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OZET
Yiiksek Lisans

Aflatoksin M1 Tayinine Yénelik Elektrokimyasal Immunosensor
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Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Seval DAGBAGLI

1. Damisman: Prof. Dr. Pinar KARA KADAYIFCILAR

Aflatoksin M1 (AFML1), kiifler tarafindan aflatoksin B1’in yemler araciligi ile siit
hayvanina gegmesi ve viicutta metabolize olmasi sonucu olusan bir mikotoksindir. Bu
nedenle siit ve siit tirtinleri AFM1 igerebilir. Uluslararasi Kanser Arastirma Enstitiisii
(IARC) tarafindan aflatoksin M1, Grup 1 karsinojen bilesik olarak bildirilmistir. Bu
nedenle AFM-1’in tayini énemlidir. Projenin amaci, aflatoksin M1’in hizli ve kesin
tayinine yonelik bir immunosensor gelistirmektir. Tasarlanan immunosensoérde,
AFM1’e spesifik bir antikor molekiil, tek kullanimlik perde baskili karbon elektrot
ylizeyine kovalent olarak baglanmasinin ardindan AFMI1 ile muamele edilerek
birlesmesi saglanmistir. Yiizeyde olusan bu antikor/aflatoksin  kompleksi
elektrokimyasal impedans spektrometri teknigi (EIS) ile tayin edilmistir. Tasarlanan
immunosensoriin seciciligi anti- AFM1 ile etkilesime girmeyen bir toksin olan
okratoksin A (OTA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bdylece herhangi bir
isaretlemeye gerek duyulmadan isaretsiz bir hizli tan1 sistemi gelistirilmis olacaktir.
Sensor ylizeylerine yabanci bir molekiil veya yapinin baglanmamasi i¢in BSA ile
blokaj caligmalar1 yapilmis olup BSA ile kaplanan ve kaplanmayan yiizeylerin
yanitlart degerlendirilmistir. Bulgulara gére AFM1 /OTA etkilesimlerinin BSA kapl
yiizeylerde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Calismada tek kullanimlik perde baskili
elektrotlar ile en uygun antikor derigimi 0.2 ppm olarak belirlenmistir. Elde edilen
spektrometri verileri degerlendirildiginde, toksin derisiminin artmasiyla yanitlarinda
artt1g1 ancak en uygun ayirimin 0.1 ppm toksin derigimiyle elde edildigi gozlenmistir.
Elde edilen sonucglara goére tayin sinir1 (LOD) 0.3 ppb olarak hesaplanmistir.
Calismada altin nanopartikiil (AuNP) ile modifiye edilmis ve edilmemis sensor
yiizeylerde farkli siit numuneleriyle calismalar gerceklestirilmistir. Analizler verileri
incelendiginde AuNP modifiye ylizeyin yanitinin daha yliksek oldugu bulunmus ve
hassasiyetin oldukc¢a arttigi gozlenmistir. Bu sonuglara gore tasarimi yapilan
biyosensor sistemin, gida glivenligini tehdit eden diger toksinlerin analizleri i¢in temel
olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin M1, immiinosensor, elektrokimya

2019, 80 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc.
Development of Electrochemical Immunosensor for the Detection of Aflatoxin
M1

GULCAN SOZEN iBEK

Manisa Celal Bayar University
Institute of Science and Technology
Department of Food Engineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Seval DAGBAGLI

Co-Supervisor: Prof. Dr. Pinar KARA KADAYIFCILAR

Aflatoxin M1 (AFM-1) is a mycotoxin which is a consequence of the metabolism by
the cow of aflatoxin B1 that is commonly produced by the fungal strains. Therefore
milk and milk products may be contain aflatoxin M1. Aflatoxin M1 has been reported
as Group 1 carcinogen by the International Cancer Research Institute (IARC).
Therefore, the determination of AFM1 is important. The aim of the project is to
develop an immunosensor for the rapid and precise determination of aflatoxin M1. In
the designed immunosensor, an AFM1-specific antibody molecule was covalently
bound to the disposable screen-printed carbon electrode surface. It was then treated
with AFM1 to bind. This antibody / aflatoxin complex formed on the surface was
determined by electrochemical impedance spectrometry technique (EIS). Ochratoxin
A (OTA) toxin that does not interact with anti- AFM1 was used to determine the
selectivity of the designed immunosensor. Thus, an unmarked rapid recognition
system without any marking has been developed. In order not to bind a foreign
molecule or structure to the surface, blockage studies, blockage studies were
performed with BSA and the responses of BSA coated and uncoated surfaces were
evaluated. In this study, the most suitable antibody concentration was determined as
0.2 ppm by using disposable screen printed electrodes. When the obtained
spectrometry data were evaluated, it was observed that the increase in toxin
concentration increased the answers but the most appropriate separation was obtained
with 0.1 ppm toxin concentration. According to the results, the limit of determination
(LOD) was calculated as 0.3 ppb. Gold nanoparticles (AuNP) modified and
unmodified sensor surfaces were studied with different mk samples. When the analysis
data were examined, it was found that the response of AUNP modified surface was
higher and the sensitivity increased considerably. It was concluded tahat the biosensor
system designed according to these results may be the basis for the analysis of other
toxins threatening food safety.

Key words: Aflatoxin M1, immunosensor, elektrochemistry
2019, 80 pages



1. GIRIS

Mikotoksinler, hasat sirasinda ya da depolama agamasinda iiriinlerin iizerinde
gelisen kiifler tarafindan tiretilmektedir. Kontamine olmus gidalarin tiiketimi ile insan
ve hayvan saglig1 tizerine dnemli toksik etkilere neden olmaktadir. Mikotoksinlerin,
gida katkilar ve pestisit kalintilarindan daha tehlikeli oldugu ve teratojenik, mutajenik,

nefrotoksik, immunosupressif ve kanserojenik 6zellikte oldugu bildirilmistir [1].

Hayvanlarin  beslenmesinde kullanilan yemlerin  mikrobiyolojik ve
mikotoksikolojik yapis1 biiyiik 6nem tasimaktadir. Ayrica kullanilan yemlerin hijyenik
kalitesi hem hayvanlar hem de hayvanlardan elde edilen iiriinleri tiiketen insanlar i¢in
cok onemlidir. Son zamanlarda saglikli ve kaliteli iiriinlerin tiiketilmesine yonelik
tiiketicilerin bilinglendirilmesiyle gida giivenligini daha da onemli hale getirmistir.
Gida giivenliginin 6nem kazanmasinin bir diger sebebi de uluslararasi ticari boyut
kazanmasidir [2]. En giizel 6rnegi ise AB iilkeleri arasinda dolasan iiriinlerde
mikotoksinlerden kaynaklanan geri doniisler oldugu zaman bu {irlinlerin hangi
tilkelerden geldigi giinliikk rapor halinde hizli alarm sistemlerinde (RASFF)
duyurulmaktadir.

Diinyada her yil iiretilen tarimsal iiriinlerin yaklasik %25’inin, yemlerin ise
daha yiiksek oranda mikotoksinlerle kontamine oldugu bildirilmistir [3, 4]. Insan ve
hayvanlar1 mikotoksinlerin olumsuz etkilerinden korumak icin gida ve yem
maddelerinde bu toksinlerin limit degerleri belirlenmistir. Gelismis tilkeler ise ihracat

ve ithalatlari sirasinda bu limitleri g6z 6niinde tutmaktadirlar [5].

Mikotoksinler 6zellikle Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps ve
Alternaria gibi kiifler tarafindan iretilen ikincil metabolitlerdir [6]. Aflatoksin,
Trikotesenler (deoksinivalenol, T-2 toksin), Okratoksin A (OTA), Zearalenon (ZEA),
Fumonisin B1 (FBI1), tremorjenik toksinler ve ergot alkoloitler halk saglhigi ve

ekonomik agidan 6nemli olan mikotoksinlerdir [5].

Aflatoksin M1, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve A.nomius
tarafindan aflatoksin B1’in yemler araciligi ile siit hayvanina gecmesi ve bu hayvan

tarafindan viicutta metabolize edilmesi sonucu olusan bir formdur. Olusan bu toksin

1



st ve siit Urlinleri araciligiyla insanlara geg¢mektedir [7]. Uluslararas1 Kanser
Arastirma Enstitiisii (IARC) tarafindan Aflatoksin M1, yapilan son g¢aligmalardan
sonra Grup 1 karsinojen bilesik olarak bildirilmistir [8, 9]. Bu toksin, 1sil islemler veya
pastdrizasyon ile par¢alanmadigindan siit ve siit liriinlerinden elde edilen {iriinlerde
aflatoksin kalintilari olacagindan en riskli tiriinler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle
Aflatoksin M1’in tayini ¢ok Onemlidir. Giiniimiizde bu toksinin tayini sivi
kromotografi, ince tabaka kromotografi ve ELISA kullanilarak gerc¢eklestirilmektedir.
Bu ¢alismanin amaci ise gliniimiizde kullanilan rutin analizlere alternatif olarak gida
toksinlerinin analizinde tercih edilen antijen-antikor iligkisine dayali immiinosensorler

tasarimini gergeklestirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikotoksinler ve Mikotoksikozis

Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan bazi kiif tiirleri ortam sicaklig1r ve nemin
uygun oldugu sartlarda tarim iiriinlerinde, bunlarin hammaddelerinde ve bu tiriinlerden
hazirlanmig gida ve yemlerde gelisip tiremekte ve toksik metabolitler
sentezlemektedirler. Gidalarda gelisen kiiflerin olusturdugu bu toksik maddelere
mikotoksin adi verilir [6, 10, 11]. Mikotoksin, Yunancada fungus anlamina gelen
—Myces— ve Latincede zehir anlamma gelen —Toxicum— kelimelerinden
olugsmaktadir. Mikotoksinler kiiflerin ikincil (sekonder) metabolitleri olup iz miktarda
(mg/L ve pg/L seviyelerinde) sentezlenirler. Cok az miktar1 bile insanin saghigini
olumsuz etkilemektedir. Mikotoksinler ¢esitli kiif tiirleri tarafindan sentezlenebilirler.
Hatta tek bir kiif ¢esidi ayn1 anda birden fazla ve farkli yapilarda mikotoksin
sentezleyebilir.

