢ok sayidaki
bilesenin konsantrasyonlarmi veya Ornegin mikrobiyotasini belirlemek uzun zaman
almaktadir. Bu nedenle hizli, hassas, giivenilir, kiiglik, kolay tasmabilir ve ekonomik
tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu noktada biyosensor teknolojisi; kiigiik ve diisiik
maliyetli cihazlarla biyolojik sistemlerin hassas ve 6zgiil olarak ¢aligmasini saglayarak
geleneksel analitik yontemlere giiclii bir alternatif olmaktadir (Scheller ve Schubert 1992,
Canh 1993, Mello ve Kubota 2002, Moser ve ark. 2002, Velasco-Garcia ve Mottram
2003, Aykut ve Temiz 2006, Viswanathan ve Radecki 2008, Thakur ve Ragavan 2013).

Biyosensorlerin, ekonomik cihazlar olmalar1 olduk¢a 6nem arz etmektedir. Tran Minh
Canh’in 1993 yilinda yaymmlanan ‘‘Biyosensdr’ isimli kitabina goére; Japonya’nin,
biyosensor arastrma ve gelistirme (Ar-Ge) alaninda, kitabin yayinlandigi dénemde
diinyaya hakim oldugu, Japonya’da biyosensor pazarinin yaklasik olarak 1,5 milyon yen
oldugu belirtilmektedir. Ayn1 yayinda, Japonya’y1 takiben Almanya ve diger Avrupa
iilkelerinin (Ingiltere, Fransa, Italya ve Ispanya) de biyosensdr alanindaki arastirmalara
aktif olarak katildiklar1 ifade edilmektedir. Ayrica biyosensorlerin giivenilirliginin
artisinin - ve maliyetindeki azalmanmn aym yonde ilerledigi, bunun sonucunda
biyosensorlerin ilgili sektorlere daha fazla yayilmasmi ve yeni uygulamalara ilgi
duyulmasni sagladigi belirtilmistir (Canh 1993). Global Industry Analysts’in 2014 Kasim
aymda yayinladig1 rapora gore, yeni teknolojilerin ortaya ¢ikmasi, seker hastaligi gibi
saglik konularin1 yonetme ihtiyacinin artmasi ve yeni uygulama alanlarindan gelen giiclii
talep nedeniyle 2020 yilinda biyosensorlerin global pazarinin 20,7 milyar ABD dolarina
ulasmasi beklenmektedir (Market Research Report Collections - www.strategyr.com
2014).



Biyosensorler; biyolojik bir materyal, tanimlayicit molekiiller olarak biyolojik tiiretilmis
bir materyal ya da biyomimik (biyolojik tanimlayici element-biyoreseptor),
fizikokimyasal transduser (doniistiiriici) ya da doniistiirme etkili mikrosistemlerle
entegre edilerek kullanilan analitik cihazlardir (Tothill 2001). Biyosensoérler, kavramsal
olarak yeni bir ger¢ek-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 sensorii olarak
kullanilmak iizere enzim-elektrot kompleksini tiretmislerdir (Clark ve Lyons 1962). Bu
tarihten sonra biyosensor alaninda olaganiistii gelismeler s6z konusu olmustur ( Luong ve

ark. 1997, Thévenot ve ark. 2001, Kulkarni ve ark. 2014, Bahadir ve Sezgintiirk 2015).

Biyosensor arastirma ve gelismelerinin daha ¢ok saglik, ¢evre uygulamalar1 ve gida
endiistrisine dogru yonelim gosterdigi goriillmektedir (Velasco-Garcia ve Mottram 2003).
Ozellikle patojen belirleyici biyosensorlerin; saglik, askeri, gida-tarim ve gevreyle ilgili
endiistri alanlarinda giderek artmasi beklenmekte olup uygun pazar payr da
bulunmaktadir ( Canh 1993, Alocilja ve Radke 2003). Biyosensorlerin yaygin olarak
tercih edildigi gida ve saglik sektorleri ele alindiginda laktat miktarmin hizli tespit
edilmesi ve izlenmesi, siirdiiriilebilir tartmin bir gerekliligi olarak gida giivenligi ve
givenilirligi agisindan; gidalarin kalite, stabilite ve raf omiirlerinin belirlenmesinde
onemli bir belirte¢ olmasi ve izlenebilirligi saglamasi, saglik agisindan ise; hepatik
hastaliklar, kanama ve solunum yetmezligi gibi durumlarda 6nem tasidigi i¢cin bu
alanlarda laktat tayinine yonelik biyosensorlerin kullanimi biiylik 6nem arz etmektedir (
Opara 2003, Carvalho 2006, Cebeci 2006, Tsai ve ark. 2007, Rassaei ve ark. 2013, Casero
ve ark. 2014, Rathee ve ark. 2016, Goékirmakli ve Bayram 2018). Endiistride kullanilan
veya caligma yapilan laktat biyosesorlerinin ¢ogunun enzim temelli amperometrik
biyosensorler oldugu goriilmektedir ( Luong ve ark. 1997, Bahadir ve Sezgintiirk 2015,
Rathee ve ark. 2016).

Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismada, laktat oksidaz (LOD) enziminin immobilizasyonuna
dayanan enzim temelli amperometrik laktat biyosensorii iretilerek tayin smirlar:

belirlenmis ve gelistirilen cihaz, gesitli fermente gidalardan izole edilip morfolojik olarak



tanimlanan laktik asit bakterilerinin (LAB) iirettikleri laktat miktarmi belirlemek
amaciyla kullanilmistir. Sonuglar, yaygin kullanilan bir yontem olan HPLC (Yiiksek

Performansli Sivi Kromatografisi) metodu ile kiyaslanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Biyosensoriin Tanm ve Tarihgesi

Biyosensor, ornek i¢inde bulunan analitin konsantrasyonunu ya da aktivitesini belirlemek
icin transduserle biyoreseptoriin birlesimini igeren cihazi ifade etmektedir (Rustagi ve
Pravesh Kumar 2013). Biyosensorlerde hedef analitin konsantrasyonu, transduserden
biyoreseptoriin spesifikligi ve konsantrasyonu ile orantili olarak elde edilen sinyal
araciligiyla belirlenmektedir. Bu sinyal, proton konsantrasyonundaki degisiklikler,
amonyak ya da oksijen gibi gazlarin salinmasi1 veya yiikseltgenmesi, 151k emisyonu,
absorbsiyon ya da reflektans, 1s1 emisyonu Yya da kiitle degisikliginin sonucu olarak
olugmaktadir. Sinyal, doniistiiriicii tarafindan akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 151k
absorbsiyonu gibi Olgiilebilir cevaplara ya da elektrokimyasal, termal, optik ya da
piezoelektrik kiitle artisina doniistiiriilebilmektedir. Sinyal, gelecekteki ¢aligmalar i¢in
giiclendirilebilmekte, islenebilmekte ve depolanabilmektedir. Prensip olarak herhangi bir
reseptor, uygun olan herhangi bir transduserle operasyonel bir biyosensor tiretmek igin
birlestirilebilir (Junhui ve ark. 1997, Aykut ve Temiz 2006). Biyosensorlerin ¢alisma
prensibi sematik olarak Sekil 2.1.”de gosterilmektedir (Velasco-Garcia ve Mottram 2003,
Ozoglu ve ark. 2017).

BIYOSENSOR
Omekler (Analitler) Biyoreseptor Transduser Elektronik Veri Isleme

Sekil 2.1. Sematik olarak biyosensorlerin ¢calisma prensibi

Biyosensorler, temelde biyoreseptdr ve transduser olmak iizere iki ana bilesenden
olugsmaktadir. Biyoreseptor; analitin tanmmmasindan ve biiyilk Olgekte sensoriin
spesifikligi ve hassasiyetinden sorumlu kismi olusturmaktadir. Biyoreseptorler, belirli bir

substrata baglanabilecek 6zellikte olup enzim, tiim hiicre ve biyoaffinite temelli olmak



tizere 3 grup altinda toplanmaktadirlar (Mehrvar ve ark. 2000, Aykut ve Temiz 2006,
Thakur ve Ragavan 2013). Biyosensorlerin transduser kismi ise; sinyalin, tanimlayict
sistemin (biyoreseptorlerin) ¢ikis alanindan genellikle elektriksel alana iletilmesini

saglamaktadirlar (Thévenot ve ark. 2001).

Biyosensorlerin basarili bir sekilde ¢alisabilmeleri igin asagida belirtilen bazi 6nemli
ozelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir (Chaplin ve Bucke 1990, Leonard ve ark. 2003,
Thakur ve Ragavan 2013):

1. Segicilik: Biyosensor cihazi, hedef analit i¢in yiiksek secicilige sahip olmali ve benzer
kimyasal yapilara sahip kisimlara hi¢bir sekilde ¢apraz reaktivite gostermemeli ya da
minimum diizeyde gostermelidir. Biyokatalistler de hedef analiz i¢in yiiksek spesifiklige
sahip olmali, kolorimetrik enzim seritleri ve daldrmali seviye 6lgme ¢ubuklar1 harig
normal depolama kosullar1 altinda stabil olmali ve fazla sayidaki analizlerde de iyi bir

stabilite gostermelidir.

2. Hassasiyet: Reaksiyonun, karistirma, pH ve sicaklik gibi kontrol edilebilir fiziksel
parametrelerden bagimsiz olmasi gerekmektedir. Biyosensor cihaziyla 6l¢iim yapilirken
orneklerin 6n temizligi gibi 6n muamele islemlerinin olabildigince az diizeyde tutulmasi
gerekmekte dolayisiyla fazla basamak olmasi istenmemektedir. Eger reaksiyon koenzim
ya da kofaktorler igeriyorsa, bunlarm tercihen enzimle birlikte ko-immobilize halde

bulunmasi gerekmektedir.

3. Yanitlarin Dogrulugu: Yanitlarin; kesin, hassas, seyreltme ve konsantrasyon olmadan
yararl analitik araligin {izerinde tekrarlanabilir ve dogrusal olmas1 gerekmektedir. Ayrica

elektriksel giiriiltiiden arindirilmis olmas1 gerekmektedir.

4. Sinyal Yanitlarmin Tekrarlanabilirligi: Ayni konsantrasyonlara sahip Orneklerin,

birden fazla kez analiz edildiklerinde her seferinde ayni sonucu vermeleri gerekmektedir.

5. Hizli Tepki Siiresi ve Tyilesme Siiresi: Biyosensoriin etkin bir sekilde ¢alisabilmesi i¢in

hedef analitin gergek zamanli izlemesinde yeterince hizli siirede cevap vermesi



gerekmektedir. Biyosensoriin yeniden kullanilabilirligi i¢in iyilesme siiresinin kisa

olmas1 gerekmektedir.

6. Islevsellik: Biyosensor, klinik durumlarin invaziv izlemesi i¢in kullanilacaksa
probunun herhangi bir toksik ya da antijenik etkiye sahip olmamasi, ufak ve biyouyumlu
olmas1 gerekmektedir. Eger, fermentorlerde kullanilacaksa steril edilebilir olmasi
gerekmektedir. Tercihen otoklavlanabilmelidirler ancak higbir biyosensor enzimi bu
derece siddetli 1slak-1s1 muamelesine dayanamayabilir. Her iki durumda da

biyosensorlerin kirlenme ya da proteoliz egilimi olmamas1 gerekmektedir.

7. Kararlilhik (Stabilite) ve Calisma Omrii: Farkli biyokimyasal ve cevresel sartlarda
biyolojik komponentlerin ¢ogu kararl 6zellik géstermemektedirler. Bu nedenle biyolojik
elementlerin aktivitelerinin uzun siire muhafaza edilebilmeleri i¢cin arayiiz edilerek
kullanilmas1 gerekmektedir. Bu sayede biyosensdrler pazarlanabilir ve pratikte alaninda

faydali olarak kullanilabilir hale gelmektedir.

8. Kullanict Dostu Olma: Biyosensorlerin; ucuz, kiiclik, tasmabilir ve yar1 kalifiye

operatorler tarafindan kullanilabilecek diizeyde olmasi gerekmektedir.

Leland Charles Clark Jr. biyosensor c¢alismalarmin Onciisii olarak bilinmektedir
(Renneberg ve Lisdat 2006; Thakur ve Ragavan 2013). Clark, kalp ve akciger
makinelerindeki ven ve arter kan dongiisiiniin oksijen gerilimini diizenli izlemenin
gerekliligini belirtmektedir. Uzun yillar boyunca kalp ve akciger makinelerinde kan
oksijen gerilimini gozlemleyebilmek igin polarografik yontemler kullanilmistir. Ancak
bu yontem, uzun siireler boyunca calisacak ve siirekli mutlak oksijen gerilimi kaydini
tutacak bir cihaz1 gerekli kilmaktadir. Bu nedenle Clark ve arkadaslar1 ¢iplak bir platin
katodu ve tlizeri selofan kaplanmis katodun ikisiyle birlikte dig referans anotlari
kullanarak eski katodlardan daha iyi bir sekilde ilerleme kaydettikleri kandaki kismi
gazlarin gerilimini (pO2 ve pCO2) ve kanin pH degerini 6lgen bir elektrot gelistirmislerdir
(Oksijen Elektrodu) (LC 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 Olgebilen bir enzim elektrot sistemi

gelistirmislerdir (Clark ve Lyons 1962).

Updike ve Hicks 1967 yilinda Clark ve Lyon’un enzim elektrot sistemini temel alarak;
iiriin formasyonunu ya da ayrag tiikketimini izleyerek analit konsantrasyonunu 6lgen ilk
amperometrik biyosensorii gelistirmislerdir (Mello ve Kubota 2002, Thakur ve Ragavan
2013).

1969 yilinda Guilbault ve Montalvo, amonyum iyonlarina cevap verebilen bir Beckman
katyonik cam elektrodunun tlizerine ince bir film immobilize iireaz yerlestirerek yaptiklari
icin lire elektrodu adimi verdikleri substrat lire miktarmi belirleyen iire doniistiiriici
gelistirerek ilk potansiyometrik enzim elektrodunu tanimlamislardir (Guilbault ve
Montalvo 1970).