Mikotoksinlerin bazilar1 sadece kisitli sayida olusan kiif tiirleri tarafindan
tiretilirken bazilari ise daha fazla cinse ait gesitli tiirler tarafindan tiretilebilmektedir.
Ornegin; Claviceps, Fusarium ve Alternaria cinsine ait kiifler bitki patojeni olarak
bilinmekte ve bitkinin yetisme asamasinda veya hasat sirasinda iriinle kontamine
oldugundan “tarla kiifleri” olarak adlandirilmaktadir. Aspergillus ve Penicillium cinsi
kiifler ise saprofitiktir. Ozellikle hasat sonrasi depolamada %70-90 nispi nem
degerlerinde (tahil nemi %18) sorun olusturdugundan “depo kiifleri” olarak
adlandiriimaktadir [12]. Ornegin, Aspergillus flavus’un hem bitkinin yetismesi hem de
depolama asamasinda uygun sicaklik ve nem kosullarinda {iriine kolonize olabildigi

ve toksin olusturdugu belirtilmektedir [13, 14].

Dogada 100’den fazla kif tiirii iizerinden firetilebilen 400’¢ yakin ikincil
metabolitin toksik etkiye sahip oldugu belirtilmektedir [15, 16]. FAO (Food and
Agricultural Organization), diinyada firetilen tarim iriinlerinin yaklasik %25’inin
mikotoksinlerle kontamine oldugunu rapor etmistir [13, 17, 18]. Ayrica halk sagligi
ve ekonomik agidan olusturdugu sorunlardan dolay1 Aflatoksinler, Okratoksin A
(OTA), Fumonisin B1 (FB1), Trikotesenler (deoksinivalenol, T-2 toksin), Zearalenon
(ZEA) ve Patulin tizerinde en fazla durulan mikotoksin tiirlerini olusturmaktadir [13,

17, 19].



Mikotoksinleri iireten mantarlarin kiif sporlar1 riizgar ve hava akimlariyla
tasinarak her yerde bulunabilirler. Bu tasima islemiyle birlikte kiif sporlar1 uygun
kosullar olustugunda iireyip geliserek mikotoksin sentezlemeye baslarlar. Ortaya ¢ikan
mikotoksinler ya hayvanlar tarafindan tiiketilerek insanlara bulasmakta ya da
mikotoksinli bitkilerin insanlar tarafindan dogrudan tiiketilmesiyle mikotoksinlerin

insanlara bulagsmasi s6z konusudur [18, 20].

Mikotoksinli yemlerin tiiketilmesiyle hayvanlarda akut ve kronik zehirlenme,
verim kaybi, agirlik artisinda azalma ve immunosupresyona neden olmaktadir. Ayrica
mikotoksinler genotoksik etkileriyle birlikte aflatoksin, okratoksin ve fumonisin gibi
mikotoksinlerin ¢esitli kanser tiplerinin olusmasina sebep olmaktadir. Mikotoksinli
yemleri tiikketen hayvanlardan elde edilen iirlinlerin de insanlar tarafindan tiiketilmesi
ciddi saglik sorunlarini beraberinden getirdigi i¢in bu durum halk sagligi agisindan ¢ok
onemlidir [13, 20, 21].

Mikotoksinler ile kontamine olmus firiinleri tiiketen insan ve hayvanlarda
ortaya ¢ikan hastaliga ise mikotoksikozis denir [13, 18]. Mikotoksikozda goriilen
belirtilerin etkileri insanlarin kisisel 6zelliklerine yani beslenme sekli, kilosu, fiziksel

durumu gibi faktorlere bagli olarak farkliliklar gosterebilir.

Kiiflerin insan ve hayvanlarda hastalifa sebep oldugu ve bu hastaliklardan
dolay1 toplu 6liimlere neden olabilecegine dair ilk bilgiler milattan 6nceki donemlere
kadar uzanmaktadir. Bilinen ilk mikotoksikozis vakasi ise Claviceps purpurea’in
cavdar ve diger tahil tanelerinde tireyerek salgiladigr hallusinogenil etkiye sahip ergot

alkoloidinden kaynaklanan ve “Ergotizm” olarak adlandirilan mikotoksikozisdir.

Ikinci Diinya Savasi yillarinda ise kiiflii tahil iiriinlerinin tiiketilmesiyle
Rusya’nin degisik bolgelerinde bir¢ok insan bu tip mikotoksikozislerden etkilenmis
ve ¢ok sayida 6liimler meydana gelmistir. Bu olaylar o zamanlarda siradan bir hastalik
olarak goriilmiistiir [19]. Fakat 1960 yil1 ve sonrasinda Ingiltere’de 100.000’den fazla
hindi palazinin, Amerika Birlesik Devletleri’nde 1.000.000 geng alabaligin (Forelle)
ani oliimii iizerine arastirmalar yapilmig, sonucunda ise vakanin bir mikotoksikozis
oldugu saptanmistir. Bu hastaliga ise ’Turkey X Disease’” ya da “’Hindi X Hastalig1”’

ad1 verilmistir. Yapilan arastirmalara gore, Brezilya’dan Ingiltere’ye getirilmis olan,
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kiiflenmis yer fistig1 kiispelerinin katilmis oldugu yemlerin hindiler tarafindan
tilkketilmesi sonucu toplu Oliimler gerceklesmistir. Bu olayin arastirilmasi ile
Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan salgilanan toksinlerin bu toplu
oliime sebep oldugu saptanmistir. Bu arastirma Oncesine kadar ger¢eklesmis biitiin
mikotoksikozis rahatsizliklari ¢ok Onemsenmemis ve normal bir hastalik olarak
goriilmistiir. Toplu 6liime yol agan bu hastalik insanlarin bu yonde daha ¢ok arastirma
yapilmasina neden olmustur. Hindi X Hastalig1 mikotoksikozis olaylar1 i¢in tam bir
doniim noktas1 olmustur. Daha sonraki arastirmalarda ise bu bilesigin Aspergillus
flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan meydana gelen bir metabolit oldugu
saptanmistir. Bu toksine kendisini olusturan fungusun bag harflerinin birlestirilmesiyle

“Aflatoksin” ad1 verilmistir [13, 18, 22, 23].

Tiirkiye’de ise 1967 yilinda Kanada’ya ihrag edilmis olan findiklarin aflatoksin
icermesi nedeniyle iade edilmesinin ardindan bu yonde calismalara baglamistir.
Bununla beraber 1994 yilinda Almanya’ya ihra¢ edilmis olan kirmizibiberler ve
ABD’ye ihra¢ edilmis olan fistiklar da ayn1 sebepten dolay1 geri iade edilmistir. Hatta

son zamanlarin giindem konularindan biri olmaya devam etmektedir [22].

2.1.1. Mikotoksin Olusumuna Etki Eden Faktorler
Mantarlarin ¢ogalarak mikotoksin sentezleyebilmesi igin gerekli kosullar

asagidaki gibi 6zetleyebiliriz.

Nemin Etkisi: Ortamin ve besin maddesinin rutubeti kiif gelisimi agisindan
son derece 6nemlidir. Ortamin nisbi nem oraniyla kiif gelisimi arasinda dogrusal bir
iliski bulunmaktadir. Nem arttik¢a kiif gelisimi de o oranda artar ve kolaylasir. Ayrica
kiiflerin geliserek mikotoksin senezleyebilmesi i¢in gerekli nem kosullari birbirinden
farklilik gostermektedir. Kiifler iireyebilmek i¢in daha nemli ortamlara ihtiyag
duyarlar. Toksin salgilarken ise iireme i¢in gerekli olan nem oranindan daha diisiik
nem oranlari yeterli olmaktadir. Su aktivitesi (aw) gida icerisinde bagl olmayan suyu
ifade etmekte ve besinin nem konusunda yilizde (%) su igerigini gostererek kiiflerin
gelisimi i¢in bize bilgi vermektedir. Kif gelisimi igin su aktivitesi 0.90-0.80, toksin
olusumu i¢in su aktivitesi 0.90-0.85 optimum degerlerdir. Su aktivitesi 0.75’in altinda
cogalan kiifler depo kiifleri olarak tanimlanir. Su aktivitesi 0.65’den asagida kiif

gelisimi ¢ok yavasken 0.90’1n iizerinde olan ortamlarda ise bakteri ve mayalarin
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gelisimi daha etkilidir [13, 18, 20, 23]. Aspergillus ve Penicillium gibi depo kiifleri
%13-18 arasinda neme sahip, su aktivitesi degeri en az 0.80 olan gidalarda, deponun
neminin ise %50-60°1n {izerine ¢iktig1 ortamlarda kolay tirerler. Aspergillus flavus ve
Aspergillus parasiticus'un toksin sentezleyebilmeleri i¢in depoda nem oraninin %85
olmasi ve gidanin neminin %17-19' a, su aktivitesinin 0.83- 0.87‘e kadar yiikselmesi
gerekir [20].

Sicakhi@in etkisi: Dogada bircok mikroorganizmanin yagamasinda, kimyasal
reaksiyonlarin ve aktivitelerin gerceklesmesinde ¢ok biiyiik rol onayan sicaklik ayni
sekilde kiiflerin tiremesi ve gelismesi tizerinde de etkilidir. Ayrica sicaklik mikotoksin
sentezinde ve sentezlenen mikotoksinlerin tiirii ilizerine de etkilidir. Toksinlerin
gelismesi i¢in gerekli olan optimum sicaklik 20—40°C’dir ve en iyi gelisme
gosterdikleri sicaklik ise 25-26°C arasindadir. Aflatoksinlerin ise en iyi gelisme
gosterdikleri  sicaklik 24-35°C olmasina ragmen 5 ila 40°C arasinda da
tireyebilmektedir. Aflatoksin sentezleyen Aspergillus‘lar 10 — 45 °C arasi sicakliklarda
tirer iken, 12 —42 °C aras1 sicakliklarda toksin sentezlerler. Optimum gelisme sicaklik
dereceleri 35 — 38°C olup, en yiiksek toksin konsantrasyonuna ise 25 — 30°C arasi
sicakliklarda ulagilmaktadir [13, 18, 23]. Aspergillus flavus’un sentezledigi aflatoksin
miktarlar1 da sicakliga gore farklilik gostermektedir. Aspergillus flavus 20°C’de 15.
giinden, 30°C’de 11. giinden sonra en yiiksek miktarda aflatoksin sentezlemektedir.
Aspergillus‘lar iginde tek Aspergillus ochraceus diger tiirlere gore daha diisiik
sicakliklarda iiremekte ve okratoksin A sentezlemektedir [20]. Mikotoksin iiremesini
engellemek i¢in gida ve yemlerin bulundugu ortamin sicakligim1 10-15 °C arasinda

tutulmal1 ve nemini de %13,5’in altina diistiriilmelidir.