Mindt ve Racine (Hoffmann la Roche) 1973 yilinda ilk laktat sensoriinii gelistirmeyi
disiinmiiglerdir. Yine 1973 yilinda Guilbault ve Lubrano, platinyum elektrotta hidrojen
peroksidin belirlenmesine dayanarak glukoz ve laktat enzim sensoriinii tanimlamislardir

(Palleschi ve ark. 1990, Renneberg ve Lisdat 2006, Thakur ve Ragavan 2013).

1974 yilinda Klaus Mosbach ve Bengt Daniellsson, 1s1 sensoriinii matris baglayici enzim
preparasyonunun yanina yerlestirerek ve sicaklik 6l¢iim birimiyle baglantili olan, enzim
aktivitelerinin ¢evresinde meydana gelen sicaklik degisimlerini direk Olgen 1s1

hassasiyetli enzim sensoriinii yani termistorii gelistirmislerdir (Mosbach ve Danielsson
1974).

Enzim elektrot sisteminin gelistirilmesinden bir siire sonra Yellow Springs Instruments
(YSI), Clark ve Lyon’un enzim elektrot sistemini gelistirerek amperometrik olarak
hidrojen peroksit (H20.) belirleyen glukoz analiz cihazin1 (YSI23006) 1975’te piyasaya
stirmiislerdir. Aslinda firma ilk olarak 1973 senesinde biyosensor cihazini piyasaya siirse
de parazit sorunu nedeniyle geri ¢cekilmek zorunda kalmistir. Sorunu gidermek amaciyla
ilave bir membran eklenerek yani sandevi¢ membran yontemini gelistirerek (enzim,

niikleopor polikarbonat membran ve selliiloz asetat membran arasinda tutularak)



coziilmesiyle 1975 yilinda ilk biyosensdr cihazinin  piyasaya  siiriilmesi
gerceklestirilmistir (Renneberg ve Lisdat 2006, Thakur ve Ragavan 2013, Yegane 2015).
1975 yilinda biyosensorler, Divies’in etanol analizi i¢in oksijen prob ve Acetobacter
xylinum’un seliilozik pelikiiliiniin kombinasyonuyla mikrobiyal elektrodu tasarlamasiyla

yeni bir evrim gegirmislerdir (Divies 1975).

Clemens ve arkadaslar1 1976 yilinda bir elektrokimyasal glukoz biyosensorti, yapay bir
pankreas yataginda birlestirmislerdir. Ardindan bu sensor, Biyostator olarak Miles
Laboratuarlari tarafindan pazarlanmistir (Renneberg ve Lisdat 2006, Thakur ve Ragavan
2013).

1976 yilinda La Roche (Isvigre) tarafindan polarize platin elektrot iizerine kiigiik bir
reaksiyon odasinda sitokrom b2 yerlestirilmis ilk enzim elektrot temelli laktat
biyosensorii (Lactate Analyzer LA 640) gelistirilmistir (Scheller ve Schubert 1992,
Malhotra ve Chaubey 2003, Thakur ve Ragavan 2013).

1983 yilinda, Yiizey Plazmon Rezonans (Surface Plasmon Resonance-SPR) teknigi

gelistirilerek kimyasal sensorler alanina yeni bir optik teknik kazandirilmistir (Liedberg
ve ark. 1983).

1984 yilinda Turner ve arkadaslari, diisiik maliyetli enzim elektrotlarin iiretimi i¢in
immobilize arac1 (mediyatdr) olarak ferrosen ve tiirevlerinin oksidorediiktazlarla
kullanim1 hakkinda bir bildiri yaymlamislardir. Bu hali, MediSense tarafindan 1987°de
Amerika Cambridge’de piyasaya siiriilen kalem olger sayaciyla birlikte evde kandaki
glukozun izlenmesini saglayan ekran baskili enzim elektrodun temelini olusturmustur

(Thakur ve Ragavan 2013).



2.2 Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

Biyosensorler, c¢alisma prensipleri dikkate alinarak biyoreseptorii ve fiziksel
transduserlerine gore iki ana sinifa ayrilmaktadir. Biyosensorlerin bu iki ana sinifa gore
detayl sekilde siniflandirilmasi Sekil 2.2°de gosterilmektedir ( Thakur ve Ragavan 2013,
Ozoglu ve ark. 2017).



BIiYOSENSORLER

BiYORESEPTORUNE GORE FIZIKSEL

TRANSDUSERLERINE GORE

1. Enzim Temelli
a. Spesifik Substratlarin Katalitik
Transformasyonlari (Tirozinaz fenol
belirleyici olarak kullanilmaktadir.)

b. Hedef Analit Tarafindan Enzim
Aktivitesinin Spesifik Inhibisyonu

(Organofosfatlar tarafindan inhibe
edilen Asetilkolin Esteraz)

¢. Kofaktor Enzimin
(HPR(Holding

Period Return) icin Mn(II)) Modiilator
Olarak Davranan Analiti Tarafindan
Enzim Aktivitesinin Etkilenmesi

1. Elektrokimyasal Transduser
a. Potansiyometrik

b. Amperometrik
c. Kalorimetrik

2. Optik/ Optoelektronik
a. Isik Bazli Potansiyometrik
Sensorler
b. Yiizey Plazmon Rezonans

2. Tiim Hiicre Temelli

a. Hiicresel Solunumun Genel
Inhibisyonu

_ b. Spesifik Katalitik Proteinin
Indiikleyici Olarak Davranan Analiti

3. Afinite Biyomolekiil Temelli
a. Antikorlar
b. Reseptorler
c. Niikleik Asitler

(SPR)
¢. UV-Goriiniir Absorbans
d. Liminisans ve Floresan

e. Tam I¢ Yansima (TIRF)

3. Piezoelektrik
a. Quartz Kristal Mikroterazi

b. Yiizey Akustik Dalga
Sensorii
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4. Termal Sensorler

a. Izotermal Titrasyon
Kalorimetrisi

b. Polimer Film Rengindeki

Is1 Hassasiyet Degisikligi

Sekil 2.2. Biyosensorlerin siniflandirilmasnin sematik gosterimi




2.2.1 Biyolojik Tamimlayic1 Elementine Gore Biyosensorler

Enzim Temelli Biyosensorler

Biyoreseptor olarak enzimlerden yararlanilan biyosensorler, en ¢ok ¢alisma yapilan alani
temsil etmektedirler. Enzimler; yiiksek secicilikleri ve substrata yonelik aktiviteleri
nedeniyle biyolojik aktif materyal olarak kullanilabilecek en iyi materyallerdir.
Baslangictaki reaksiyon hizlar1 nedeniyle enzimler, ¢ogunlukla substratlarin
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanilmaktadirlar. Ayni zamanda pek ¢ok
biyokimyasal reaksiyon spesifik enzimler tarafindan katalizlenmektedir. Bu nedenle
enzimler, biyosensoOrlerde katalitik bilesen olarak genis anlamda kullanilmaktadirlar.
Enzimler, biyosensorlerde yalniz bir sekilde katalitik eleman olarak kullanilabildigi gibi
alternatif olarak antikor gibi diger bilesenlerle birleserek belirteglerde sinyal yiikseltici
olarak da kullanilabilmektedirler. Enzim temelli biyosensorlerin ¢ogunda enzim olarak
oksidorediiktazlar kullanilmakta ve bu oksidorediiktazlarin da yaygin olarak iki alt sinif1
olan oksidaz ve dehidrojenazlar kullanilmaktadir (Chaplin ve Bucke 1990, Wilson ve Hu
2000, Tothill 2001, Choi 2004, Rustagi ve Pravesh Kumar 2013, Rathee ve ark. 2016).
Bir enzim temelli biyosensOriin konsepti; sensér ylizeyinin yakiina enzim
yerlestirilmesine dayanmaktadir. Enzimatik temelli cihazlarda biyosensor, substratin
konsantrasyonunu sensor yiizeyindeki enzimatik reaksiyonlara gore belirlemektedir.
Reaksiyon iki benzer prosesle kontrol edilmektedir. Bunlar; substrattaki enzimatik
donilisiim ve {irliniin enzim katmanmdan diflizyonudur (Turner 2015, Rathee ve ark.
2016).

Enzim temelli biyosensorler, enzim elektrodunun icadindan beri (Clark ve Lyons (1962))
cesitli potansiyel uygulama alanlar1 nedeniyle giderek artan bir sekilde dikkatleri
cekmektedir. Enzim temelli biyosensorler; biyotip, ¢evre, gida kalite kontrol, tarim ve
ilag endiistrilerinde ¢esitli hedef analitlerin kalitatif ve kantitatif analizlerinde oldukca
onemli bir tekniktir. Pratik ve ticari agidan 4 tip enzim temelli biyosensor yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlar; glukoz (diyabetin tan1 ve tedavisi, gida bilimi, biyoteknoloji),

laktat (spor hekimligi, yogun bakim, gida bilimi, biyoteknoloji), tire (klinik uygulamalar)
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ve glutamat / glutamin (gida bilimi, biyoteknoloji) biyosensorleridir (Wilson ve Hu 2000,
Zhao ve Jiang 2010, Ispas ve ark. 2012).

Enzimlerin; pH, sicaklik, iyonik kuvvet gibi 6zelliklerinin kararlilik géstermemesinden
dolay1 biyosensorlerde kullanimi sinirlandirilmaktadir. Bu nedenle enzim temelli
biyosensorler tasarlanirken enzimlerin aktivitelerini siirdiirmeleri i¢in uygun ortam
saglanmaya c¢alisilir. Bu ortam, biyokatalizoriin destekle birlestirilmesi ya da
biyokatalitik  doniisimiin  immobilize  materyallerle  genisletilmesi  seklinde
saglanabilmektedir (Gopel ve Heiduschka 1995, Tothill 2001, Choi 2004, Zhao ve Jiang
2010, Rustagi ve Pravesh Kumar 2013).

Enzim immobilizasyonu, enzimin substrat ve {riinler i¢cin olandan farkl bir faza (matris
/ destek) baglanmasidir. Diger bir ifadeyle enzim immobilizasyonu; enzimlerin fiziksel
olarak smirlandirilmasini ya da katalitik aktivitelerinin alikonulmasiyla belirli bir alana
yerlestirilmesini; tekrar ve siirekli olarak kullanilabilirligini ifade etmektedir.
Immobilizasyon, enzimin iiriinden kolayca ayrilmasini saglamaktadir ve bundan dolay1
iirlinlin protein kontaminasyonu en aza indirilmekte veya tamamen dnlenmektedir. Ayn1
zamanda immobilizasyon, enzim ve iriinlerin maliyetini azaltmaktadir. Enzim
immobilizasyonunda farkli materyaller kullanilmaktadir. Bu materyaller; jel matriks,
membran formunda polimerik veya inorganik kati, partikiil veya mikrokiire
formundadirlar (Aksoy ve ark. 1998, Datta ve ark. 2012, Brena ve ark. 2013, Uygun ve
ark. 2013, Mohamad ve ark. 2015).

Immobilizasyon metodu; biyolojik materyalin niteligi, kullanilan doniistiiriiciiniin ¢esidji,
analitin fizikokimyasal Ozellikleri, biyosensoriin c¢alismasi i¢in gerekli kosullar gibi
faktorlere baglidir ve tiim bu hususlarin saglanmasi; biyolojik elemanin, immobilize
mikro ortaminda maksimum aktivite gostermesi i¢in gereklidir (Zhao ve Jiang 2010).
Enzim immobilizasyon metodlar1 asagida 6zetlenmistir (Singh ve ark. 2008, Zhao ve
Jiang 2010, Datta ve ark. 2012, Mohamad ve ark. 2015);

1) Adsorpsiyon: Immobilize enzim hazirlamanin en basit ve hizli yoludur. Enzim

adsorpsiyonu, fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Fiziksel
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adsorpsiyon Van der Waals baglar1 nedeniyle zayifken, kimyasal adsorpsiyon kovalent

baglar1 icerdigi i¢in daha saglamdir.

2) Tutulma ve Kapsiil i¢ine Alma: Hassas bir islemdir. Enzimlerin destekleyici jeller ya
da lifler i¢inde tutuldugu doniistiiriilemez bir metottur. Bu yontem reaksiyon gecikmesine
neden olacak sekilde substratin diflizyonuna engel olusturabilmektedir. Bunun yaninda

jel igindeki gozenekler yoluyla biyoaktivite kayb1 da meydana gelebilmektedir.

3) Kovalent Baglanma: Kovalent baglanma, geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyonu
icin en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Bu metotta baglar, biyomateryaldeki

fonksiyonel grupla destekleyici matriks arasinda olusur.

4) Capraz Baglanma: Adsorplanmis biyomateryallerin stabilizasyonu i¢in kullanish bir
metottur. Substrat ¢Ozeltisinin  i¢ine enzim kaybmi Onlemek i¢cin destek
gerektirmemektedir. Bu yontemde genellikle biyomateryal kimyasal olarak kat1 destege
baglanmakta ya da ¢apraz baglayici ajan gibi bir diger destek materyali baglantiy1 6nemli

Olclide arttirmak i¢in eklenmektedir.