Oksijen ve karbondioksitin etkisi: Kiifler acrobik canlilardir ve iremeleri ve
toksin sentezleyebilmeleri igin oksijene ihtiyag duyarlar [18]. Ortamdaki oksijenin
azaltilarak ya da karbondioksit miktarinin arttirtlarak kiiflerin gelismelerini 6nemli
derecede degistirilebilmektedir. Ortamdaki oksijen miktart %1’in altina diisiiriilerek
kif gelisimi azaltildig1 gibi toksin iiretimi de azaltilir. Mantar tiirlerinin kiif
tiretebilmeleri ve mikotoksin sentezleyebilmeleri i¢in oksijene olan ihtiyaglarinda
onemli farklar bulunabilir. Aspergillus flavus’un {iremesinin ve sentezinin azaltilmasi
icin, ortamdaki oksijen miktarmin %45’den %]1’e disiiriilmesi ya da karbondioksit

miktarmin %10’dan fazla olmasi gerekmektedir. Kiiflerin iiremesi ve toksin
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sentezlemeleri ortamdaki karbondioksit miktarmin %20’nin iizerine ¢ikartilmasiyla
degistirilebilir. Oksijen ve karbondioksitin kiifler iizerindeki bu etkilerinden
faydalanilarak gidalarin ve yemlerin depolanma kosullarinda bu 6zellikten

yararlanilabilir [20].

Besin cesidinin ve yapisimin etkisi: Kiifler iireyebilmek igin organik
karbonlara ve diger enerji kaynaklarina ihtiya¢ duyarlar. Ayrica, kiiflerin tireyip toksin
sentezleyebilmeleri i¢in pepton, polipeptid ve aminoasitler gibi organik maddeleri azot
kaynagi olarak kullanmaya ve kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), potasyum (K), demir
(Fe), ¢inko (Zn), fosfor (P) gibi elementlere de ihtiyaclar1 vardir. Ayrica yem
maddelerinde kiif bulasmasinin tarladan basladig1 diisiiniildiiglinde, hasat sirasinda
fazlaca fiziksel hasar almis trinler mantarlarin  iremelerine ve toksin
sentezleyebilmelerine ortam saglamaktadir [13, 18, 20]. Bunlari goz oniine alarak yem
maddelerinin hasat sirasinda daha dikkatli toplanmasiyla kiiflere karsi direng

artirilmalidir.

pH’min etkisi: Kiiflerin gelisebilmek icin daha fazla asit ortamlar1 tercih
ettikleri, bununla beraber pH 1.5 - 8.5 arasinda gelisebildikleri bilinmektedir.
Aflatoksin Treticileri pH 2.5 - 6.0 arasinda toksin olustururlar, ancak yiiksek
miktardaki tiretimi pH 5.0' den baslayarak daha yiiksek pH' larda gerceklestirirler [20,
24].

Siirenin etkisi: Kiiflerin gida ve yem bitkilerinde gelismesi, iireyerek
mikotoksin sentezleyebilmeleri ic¢in belirli bir silirenin ge¢mesi gerekmektedir.
Depolama siiresi ne kadar uzarsa o oranda kiiflerin iiremesi ve mikotoksin sentezleri
de artmaktadir. Kiif sporlarini bulunduran iiriinlerde basta sicaklik ve nem olmak tizere
uygun kosullarin saglanmasi halinde 2 ile 4 giin igerisinde kiifler gelisip tiremekte ve
insan saglhigmi tehdit edecek miktarda mikotoksin sentezleyebilmektedirler.
Aflatoksin miktarinin dort katina g¢ikarabilmek ig¢in 16-24 giinliik bir siire¢ yeterli
olmaktadir [24].

Diger Etkiler: Gida ve besin maddelerinde meydana gelen mekanik hasarlar,
ortamin bilesimi, 151k durumu, birden fazla kiif tiirlinlin ortamda ayn1 anda bulunmasi

gida ve yemlerin hasat zamani, iklim sartlar1 ve havalandirma gibi unsurlar kiif
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gelisimini etkileyen faktorler arasinda yer alir. Tarlalarda tahillar ve bitkisel {iriinler
disinda kabuk veya tohum kabuguyla cevrili olduklaridan dolay1 ve bunun haricinde
dis kabuklarindaki eter yapisi igeren yaglar ile antibiyotik etkili maddelerin
bulunmasiyla beraber fitositlerin de etkisiyle kiiflenmelere karsi koruma altindadir.
Fakat hasat esnasinda veya daha sonraki islemler esnasinda ¢izilerek, pargalanarak,
ezilerek, kirllarak mekanik hasara ugrarlar ve ayni zamanda bu islemler sirasinda
kiiflerin etki edebilecekleri yiizeylerde genislemis olur. Bu tiir hasara ugramis
iiriinlerde kiiflerin iiremesi ve toksin sentezlemeleri daha kolay olur. Uriinlerin
tarladan zamaninda hasat edilmemesi, havanin yagish ve nemli olmasi, depolarda
gidalarin yeterli miktarda 151k alamamasi, havalandirmasinin yetersiz olmasi gibi

durumlar da kiiflerin tiremesinde etkilidirler [20, 23].

2.2. Aflatoksinler
Aflatoksinler, sicak ve rutubetli ortamda bulunan gida ve yemlerde bazi kiif
tirleri tarafindan dogal olarak sentezlenen mikotoksinlerdir ve mikotoksinler

icerisinde en 6nemli grubu olustururlar [25, 26].

Sekil 2.1. Aspergillus parasiticus’un elektron mikroskobundaki goriintiisii [24]
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Aflatoksinler insanlar ve hayvanlar i¢in toksik etki yaratmaktadir. Her ¢esit
gida ve yem maddesinde ise kirlenmelere neden olmaktadirlar. Birincil kanserojen
etkiliye sebep olmaktadirlar. Ayrica aflatoksinle kontamine olmus yemlerle beslenen
hayvanlardan elde edilen triinlerin insanlar tarafindan tiiketilmesi toplum sagligini
tehdit etmektedir. Bu sebeplerden dolay1 aflatoksinler ilk tespit edildigi 1960 yilindan

giiniimiize kadar yogun bir sekilde arastirilmaktadir.

Aflatoksinler, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus
nomius gibi kiiflerin ¢esitli tahil iriiniinde yetistirilme, hasat ve depolanma
asamalarinda ortam 1sisina ve nemine bagl olarak yerlesip tiremesiyle olusan toksik
metabolitleridir. Kiiflerin iirettigi aflatoksin B1, B2, G1, G2, M1 ve M2 bu grubun en
onemli toksinleridir. Ayrica kiiltiir ortaminda ve viicutta metabolit olarak
sekillenenlerle birlikte bu toksinlerin sayilart 20’nin istiindedir. Bu toksinlerin
isimlendirmeleri, aflatoksinlerin UV 1s1k altinda yaydiklari floresan 1s18in rengi esas
alinarak diizenlenmistir. UV 1s1k altinda mavi floresan 151k verenlere Ingilizce mavi
anlaminda gelen blue isminin bas harfi “B”, yesil floresan verenlere ise yesil anlamina
gelen green kelimesinin bag harfi olan “G” verilmistir. Ayrica siit ile viicuttan atilan
tiiriine ise Ingilizce siit anlamina gelen milk kelimesinin bas harfi olan “M” verilmistir.
AFB1 ve AFB2’nin siitteki metabolitleri ise AFM1 ve AFM2’dir. Metabolitler
icerisinde en toksik olani ise Aflatoksin B1’dir (AFB1) [19, 26]. Baz1 6nemli
aflatoksin bilesiklerinden olan Aflatoksin B1, B2, G1, G2, M1 ve M2’nin kimyasal
yapilar1 Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 2.2. Bazi1 aflatoksinlerin kimyasal yapilar [ 27, 28]

Aflatoksin M1 (AFM1), Aflatoksin B1 (AFB1) ile kontamine olmus yemleri
tilketen laktasyondaki hayvanlarin karacigerinde AFBI1’in biyotransformasyonu
sonucunda meydana gelen metabolitdir. AFM1 hayvanlarin meme bezlerinden siite
geemektedir. Boylece siit ve siit {irlinlerinde AFM1’in var olmasi siit iirlinlerini
tilketenler agisindan oldukca 6nemli saglik problemlerine neden olmaktadir. Bu
sebepten dolay1 bir¢ok iilke insanlarin AFM1’le kontamine olmus triinlerin
tilketilmesini en aza indirgemek i¢in ¢ok cesitli arastirma ve kontrol programlari
uygulamaktadir. Ulkeler kendi kriterlerini belirleyerek yemlerde kabul goriilen AFB1

diizeyine sinirlama getirmistir. Bunun iizerine siit ve siit tirinlerinde, bulunabilecek
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maksimum AFM1 diizeylerini belirlemistir. Tiirkiye'de de AFMI ile ilgili ¢aligmalar

yapilmis, siit ve siit trlinlerinde insan sagligi icin tehlike olusturacak diizeyler

belirlenerek rapor edilmistir [29]. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) siitte maksimum

aflatoksin M1 miktarinin 0.5 ppb (0.25 ppb bebek gidalarinda) olarak belirtmistir.
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) ve Cin’de bu degetler kabul edilmistir [30].

Avrupa Birligi’nde ise 0.05 ppb (0.025 ppb bebek gidalarinda) maksimum limit olarak

kabul edilmektedir [31, 32].

Tablo 2.1. Tiirkiye’de Gidalarda Bulunmasina izin Verilen Aflatoksin Diizeyleri

(ugkg'l) (TGK, 2009) (Dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida bileseni olarak

kullanilmadan 6nce siniflandirma, ayiklama gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak olan

tirtinler)

GIDA MADDELERI

Toplam
(B1+B2+G1+G2)

M1

Yerfistig1

15

Findik, Antep fistig1 gibi sert kabuklu meyveler, yerfistigi

10

Findik, Antep fistig1 gibi sert kabuklu meyveler

4

Kuru meyveler

10

Kuru meyveler ve bunlarin islenmis tirtinleri

4

o O B~ W N -

Tiim tahillar ve bunlardan tiretilen trtinler (7, 10, 12°de
listelenen gidalar harig)

4

\l

Maisir

10

8 |Cig siit, 1s1l islem gérmiis siit, siit bazli iirtinlerin tiretiminde

kullanilan stit

0.050

Baharatlarin asagidaki tiirleri i¢in;
- Kirmizibiber (Capsicum spp.) (Bunlarin kurutulmus
meyveleri, kirmizi biberin biitlin ve toz hali dahil)
- Karabiber (Piper spp.) (Bunlarin meyveleri, akbiber ve
karabiber dahil)
- Hindistan cevizi (Myristica fragrans)
- Zencefil (Zingiber officinale)
- Zerdegal (Curcuma longa)

10

10

Tahil bazli islenmis gidalar, bebek ve kiigiik gocuk gidalari

0.1

11

Bebek formiilleri ve devam formiilleri (bebek siitleri ve
devam siitleri dahil)

0.025

12

Bebekler icin 6zel tibbi amagh diyet gidalar

0.1

0.025
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2.2.1. Aflatoksinlerin Toksisitesi

Mikotoksinler insanlara, kiifli yemlerle beslenen hayvanlardan elde edilen
triinlerin  tlketilmesi ile geg¢mektedir. Mikotoksinler viicuda genellikle
mikotoksinlerin  metabolitleriyle kontamine olmus gidalarin tiiketilmesiyle
alinmaktadir. Ayrica mikotoksine maruz kalma yollarindan bir digeri ise
mikotoksinlerin toksijenik sporlarinin inhalasyonu ve dogrudan deri ile temasidir [10].
Diinyanin ¢esitli bolgelerinde insanlarin, aflatoksin giinliik alim miktarlar1 0-30.000
ng.kg™! arasinda degismektedir [33]. insanlar beslenmelerinde diisiik miktarda da olsa
toksine maruz kalabilmektedir. Uzun vadede aflatoksinin viicuda diisiik dozlarda da
olsa alinmasi ¢ok tehlikeli sonuglara neden olabilmektedir [34]. Aflatoksinlerin
toksisite derecesini ise kisinin aflatoksine maruz kalma durumu, kisinin beslenme

aligkanligi, yasi ve bazi saglik problemleri etkilemektedir [35].

Insanlar ve hayvanlarda aflatoksinlerin olusturdugu akut ve kronik seyitli
mikotoksikoza aflatoksikoz adi verilmektedir [35]. Ayrica aflatoksinlerin kronik
gastrit, siroz, hepatit, Reye sendromu ve bobrek hastaliklarina neden olabildigi de
belirtilmektedir [36]. Bununla birlikte aflatoksinlerin ¢ocuklarda Kwashiorkor
hastaligr ile ilgili oldugu da séylenmektedir [37]. Ayrica mikotoksinler hayvanlarda
agirlik artisinda azalma, verim kaybi, protein ve vitamin metabolizmasi bozuklugu,
immunosupresyon ve kanser olusumuna neden olmakla birlikte aflatoksin bulagmis

yemlerle beslenen hayvanlarda zehirlenmeler de goriilmektedir.

Aflatoksinler olusturduklari toksinlerin etki giicline gore
AFB1>AFG1>AFB2>AFG2 seklinde siralanmaktadir. Bu toksinler igerisinde
AFBl’in insan saglig1 agisindan en yaygin toksik oldugu belirtilmektedir [11, 36].
Aflatoksinler akut ve kronik toksisiteye ve biiyiik bir boliimii de karsinojenik,
mutajenik ve teratojenik etkiye sahiptir [38]. Uluslararas: Kanser Arastirma Kurulusu
(International Agency of Research on Cancer- IARC) tarafindan AFB1 Grup 1
karsinojen, AFM1 ise Grup 2 karsinojen olarak belirtilmistir. AFB1’in toksik ve
karsinojenik etkileri karaciger ve bobreklerde oldugu goriilmektedir. Aflatoksinin
hepatotoksik, hepatokarsinojenik ve teratojenik etkileri farkli hayvan tiirlerinde
gorilmistiir [23, 39]. AFB1’in malignant timdr olusumunu tetikledigi bazi hayvanlar
su sekildedir; fare, maymun, ordek, lepistes, somon, alabalik ve kir faresi vs.dir. Bu

bilesiklerin etki ettigi organ karacigerdir. Bazi farelerde ise bu durumun haricinde
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bobrek ve intestinal tiimorler de goriilebilmektedir [40]. Mikotoksin zehirlenmelerinin
halen giiniimiizde etkin bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Hatta besinlerden
mikotoksinlerin tamamen temizlenmesi de miimkiin degildir. Bundan dolay1 insan
sagligi i¢in kontamine gidalar tiiketilmemelidir ve gidalarin kontaminasyonuna karsi

etkileyici 6nlemlerin alinmasi son derece onem teskil etmektedir [23].

2.2.2. Aflatoksin M1

Aflatoksin M1 (AFM1), karacigerde biyo-transforme olmus ve AFBI
kontamine olmus gida ile beslenen, emziren insan ve hayvanlarin meme bezleri
tarafindan iiretilen siite salgilanan AFB1'in temel hidroksile metabolitini temsil eder.
AFM1'in pastorizasyon ve ultra yiliksek sicaklikta 1sitma (UHT) gibi siit isleme
teknolojilerine ve diger siit {iriinleri isleme yontemlerine karsi yiiksek stabilitesi
nedeniyle, bu mikotoksin sadece siitte degil, ayn1 zamanda siit iiriinlerinde de bulunur.
Hatta siit triinlerinde bulunan AFM1, ¢ig siitte bulunandan daha yiiksek
konsantrasyonda bulunmaktadir. Ciinkii yar1 kutupsal 6zelliklerinden dolayi, AFM1
stitte bulunan fosfoprotein olan kazeine %80 oraninda baglanmaktadir. Ayrica elde
edilen iiriinde siitteki su oraninin azalmasi ve siit proteinlerin elde edilen iiriinde fazla

olmasindan dolayr AFM1 konstantrasyonu siit iiriinlerinde daha fazla bulunmaktadir

[41, 42].

Proteinler, vitaminler, mineraller ve yag asitleri iceren siit, 6zellikle bebekler
ve ¢ocuklar i¢in en yaygin besin maddesi oldugundan, siit ve siit iiriinlerinde AFM1'in
varligi onemli bir saglk riski faktoriidir. AFM1'in insan anne siitii, siit ve siit
tiriinlerinde ortaya ¢ikmasi, 6zellikle bebekler ve kiiciik ¢ocuklar igin gergek bir halk
saglig1 sorunudur. Bebeklerin anne siitii alimiyla AFM1 kontaminasyonuna, bebek
stitli formiilii kullanandan daha fazla maruz kaldiklar1 diisiiniilmektedir. Ciinkii bebek
siitii formiillerinde iiretim asamasinda aflatoksin diizeyine bakilirken, anne siitiinde
aflatoksin tespitinin yapilmast ¢ok zordur. Bu nedenle, bebek siitii formiiliindeki
maksimum AFM1 seviyesi Avrupa Komisyonu Tiiziigii (AB 165/2010) tarafindan
0,025 ng / kg olarak belirlenmistir, ancak insan anne siitiindeki AFM1 varlig1 hentiz
sinirli degildir [41, 42]. Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) ve Cin, Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) belirledigi siitte bulunabilecek maksimum aflatoksin M1 miktari
olan 0.5 ppb (0.25 ppb bebek gidalarinda ise) degerlerini kabul edilmistir [30].

13



AFM1'in emziren memelilerin siitlinde 12 saat sonra tespit edilebildigi,
konsantrasyonun bir tepe noktasi olan AFB1 ile kirlenmis gidalarin yutulmasindan 24
saat sonra ortaya c¢iktifi gorilmistir. AFB1 ile kontamine gida alimim
durdurmasindan 72 saat sonra, AFM1 konsantrasyonunun saptanamayan Seviyelere

diistiigii goriilmiistiir [42,43].

AFM1'in AFB1'den daha az mutajenik ve kanserojen oldugu diisiiniilse bile,
sitotoksisitesi, insan karaciger mikrozomlar1 ve insan sitokrom P450 enzimlerini
eksprese eden veya eksprese etmeyen insan hiicre ¢izgisi kullanilarak in vitro
incelenmistir. Bu deneyler, AFB1'e kiyasla, metabolik aktivasyonun yoklugunda,
AFM1'in yiiksek toksik potansiyelini gostermistir. Bu nedenle, AFM1'in toksik etkisi
gdz Oniine alindiginda, DNA hasar1 indiikleyici gen mutasyonu, kromozomal
anomaliler ve hiicre transformasyonu sayesinde, Uluslararast Kanser Arastirmalari

Ajans1 2002 yilinda bu aflatoksinin Sinif 2'yi Grup 2B'den Grup 1'e degistirmistir [42].

2.2.3. Cesitli Teknolojik islemlerin Aflatoksin M1 Uzerindeki Etkileri
Aflatoksinler yiiksek molekiil agirligina sahip, saf halde renksiz ve kristal
formdadirlar. UV 151k altinda ise giiglii floresan verirler. Kaynama noktalar1 yliksek

oldugu icin 200°C’nin {izerindeki sicakliklarda pargalanabilirler.

Is1l islem ve kurutmanin AFM1’in stabilitesi lizerindeki etkisini belirlemek
icin; AFM1 ile kontamine olmus siitlerde yapilan ¢alismalar sonucunda siitte mevcut

olan toksini azaltmada herhangi bir etkiye sahip olmadig: belirtilmistir.

Yapilan baska bir ¢aligmada ise AFB1’in kontamine oldugu yemleri tiiketen
ineklerden elde edilen siitlerde pastorizasyon, sterilizasyon ve evaporasyon islemi
uygulanmis ve yapilan analizler sonucunda, siitlerdeki AFM1 konsantrasyonunda
azalma gozlemlenmis ve daha yliksek 1s1l islemlerde ise AFM1 seviyesinde pek fazla

bir degisiklik olmadig1 saptanmustir.

Bununla birlikte dogal ve yapay olarak kontamine olmus siitlerde
pastorizasyon isleminin AFM1’in stabilitesi iizerine etkisini belirlemek i¢in yapilan
baska bir calismada ise siit 6rneklerine yapay olarak kontamine edilen AFM1’in dogal

olarak kontamine edilen 6rneklere gére daha fazla kayip oldugu gozlemlenmistir [42].

14



2.2.4. Aflatoksin Tayininde Kullanilan Yéntemler ve Onemi
Aflatoksinler, insan ve hayvan sagligini tehdit eden en 6nemli mikotoksinler
oldugundan gida ve yemlerde miktarlarinin belirlenmesi i¢in ¢esitli kromatografik ve

immunokimyasal metodlar kullanilmaktadir.