Tum Hiicre Temelli Biyosensorler

Onceleri biyosensdrlerin pratik uygulamalar1 glukoz ve pH dlgiimleri gibi ¢cok az spesifik
ornek ile smirlandirilmistir. Biyosensor alani, biyoreseptdr olarak hiicreler gibi
komplekslerin kullanilmasiyla ilgi ¢ekici bir hal almustir (Ziegler 2000). Tim hiicre
temelli biyosensorlerde; enzimler, proteinler ya da DNA gibi spesifik biyomolekiiller
yerine tekli mikroorganizmalar veya dokular gibi canli hiicreler kullanilmaktadir
(Borisov ve Wolfbeis 2008). Farkli analitlerdeki hiicrelerden hiicre i¢i ve dis1 elektrik
sinyalleri elde etmek i¢in farkli olasiliklar bulunmaktadir. Bunlar; cam pipetlerle hiicre
dis1 iyon kayitlar1 tutulmasi, transmembran potansiyelinin izlenmesinin hiicre ici
kayitlarin tutulmasi ve iyon kanallarinin bireysel izlenmesi i¢in patch (yama) kenetleme
teknigi veya hiicre dis1 kayitlar i¢in mikroelektrotlarin kullanilmasidir. Hiicre temelli
biyosensorler sadece biyolojik olarak aktif ve fonksiyonel analitlere cevap vermektedirler
(Gopel ve Heiduschka 1995, Pancrazio ve ark. 1999, Reshetilov ve ark. 2010).
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Tiim hiicre temelli biyosensorlerde; siyanobakterler, algler, mayalar, mantarlar ve bitki
hiicreleri gibi farkli tipteki tiim hiicreler kullanilmaktadir (Teo ve Wong 2014). Ayrica
tim hiicreler (bakteri, maya, mantar, bitki ve hayvan) genel metabolik durumlarini
sorgulayarak biyoreseptor olarak kullanilmaktadirlar. Bu durum genellikle oksijen veya
substrat tiikketimini, karbondioksit veya metabolitlerin iiretimini, bakteriyel liiminesansin
tespit edilmesini veya elektron tasima sistemindeki dogrudan elektrokimyasal 6rneklerin

bulunmasini icermektedir (Murugaboopathi ve ark. 2013).

Biyoreseptor olarak bozulmamis hiicre ya da dilimlenmis doku kullanmanin en az iig¢
biiylik avantaji bulunmaktadir. Bunlardan ilki; toksisite, mutajenlik veya farmakolojik
aktivite gibi grup etkileri, sensor teknolojisi kullanilarak ol¢limlere ulasilabilir hale
gelmektedir. Ikincisi; cihazin hassasligimi arttirmak icin dahili amplifikasyon basamaklari
kullanilabilmektedir. Ugiincii bir avantaji ise; tiim hiicrelerin kendi kendine yasamlarini

stirdiirebilen en kii¢iik canlilar olmasidir (Ziegler 2000).

Afinite Biyomolekiil Temelli Biyosensorler

Afinite biyomolekiil temelli biyosensorler, sinyal doniistiiriicliye arayiiz olan antikor,
reseptOr protein, biyomimetik materyal veya DNA gibi biyoreseptorlerden olusan ve
analit  konsantrasyonunu  Olgiilebilir  elektronik  sinyallerle iliskilendirebilen
sitokiyometrik baglanma olaymin meydana geldigi analitik cihazlardir. Bu tip
biyosensorlerin en biiylik avantaji; genis afinite araliklarina sahip olmalaridir. Bu sayede
secici olarak tespit edilebilen analitlerin sayis1 artmaktadir. Bu durum 6zellikle antikorlar
algilama tabakasi olusturduklarinda dogru olmaktadir (Marcoy ve Barcelo 1996, Rogers
2000, Raba ve ark. 2013).

Afinite temelli biyosensorler, hedef analitteki ayrilmay1 azaltmak ve birlesmeyi arttirmak
icin tasarlanmiglardir. Bu tip sensorler doymus hale gelmektedirler ve zamanla analit
seviyesindeki dalgalanmalar hakkindaki dinamik kinetik bilgiyi
saglayamayabilmektedirler (Liu ve ark. 2012).
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Antikor temelli biyosensorler, yiiksek afinite 6zellikleri, cok yonliiliikleri ve ticari olarak
uygulanabilirlikleri nedeniyle afinite biyomolekiil temelli biyosensorlerin en ¢ok
kullanilan ¢esididir (Rogers 2000).

Reseptor temelli biyosensorlerin yaygin olarak kullanilmadiklari bildirilmektedir. Bunun
nedeni; tasarimi zor cihazlar olmalar1 ve biyolojik reseptdr protein ya da dokularin zor

elde edilmeleri ile stabil olmamalaridir (Rogers 2000).

Niikleik asit temelli biyosensorler (DNA temelli biyosensorler olarak da
bilinmektedirler), bakteri gibi tiirlerin immiinolojik olarak algilanmalarna alternatif bir
yaklagim olarak gosterilmektedirler. Niikleik asitlerin olaganiistii uzun siireli stabiliteleri
ve poliniikleotidlerin tamamlayict zincirlerinin etkilesiminin yiiksek seciciligi niikleik
asit temelli biyosensorlerin avantajidir (Borisov ve Wolfbeis 2008). DNA afinite bazli
biyosensorler, 6n teshisi, bulasic hastaliklarin 6nlenmesi ve kontroliinii ger¢cek zamanli
ve yerinde saglayan cihazlardir. Ayrica; genetik hastaliklarin tanisi, enfeksiyon ajanlari
ve g¢evresel durumlarin saptanmasi gibi ¢esitli potansiyel uygulamalar1 da

kapsamaktadirlar (Rao ve ark. 2011).

Niikleik asit temelli biyosensorler; geleneksel niikleik asit analizlerine gore daha hizli,
daha basit ve daha ucuz bir sekilde sekans spesifik bilgileri elde etmelerinden dolay1
biiyiik ilgi gormektedirler. Ayrica ekonomik avantaji disinda, molekiiler diizeyde DNA
tanima ve sinyal iletim elemanlar1 arasinda arayiiz olusturmak i¢in yenilik¢i yontemler de

sunmaktadirlar (Wang 2002).

2.2.2 Fiziksel Transduserlerine Gore Biyosensorler

Elektrokimyasal Transduserli Bivosensorler

Elektrokimyasal sensorler, analit konsantrasyonuyla orantili elektrik sinyali tiretmek i¢in
ilgili analit ile reaksiyona girerek caligmaktadirlar. Tipik bir elektrokimyasal sensor,
algilayic1 elektrot (calisma elektrodu) ve elektrolitten ayrilmis referans elektrottan

olusmaktadir. Cogu uygulama icin, {i¢ elektrotlu sistem, yiiksek girdi empedansli bir
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potansiyostata bagli referansla kullanilmaktadir ve hem akim hem de devrenin
tamamlanmasi i¢in bir karsit elektrot kullanilmaktadir. Bu sensorler, enzimler ve hiicreler
gibi biyolojik komponentlerin aksiyonuyla elektroaktif tiirlerin iiretim ya da
tilketimlerinin izlenmesine dayanmaktadir. Elektrokimyasal biyosensorler, ozellikle
glukoz izlenmesinde yiiksek pazar payina sahip biyosensorlerdir (Towseef ve ark. 2013,
Hammond ve ark. 2016).

Potansiyometri, duyusal analizlerde kokli bir yere sahip olan en eski enstriimental
yontemlerden biridir. Bu analitik teknik, farkli konsantrasyonlarda ¢esitli iyonlarin
belirlenmesini  sagladigi ve ekonomik O&lglim ekipmani kullanildigi i¢in pratik
uygulamalarda ilgi ¢ekici bir aractir. Potansiyometrik biyosensorler, iyon segici
elektrotlar1  biyolojik  reaksiyonu bir elektrik sinyaline doniistiirmek icin
kullanmaktadirlar. Cam elektrodlari, metal oksit esasli sensorleri ve iyon segici
elektrotlar1 igeren hemen hemen tiim potansiyometrik sensorler piyasada bulunmaktadir.
Potansiyometrik biyosensorler; yiiksek secicikleri, diisiik maliyetleri ve basit olmalari
nedeniyle ¢evre, saglik ve endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar

(Chaplin ve Bucke 1990, Koncki 2007, Meena ve Rajendran 2010, Yin ve Qin 2013).

Amperometrik sensorler, heterojen elektron transfer reaksiyonlarmi, yani elektroaktif
maddelerin oksidasyonunu ve indirgenmesini temel almaktadirlar (Scheller ve Schubert
1992). Transduser olarak amperometrinin kullanimi yaygindir. Prensip olarak
amperometrik biyosensorlerin ¢alismasi; ¢alisma ve referans elektrot arasinda uygulanan
sabit potansiyel ile tanimlanmaktadir. Yiiklenen potansiyel, net bir akimin akmasina
neden olan redoks reaksiyonlarmi tesvik etmektedir. Akimin biyiikligi, ¢ozeltide
bulunan elektroaktif tiirlerin konsantrasyonu ile orantilidir. Hem katodik (indirgeyici)
hem de anodik (oksitleyici) reaksiyonlar amperometrik olarak izlenebilmektedir
(Towseef ve ark. 2013). Amperometrik biyosensorlerin; ¢evresel, klinik ve endiistriyel
amaclar i¢in uygun, yiiksek hassaslikta ve giivenilir oldugu bilinmektedir. Clark ve
Lyons'un yayinindan itibaren, amperometrik biyosensorler popiiler ve perspektif
egilimlerden biri halini almistir (Clark ve Lyons 1962, Meena ve Rajendran 2010,
Hammond ve ark. 2016).
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Kalorimetrik biyosensorler, biyolojik reaksiyon boyunca iiretilen veya tiiketilen 1smnin
belirlenmesine yonelik tasarlanmig doniistiirme yontemine dayanan sensorlerdir. Bir¢ok
biyokimyasal reaksiyon, hassas 1s1 belirleme aygitlari kullanilarak 1sinin absorbsiyonu ya

da tiretilmesi esliginde verilmektedir (Towseef ve ark. 2013, Kulkarni ve ark. 2014).

Onptik/Optoelektronik Transduserli Biyosensorler

Optik biyosensorler; biyomedikal arastirmalar, saglik hizmeti, tibbi {riinler, cevre
izlenmesi, ulusal giivenlik ve savas alanlarinda genis uygulamalara sahip giiclii algilama
ve analiz cihazlaridir. Elektromanyetik parazitlerden etkilenmedikleri, uzaktan algilama
yapabildikleri ve tek bir cihazda ¢oklu algilama saglayabildikleri ifade edilmektedir. (Fan
ve ark. 2008). Bu ozellikler, optik biyosensorlerin avantajlaridir. Optik transduserler;
absorbans, floresan/fosforesans, kemiliiminesans, reflektans, 151k sagilimi1 veya kirilma

indisindeki degisiklikleri belirleyebilmektedirler (Velasco-Garcia 2009).

Genel olarak belirleme protokolleri; floresan temelli ve etiketsiz belirleme olmak {izere
ikiye ayrilmaktadir. Floresan temelli belirlemede, hem hedef hem de biyolojik tanimlayici
molekiiller boyalar gibi floresan etiketleriyle etiketlenmektedirler; floresan yogunlugu
hedef molekiillerin varligin1 ve hedefle biyoreseptor arasindaki etkilesimin kuvvetini
gostermektedir. Etiketsiz belirlemede ise; hedef molekiiller etiketlenmez ya da
degistirilmez ve dogal formlarinda belirleme yapilmaktadir. Bu tip belirleme kolay ve
ucuzdur ve molekiiler etkilesimin kantitatif ve kinetik 6l¢timiine izin vermektedir (Fan ve

ark. 2008, Velasco-Garcia 2009).

Optik sensorler, baslangicta oksijen, karbondioksit ve pH olgiimleri i¢in gelistirilmis,
sonralar1 floresan ve 1sildayan optrodlarin yapimina kadar gelistirilmislerdir. Segici
biyolojik bilesen, optik fiberin ucundan ve diger uca yerlestirilmis uyar1 ve belirleme

komponentleri immobilize olmustur (Luong ve ark. 1997).
Yiizey Plazmon Rezonans (Surface Plasmon Resonance-SPR), kimyasal algilama

alaninda optik bir teknik olup, metal yiizeyin optik aydinlatmasi sirasinda ortaya ¢ikan

bir fenomendir ve bu biyomolekiiler etkilesim analizi i¢in uygulanabilmektedir. Yiizey
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plazmon rezonans i¢in en iyi tanimlama; karsit yiiklii dielektrik sabitlerle iki ortam
arasindaki ara yiizeyde yiikk yogunlugunun salinimidir. Plazmonlar, ylizey metal
katmandaki uyarilmig serbest elektron kismini ifade etmektedir. Yiizey plazmon
rezonansi uyarmak i¢in 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 yiizey plazmonlarinin sinir kosullarinin hassas problari

olmasidir (Liedberg ve ark. 1983, Leonard ve ark. 2003, Fan ve ark. 2008).

Piezoelektrik Transduserli Biyosensorler

Bu tip sensorler, piezoelektrik materyal araciligiyla dalga yayilimindaki rezonans
frekansindaki degisiklik i¢in kullanilmaktadirlar. Bu prensipler, sensor yiizeyindeki kiitle,
viskozite veya yogunluk degisimlerini 6lgmek i¢in kullanilabilmektedir (Tothill 2001).
Piezoelektrik doniistiiriictiler, bagisiklik algilama uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tip doniistiiriici kullanmanin avantajlari; gercek zamanli izleme,
etiketsiz belirleme ve kullanim kolaylig1 saglamasidir. Ancak bu yontemin hassaslik ve
spesifiklik konularinda eksikliklerinin bulundugu da bilinmektedir. Ayrica piezoelektrik
biyosensorlerde format ve kalibrasyon sorunlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle piezoelektrik

biyosensorler, optik ve elektrokimyasal biyosensorlere gore daha az dikkat

cekmektedirler (Luong ve ark. 1997, Mello ve Kubota 2002, Marrazza 2014).

Piezoelektrik etkiden yararlanmak i¢in genel yaklasim piezoelektrik kristali, antikorlar
veya enzimler gibi biyolojik malzemelerle yani hedef molekiil i¢cin yiiksek secicilige
sahip bilesiklerle kaplamaktir (Babacan ve ark. 2000). Piezoelektrik kuartz kristal
sensorleri basitlikleri nedeniyle biyoanalitik analizler i¢in ve biyomolekiiler
etkilesimlerin  karakterizasyonu i¢in rekabet¢i cihazlar olarak biiyiik Onem
tagimaktadirlar. Bu biyosensorlerde biyoreseptor kuartz kristalde immobilize haldedir ve
bu da harici alternatif elektrik alanm uygulanmalarinda rezonans iiretmektedir. Iki
interaktif molekiil arasindaki; biri ylizey {lizerine immobilize edilmis ve digeri ¢ozelti
veya gaz fazinda serbest olan biyospesifik reaksiyon, gercek zamanli olarak takip

edilebilmektedir (Marcoy ve Barcelo 1996, Marrazza 2014).
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Termal Transduserli Biyosensorler

Termometrik dlglimler, biyokimyasal reaksiyon sirasinda verilen veya absorbe edilen
ismin Olgtimiiyle ilgilidir. Toplam 1s1 verme veya absorbsiyonu, molar entalpi ile
orantilidir ve biyokimyasal tepkimede yaratilan toplam fiiriin molekiillerinin sayisidir.
Termal biyosensorler, bu biyolojik reaksiyonlarm temel &zelliklerinden

faydalanmaktadirlar (Luong ve ark. 1997, Ramanathan ve Danielsson 2001).