Tiim aflatoksin tayinlerinde genel olarak i¢erisinde bulunan toksini, bulundugu
kompleks yap1 igerisinden ekstrakte ederek aflatoksinle etkilesim yapabilecek
maddelerin uzaklastirilmasi icin saflastirma yapildiktan sonra tayin edilmesi sz
konusudur. Glinlimiizde, ince tabaka kromatografisi (TLC), sivi kromatografisi (LC),
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) en ¢ok kullanilan aflatoksin ayirma
yontemleri arasinda yer almaktadir. Kromatografik yontemlerle ayirma islemi
gerceklestirildikten sonra UV adsorbsiyonu, kiitle spektrofotometresi, floresans
Ol¢iimii ya da amperometrik tayin yontemleri kullanilarak analiz yapilmaktadir.
Floresans tayini yontemi ile UV yontemine gore 30-40 kez daha hassas 6l¢iimler elde
edilmektedir. Boylelikle 3-11 ng/g hassasiyete kadar tekrarlanabilir analizler
yapilabilmektedir. Floresan tayini esasma dayanarak yapilan c¢aligmalarda
siklodekstrinlerin isaretleyici olarak isleme katilmasiyla daha hassas sonuglar elde
edilmistir. Tayin esnasinda ise elektrokimyasal dedektor kullanimi yine yiiksek
hassasiyeti ve se¢iciligi nedeniyle tercih edilmektedir. Ancak, bu teknikler herkes
tarafindan kullanilamamaktadir. Bu yontemi kullanabilmek i¢in belirli bir uzmanlik ve
yiiksek yatinm maliyeti gerektirmektedir. Ayrica analizi yapilacak maddenin
ortamdan tam olarak ekstrakte edilememesinden kaynakli sorun ise dogrulugu

etkilemektedir [13, 18, 23, 42].

Aflatoksini saflastirmak i¢in kromatografik yontemlerle birlikte “Aflatoksin
Spesifik Antibadi”  etkilesimlerinin  kullanildigi  immiinokimyasal tekniklerde
kullanilabilmektedir (Ornegin; ELISA, ICA vb.). Bu sistemler kullanilarak kati ve siv1
gida friinleri, viicut sivilari, su ve toprak analizleri yapilabilmektedir [45].
Gilinlimiizde daha da 6nem kazanan bu immiinolojik yontemlerin, radyoaktif isaretli
antibadi kullanim zorlugu, antibadilerin tekrar kullanimin miimkiin olmamasi,

kullaniciya ekstra bir maliyet getirmesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Sonug olarak, aflatoksin miktarinin saptanmasinda ileri diizeyde ekstaksiyon,

saflagtirma gibi islemlere gereksinin duymadan kisa siirede gergeklestirilen analiz
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yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Giiniimiizde geleneksel aflatoksin tayinin zor
olmasi ve belli bir uzmanlik gerektirmesi nedeniyle sadece ihracat1 gerceklestirilecek
tiriinlerde yapilmakta, i¢ piyasaya sunulan iiriinlerin aflatoksin miktarlariyla ilgili
herhangi bir ¢alisma yapilmamaktadir. Bu yiizden, toksinin tayini amaciyla daha ucuz,
hizl1 ve basit test yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle ¢alismamiz
kapsaminda aflatoksin tayini i¢in alternatif bir ydntem olarak immiinosensor

hazirlanmas1 hedeflenmistir.

2.3. Biyosensorler

Gliniimiizde, gida endiistrisi, klinik teshisler, hijyen, cevre koruma, ilag
gelistirme veya adli tip gibi alanlarda bir¢ok farkli parametrenin izlenmesinin ve
diizenlenmesinin dnemi artmaktadir. Bu nedenle, hizli ve dogru analizler yapabilen
giivenilir analitik cihazlarin bulunmasima ihtiyag vardir. Geleneksel yontemlerin
bircok dezavantajinin {istesinden gelmenin yollarindan biri uygun tasarlanmis

biyosensor kullanmaktir [46].

Biyosensorler, kimyasal bilesikleri genellikle elektriksel, termal veya optik
sinyallerle tespit etmek icin izole edilmis enzimler, immiinosistemler, dokular,
organeller veya biitiin hiicrelerin aracilik ettigi spesifik biyokimyasal reaksiyonlar
kullanan bir cihazdir. Biyo-bilesenler olarak bir enzim, antikor, niikleik asit, lektin,
hormon, hiicre yapis1 veya doku kullanilabilir. Rolii, hedef analit ile spesifik olarak
etkilesime girmektir. Biyokimyasal reaksiyonun sonucunda ise doniistiiriicli
araciligiyla 6lgiilebilir sinyal olusturmaktir. iletken sistemler elektrokimyasal, optik,
piezoelektrik, termometrik, iyon duyarli, manyetik veya akustik sistem olabilir.
Biyosensor iiretiminin en Onemli kismi, biyo-bilesenin immobilizasyonudur.
Hareketsiz molekiillere sahip biyosensorlerin performans: ise kimyasal ve fiziksel
kosullar (pH, sicaklik ve kirletici maddeler), malzemelerin kalinlig1 ve stabilitesi gibi

faktorlere de baglidir.

Biyosensorler hedef maddelerin biyolojik tepkimelerini denetlemek adina
kullanilan kii¢iik algilayici cihazlardir. Birbirine entegre edilmis, biri biyokimyasal
digeri ise elektrokimyasal 6zellikte iki ¢eviriciden olusmaktadir. Biyokimyasal kismin

gorevi analiz edilecek olan madde ile etkilesime girerek onu tanimaktir.
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Elektrokimyasal kismin gorevi ise bu tanima isleminin sonucunda okunabilir

(0lgiilebilir) bir sayisal degere ¢evirmektir [47].
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Sekil 2.3. Biyosensor yapist [48]

Biyosensor sistemleri, se¢ici tanima mekanizmasina biyomolekiil/biyoajan, bu
biyoajanin incelenen maddeyle etkilesmesi sonucunda olusan fizikokimyasal
sinyalleri elektronik sinyallere dontistiiren ¢evirici ve elektronik boliimler olmak iizere
iic temel bilesenden olusmaktadir. En 6nemli bilesen ise tayin edilecek maddeye kars1

son derece se¢imli fakat tersinir olarak etkilesime giren, duyarl biyolojik ajandir.

Biyoajanlar iki alt gruba ayrilirlar. Bunlar biyoafinite ve biyokatalitik
ajanlardir. Biyoafinite ajanlar1 antikorlar, hormon almaglari, DNA, lektin vb.
molekiiler antijenlerin, hormonlarm, DNA parcaciklarinin ve glikoproteinlerin
molekiiler tanimlanmasinda kullanilmaktadirlar. Biyokatalitik ajanlar ise analit
tizerinde molekiiler degisimlere sebep olur. Bu doniisiim sonucunda ortamda azalmis
ya da artmis olan madde miktar1 izlenerek sonuca gidilebilir. Enzimler,
mikroorganizmalar ve bitkisel ya da hayvansal doku pargalar1 bu amacla

kullanilmaktadir.

Enzimler genellikle biyosensorlerin gelisimi i¢in biyomalzemeler olarak
kullanilir. Bu biyosensérler, istenen molekiiller i¢in spesifik olan ve daha sonra
yukarida belirtilen transdiiserlerden biri kullanilarak dogrudan belirlenen {irliniin

uretimini katalize eden enzimleri kullanir.
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Piyasada bulunan en basarili biyosensorler, glikoz oksidaz veya glikoz
dehidrojenaz kullanan global biyosensor pazarinin yaklasik % 90'in1 temsil eden kan
numunelerindeki glikozu 6lgmek i¢indir. Biyosensor yapimi igin ¢esitli enzimler
kullanilmistir. Ornegin laktat, malat, askorbat, amino asitler, alkol, kolestero, gliserol,
fruktoz, transferaz i¢in oksidorediiktaz enzimleri kullanilmistir. Birgok faktor, enzim
bazl1 biyosensorlerin performansina, bu tiir bir enzim yliklemesine, uygun bir pH'in,
sicakligin ve bazi durumlarda bir kofaktoriin, enzimin yeteneklerini muhafaza
etmesine yardimci olabilir. Elektrot performansin etkileyebilecek bir diger faktor,
enzimi tutmak i¢in kullanilan immobilizasyon yonteminin tiirii ve sensor tizerindeki

enzim katmaninin kalinligidir [49, 50].

Bir antikor, olduk¢a siral1 bir diizende diizenlenmis yiizlerce ayri amino asitten
olusan karmasik bir biyomolekiildiir. Antijene 6zgli bir antikor, antijenine oldukca
spesifik bir sekilde uyar. Antikorlarin bu essiz 6zelligi immiinosensdr kullanimlari i¢in
cok onemlidir. Biyomolekiiler etkilesimler, gergeklestirilen test formatina goére (yani
dogrudan ve dolayl) iki kategoriye ayrilabilir. Dogrudan format, hareketsizlestirilmis
hedef molekiil ile bir ligand molekiilii arasindaki etkilesime veya hareketsizlestirilmis
ligand, dogrudan bir hedef molekiille etkilesime girmesine dayanir. Immiinosensdrler
icin en temel durum, inkiibasyonun ardindan dogal floresan bir analitin dogrudan
6l¢iilmesini igerir. Dolayli immiinosensorler, baglanmadan sonra tespit edilen ayr1 bir
etiketli tiir kullanilir. Bu durumda, etiketlenmemis analit, sinirli sayida reseptor
baglanma bolgesi i¢in etiketli analit ile bir rakip olarak hareket eder. Testin prensibi
analit-etiket konjugati antikor ile immiinokompleks olusturdugunda meydana gelen
etiket sinyalinin degismesine dayanir. Tahlil duyarliligi azalan immobilize edilmis
reaktif ile artar. Reaksiyon bilesenleri numune ile karigtirilir ve cevap genellikle
kinetik olarak 6lctliir. Heterojen formatlar daha sik ¢alisiimaktadir, ¢ilinkii daha diisiik
saptama sinirlarina ulagilmaktadir. Ornegin, ortak enzime bagli kat1 faz immiinoassay
(ELISA) mikroplakalarda, tiiplerde, kilcal damarlarda veya cam seritlerde
gerceklestirilir ve etiketin {irettigi sinyali 6lgmek i¢in bir ¢esit elektrokimyasal sensor
baglanir. Immiinosensorler, kanser hiicrelerinin veya bunlarin belirleyicilerin tespit
edilmesinin izlenmesi, bakteri ve viriis tespit deneyleri, toksinler vb. igin tasarlanabilir
[50,51, 52].
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DNA, RNA ve peptid niikleik asidine dayali biyosensorler, sirali niikleotid
iplikgiklerinin tamamlayici boliimleri arasindaki ¢ok giiglii baz cifti afinitesinden
yiiksek hassasiyet ve secicilik kazanirlar. Niikleik asit (NA) bazli biyosensorler,
biyolojik tanima elemani olarak bir niikleik asit (dogal ve biyomimetik oligo ve
polintikleotit formlarr) igerir. Giliniimiizde, esas olarak sentetik
oligodeoksiriboniikleotitler (ODN'ler) DNA hibridizasyon sensdrlerinde prob olarak
kullanilmaktadir. ODN'leri transdiiser yiizeylerine sabitlemek icin tiyoller, distilfidler,
aminler veya biyotin gibi ug¢ etiketler dahil edilmistir. Uzun esnek bir aralayici,
genellikle yilizey tutturma igin yeterli bir erisilebilirlik saglamak icin hidrokarbon
baglayicilar vasitasiyla eklenir. Baz ¢ifti tanima olaymin Olgiilebilir bir elektrik
sinyaline doniistiiriilmesine dayanan elektrokimyasal DNA biyosensorleri, genetik
hastaliklarin hizli ve ucuz teshisi, klinik agidan ilgi ¢ekici patojenik biyolojik tiirlerin
tespiti i¢cin uygun adaylar olarak kabul edilir ve mikrofabrikasyon teknolojisi ile
uyumludur [53].