Termal transduserler ayrica antikor-antijen etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in de
uygulanmistir ve bu teknik, Termometrik Elisa Testi olarak da bilinmektedir. Ancak
sofistike kullanimi ve pahali enstriimantasyon bu teknigin en biiyiikk dezavantajlaridir

(Luong ve ark. 1997).

2.3 Laktat Biyosensorleri

Laktat (laktik asit), anaerobik metabolizma yolunun anahtar metabolitidir. Dokularin
enerji istegi aerobik solunumla karsilanamadiginda anaerobik metabolizma sonucunda
laktat konsantrasyonunda artis meydana gelmektedir (Nikolaus ve Strehlitz 2008, Rathee
ve ark. 2016).

Laktik asit; L (+) ve D (-) ayna gorintilerine sahiptir. L (+) laktat memeli
metabolizmasinda ara iiriinken; D (-) laktat ise genellikle mikroorganizmalar, algler ve
bitkiler tarafindan iiretilmekte olup insanlar tarafindan kullanimi1 sinirhdir. Ayrica bazi
mikroorganizmalar; 6zellikle laktik asit bakterileri, rasemik karisim olarak her iki ayna
goriintiisiinii de lretmektedirler. Laktat, farkli ortamlardaki L ve D laktik asitlerinin
varliginn ya da iretiminin belirlenmesi veya izlenmesi i¢in yaygmn olarak

kullanilmaktadir (Mazzei ve ark. 1996, Nikolaus ve Strehlitz 2008).
Laktik asitin belirlenmesinde; diisiik maliyeti, kullanim kolayligi, miikkemmel hassasligi

ve 1yi se¢iciligi nedeniyle elektrokimyasal biyosensorler yaygin olarak kullanilmaktadir.

Literatiirde laktat biyosensorlerin ¢ogu amperometrik transduserli ve enzim temelli
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biyosensorlerdir (enzimatik amperometrik biyosensorler). Enzim temelli laktat
biyosensorleri igerisinde enzimatik reaksiyonlarinin ve tasariminin basit olmasindan
dolay1 en yaygin kullanilan biyosensorler; immobilize laktat dehidrogenazi (LDH) veya
laktat oksidazi (LOD) temel alan biyosensorlerdir (Yang ve ark. 1999, Tsai ve ark. 2007,
Romero ve ark. 2008, Ibupoto ve ark. 2012, Pérez ve ark. 2012, Sun ve ark. 2015, Rathee
ve ark. 2016). Biyosensorlerle laktat belirlenirken temel alinan reaksiyonlar asagidaki
gibidir (Anzai ve ark. 1998, Monosik ve ark. 2012, Uzunoglu ve ark. 2016a):

L-Laktat oksidaz
L-laktat + O> Piriivat + H20- (Denklem 1)

H20; Oz + 2H" + 2¢ (Denklem 2)

L-Laktat dehidrogenaz
L-laktat + NAD”* » Piriivat + NADH + H* (Denklem 3)

Diyaforaz
NADH + H+ + [Medyatér]oksidasyon [MEdyatér]redﬁksiyon'l' NAD+ (Dn 4)

Laktat biyosensorlerin gelistirilmesine yonelik artan ilgi bu analitin biyomarker olarak
kullanilma potansiyelinin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Hedef analitteki laktat
konsantrasyonunun  sensorlerle  belirlenmesinden; hasta saghgi  kosullarinin
gbézlemlenmesi icin klinik teshislerde, cerrahide siirekli gozlem i¢in hastalik
arastrmalarinda, spor hekimliginde, sok/travma vakalarinda, gida endiistrisinde;
fermentasyon siirecinin bir gostergesi olarak ve domates soslari, meyveler, meyve sulari,
sarap ve siit gibi iriinlerin tazelik, stabilite ve depolama kalitesini belirlenmesi
amaglartyla yaygin olarak faydalanilmaktadir (Tsai ve ark. 2007, Rassaei ve ark. 2013,
Casero ve ark. 2014, Rathee ve ark. 2016). Ticari amagla kullanilan laktat
biyosensorlerinin bir kismi Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Luong ve ark. 2008, Przybyt
2014).
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Cizelge 2.1. Ticari amagla kullanilan bazi laktat biyosensorleri

YSI Inc
(Ohio,ABD)

YSI12300 STAT™ Plus Glucose & Lactate Analyzer - Klinik Analizler

YSI 2700 SELECT™ Biochemistry Analyzer - Biyoproses Kontrolii, Gida ve Igeceklerin
Analizleri

YSI 7100 Multiparameter Bioanalytical System — Biyoanalizler
YSI 1500 SPORT™ Lactate Analyzer - Spor Hekimligi

Nova Biomedical
(Massachusetts,
ABD)

Stat Profile® Critical Care Xpress ve Stat Profile® pHOx - Klinik
Analizler
BioProfile® Analalyzers - Biyoproses Kontrolii
Lactate Plus — Personel Kullanimu (Spor Hekimligi)

Abbot Laboratories
(Illinois, ABD)

i-STAT® - Klinik Analizler (Bakim Noktas1 ve Acil Servis)

EKF Diagnostic

GmbH Biosen C_Line ve Biosen S_Line - Klinik Analizler
(Almanya)
Sens Lab
(Almanya) Lactate SCOUT - Personel Kullanimi (Spor Hekimligi)
ARKRAY Lactate Pro LT-1710 - Personel Kullanimi (Spor Hekimligi)
(Japonya)

Roche Diagnostic

Accutrend® Plus - Klinik Analizler (Bakim Noktast)

(Almanya) Accutred® Lactate - Personel Kullanimi (Spor Hekimligi)
DiaSys GmbH SensoStar - Klinik Analizler
(Almanya)
Med-Tronik GmbH Powerlact® - Personel Kullanim (Spor Hekimligi)
(Almanya)
ApexBio The Edge™ - Personel Kullanimu (Spor Hekimligi)
(Tayvan)
Bio Sensor LABTREND — Klinik Analizler
Technology
GmbH (Almanya) LACPRO - Klinik Analizler (Taginabilir)
Sensolytics GmbH
(Almanya) OLGA (On Line General Analyser) — Biyoproses Kontrolii
Trace GmbH Labo TRACE - Klinik Analizler
TRACE C2
Process TRACE -Biyoproses Kontrolii
Multi TRACE
BioFuturas.r.l. Wine checker “Per Bacco” — Sarap Analizi
(italya)
Tectronik s.r.l.
(italya) Senzytec 1 — Sarap Analizi

21




2.3.1 Laktat Biyosensorlerinin Gida Endiistrisindeki Yeri ve Siirdiiriilebilir Tarim

Acisindan Onemi

Laktat (D(-) ve L(+) laktik asit); yogurt, ayran veya peynir gibi fermente siit tirtinlerinde;
lahana tursusu, salamura zeytin veya Kore Kimchi’si gibi fermente sebze iirlinlerinde ve
birgok gida ile igecekte bulunmaktadir ve dogal olarak laktik asit bakterileri tarafindan
iretilmektedir. Dolayisiyla gida endiistrisinde laktat seviyesi; fermente siit iirlinlerinin,
meyve, sebze, et ve saraplarin tazelik, stabilite ve kalite 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda laktat, asit ya da aroma diizenleyici olarak (E270) ve
gida koruyucusu olarak (sodyum laktat formu) da kullanilmaktadir (Mazzei ve ark. 1996,
Nikolaus ve Strehlitz 2008, Pérez ve ark. 2012, Rassaei ve ark. 2013).

Sarap endistrisinde, malolaktik fermentasyon smrasinda malik asit laktik asite
doniismektedir. Bu fermentasyon, asitin giderilmesini ve sarabin tadinin yumusamasini
saglamaktadir. Bundan dolay1 fermentasyon siirecindeki laktik asit seviyesinin izlenmesi
sarap kalitesinin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Pérez ve ark. 2012, Rassaei
ve ark. 2013).

Balik yetistiriciliginde, ¢iftlik verimliligini artirmak i¢in ¢ok sayida balik genellikle smirli
bir alanda yetistirilmektedir. Bu durum, yasam kalitesinin diisiik olmasina, baliklarin
strese ve hastaliga maruz kalmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla kandaki laktat
seviyesi, gida giivenligi ve kalitesini saglamak i¢in deniz tirlinleri tiretiminde stres isareti

olarak kullanilabilir (Smit ve ark. 2010, Rassaei ve ark. 2013).

Bunlar diginda gida maddelerinde istenmeyen laktat olusumu da s6z konusu olmaktadir.
Yumurta sanayiinde, L-laktatta meydana gelen artis kontaminasyon ya da kulugkadan
kaynakli bozulmalarin gostergesi iken UHT siitlerde L-laktat artis1 bozulmanm isaretidir.
D-laktat, vakum paketli ve dondurulmus et {iriinlerinin tazeliginin azalmasmm ve
domates, salga ile domates suyunda bakteri kontaminasyonunun bir gostergesidir. Meyve
sularmin laktik asit iireten bakterilerle fark edilmeden uzun siire kontamine olmasi,
bakterilerin yayilmasina ve biiylik hacimde meyve suyunun enfekte olmasina neden

olmaktadir. Bu da meyve suyunun organoleptik 6zelliklerinin degigsmesine ve tiiketim
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sliresinin kisalmasina neden olmaktadir. Saraplarda da D-laktik asit iiretimi, sarabin

bozulma gostergesidir (Nikolaus ve Strehlitz 2008, Przybyt 2014).

Bu bilgiler dogrultusunda laktatin izlenebilirigi; gidalarin kalite 06zelliklerinin
belirlenmesi ve bozulmalarin anlagilmasinda olduk¢a Oonem arz ettigi anlasilmaktadir.
Gidalarin izlenebilirligi, gida giivenligi ve gida giivenilirliligi agisindan siirdiiriilebilir
tarimin temel gerekliliklerindendir. Siirdiiriilebilir tarim kavrami; artan gida tiretimi
sonucu tarim politikalarinin gelisme gostermesiyle 6nem kazanmistir. Siirdiirtilebilir
tarimin gida glivenligi (gidanin tiikketime uygun olmast) ve giivenilirligi (gidanin niifusa
yeterliligi) acisindan Onemi ise daha Once belirtildigi gibi izlenebilirlik ile ifade
edilmektedir (Thrupp 2000, Horrigan ve ark. 2002, Opara 2003, Turhan 2005, Carvalho
2006, Cebeci 2006, Sanayi Genel Miidiirliigii 2013). izlenebilirlik sayesinde; herhangi bir
istenilmeyen durumla karsilasildiginda; iirlin ve siireclerin geriye yonelik izlenerek
sorunun kaynagmin belirlenmesi ve ileriye yonelik izlenerek geri toplama gibi kriz
yonetim mekanizmalarinin olugmast saglanmaktadir. Bu faydalarindan dolay1
izlenebilirlik Iyi Tarim Uygulamalar1 Yoénetmeligi’'nde de desteklenmektedir (Cebeci
2006, Tiirkiye Cumhuriyeti Tarim ve Orman Bakanligi 2010). izlenebilirlik kendi
icerisinde; iriin, siire¢, girdi, genetik, hastalik-kalnt1 ve 6lgme izlenebilirligi olarak
siniflandirilmaktadir. Olgiimlerin yapilmasi, kalint1 miktarlarmin belirlenmesi ve diger
izlenebilirlik asamalarinda yapilan analizlerin biyosensor gibi hizli ve ekonomik yeni
analitik cihazlarla yapilmasi siirdiiriilebilirlik siirecinin hizli bir sekilde devami igin
gerekmektedir (Opara 2003, Turhan 2005, Carvalho 2006, Cebeci 2006, Avci 2007,
Gokirmakli ve Bayram 2018).

Gida endiistrisinde kullanim igin gelistirilen bazi laktat biyosensorleri kronolojik olarak

asagida belirtilmistir:

* 1995 yilinda Mazzei ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada; tiim domates, dogranmig
domates, domates sal¢asi ve domates suyu oOrneklerinde D(-) ve L(+) laktik asiti
belirleyen ¢oklu enzim biyoelektrodu gelistirmislerdir. Bu biyosensdriin prensibi; L (+) -
laktik asit oksidaz (LOD), n (-) - laktik asit dehidrojenaz (D-LDH) ve yaban turbu

peroksidazi (HPO) enzimlerinin katalitik aktivitesine dayanmaktadir. Bu {i¢ enzim
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amperometrik oksijen segici elektrodun ucunda immobilize halde bulunmaktadir (Mazzei

ve ark. 1996).

* 1997°de Blanco ve arkadaglar1 elma sarabindaki laktik asit miktarni belirlemek igin;
glutamik piruvik transaminaz (GPT) ve L-laktat dehidrogenaz (LDH) enzimlerini
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD +) kofaktorii ile elektrolit polimerize poli (o-
fenilendiamin) (PPD) film kullanarak karbon macun iginde immobilize ettikleri reaktifsiz
laktat amperometrik biyosensor gelistirdiklerini belirtmislerdir (Lobo-Castafion ve ark.
1997).

* 1999 yilinda Serra ve arkadaslari, sarap ve yogurt gibi gida tirtinlerindeki L-laktat tayini
icin kesikli ve akis enjeksiyon modlarmi kullanarak; laktat oksidaz (LOD) ve
peroksidazin mediyatér ferrosen ile birlikte elektrot matrisi i¢cine dahil edildigi bir
bienzim amperometrik grafit-teflon kompozit biyosensor gelistirmislerdir (Serra ve ark.
1999).