DNA molekiiliindeki bazlarin bilinen sekansi icin, bir prob adi verilen
tamamlayici sekans sentezlenebilir ve daha sonra optik olarak saptanabilir bir bilesik
ile etiketlenebilir. Etiketli prob, ¢ift iplik¢ikli DNA tek iplik¢iklere ¢oziildiikten sonra
hedef molekiil iizerindeki tamamlayici dizisine hibridize olur, daha sonra prob eklenir
ve bdylece iplikcikler tamamlanir. Cift yonlii olusum, hedefin beklenen niikleotid
dizisine sahip olduguna dair kanit olarak diisiiniilebilir. Hibridizasyon olay1 olarak
adlandirilan bir DNA dupleks olusumunun elektrokimyasal tespiti, niikleik asit
elektroaktivitesi, hedefin etiketlenmesi veya kovalent olarak baglanmis elektroaktif
tirlerle (6rn. Nanopargaciklar) etiketlenmesi veya cesitli sekillerde degisiklikler

nedeniyle elektrokimyasal sinyallerine dayanir [53, 54, 55].

Biyoreseptor olarak hiicreler, ya biitiin bir hiicre / mikroorganizma ya da belirli
tiirlere spesifik olarak baglanabilen spesifik bir hiicresel bilesen tarafindan biyolojik
olarak taninmaya dayanmaktadir. Bu biyoreseptorler smifinin kullanilmasindan
kaynaklanan en biiylik avantajlardan biri, sinyal sinirlamasi nedeniyle tespit
siirlarinin  ¢ok diisiik olmasidir. Bu tip biyoreseptorlerle gelistirilen birgok
biyosensor, katalitik veya psddokatalitik 6zelliklerine dayanir. Ornegin, mikrobiyal
biyosensorler durumunda, canli veya canli olmayan mikrobiyal hiicreler kullanilir.

Gegirgenlestirmeden sonra elde edilen canli olmayan hiicreler veya periplazmik
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enzimler igeren biitiin hiicreler, enzimler i¢in daha ucuz bir alternatif olarak
kullanilmistir. Canli hiicreler hiicrenin solunum ve metabolik fonksiyonlarini kullanir.
Boylece analit, bu islemlerin bir substrati veya bir inhibitorii olarak izlenebilir. Hiicre
bazli biyosensorlerin (CBB'ler) belirli agonistler i¢in duyarliligi, reseptor-ligand
kombinasyon sabiti ile ¢ikarilabilir. Farmasoétik bilesigin belirli bir fizyolojik sistem
tizerindeki etkisini analiz etmek i¢in hiicre bazli biyosensorlerle uygulanabilir. Canli
hiicrelerin, ana hiicrelerin secimi, kiiltiirii ve bakimi da dahil olmak iizere birincil
biyosensor olarak degerlendirilmesinde birgok karmasik engel vardir. Canli hiicrelerin
ve ikincil sensériin birlesmesi zorluklardan birini temsil eder. Ote yandan, hiicre bazli
biyosensorler, dinamik ve hizli bir sekilde gercek zamanli biyo-tahliller yapabilir.
Ornegin patojenlerin, toksinlerin veya ajan siniflandirmalarinin tespiti i¢in ok sayida

uygulamaya sahiptir [56, 57, 58].

Déniistiirticiiler (transdiiser), giris miktari ile belirli bir iligkiye sahip olan bir
c¢ikis miktar1 saglayan analitik bir aractir. Biyosensdrler, kullandiklar1 transdiiksiyon
yontemlerine gore siniflandirilabilir. Cogu transdiiksiyon formlar1 bes ana smiftan
birinde siniflandirilabilir: elektrokimyasal, elektriksel, optik, piezoelektrik (kiitle

algilama yontemleri) ve termal algilama.

Elektrokimyasal biyosensor simifi i¢in temel prensip, hareketsiz biyomolekiil
ile hedef analit arasindaki kimyasal reaksiyonlarin, ¢6zeltinin Sl¢iilebilir elektriksel
ozelliklerini, 6rnegin bir elektrik akimi veya potansiyelini etkileyen iyonlar1 veya

elektronlari liretmesi veya tiiketmesidir.

Ideal Bir Biyosensoriin Ozellikleri asagida siralanmustir:

Secicilik: Bir biyosensoriin en dnemli 6zelligi kendine has bir segicilige sahip
olmasidir. Segicilik 6zelligi az olan biyosensorlerde ise seciciligi artirmak i¢in ek
prosediirler ilave edilmesi gerekir. Boylelikle yapilan islemlerde daha duyarli bir

biyosensorle ¢alisma gerceklestirilmis olur.

Kullamim Omrii: Biyosensor kullanim &mriiniin belirlenmesinde biyolojik
alg1 yiizey aktivitesinin azalmasi en etkili faktordiir Bunun yani sira kalibrasyon

siklig1, tekrarlanabilirlik, stabilite gibi parametreleri de kullanim 6mriinden etkilenir.

20



Kalibrasyon Gereksinmesi: ideal bir biyosensorde kalibrasyona hi¢ gerek
duyulmamasi gerekir ya da bu kalibrasyonun en az diizeylerde olmasi gerekmektedir.
Fakat bu 6zellik, teoride planladig: gibi pratikte ger¢eklestirilememistir. Biyosensorler

kullanildigr miiddetge sik araliklarda kalibre edilmesi gerekmektedir.

Tekrarlanabilirlik: Ideal bir biyosensorde elektrodun ayni kosullar altinda
arka arkaya yapilan 6l¢timlerin sonuglart hemen hemen ayni olmasi ya da birbirine ¢ok
yakin degerler olmasi beklenmektedir. Pratikte bu durum pek miimkiin olmasa da
yinede yapilan c¢aligmalarda, bu durumu g6z Oniinde bulundururak mutlaka
caligmalarin tekrarlanabilirlik parametresi incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik diizeyinin

fazla olmasina paralel olarak biyosensor uygulamalari da daha etkili olur.

Stabilite: Ideal bir biyosensorde, elektrot stabilitesinin yani kararliliginin
yiiksek olmast gerekmektedir. Elektrotun kararliligi, kullanilan biyolojik materyalin
fiziksel dayamikliligina baghdir. Bununla birlikte pH, nem, 1s1, ortamin O:2

konsantrasyonu gibi unsurlardan da etkilenmektedir.

Yiiksek Duyarhlik: Bir biyosensorii ideal yapan diger bir unsur ise,
biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin sadece belirli maddelere karsi

duyarli olmasidir.

Yeterli Diizeyde Tayin Sinir1: Bir biyosensor tasariminda tayin siniri, belirli
bir konsantrasyonun altinda olmalidir. Bu tayin sinir1 elektrot yiizeyi biiyiikliigline,

biyolojik maddenin afinitesine ve immobilize edilen madde miktarina baglidir.

Genis Olciim Arahgi: Biyosensdr uygulamalarinda 6lgiim araligi olarak
adlandirilan bolge biyosensorlerden alinan akim-konsantrasyon egrilerinin lineer

oldugu konsantrasyon araligina sdylenmektedir.
Hizhh Cevap Zamami: Biyosensorlerin cevap zamanlari, akim-zaman

egrilerine gore yorumlanmaktadir. Elde edilen akim-zaman egrilerinin genis ve yayvan

olmast cevap zamanmin uzun oldugunu gosterirken, egrilerin dar olusu cevap
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zamaninin kisa oldugunu gostermektedir. Diger bir ifadeyle cevap zamaninin hizl

olmasi, egrilerin dar olmasina baghdir.

Hizhi Geriye Donme Zamani: Geriye donme zamani 6rnegin amperometrik
caligmalarda ilk Ornekten ne kadar siire sonra ikinci Ornegin de oOlgiilebilecegini
belirler. Diger bir ifadeyle ilk 6rnegin ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa siire

sonra gozlenebiliyorsa ikinci 6rnek de ayni siire sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve Ucuzluk: Bir biyosensoriin tasariminin basit, ucuz ve kullanimi
rahat olmalidir. Bundan dolay1 yapilmis olan ilk biyosensorlerdeki karmasiklik ve
maliyetli olan biyosensorler daha sonra basitlestirilerek, maliyeti de miimkiin oldugu

kadar azaltilmistir.

Kiigiiltiilebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Biyosensor tasariminda
elektrotlarinin sterilize edilebilmesi ve boyutlarinin kii¢iiltiilmesi 6nemlidir. Bununla
birlikte biyosensor yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi

sterilizasyonu kisitlayan en 6nemli parametredir [47].

Biyosensorlerin siiflandirilmasi biyosensor bilesenleri temel alinarak,

. Algilama boliimiine gore,

. Fiziksel c¢evirici boliimiin tiirtine gore gerceklestirilir.

2.3.5. Algilama (Biyokimyasal) Kisima Gore Biyosensorler:

Biyosensor sistemini olusturan bilesenlerden en Onemlisi, tayin edilecek
maddeye kars1 son derece se¢imli bir sekilde etkilesime giren, biyomolekiil kismidir.
Bu kisim sayesinde biyosensor, tayini yapilacak biyomolekiilii taniyarak etkilesime
girer. Enzimler, mikroorganizmalar, hiicreler, organeller, antikorlar, niikleik asitler ve

aptamerler bu biyomolekiillere 6rnek olarak gosterilebilirler.

2.3.5.1. Enzimatik Biyosensorler
Biyoreseptor olarak kullanilan biyomolekiiller olan enzimler, kimyasal

tepkimeler sonucunda proton, elektron, 151k ve 1s1 gibi ¢esitli dlgiimlenebilir {irtinler
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olusturmaktadirlar. Ozellikle fazla sayida alt birime sahip allosterik enzimlerin
yapilar1 geregince biyosensor molekiil olarak onemli potansiyellerinin bulundugu
belirtilmektedir. Tipik olarak kullanilan biyo-element olan enzimler biiyiik protein
molekiilleridir. Bunlar kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve reaksiyon sonunda

hi¢cbir degisiklige ugramadan reaksiyonu terk eden makromolekiillerdir [50, 59,60].