* Yine 1999 yilinda Katrlik ve arkadaslari, saraptaki L-malat ve L-laktat miktarini
belirlemek i¢in; 2 heksadekanon, grafit ve NAD gibi hidrofobik iskelete sahip kati
baglayici matrisle kapladiklar1 transduser kullandiklari, L-malat veya L-laktat
dehidrojenaz ve diyaforaz enzimlerin diyaliz membran ile kaplanarak transduserin
yiizeyine yerlestirdikleri ve araci olarak Heksasiyanoferrat (II1) kullanilan bir biyosensor

gelistirmislerdir (Katrlik ve ark. 1999).

* 2000 yilinda Girotti ve arkadaglari daha once klinik 6rneklerdeki D- ve L-laktat tayini
icin gelistirilen biyoliiminesan akis sensoriinii pH ve diliisyonunu modifiye ederek bira
icin gelistirip yayinlamislardir. Bu biyosensorde; naylonla immobilize edilmis D- ve L-
laktat dehidrojenaz tarafindan iiretilen azaltilmig nikotinamid adenin diniikleotidini, ayr1
bir naylon bobin {izerinde immobilize edilen bakteriyel biyoliiminesan enzimler

araciligiyla izlenmektedir (Girotti ve ark. 2000).
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* 2001 yilinda Avramescu ve arkadaslar1 sarabin organoleptik 6zelliklerinin belirlenmesi
icin D-laktat ve asetaldehit tayin eden ekran baskili elektrotlara ve NAD"* bagimh

dehidrojenazlara dayanan biyosensor gelistirmislerdir (Avramescu ve ark. 2002).

* Kriz ve arkadaslar1 2002 yilinda, domates piiresi ve bebek mamalarindaki ¢oziilmiis L-
laktat miktarini;; SIRE tabanli (tanima elemaninin enjeksiyonunu temel alan sensor)
biyosensor kullanilarak belirlemislerdir. Bu biyosensoriin 6lgme prensibi; bir dahili
dagitim akis sistemine enjekte edilen ve yar1 gecirgen bir membran kullanilarak
amperometrik transdiiser ile dogrudan mekansal temas halinde tutulan az miktarda

enzimin kullanimma dayanmaktadir (Kriz ve ark. 2002).

* 2005-2006 yilinda Parra ve arkadaslar1 sarap ve birada laktat tayinine uygun biyosensor
tasarlamiglardir. Bu biyosensor, dogrudan adsorpsiyon ve kovalent baglanma dahil olmak
tizere iki farkl stratejiyi kullanarak laktat oksidazin (LOD) immobilizasyonu yoluyla
gelistirilmistir. Ortaya ¢ikan laktat oksidaz mono tabakalarmin karakterizasyonu, atomik
kuvvet mikroskopisi (AFM) ve kuvartz kristal mikrobalans (QCM) teknikleri kullanilarak

sulu fosfat tampon ¢6zeltileri i¢inde gergeklestirilmistir (Parra ve ark. 2006).

» 2008 yilinda Ballesta-Claver ve arkadaslar1 laktat i¢in yeni bir kimyasal liiminesans
tabanli tek atishh biyosensor tamimlamislardir. Laktat tamima sistemi, laktat oksidaza
(LOD) dayalidir ve transduksiyon sistemi; bir poliyon kompleks membranda immobilize
olan luminol, Arthromyces ramosus'tan (ARP) peroksidaz ve metalik aliiminyumdan

olusmaktadir (Ballesta-Claver ve ark. 2008).

* Li ve arkadaglar1 2008 yilinda siitlii iceceklerdeki laktat miktarim1 6lgmek ig¢in;
immobilize enzim floresan kapiler analiz (IE-FCA) temelli biyosensor gelistirmislerdir.
Bu biyosensorde laktik dehidrojenaz (LDH), kapilerin i¢ yiizeyine glutaraldehitle
immobilize edilmistir ve laktik asit tayini i¢in immobilize enzim laktat kapiler

biyoreaktor (IE-LCBR) olusturulmustur (Li ve ark. 2008).

* 2009 yilinda Rahman M. M. ve arkadaslar1 ticari siit ve insan serumu Orneklerinde L-

laktat konsantrasyonunu belirlemek i¢in; LDH ve NAD + 'nin birlikte immobilize edildigi
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karboksilik asit fonksiyonlu iletken polimer / CNT kompozit filmi temel alinan

amperometrik laktat biyosensorii gelistirmislerdir (Rahman ve ark. 2009).

Gida endiistrisinde ticari olarak kullanilan 6nemli laktat biyosesensorleri Cizelge 2.2°de

verilmistir (Luong ve ark. 1997, Prodromidis ve Karayannis 2002, Bahadir ve Sezgintiirk

2015).

Cizelge 2.2. Gida endiistrisinde ticari olarak kullanilan baz1 laktat biyosensdrleri

Cihaz

Enzimatik Yol

Analit

Uygulanan
Matris

Genel
Aciklamalar

YSI2700 Segici
Gida Analiz Cihazi

L-Laktat oksidaz

L-Laktat

Et

Otomatik olarak 24
ornege kadar
10 ile 25 pl drnek
biiyiikliigii
Polimerik
membranlar-da
immobilizasyon
Tipik membran
caligma omrii 5-21
giin
H202 anot
oksidasyonu Tepki
stiresi 1 dk
Hassas CV (n 10)%
2

ABD 3000
Biyosensor Analiz
Sistemi

L-Laktat oksidaz

Laktat

Polimerik
membran-larda
enzim immobi-

lizasyonu
Lizin oksidaz1

metalize (Ru/ Pd)
karbon lizerine
immobilize edilir
Elektro
polimerlestiril-mis
poli(o-
fenilendiamin)

H202 anot

oksidasyonu veya

Oz katot

indirgemesi
Tekrarlanabilirlik
<% 3
Kararli durum
tepkisi 1-2 dk
Depolama 6mrii 1-
12 ay
Analog veya RS-
262 ¢ikislari
bulunmakta
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Cizelge 2.2. Gida endiistrisinde ticari olarak kullanilan bazi laktat biyosensorleri

(Devami)

Bio Profile Kimya
Analiz Cihaz1

Detaylart
bilinmemektedir.

L-Laktat

Hiicre kiltira ve
fermentasyon
prosesinde
analitlerin be-
lirlenmesi

Otomatik
ornekleme, tam
otomatik
02 katot indirgeme
Enzim zarlan
0,5 ml numune
boyutu
Hassasiyet /
¢0zim% 5

Sycopel
Mikrodiyaliz
Biyosensorii

Laktat oksidaz

Laktat

Genel uygulamalar

Elektropolimerize
poli(o-fenilendi-
amin) ya elektro-
aktif tiire ait bir
molekiiler bariyer
olarak veya enzimi
Pt calisma
elektrodu tize-rine
immobilize etmek
igin
kullanilmaktadir.

FAIZA 110-P

Detaylar

bilinmemektedir.

Laktat

Fermentasyon
prosesindeki genel
uygulamalar

Uygun enzim
kartusu ile dona-
tilmig akis enjek-

siyon analizorii.
Yanit siiresi 3 dk
Tekrarlanabilirlik
<% 3
6 ornekteki es-
zamanli analiz
Biyoreaktor omrii
ana-lite bagli olarak
1500 galisir veya 6-
12 aydir.

LM58 Laktat Analiz
Cihaz1

Laktat oksidaz

Laktat

Siit dirtinleri

Enzim tabanl biyo-
sensor; Clark tipi
amperometrik
elektrot
kullanilarak O2
katot indirgemesi
Peristaltik akiskan
pom-palar
Deneye bagl
olarak 6rnek
bilyiikligii 3.5-
25 ul
Yantt siiresi 20 s
Reaktif stabilitesi
6-12 ay 0-5 ° C'de
acilmadigi siirece
20 mM'ye kadar
laktat
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Cizelge 2.2. Gida endiistrisinde ticari olarak kullanilan bazi laktat biyosensorleri

(Devami)

PM-1000, PM-
1000DC Analiz
Cihazlari; M-100,
AS-200 Analiz
Cihazlar

Detaylart
bilinmemektedir.

Laktat

Gida analizleri

Clark oksijen
elektrotuna
enzimatik
membranlar
1ki noktali
kalibrasyon
gereklidir
Numune boyutu 1
ila 50 ul; CV% 1

Enzim
Membranlari, Kalin
Film Biyosensorii

Laktat oksidaz

Laktat

Genel uygulamalar
Bazi analiz cihazlar
tedarikeisi

Amperometrik
enzim sensori
Depolama
stabilitesi> 6 ay
Operasyonel
stabilite> 10 giin
veya 2000 analizi

Biosen 5040

Laktat oksidaz

Laktat

Genel uygulamalar

Amperometrik
H202 anot
oksidasyonu
Enzimatik
membranlar
Numune hacmi 20
ul
Omiir boyu 15 giin
veya 3000 analiz
Yanit siiresi 10-15 s
Dogrusal aralik:
0.5-40 mM

PerBaco 2000
PeBaco 2002

Laktat dehidrojenaz

Laktat

Sarap
Sira

Enzimatik;
amperomet-rik
Biyokatalizorleri
tagtyan kati
baglayici matrisler
Karigimi 6nlemek
icin diyaliz
membranlari
Numunelerin
seyreltil-mesi ve
renk giderilmesi
Onerilmektedir

2.3.2 Laktat Biyosensorlerinin Saghk Alamindaki Yeri

Anaerobik kosullar altinda laktat {iretimi, insan performans seviyelerinin, yorulmanin ve

hidrasyonun gostergesidir. Yiiksek laktat seviyeleri, konjestif kalp yetmezligi, hipoksi ve

diyabetik ketoasidoz, iskemi, felg gibi cesitli tibbi durumlardan kaynaklanmaktadir.

Dolayisiyla, laktatin gergek zamanli olarak saptanmasi, bu gibi tibbi durumlarin, travma

sonrasi durumlarin izlenmesi ve yorucu bir faaliyete katilan bir kisinin fiziksel

durumunun degerlendirilmesinde yararli olabilmektedir ( Wilson ve Hu 2000, Shah ve

ark. 2007).
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Laktat, kaslarda anaerobik glikoz metabolizmasindan olusan 6nemli bir metabolittir.
Hiicre igindeki proton konsantrasyonunun artigi laktat iiretimine eslik etmektedir. Eger
laktat iretim hiz1 yeterince artig gosterirse, hiicresel proton tampon kapasitesi asilabilir
ve hiicresel pH azalir. Bu biyokimyasal olaylara laktik asidoz denilmektedir. Laktik
asidozun azalmis doku oksijenasyonuna, sol ventrikiil yetmezligine ve ilag toksisitesine

eslik ettigi bilinmektedir (Robergs ve ark. 2004, Tsai ve ark. 2007, Rassaei ve ark. 2013).

Laktat analizi; klinik kimyada ¢ok kullanilmamasina karsin sok ve miyokard enfarktiisii
tanisi, neonatoloji ve spor hekimliginde popiilaritesi artmaktadir (Scheller ve Schubert
1992).

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

Stirekli bir laktat sensorii; travmatik yaralanmalara sahip askerlerde veya sivillerde
kullanildiginda kan kayb1 ve hipoperfiizyonu erken fark edilmesine yardimci olacaktir.
Buna ek olarak, laktat sensorleri, yiiksek stresli ortamlarda c¢alisan bireylerin metabolik

izlenmelerinde yararh olacaktir (House ve ark. 2007).

Saglik alaninda kullanim i¢in gelistirilen baz1 laktat biyosensorlerinin kronolojik olarak

belirtilmesi:

+ 1976 yilinda La Roche (Isvigre), ilk enzim elektrot temelli laktat biyosensoriinii
gelistirmistir ve Lactate Analyzer LA 640 ismiyle piyasaya siirmistir (Scheller ve
Schubert 1992,Malhotra ve Chaubey 2003, Thakur ve Ragavan 2013).

* 1993 yilinda Faridnia ve arkadaglari; L-laktatin invazif olmayan tayini i¢in bir

amperometrik hidrojen peroksit esasli biyosensor gelistirmislerdir. Bu biyosensor,

elektrokimyasal etkilesimleri etkili bir sekilde ortadan kaldirmak icin bir polikarbonat
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membran ve bir politetrafloroetilen (PTFE) engelleme membrani arasinda immobilize

olmus laktat oksidazi kullanmaktadir (Faridnia ve ark. 1993).

* 1993- 1995 yillarinda Kyrolainen ve arkadaslar1 agik kalp ameliyati sirasinda kan
laktatin1 izlemek i¢in bir ¢evrimici biyosensor sistemi gelistirmiglerdir, Meyerhoff ve
arkadaslar1 kan laktatinin siirekli izlenebilmesi i¢in bir kateter temelli tasmnabilir
biyosensor gelistirdiklerini belirtmislerdir. Baker ve Gough implante edilebilir laktat

sensoriini tanitmiglardir (Wang 1999).

* 1997 ve 1998 yillarinda beyin biyosensorleri ile laktat izlemini igeren az sayida da olsa

caligmalar yapilmistir (Shram ve ark. 1998, Wilson ve Hu 2000, Hu ve Wilson 2002).

* 1999 wyilinda glikoz ve laktatin akiskan-enjeksiyon analizi i¢in luminolin
elektrokemiliiminesansi temel alinan fiber-optik biyosensor gelistirilmistir (Mehrvar ve
ark. 2000).

* 2004 yilinda Jansen ve arkadaslari; kandaki glukoz ve laktat miktarin1 6lgebilen
biikiilmiis tel tabanli mikroelektrodlar1 tasarlamis ve tiretmislerdir (Ballerstadt ve Gowda
2004).

* pH ve laktatin deride bulunan ve salgilanmis terle atilan analitler olmasi nedeniyle
miktarlarimin belirlenmesinin hastaliklarin teshis ve tedavisine yardimi olabilecegi
diisiiniilmiis ve 2006 yilinda karbon nanotiip elektrotlara LOD immobilize edilmis pH ve
laktat tayini gergeklestiren elektrokimyasal bir biyosensor gelistirilmistir (Weber ve ark.
2006).

* 2008 yilinda Rawson ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢aligmayla in vitro hiicre
metabolizmasinin izlenmesi i¢in karbon mikroband biyosensor vasitasiyla laktatin
elektrokimyasal olarak dl¢iilmesini saglamiglardir. Bu ¢aligma, laktat tayini i¢in ekran
bask1 teknolojisine dayanan mikroband biyosensorlerin iiretimi ve kullanimu ile ilgili ilk

belge 6zelligi tagimaktadir (Rawson ve ark. 2009).
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* 2009 yilinda Dungchai ve arkadaslari; serumdaki kritik saglik gostergeleri olan glukoz,
laktat ve iirik asit tayini i¢in ilk elektrokimyasal kagit tabanli mikroakigkan biyosensorii

tasarlamiglardir (Dungchai ve ark. 2009).

* 2010 yilinda Jena ve arkadaslar1; miisin / albiimin hidrojel matrisinde immobilize edilen
laktat oksidaz kullanilan ve laktat miktarini belirleyen bir amperometrik biyosensor

gelistirmislerdir (Romero ve ark. 2010).

* 2013 yilinda Wang ve arkadagslar1; egzersiz olaylar1 sirasinda, kullanicinin cildine uyan,
esnek basilt bir gegici transfer dovme elektrokimyasal biyosensoriinii kullanarak insan
terlemesinde gercek zamanli noninvaziv laktat algilamasinin ilk 6rnegini géstermiglerdir

(Jia ve ark. 2013).

Saglik sektoriinde ticari olarak kullanilan bazi 6nemli laktat biyosesensorleri asagida

listelenmistir (Bahadir ve Sezgintiirk 2015);

= Yellow Springs Instruments - 13L

* Roche, Basel, Isvicre - LA 640

= Eppendorf, Almanya - ECA 20 (ESAT 6660) ve ACC

= Elite glucometer - Lactate Pro LT-1710

= ApexBio, Tayvan — The Edge

= EKF Diagnostics, ABD - Lactate Pro-2 LT-1730 ve Lactate Scout
= Nova Biomedical, ABD — Lactate Plus

31



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu ve Morfolojik Olarak Tanimlanmasi

Ankara’nin farkl bdlgelerinden temin edilen 3 adet peynir, 2 adet sucuk ve 2 adet kefir
ornegi laktik asit bakterilerinin (LAB) izolasyonu i¢in kullanilmistir. Bu amagla, gida
matrikslerinden alinan numunelerden, yayma plak yontemine gore MRS (De Man Rogosa
Sharpe, Merck) ve M17 (Merck) besiyerlerine inokiilasyon yapilmistir. Bakterilerin M17
besiyerinde daha iyi gelistikleri tespit edildikten sonra bakterilerin saflagtirilmasi ve
aktivasyonu icin M17 besiyeri ile ¢alismalara devam edilmistir. Izolasyon asamasinda
inkiibasyon sicakligi 30°C ve siiresi 24-48 saat olarak uygulanmistir (Harrigan ve
McCance 1976). Izolatlarm morfolojik tanimlamalar1 ve Gram reaksiyonlari, Gram
boyama yontemi (Norateks Kimya Gram Boyama Seti) ile belirlenmistir (Gerhardt ve
American Society for Microbiology. 1981). Boyama sonuglarina gore Gr (+) olanlar
analizlerde kullanilmak tizere %15 gliserol igeren M17 sivi besiyerinde, -20°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2 Biyosensor ve HPLC Analizleri icin izole Edilen LAB’nden Metabolit Eldesi

Laktik asit miktar tayini amaciyla Oncelikle morfolojik olarak tanimlanan LAB’nin
izolatlari, M17 Broth kullanilarak 30°C’de 24 saat siireyle aktive edilmistir. Aktif kiiltiir
stipernatant1 6000 rpm’de 10 dakika siiresince santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatant

0.45 pm (Sartorius, Almanya) siringa ucu filtre kullanilarak steril hale getirilmistir

(Altuntas ve ark. 2010).
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3.3 Amperometrik Laktat Biyosensoriiniin Uretimi, Tayin Simirinin Belirlenmesi ve
Ger¢ek Orneklerde Denenmesi

3.3.1 Enzim immobilizasyonu

Biyosensor denemeleri ve tasariminda laktat oksidaz (LOD) enzimi (Sigma, L0638-
100UN Lactate Oxidase from Pediococus sp., CAS:9028-72-2) biyoreseptor olarak
kullanilirken; substrat olarak baslangigta %9011k laktik asit (Merck, K48405566 649) ve
sodyum laktat (Sigma Aldrich) denenmis ancak bu substratlar ile basarili sonug elde
edilememesi nedeniyle daha sonraki denemelerde lityum laktat (Sigma Aldrich)
kullanilmistir. Enzim immobilizasyonu amaciyla gluteraldehit miktaryyiizdesi,
gluteraldehit ile altin nanopartikiil karisim miktari/ytizdesi, nafyon miktari/yiizdesi ve
farkli LOD miktarlari ile denemeler yapilarak immobilizasyonun optimizasyonu
saglanmustir (Yang ve ark. 1999, Ward ve ark. 2004, Romero ve ark. 2008, Sun ve ark.
2015, Rathee ve ark. 2016).

3.3.2 Elektrotlarin (Biyosensorlerin) Hazirlanisi

Biyosensoriin dizayni igin; screen printed (DS110), ince film, camsi karbon ve platin
elektrotlarla deneme yapilmistir. Denemeler sonucunda camsi karbon elektrot, Ag/AgCl

referans elektrot ve platin karsit elektrottan olusan 3’ lii elektrot sistemi kullanilmustir.

Elektrokimyasal sensorler damlatma ydntemi kullanilarak hazirlanmistir. Oncelikle Pt
elektrot ylizeyi aliimina parlatma soliisyonlar1 (1 pm, 0.3 uM ve 0.05 pm) ile parlatilmisg
ve ylizeyi tamamen temizlemek amaciyla ultra saf su ve etanol igeren karigimda
ultrasonik banyo yardimiyla yikanarak oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutulmus
elektrot yiizeyine 2U laktat oksidaz enzimi i¢eren 10 pL hacme sahip PBS tamponu
damlatilmis ve 2 saat oda sicakliginda birakilarak kurumasi saglanmistir. Sonrasinda
enzim ile modifiye edilmis elektrot yiizeyine 8 pL nafyon (% 0.5 wt) cozeltisi
damlatilarak kurumaya birakilmistir (Optimum immobilizasyon) (Weber ve ark. 2006,
Uzunoglu 2016).

33



3.3.3 Performans Analizleri

Hazirlanan biyosensorlerin  performans analizleri, dongiisel voltametri (CV) ve
kronoamperometri (CA) yontemleri kullanilarak yapilmistir. CV ve CA c¢alismalari,
GPES yazilim programiyla donanimli Autolab PGSTAT 30 potansiyostat (Eco-Chemie,
Utrecht, Netherlands) ile yapilmistir. Elektrokimyasal performans deneylerinde
hazirlanan sensorler, ¢alisma elektrotu olarak kullanilmistir. Referans elektrot olarak
Ag/AgCI, karsit elektrot olarak ise Pt tel kullanilmistir. Sensor performans deneyleri ise
PBS tamponu (0.01M, 8 mL) i¢erisinde oda sicakliginda yapilmistir. Hazirlanan sensorler

kullanilmadiklarinda +4°C’de bekletilmistir (Uzunoglu 2016).

3.3.4 lzole Edilen LAB Tarafindan Uretilen Laktat Miktarinin Gelistirilen
Biyosensor ile Tayini

Izole edilen LAB’nden hazirlanan drneklerde bulunan laktik asit miktari, biyokimyasal
Ozellikleri ve tayin smirlar1 belirlenen biyosensor ile 3 tekerriirli olacak sekilde
kronoamperometrik olarak olgtilmiistiir. Laktik asit miktar1 asagidaki esitlikte gorildigii
gibi; akim-zaman grafiklerinden (sayfa 43, Sekil 4.5’reki gibi) elde edilen y=ax+Db
seklindeki denklemde y: akim miktarindaki artisi, a: duyarliligi, x ise eklenen seyreltik
laktik asit konsantrasyounu gostermektedir. Bu denklemden seyreltik laktik asit
konsantrasyonu hesaplanarak, elde edilen konsantrasyonun toplam hacime

oranlanmasiyla gergek laktik asit konsantrasyonu hesaplanmustir.

3.4 izole Edilen LAB Tarafindan Uretilen Laktat Miktarimin HPLC ile Tayini

3.4.1 Laktik Asit Miktarinin Belirlenmesi

izole edilen LAB’nden elde edilen siipernatantlarm  (metabolitin) uygun
konsantrasyondaki ornekleri, kalibrasyon esitliginde yerine yerlestirilerek laktik asit
miktari, 6zellikleri agagida detaylandirilan HPLC ile tespit edilmistir (Gumustas ve ark.
2013).
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3.4.2 Standart Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Laktik asit stok ¢ozeltisi 100 mmol olacak sekilde ultrasaf su ile hazirlanmis ve
kalibrasyon amaciyla bu ¢ozelti yine saf su ile 0,25 - 50 mmol (n=5) araliginda

seyreltilerek kullanilmistir.

3.4.3 Kromatografik Kosullar

En uygun kromatografik kosullarin belirlenmesinde, Oncelikle sabit faz ozellikleri;
fonksiyonel grup, tanecik ¢api, silika tiirti degerlendirilmistir. Daha sonra hareketli faz
organik dlizenleyicisinin se¢imi, hareketli faz organik ¢6ziicii tiirliniin ve oraninin etkisi,
akis hiz1 ve sicaklik etkileri incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda optimum kosullarda

kromatografik analizler gergeklestirilmistir.

Analizde sabit faz olarak Synergi Polar RP (250 mm x 4,6mm, 5 pm) saptanmis ve bu
kolon kullanilarak dl¢iimler gergeklestirilmistir. Kolon dmriinii uzatmak ve safsizliklarin
analiz tizerine etkisini azaltmak amaciyla koruyucu kolon kullanilmistir. Kolon sicakligi
farkl1 degerlere getirilerek analiz sonuglarina sicakligin etkisi olup olmadigi
incelenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda kolon firin sicakligi 25°C’de sabit tutulmustur.
Analiz kapsaminda su ile farkl asitlerin karisimlar1 kullanilarak hareketli faz denemeleri
yapilarak etkin bir ayirma sagladigi i¢in % 0.25 (h/h) H3POs igeren ¢ozelti (pH:2.5)
hareketli faz olarak kullanilmistir. Hareketli faz ¢ozeltileri vakum altinda 0.45 um por
capl seliiloz asetat filtre kullanilarak siiziilmiis, ¢6ziinmemis oksijenin giderilmesi i¢in
15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir. 210 nm’de goriintiileme yapilan sistemde
akis hiz1 denemeleri gergeklestirilmis (0,5-1,25 mL/dk) ve en iyi sonuglarin elde edildigi
1mL/dKk ¢alismalarin tiim basamaklar1 i¢in kullanilmistir.  Analizler 20 dakikalik kolon
sartlanmasi beklendikten sonra baglatilmistir. Calisma kapsaminda optimize edilen
kromatografik yontem, Uluslararasi Uyum Konseyi’nin (ICH) belirledigi analitik yontem
gegcerlilik testleri géz Oniine alinarak gergeklestirilmistir (ICH Official web site : ICH
2018).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bakteri Izolatlarinin Morfolojik Karakterleri

Cesitli gidalardan izole edilen bakterilerden tamami (23 adet) Gram (+) reaksiyonu
gdstermistir. Izolatlarm morfolojik karakterleri ve Gram reaksiyonlar1 Cizelge 4.1° de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Bakteri izolatlarinin kokenleri, Gram reaksiyonlar1 ve morfolojik 6zellikleri

izolat No izole edildigi gida Gram reaksiyonu Morfoloji
11 Peynir Gr + Kok
12 Peynir Gr + Kok
13 Peynir Gr + Kok
14 Peynir Gr + Kok
21 Peynir Gr + Kok
23 Peynir Gr + Kok
24 Peynir Gr + Kok
31 Kefir Gr + Kok
32 Kefir Gr + Kok
33 Kefir Gr + Kok
41 Sucuk Gr + Kok
421 Sucuk Gr + Cubuk
4221 Sucuk Gr + Kok
4222 Sucuk Gr + Kok
431 Sucuk Gr + Kok
432 Sucuk Gr + Kok
51 Sucuk Gr + Kok
62 Peynir Gr + Kok
631 Peynir Gr + Kok
632 Peynir Gr + Kok
71 Kefir Gr + Kok
72 Kefir Gr + Kok
73 Kefir Gr + Kok
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Bu bakteriler Gr (+) reaksiyon gostermeleri ve fermente gidalardan izole edilmeleri
sonucu LAB olarak kabul edilmislerdir (Konig ve ark. 2017). Caligma kapsaminda
yuriitillen biyosenséor ve HPLC analizlerinde bu 23 bakterinin metabolitleri tayin
edilmistir. Ayn1 zamanda bu 23 izolatin laktat liretme yetenekleri de HPLC sonuglari ile

dogrulanmustir.