2.3.5.2. Niikleik Asit Biyosensorleri

Niikleik asitlerin biyoreseptor olarak kullanildigi biyosensorler “genosensor’”
olarak adlandirilmaktadir. Bir genosensoriin ¢alisma prensibi birbirinin tamamlayicisi
olan iki tane tek iplik¢ikli DNA (ssDNA) zincirinin birbirlerine oldukca spesifik
sekilde baglanarak ¢ift iplik¢ikli DNA (dsDNA) olusturmasi islemine dayanmaktadir.
Bu oldukea spesifik baglanma islemine DNA hibridizasyonu denir. Bir genosensor
bileseni olarak kullanilan ssDNA zinciri prob olarak adlandirilmaktadir. Probun
eslenigi olan ve analizlenecek numunede bulunmasi durumunda sensor yiizeyinde
hibridizasyonun olusacagi DNA dizisine ise hedef dizi denir. Genosensorler; tayin
edilmek istenen herhangi bir hastaligi, kalitsal bir davranis1 ya da bakteri ve
virlislerinin patojenitesini simgeleyen bir prob DNA dizisinin, hibridizasyon sonucu
bu diziye karsilik gelen hedef diziyle olusturdugu c¢ift sarmalin biyokimyasal yapisi
taninma olaym1 miimkiin kilmaktadir. Cevirici kisim olarak elektrokimyasal
ceviricileri kullanan elektrokimyasal DNA biyosensdrleri, kalitsal, viral ve bakteriyel
hastaliklarin tanisinda kullanilan rutin analiz yontemlerine alternatif olarak daha hizl,

ucuz ve kolay bir yontemdir [48, 50].

DNA biyosensorleri kirletici ajanlarin ya da metallerin, genetik modifiye
gidalar ve organizmalarin, DNA-ila¢ etkilesim mekanizmalarinin, biyoterérizm,
hastaliklarin teshisi, DNA baz hasarmin ve insan, viriis ya da bakterilerde spesifik

DNA dizisinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

2.3.5.3. Mikrobiyal Biyosensorler

Mikroorganizmalar, amperometrik, potansiyometrik, kalorimetrik,
kondiiktometrik, kolorimetrik, liiminesans ve flouresans gibi ¢esitli transduserler
(doniistiiriicliler) ile entegre edilerek farkli biyosensorler elde edilebilir.
Biyosensorlerde kullanilan enzimler substratlari veya inhibitorleri i¢in se¢imli olsa da

zaman zaman sinyal olusturabilmek i¢in kofaktor/koenzimlere ihtiyag duymaktadirlar.
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Mikroorganizmalar duyarlilik amaglari i¢in sinyal olarak kullanilabilen ¢ok sayida
kimyasala yanit verme yetenegi gdsteren sayisiz enzim, kofaktdr/koenzim iceren bir
fabrikaya benzetilebilir. Bu baglamda mikroorganizmalar enzimlere ideal bir alternatif

saglamaktadirlar.

Mikrobiyal biyosensorlerde biyokomponent olarak Saccharomyces Cerevisiae
kullanmanin avantajlarina bakacak olursak: Algilayici element olarak biitiinlesmis
hiicrelerin kullanilmasi saf enzimlerin kullanimindan daha avantajlidir ve genellikle
hiicre i¢inde bulunan enzimler izole edilenlerden daha kararlt halde bulunur. Bir¢ok
biitiinlesmis hiicre biyosensorleri bakteri hiicrelerine dayanarak yapilmaktadir. Ancak
sensOr ortaminda dayaniksiz olmalari, belirli tlrlerin smirli pH, sicaklik vb.
ozelliklerinden dolay1r bakterilerin kullanilmas1 dezavantaj olmaktadir. Mayalar
bakterilere gore daha dayaniklidir, bakteriler gibi hizli gelisir, kolaylikla manipiile
edilebilir ve genis aralikta substratlara adapte edilebilir [50, 59, 60].

2.3.5.4. immunosensérler

Immiinosensérler, tanima elemani olarak antikorlar1 kullanan biyosensdrlerdir.
Bir transdiiser ylizeyindeki bir antikor ile antijen arasindaki etkilesimlere
dayanmaktadir. Antikor veya antijen transdiiser iizerinde herhangi biri
hareketsizlestirilerek olusturulur. Tim immiinosensorlerin asil temeli, stabil bir
kompleks olusturmak i¢in antijenlerin molekiiler olarak taninmasinin spesifikligidir.
Bu biyomolekiiller arasindaki gii¢lii baglanmanin olmasiyla immiinosensorler yiiksek
secicilik ve ¢ok yliksek hassasiyet gostermekte ve farkli bilim alanlarindaki bir¢cok

uygulama i¢in de onlar ¢ekici kilmaktadir [50, 60].

Geleneksel immiinolojik testler, giivenilir analitik sonuglar elde etmek i¢in
beceri ve zaman gerektirir. Immiinosensorler, bilim insanlarina ve klinisyenlere, ¢esitli
konsantrasyonlarda karmasik karigimlarda cesitli analitlerin kesin oOl¢iimlerini
saglamanin bir yoludur. Diger immiinolojik testlere kiyasla avantajlari, ¢ok sayida
adimda ¢esitli reaktifleri dogru sekilde pipetlemek zorunda olmama kolayligi, bir
portatif iinite tasarlama imkani, ayn1 anda birden fazla analit 6l¢lim kabiliyeti ve

numune toplama ve elde etme arasindaki zamanin azalmasidir.
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Immiinosensérler, bir numunede bulunan antikor, antijen veya hapten miktarini
Olegmek i¢in molekiiler tanima sistemlerinin oldukg¢a secgici yapilarina giivenirler.
Antikorlar, antijenlere karsilik olarak viicut tarafindan {iretilen immiinoglobulinlerdir.
Bir antijen, viicut tarafindan yabanci olarak taninan ve bir immiin tepkisi tetikleyen
herhangi bir molekiiler tiirdiir. Antikorlar, genellikle biyolojik tanima elemani1 olarak
secilmektedir, ciinkii girisimcilerin mevcudiyetinde uygun analiti tanimalarina izin

veren yiiksek bir spesifiklige sahiptir.

Immiinosensér teknolojisinin ortaya ¢ikis kaynagi klasik immiinotest
(immiinoassay)’dir. Immiinosensérler uygulanan tespit prensibine gore kategorize
edilebilir.  Ana gelismeler elektrokimyasal, optik ve mikrogravimetrik
immiinosensorlerdir. Immunoassay'in aksine, modern doniistiiriicii teknolojisi, immiin
kompleksin etiketsiz tespitini ve miktarini belirler. Antijen veya antikorlarin sensor
yiizeyine immobilizasyonuyla liretilen immiinosensorler, genellikle 6l¢iim prensibine
gore siniflandirilmaktadir.  Elektrokimyasal (potansiyometrik, amperometrik,
kondiiktometrik), optik, piezoelektrik, akustik ve termometrik duyarli elementler
immunosensérler igin sensdr basamaklari olarak kullanilmaktadir. Immiinosensorler
genellikle optik ya da elektrokimyasal esashidir. Elektrokimyasal immiinosensorlerde
saptama islemi genellikle elektroaktif isaretleyiciler kullanilarak ya da enzimlerin
isaretlenmesi yontemiyle yapilmistir. Olgiim prensibine gore sinmiflandirilmis olan

immiinosensorler direkt ve indirekt olarak da siniflandirilabilmektedir [59,60, 61, 62].

Direkt immiinosensorler, sinyalde fiziksel degisiklik olusturan antikor-antijen
kompleksi olusturularak tasarlanmaktadir. Indirekt immiinosensérlerde ise antikor ya
da antijene konjuge edilen isaretleyicilere dayanilarak, baglama olay
gozlemlenebilmektedir. Indirekt immiinosensdrlerde, bir immiinokompleks bir¢ok
degisik yolla olusturulabilir. Ancak son adimda potansiyometrik, amperometrik veya

optik 6l¢iimlerle belirlenebilen bir isaretleyicinin olmasi gerekmektedir [59].

2.3.6. Cevirici Kismina Gore Biyosensorler

2.3.6.1. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler alani son birkag yilda hizli bir biiytime gdstermistir. Optik
immiinosensorler, absorpsiyon, rotasyon, kirilma indisi, biyo / kemiliiminesans ve

floresans gibi optik 6zelliklerdeki degisikliklerle antijen-antikor baglanmasini tespit
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ederek islev goriir. Optik immiinosensorler, diger algilama platformlarinda oldugu gibi
dogrudan veya dolayli olarak tanimlanabilir. Dogrudan sistemler, Olgiilen sinyali
modiile etmek i¢in yalnizca antijen-antikor baglanmasina dayanirken dolayli sensorler,
baglanma olayini1 gorsellestirmek icin etiketlerin kullanimina baglidir. Dogrudan tipin
avantaji, tahlilin tespit i¢in ek bir maddeye ihtiya¢ duyulmamasi nedeniyle esasen
“reaktifsiz” olmasidir. Dezavantajlari, duyarliligin spesifik olmayan baglanma ile
sinirlt olabilecegi ve analit boyutunun standart test formatlarinin kullanimim
sinirlayabilecegidir. Dolayli format, etikete bagli olarak azalan bir miktarda spesifik
olmayan baglanma nedeniyle gelistirilmis hassasiyet ve secicilik avantajina sahiptir.
Normal test formatlari, dolayli sensorlerle hala kullanilabilir, ¢iinkii etiketler,
transdiisere bagl kiiciik molekiiller icin bile optik sensor tepkisini yiikseltmeye hizmet
edecektir. Dolayli sensorlerin ana dezavantaji, etiketli reaktifler ek ihtiyagtir [59, 60
61].

Optik biyosensor gesitlerinden ticari olarak en ¢ok kullanilanidir. Optik
biyosensorler patojen tayininde ve hastaliklarin tespit edilmesinde 6nemli bir role
sahiptir. SPR ticari olarak optik esasl analiz sistemleri arasinda en ¢ok kullanilanidir.
BlAcore™ ise piyasadaki en biiyiik pazara sahiptir. Kullanim kolayligindan dolay: ve
kullanimina aligilmis cihazlar oldugundan laboratuvar arastirmalarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir [62].