4.2 Elektrokimyasal Sensoriin Optimizasyonu

Elektrokimyasal sensorlerin damlatma yontemine gore hazirlanmasindan once literatiir
taramalar1 dogrultusunda; farkl elektrotlarda, farkli immobilizasyon yontemleri ve farkli
laktat ¢ozeltileri ile farkli voltlarda kronoamperometrik Slgiimler yapilmistir (Yang ve
ark. 1999, Ward ve ark. 2004, Romero ve ark. 2008, Rawson ve ark. 2009, Monosik ve
ark. 2012, Pérez ve ark. 2012, Sun ve ark. 2015, Rathee ve ark. 2016). Ancak bu dlgtimler,
CV almmadan (elektrot kontrolii yapilmadan / elde referans veri bulundurmadan)
yapildig1 ve de substrat olarak kullanilan ticari L-laktat’tan yanit alimamadigi igin
basarisiz olmustur. Yapilan bu basarisiz denemelere ait sonuglar Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli kosullarin denendigi basarisiz olan 6n denemelerin kronoamperometrik
(CA) ol¢tim sonuglar:: A: Screen printed elektrot, -450 mV, Gluteraldehit ile
immobilizasyonu, B: Screen printed elektrot, -200 mV, Gluteraldehit ile
immobilizasyonu, C: Screen printed elektrot, -700 mV, Gluteraldehit ile
immobilizasyonu, D: Screen printed elektrot, +700 mV, Gluteraldehit ile
immobilizasyonu, E: Screen printed elektrot, -700 mV’ta Gluteraldehit + Altin
Nanopartikiil ile immobilizasyonu, F: Ince film screen printed elektrot, +450 mV,
Gluteraldehit ile immobilizasyonu, G: Screen printed elektrot, +200 mV’ta Nafion ile
immobilizasyonu 6l¢iim sonuglar1

Sekil 4.1°deki sonuglarda goriildiigii lizere, eklenen laktik asit miktarlarma karsin dlgiilen
akimda pik olusumu gozlenmemistir. Bu sebeple CV dlciimleri yapilarak biyosensorlerin
davraniglar1 anlagilarak optimum yanit alman voltaj belirlenmis ve de substrat

degistirilerek dogru dl¢iimler elde edilmistir (Bkz. Boliim 4.3).

4.3 Sensorlerin Elektrokimyasal Ozelliklerinin Anlasiimasi
Damlatma yontemi ile hazirlanan biyosensorlerin elektrokimyasal davraniglar1 dongiisel

voltametri kullanilarak belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.2” de verilmistir.
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Sekil 4.2. Gelistirilen biyosensorlerin CV sonuglarina gore elektrokimyasal davranislari.

Sekil 4.2°den anlasildig1 {izere PBS ¢6zeltisi igerisine 2 mM laktat eklenmesi ile 0,4 V°
tan itibaren oksitlenme pikinde bir artis gézlemlenmektedir. PBS igerisindeki laktik asit
orani artirildik¢a (4 ve 6 mM laktik asit i¢in) oksitlenme pikinin daha da arttigi
goriilmiistiir. Sisteme laktik asit eklenmesi sonucu oksitlenme pikinde meydana gelen
degisme; elektrot iizerine tutuklanmis enzim tabakasinin ¢alistigimi yani laktik asitin
oksitlendigini gostermektedir. Laktik asitin, laktat oksidaz enzimi yardimiyla oksitlenme
denklemi “2.3 Laktat Biyosensorleri (Sayfa 20)” bashigi altinda ifade edilen Denklem 1°
de goriilmektedir. Denklem 1’ de verilen reaksiyon laktik asitin oksitlenmesi ile iiriin
olarak hidrojen peroksit ve piruvatin ortaya ¢iktigini1 géstermektedir. Olusan hidrojen
peroksit, elektrot yilizeyine ulastigmnda eger uygun bir potansiyel var ise oksitlenme
reaksiyonu vermekte ve agiga elektron ¢ikmaktadir. Bu nedenle Sekil 4.2 de goriilen
oksitlenme akiminda artisin  sebebi hidrojen peroksidin sensdr yiizeyinde
oksitlenmesinden kaynaklanmaktadir. Denklem 1 ve 2 dikkate alindiginda, sistemde
bulunan laktik asit ile reaksiyon sonucu olusan ve de sensor yiizeyinde oksitlenen
hidrojen peroksit konsantrasyonu arasinda bir bagint1 bulunmaktadir. Verilen bu bilgiler,
hidrojen peroksit miktarmin ve konsantrasyonun belirlenmesiyle ortamda bulunan laktik

asit miktarinin hesaplanabilecegini gostermektedir.

Biyosensorlerin diger dnemli elektrokimyasal 6zelliklerinden birisi de sensor yiizeyinde

meydana gelen reaksiyonlarin ylizey veya diflizyon kontrolli olup olmadigidir.
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Hazirlanan biyosensdrlerin bu 6zelligini belirlemek amaciyla degisik tarama hizlarinda
CV deneyleri yapilmistir. Bu deneyler 2 mM laktik asit varliginda PBS c¢ozeltisi

icerisinde gerceklestirilmis ve sonuclar Sekil 4.3° te gosterilmistir.
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Sekil 4.3 CV sonuglarina gore tarama hizinin biyosensorlerin elektrokimyasal 6zellikleri
tizerine etkisi A: CV olglimlerinde akimin voltaja gore degisimi, B: Pik akiminda
meydana gelen degisimin tarama hizi ile olan baglantisi
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Sekil 4.3A’dan anlasildigi iizere CV deneyinde kullanilan tarama hizinin artisiyla elde
edilen grafik iizerinde 6zellikle pik akimi iizerinde 6nemli derecede degisim meydana
gelmis ve oksidasyon pikleri daha belirgin hale gelmistir. Meydana gelen bu degisimin
tarama hizi ile olan baglantis1 Sekil 4.3B” de gosterilmektedir. Goriildiigii tizere pik
akimmin artan tarama hizi ile dogrusal bir artis gdsterdigi belirlenmistir (R? = 0,9998).
Elde edilen bu veriler dogrultusunda sensor yiizeyinde meydana gelen reaksiyonun yilizey
kontrollii oldugu sonucu ¢ikarilmaktadir. Yani hazirlanan sensorlerin performanslari,
elektrokatalitik yiizey ozelliklerine 6nemli derecede bagimlilik gostermektedir. Bu da
elektrot yiizeyi herhangi bir nanomateryal ile kaplanmadig1 i¢in beklenen bir durumdur.
Eger yiizey, bir nanomateryal ile kaplanirsa; reaktanlarin yiizeye diflizyon hizi ve
iirlinlerin yilizeyden uzaklasmasi, yiizeyde meydana gelen reaksiyonlardan daha yavas
gerceklesecegi icin meydana gelen reaksiyonun da difiizyon kontrollii olacaktir (Celik
2014, Uzunoglu 2016, Uzunoglu ve ark. 2016b). Ornegin; Uzunoglu ve arkadaslar:
(2016) yapmus olduklar1 c¢alismada, PdAg/indirgenmis grafen oksit temelli yani
nanokompozit i¢eren elektrokimyasal H>O> biyosensorii gelistirmislerdir. Biyosensoriin
tarama hiz1 incelendiginde; PdAg / rGO sensodrlerinin yiizeyinde H2O. azalmasinin

diftizyon kontrollii oldugu gézlenmistir (Uzunoglu ve ark. 2016a).

4.4 Sensorlerin Laktik Asit Karsisindaki Davranislar

Hazirlanan biyosensorlerin  laktik asite karsi aktiviteleri ve performanslari
kronoamperometri (CA) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu yontemde PBS tampon
icerisine belirli zaman araliklarinda laktik asit eklenmis, akimda meydana gelen degisim
belirlenerek kaydedilmistir. Elektrokimyasal performans deneylerinde sistemin voltaji
potansiyostat yardimiyla 0,6 V’ta sabitlenmistir. Bu voltaj degerinin kullanilmasinin
nedeni Sekil 4.3A’ da goriildiigii gibi pik olusumunun bu deger civarinda olmasidir.
Ayrica, Sekil 4.2°’den anlasildig: lizere Pt yiizeyinde hidrojen peroksidin oksitlenme
potansiyeli de 0,6 V olarak belirlenmistir. Sekil 4.4° te goriildigii gibi akim-zaman
grafiginde giriilti akimi sifirlanmis ve sistemde laktik asit bulunmuyorken akim
degerinin sifir olmasi saglanmistir. PBS ¢ozeltisine 0.05 mM laktik asit eklendiginde
Olglilen akimin hizli bir sekilde arttigi ve kisa zaman icerisinde de sabitlendigi
gozlemlenmistir. Belirli araliklarla laktik asit ekleme islemi tekrarlanmigtir. Her ekleme

sonrasinda akim hizli sekilde artmis ve sonra sabitlenmistir. Bu sonug istenilen sensor
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performansinin elde edildigini, hazirlanan laktik asit biyosensdrlerinin saglikli ve verimli
bir sekilde laktik asit tayini yapabilecek kapasitede oldugunu gostermektedir. Laktik asit
eklenmesi ile birlikte hizli bir sekilde (kisa bir zaman diliminde) akimin artmasi
hazirlanan sensorlerin hizli sonug verdiginin de gostergesidir. Buna gore elde edilen
sensOr, biyosensorlerin 6nemli bir avantaji olan hizli tayin 6zelligini saglamaktadir

(Mehrvar ve ark. 2000, Kissinger 2005, Aykut ve Temiz 2006, Thakur ve Ragavan 2013).
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Sekil 4.4. Diizenli araliklarla 50 uM laktik asit eklenmesi sonucu akimda meydana gelen
degisim

Sekil 4.4’teki verilerden yararlanarak ayni sensoriin belirlenen kosullarda 3 defa bagimsiz

sekilde tekrarlanmasiyla elde edilen kalibrasyon egrileri Sekil 4.5°te gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Akim-zaman grafikleri sonucu elde edilen kalibrasyon egrisi (n=3)

Sekil 4.5’ten ¢ikarilacak en 6nemli sonuglardan bir tanesi hazirlanan sensérlerin 350 uM
laktik asit konsantrasyonuna kadar saglikli bir sekilde kullanilabilecegidir. Yapilan
deneylerde sensor performanslarmin 350 uM konsantrasyonuna kadar dogrusal bir artis
gosterdigi, ancak bu degerden sonra akimdaki artisin konsantrasyona gore dogrusal
olmayip doyuma ulagma egilimi gosterdigi bulunmustur. Yani, sensorlerin dogrusal
calisma araligindaki st limiti 350 uM olarak bulunmustur. Kalibrasyon egrisinin egimi,
sensoOrlerin duyarhiliklarmi vermektedir. Sekil 4.5’te verilen denklem g6z Oniine
alimdiginda sensorlerin ortalama duyarliliklar1 0,0008 pA/uM olarak bulunmustur. Ancak
literatiirde yer alan diger ¢alismalar ile saglikl1 bir karsilastirma yapilmasi i¢in elde edilen
bu duyarlilik degerinin yiizey alani ile normalize etmek gerekmektedir. Buna gore,
calisma kapsaminda kullanilan Pt elektrodun ¢apimnin 1,6 mm oldugu bilindigine gore elde
edilen duyarlilik degeri 0,04 pA/uM.cm?®” dir. Gelistirilen elektrokimyasal laktik asit
biyosensoriiniin en diisiik tayin limiti LOD = (s/S)*3 denklemi kullanilarak
hesaplanmistir. Burada S: duyarlilik, s ise giiriiltii standart sapmasini ifade etmektedir.
Bu denklem kullanildiginda sensorlerin tayin limitinin (LOD) 31 uM oldugu
bulunmustur. Tim bu veriler 1s13inda elde edilen sonucglar degerlendirildiginde;
hazirlanan sensorlerin dogrusal calisma araliginin 31-350 pM oldugu bulunmustur.
Bulunan bu tayin araligi, literatiirdeki diger caligmalarla kiyaslandiginda ¢ogunlukla

avantajl gérinmektedir.
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Weber ve arkadaslarimim (2006) yapmis oldugu ¢alismada; karbon nano tiip laktat oksidaz
cams1 karbon elektrotlart kullanilarak hazirlanan ve damlatma yontemine gore yani
tezdekine oldukga benzer sekilde gelistirilen laktat tayinine yonelik amperometrik laktat
biyosensorlerinin tayin araligit 1000050000 uM olarak bulunmustur (Weber ve ark.
2006). Tez kapsaminda yapilan ¢aligmada tayin araligmin bu araliktan ¢ok daha diisiik
olmasi, diisitk miktarlardaki laktatin da tespit edilebilecegini gostermis olup Weber ve

arkadaslarinin ¢alismasina bu noktada avantaj olusturmaktadir.

Parra ve arkadaslarimin (2006), sarap ve biralarda laktat miktarini belirlemeye yonelik
gelistirmis olduklar1 LOD enzimi kullandiklar1 elektrokimyasal biyosensoriin tayin limiti
duyarliiginim daha yiiksek olmasma karsin (0.77+0.08pAmM™), calisma kapsaminda
gelistirilen sensortin degerine oldukg¢a yakin (300 uM ) bulunmustur. Hipoiyonik asit ya
da altin kullanarak enzim immobilizasyonunu gergeklestirmis ve oksidasyonu arttirmak
icin ortama 0.5 mM hidroksimetil ferrosen eklemislerdir (Parra ve ark. 2006). Bu nedenle
duyarlilik degerinin daha yiiksek ¢ikmis olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak kataltik yiizey
kullanilmasina karsm; tayin limitinin yapilan tez c¢alismasina yakin olmasi yine tez
calismasinin daha kolay ve ekonomik olarak iiretilebilirlik agisindan avantajini

gostermektedir.

Dagar ve Pundir (2017), LOD’un karboksilatli ¢ok katli karbon nanotiip / bakir
nanopartikiill / polianilin modifiye kalem grafit elektroda immobilize edildigi
amperometrik L-laktat biyosensorii gelistirmiglerdir. Gelistirilen bu biyosensoriin 1 pM—
2500 uM gibi oldukga genis tayin araligina sahip oldugunu belirtmislerdir. Bunun nedeni;

kullanilan kalem grafit elektrodun oldukca genis yiizey alan1 olmasina baglamislardir

(Dagar ve Pundir 2017).

Kullanilan elektrot yiizeyine ya da elektrot ylizeyine nanomateryal membran veya ara
yiizey uygulanmasmma gore biyosensorlerin tayin araligi degisiklik gostermektedir

(Kumar ve ark. 2009, Qiu-1i 2009, Lata ve ark. 2012, Dagar ve Pundir 2017). Tiim bilgiler

dogrultusunda, tez ¢alismasinda ara ylizey kullanilmadan tasarlanan ve yiizey kontrollii
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olan sensoriin laktat tayininde kullanilmaya yonelik uygun tayin araligina sahip bir

biyosensor oldugu ¢ikarimi yapilabilir.

4.5 Gelistirilen Biyosensor ile izole Edilen LAB Tarafindan Uretilen Laktat
Miktarinin Tayini

Optimum c¢alisma kosullar1 ve tayin aralig1 belirlenerek gelistirilen amperometrik laktat
biyosensorii ile bakteri izolatlarindan elde edilen metabolitlerdeki laktat miktar1 3
tekerriirlii olacak sekilde 0.6 V’ta oda sicakliginda kronamperometrik olarak Slctilerek

sonuglar aritmetik ortalama ve + standart sapma olarak Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Izole edilen LAB’nden elde edilen laktat miktarmin gelistirilen biyosensor

ile belirlenmesi
izolat No Laktik Asit Miktar1 (mM)

M17 Besiyeri (Bakteri inokiile edilmemis) 0,61+0,01
11 0,28+0,05

12 0,27+0,03

13 0,25+0,06

14 0,33+0,03

21 1,30+0,13

23 1,25+0,03

24 1,06+0,22

31 1,09+0,07

32 1,18+0,18

33 9,87+0,75

41 5,91+0,71
421 0,80+0,08
4221 4,20+0,35
4222 2,67+1,82
431 2,49+0,26
432 2,20+0,04
51 7,92+0,94

62 6,98+0,56
631 3,08+0,34
632 3,17 +0,09
71 6,48+0,77

72 5,94+0,21

73 4,62+0,45
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4.6 HPLC ile Izole Edilen LAB Tarafindan Uretilen Laktat Miktarimin Tayini
Bakteri izolatlarindan elde edilen metabolitlerdeki laktat miktar1t HPLC ile 3 tekerriirli
olacak sekilde 6lgtilerek, sonuglar ortalama olarak Cizelge 4.3’te verilmistir. Elde edilen

sonuglar, biyosensor tayini ile elde edilen sonuglarla kargilastirilmistir.

Cizelge 4.3. izole edilen LAB’nden elde edilen laktat miktarinin HPLC ile belirlenmesi

izolat No Laktik Asit Miktar1 (mM)
11 1,77
12 2,16
13 4,08
14 1,84
21 4,47
23 4,43
24 2,86
31 2,80
32 3,15
33 3,59
41 -

421 -
4221 5,39
4222 3,40

431 0,13

432 -

51 2,61
62 2,46
631 1,84
632 -

71 5,52
72 3,81
73 1,36

Gergek Orneklerde yapilan HPLC ve biyosensor Olgiim sonuglari incelendiginde;
biyosensoriin 71,421, 4222 ve 4221 numarali 6rneklerde HPLC metodu ile hemen hemen

benzer sonuglar1 bulmasma karsin; pek cok ornekte cok daha yiiksek oranlarda laktat
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miktart belirledigi goriilmektedir. Bunun nedeni; biyosensoriin HPLC’den daha hassas
olmasindan dolay1 laktat benzeri bilesenleri de Olgmesi olarak disiiniilebilir. Bu da;
biyosensérde HPLC’de oldugu gibi sahite karsi dl¢lim yapilamadigi i¢in yani ¢evresel
etkenler ortadan kaldirilamadigi i¢in HPLC metodunda tayin edilemeyen laktat miktarlar1
biyosensorde belirlenmesinden; ya da metabolit igerisinde bulunan ikincil metabolitlerin
de elektrot yiizeyinde oksitlenerek Gl¢iim sonucunu etkilemesinden (parazit madde)
kaynaklanabilmektedir. Ayrica biyosensoriin tekrarlanabilirliginin HPLC’den daha
diisiik olmas1 da sonuglarin metotlara gore farklilik gostermesine neden olabilmektedir.
Bu tip sorunlar, genel olarak gercek ornekler ile yapilan Olgliimlerde gozlenmektedir
(Parra ve ark. 2006, Romero ve ark. 2008, Canbay ve ark. 2015, Omanovic-miklicanin ve
Valzacchi 2017, Cunha-silva ve Arcos-martinez 2018). Ancak yine de siire agisindan
degerlendirildiginde; biyosensor dlgiimiiniin HPLC analizine gore ¢cok daha hizli oldugu
goriilmiistiir. Biyosensorle her bir 6rnek yaklasik 3 dk’da 6l¢iiliirken; HPLC ile 20 dk’da
Ol¢iilmektedir. Buna ek olarak HPLC analizinin, biyosensor dl¢limiine gore uzun siiren
on hazirligr da g6z oniinde bulunduruldugunda; ayni sayidaki numune biyosensor ile
yarim giinde analiz edilirken, HPLC ile bu islem giin asir1 siirmektedir. Asagida 6rnek
olarak verilen bazi ¢alismalarda; biyosensorlerin yaygin kullanilan yontemlere gore daha
kisa siirede yanit vermesi ve bu yontemlerle sonuclarinin kiyaslanmasi yapilan ¢calisma

da gbz Oniine alinarak degerlendirilmistir.

Kriz ve arkadaslarimin (2002), bebek mamalar1 ve domates piirelerinde bulunan laktat
miktarmi, gelistirdikleri amperometrik mikroenzim biyosensér ve spektrofotometrik
tayin metoduyla belirlemeye ¢alismislardir. Spektrofotometrik tayin ve biyosensor 6l¢lim
sonuglar1  arasinda  paralellik  bulmuslardir. Hatta  biyosensoriin  sonuglart
spektrofotometrik degerlerden, tipki tez calismasindaki pek cok sonucta oldugu gibi,
domates piirelerinde %12 ve bebek mamalarinda %2.5 daha yiiksek degerler gostermistir.
Ayn1 zamanda biyosensor Sl¢limiiniin 3 dk’da, spektrofotometrik dl¢timiin ise 35 dk’da
tamamlandigini belirterek biyosensorlerle yapilan 6lgiimlerin siire olarak avantajini da bu

tez caligmasi ve bir¢ok ¢alismada oldugu gibi gostermislerdir (Kriz ve ark. 2002).

Omanovic-miklicanin ve Valzacchi (2017)’nin yapmis oldugu ¢alismada; biyojen amin

tayinine yonelik kemiliiminesans biyosensor gelistirilerek; etlerde bulunan biyojen amini
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belirlemek amaciyla gergek orneklerde denenmis ve sonuclar HPLC analiz sonuglari ile
kiyaslanmistir. Et 6rneklerinde iki metod ile gergeklestirilen 6l¢iim sonuglari arasinda gok
biiyiik farkliliklar olmamakla birlikte; tipki yapilan ¢alismada oldugu gibi biyosensor
0l¢tim sonuglar1 daha yiiksek ¢ikmistir. Bunu; biyojen amin miktarini etkileyebilecek ette
bulunan diger aminlerin varlig1 ile ve yine buna da biyosensoriin HPLC’ye gore diisiik
tekrarlanbilirliginin neden olmasi ile agiklamislardir (Omanovic-miklicanin ve Valzacchi
2017).

Sturdik ve arkadaslari (2013), sira fermentasyonu esnasinda monosakaritlerin,
oligosakaritlerin, etanol ve gliseroliin izlenebilirligi icin enzim temelli amperometrik
biyosensor ile 6l¢iim, HPLC ve spektrofotometri metotlarini kiyaslamiglardir. Calismanin
sonucunda da; maltoz veya maltotriozun spesifik olarak izlenmesi igin sadece HPLC
yonteminin uygun oldugunu, fermentasyonun sonraki asamalarinda hem glukoz hem de
fruktoz tespiti i¢in biyosensorler ve spektrofotometrinin; etanol ve gliserol analizleri igin
iic metodunda uygun oldugunu belirtmislerdir. Sonuglarda c¢ok biiyiik farklilik
olmamasindan dolay1; biyosensoriin alternatif 6l¢lim metodu olarak kullanilabilecegi
tayinlerde ekonomik ve ¢ok daha hizli olmasi nedeniyle tercih edilmesi gerektigini ifade

etmislerdir (Sturdik ve ark. 2013).

Canbay ve arkadaslar1 (2015), yapmis olduklar1 ¢alismada laktik asit ve piriivik asiti
belirleyen mikrobiyal biyosensor (0,1-10 mM tayin araligma sahip) gelistirmislerdir.
Gergek 6rnek denemelerini, kit (Sigma Aldrich Assay Kit) ile kontrol etmisler ve kefir,
siit ve tereyagi drneklerinde L-laktat miktarmi belirlemislerdir. iki metot sonuglar1 yakin
olmakla beraber; tipki tez ¢alismasindaki sonuglar gibi bazi biyosensor 6l¢iim sonuglari
kitin 6l¢tim sonuglarindan yliksek ¢ikarken; bazilar1 diisiik ¢ikmistir. Bu durumun parazit
olusturan bir maddeden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Canbay ve ark. 2015).
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5. SONUC

Laktat seviyesi, tarim ve gida proseslerinde siirdiiriilebilirligin bir geregi olarak gida
giivenligi kapsaminda, raf omriiniin belirlenmesinde, stabilite ve kalite kontroliinde
onemli bir parametredir. Ayrica, yorgunlugun, hasta saglhiginin izlenmesinde, septik sok
ve organ yetmezligi gibi riskli durumlarin 6nceden belirlenmesinde olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Bu nedenle, laktat tayinin izlenmesi, 6zellikle gida ve saglik endiistrileri i¢in
oldukga gereklidir. Bu noktada; uzun zaman alan, deneyimli ¢alisan gerektiren ve yorucu
olan yaygin kullanilan yontemler yerine; hizli, giivenilir, hassas, kolay kullanilabilir ve
ekonomik cihazlar olmalar1 nedeniyle laktat tayininde biyosensor kullanimi dogru bir
se¢im olacaktir.

Laktat tayinine yonelik gelistirilen biyosensorlerin ¢ogu laboratuvar 6lgekli olmakla
birlikte ticari amagla yaygm olarak kullanilanlar1 da bulunmaktadir. Tasarlanan
biyosensorlerin ¢ogu amperometrik transduserli enzim temelli biyosensorler olmakla
birlikte LOD enziminin oksitlenme reaksiyonuna dayanmaktadir. LOD enziminin LDH
enzimine gore daha fazla tercih edilme nedeni; LDH enziminin ¢alisma prensibinde daha
karmasgik bir reaksiyon sisteminin (LDH ve NADH oksidaz enzimlerini igeren iki enzimli
bir sistem) bulunmasidir. Yapilan ¢alismada da laktik asitin, LOD enzimi tarafindan
oksitlenmesi ile olusan hidrojen peroksidin elektrot ylizeyine ulastiginda verdigi
reaksiyon sonucu ag¢iga ¢ikan elektronun gosterdigi akim degisiminden laktik asit
miktarmin tespit edildigi camsi1 karbon elektrot, Ag/AgCl referans elektrot ve karsit platin
elektrottan olusan 3 lii elektrot sistemine sahip enzim temelli amperometrik laktat
biyosensorii gelistirilmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda dogrusal calisma araligi 31-350
uM ve duyarliligi 0.0008 wA/uM olan laktat biyosensorii gelistirilmistir. Buna ek olarak;
laktatin dogada laktik asit bakterileri tarafindan {iretildigi bilindigi icin gelistirilen
biyosensor, farkli fermente gidalardan izole edilen LAB’nin tirettikleri laktat miktarimnin
tayini igin kullanilmistir. Sonuglar, yaygin olarak kullanilan bir tayin metodu olan HPLC
analizinin ayn1 metabolitler i¢in elde edilen verileri ile kiyaslanmistir. Bunun sonucunda;
bazi Ornekler icin verilerde tutarlilik oldugu gozlense de, diger sonuclar arasinda
farkliliklar bulunmus olup pek ¢ok numunede biyosensor sonuglari daha yiiksek
¢ikmustir. Bunun nedeni ise; izole edilen LAB’nin heterofermentatif olmasi durumunda

olusan sekonder metabolitlerin de 6lgiilmesi ya da ortama farkl kaynaklardan dahil olan
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laktik asitin de bakteri metaboliti ile birlikte 6l¢iilmesi olabilir. Bu sorunun ortadan
kaldirilmast i¢in nanopartikiil ya da baska bir araylizey materyali ile elektrot yiizeyi
kaplanarak parazitler elimine edilebilir. Bunlar disinda, iki metotla yapilan ¢aligmalarda
biyosensoriin; her bir 6rnek i¢in 3 dk’dan daha kisa siirede 6l¢iim yapmasi ve uzun 6n
hazirlik gerektirmemesi sebebiyle her bir numunenin 20 dk’da 6lgiildiigii ve uzun
hazirliklar gerektiren HPLC metoduna gore ¢ok daha hizli oldugu yapilan ¢alismayla

belirlenmistir.

Sonug olarak; hizli, tagmabilir, egitimli ¢alisan gerektirmeyen ve ekonomik cihazlar olan
biyosensorler; giinlimiizde ¢ok fazla numuneyle ¢alisilmasi agisindan hem endiistride
hem de akademik ¢aligmalarda kullanilmak iizere gerekli olan cihazlardir. Ayrica, Diinya
capimda biyosensorlere yonelik artan ilgi sonucunda bu endiistri hizla gelisme gostererek
akademik olarak yerinde tani yapabilen, giyilebilir sensorlere kadar yenilik¢i bir alan
yaratmakta ve de ekonomik olarak iilkelerin pazar paylarina deger katmaktadir. Bu
sebeple lilkelerin kendi biyosensor pazarlarini olusturmalar1 6nemlidir. Ancak ne yazik
ki, tilkemizde birkag¢ laboratuvar dlgekli calisma disinda yerli tiretim ticari biyosensor
bulunmamaktadir. Bu nedenle, yakin gelecekte yerli iiretim olarak piyasaya sunulacak
biyosensorlerin iiretimine yonelmek onem kazanmaktadir. Yapilan ¢caligma sonucunda

elde edilen bulgular, ticari ¢aligmalara katkida bulunulacagi sonucunu dogurmaktadir.
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