2.3.6.2. Piezoelektrik (Kiitleye Dayali) Biyosensorler

Piezoelektrik kristallerin kullanildigi kiitle hassas sensorler, olusan kiitle
degisimlerini nanogram/cm™ mertebelerinde algilayabilen cihazlardir. Kiitle
Ol¢iimlerini rezonans frekanslarindaki sapmalara bagli olarak olgebilmektedirler.
Piezoelektrik biyosensorler, temel olarak kristal yiizeyi tizerindeki kiitle degisimi
sonucu piezoelektrik kristalinin rezonant frekansindaki degisikliklerin ol¢iilmesi
izerine temellenmistir (genellikle antikor-antijen reaksiyon veya bir DNA parcas1 ve
bunun tamamlayici siras1 gibi biyokimyasal etkilesim tarafindan sebep olunur). iki ana
tip piezoelektrik cihaz bulunmaktadir: kuartz kristal mikrobalans (QCM, Quartz
Crystal Microbalance) ve yiizey akustik dalga (SAW) cihazi.

Piezoelektriksel  ¢eviriciler — genellikle agirhk  degisim  tespitinde

kullanilmaktadir. Bu tiir sensorlerin yarar1 etiketleme ihtiyaci olmamasidir.
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Piezoelektrik 6zellikli kristaller kullanilarak yapilan tasarlanan bu sensorler, alternatif
akim uygulandiginda titresim olusturmakta ve bu titresim oOl¢iilmektedir. Ayrica
piezoelektrik kristaller veya materyaller {izerine bir cisim konuldugunda bunlarin
iirettigi titresim degerleri degismekte ve bu degisimler Slciilebilmektedir. Uzerine
agirlik konuldugunda bu sensor titresimi azalmakta ve degerindeki degisim sayesinde

kiitle degisimi miktar1 hesaplanabilmektedir [50].

Piezoelektrik biyosensorler, hastaliklarin teshisinde elektrokimyasal ve optik
biyosensorlere gore daha az ragbet gormekle beraber, yiyecek ve ¢evre drneklerinde

farkl1 patojenlerin tayininde kullanilmaktadir [50, 59, 60].

Pizoelektrik biyosensorler iizerine yapilan yogun arastirmalar, bu sistemlerin
biyokimyasal reaksiyonlar1 tek adimda, digik maliyetli olarak tespit etme

potansiyelini gostermektedir[50, 59, 60].

2.3.6.3. Termal (Kalorimetrik) Biyosensorler

Termal biyosensorler, biyomolekiillerin  sicaklik  sensorleri  iizerine
immobilizasyonuyla olusturulur. Analit biyolojik bilesenle temas ettiginde, analit
derisimiyle orantil1 olan reaksiyon 1s1s1 6l¢iiliir. Uretilen veya emilen toplam 1s1, molar
entalpi ve reaksiyondaki toplam molekiil sayisi ile orantilidir. Sicakligin dlgiimii bir
termistOr vasitasiyla yapilir ve bu gibi cihazlara enzim termistdrleri denir. Termal
biyosensorler sik tekrar kalibrasyon gerektirmez ve numunenin optik ve
elektrokimyasal 6zelliklerine duyarsizdir. Kalorimetrik biyosensorler gida, kozmetik,

ilag ve diger bilesen analizleri i¢in kullanilmistir [50, 59, 60].

2.3.6.4. Elektrokimyasal Biyosensorler

Literaturde son zamanlarda elektrokimyasal temelli sensor c¢alismalari
yaygindir. Elektrokimyasal immiinosensorler, bir elektrokimyasal transdiiktorde
tretilen elektrik sinyalinin = Ol¢iimlerini  kesfeder. Bu sinyal voltametrik,
potansiyometrik, iletken olgiilii veya impedimetrik olabilir. Elektrokimyasal saptama
kullanan immiinosensorler, spesifik, basit, portatif ve genellikle tek kullanimlik
olduklarindan ve yerinde veya otomatik saptama gerceklestirebildiklerinden, c¢esitli

analizlerde arastirilmistir.
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Elektrokimyasal immiinosensorler, yiiksek hassasiyet, kullanim kolayligi,
muhtemel bir otomasyon ve kompakt analitik cihazlara entegrasyon gibi 6zelliklere
sahip olmasi, ucuz ve nispeten basit bir teknolojiye sahip olmasi gibi birgok
Ozelliginden dolayr son zamanlarda fazlaca ilgiyi tlizerine ¢ekmistir. Bu nedenle,
elektrokimyasal immiinosensorlerin, hastaliklarin erken teshisi igin bakim noktasi
(POC) teshisi konusunda biiyiik potansiyeli vardir. Son yillarda, elektrokimyasal
immiinosensérlerin gelistirilmesine yonelik ¢ok fazla calisma yapilmustir. Ilk olarak,
yiiksek hassasiyet elde etmek icin farkli iiretim yontemleri ve biiyilitme stratejileri
kullanilmustir. Belirtilmek gerekirse, nanoteknoloji, elektrokimyasal
immiinosensorlerin iiretilmesi ve sinyal yiikseltilmesinde rol oynamaktadir ve bu da
biiyiik {istiinliik saglamaktadir. Ikinci olarak, elektrokimyasal immiinosensdrler

dizileri multiparametrik analiz i¢in kullanilmistir [61, 63, 64].

Elektrokimyasal biyosensorler amperometrik, kondiiktometrik,

potansiyometrik, impidimetrik olmak tizere siniflandirilmaktadir.

e Potansiyometrik Biyosensorler
Bu tiir immiinosensorler 6l¢iim esnasinda harcanan veya bozulan 6zel bir tiiriin
aktivite degisimiyle orantili logaritmik olarak degisen potansiyelin 6l¢iimii temeline
dayanir. Boylelikle konsantrasyon farklanmalar1 ve bagimsiz yanitlardan kaynaklanan

karmasa bertaraf edilebilir [62].

Bu doniistiiriicii, neredeyse sifir akim akisinda iki ¢6zeltiyi ayiran iyon segici
membran boyunca iretilen potansiyeldeki farki 6lger. Cam elektrotlar, metal oksit
bazli sensdrler ve iyon secici elektrotlar dahil olmak iizere tiim potansiyometrik
sensorler ticari olarak temin edilebilir. Ayrica, gelismis modern silikon veya kalin film

teknolojileri kullanarak minyatiir formatlarda kolayca seri tiretilebilirler [50].

e Amperometrik Biyosensorler
Amperometrik biyosensdrler bir substratin oksidasyon veya rediiksiyonu
sonucu olusan akimi dlger. Genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin
6l¢iimiinii esas alir. Amperometrik biyosensorlerdeki en 6nemli faktor biyokatalizator
ile elektrot veya varsa iletken polimer arasindaki elektron akisidir. Bunu iletken

polimerler en iyi sekilde basarirlar. Amperometrik biyosensor sistemlerine en uygun
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enzimler oksidazlar, dehidrogenazlar yani oksidorediiktaz simifi enzimlerdir [59,61,

62].

Amperometrik  immunosensorler belli  bir potansiyelde gergeklesen
immiinoreaksiyona ait elektrokimyasal reaksiyon sonucu olusan akim farklanmalarini
Olcen aletlerdir. Kiigiik miktarda analit kullanimina olanak tanir. Analit redoks aktif

bir madde olmalidir, eger degilse redoks aktif bir tiirle isaretlenmelidir [65].

Amperometrik biyosensorler en yaygin biyosensor smifidir. Amperometrik
biyosensorler, seri tiretim i¢in potansiyometrik olanlardan ¢ok daha hassastir ve daha
uygundur. Calisma elektrotu, genellikle bioelement tarafindan kaplanan soylu bir

metal veya serigrafi tabakadir [50].

e Impedimetrik Biyosensorler

Elektrokimyasal analizlerde kullanilan impedimetrik yoOntemler, analitin
biyolojik molekiille reaksiyona girmesiyle, bu molekiiliin hedef analitle etkilesime
girdigi durumlarda elektrokimyasal analiz sonucu meydana gelen si1ga (kapasitans) ara
yiizeylerdeki belirli bir potansiyel altinda tasiyabilecegi maksimum yilik miktarini
vermektedir. Ayn1 zamanda elektroliz sivis1 igerisinde bulunan elektrolit ile elektrot
arasinda olusan ara ylizeylerdeki elektron transferlerindeki degisikleri gostermekte
olan bir yontemdir. Ara yiizeyde meydana gelen bu degisimlerde Elektrokimyasal

Empedans Spektroskopisi (EIS) ile incelenmektedir[66].

e Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi
Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), elektrokimyasal sistemleri
karakterize etmek igin kullanilan bir tekniktir [67]. EIS verileri, difiizyon, reaksiyon
oranlar1 ve mikroyapisal 6zellikler dahil olmak {izere bir¢ok temel fiziksel 6zellik ile

iliskilendirilebilir. [68].

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), enerji, elektrokataliz ve tip
gibi cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilan bir karakterizasyon teknigidir. EIS
verileri, difiizyon katsayilar1 ve kimyasal reaksiyon hizlar1 gibi fiziksel 6zellikleri ve
incelenen elektrokimyasal (EC) sistemin mikroyapisal 6zelliklerini elde etmek icin

kullanilabilir. Bir bagka 6zelligi de bir EIS deneyinin uygulanmasi nispeten basittir.
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EIS, tiim klasik elektrokimyasal teknikler arasinda benzersizdir. Ciinkii mevcut ve
frekans alanindaki uygulamali potansiyel farki arasindaki iligkiyi 6lgmektedir.
Spesifik olarak, EIS teknigi mevcut ve potansiyel arasindaki transfer fonksiyonunu
tahmin etmektedir. EIS'i 6l¢mek i¢in, bir elektrokimyasal sistemi verilen bir frekanslar
kiimesi i¢in kii¢iik (ideal olarak sonsuz) bir siniizoidal gerilime (potansiyostatik mod)
veya akim (galvanostatik mod) bozulmasina maruz kalmakta ve sonugta ortaya ¢ikan
siniizoidal akim veya voltaj tepkisi kaydedilmektedir. Gerilim-akim genlik oranindan
ve giris ve ¢ikis arasindaki faz gecikmesinden, biri, pertiirbasyon frekansina f bagh
olan, karmasik degerli bir Z (f) fonksiyonunu elde edillir. EIS'nin anlamli olmasi igin
istikrar, dogrusallik ve nedensellik sartlarinin yerine getirilmesi gerektigi
belirtilmektedir. Birincisi, elektrokimyasal sisteminin kararli olmasi1 gerekmektedir,
clinkii zamanla degisirse Z () olacaktir. Ikincisi, pertiirbasyonun dogrusal olmasi ¢ok
onemlidir: Eger uygulanan siniizoidal pertiirbasyonun genligi yeterince kiiciikse, yanit
ayni frekanstaki siniizoit olacaktir. Bunun yerine, f frekansindaki sinlizoidal girigin
genligi biiylikse, Ol¢iilen tepki, f frekanslarindaki sintizoidlerin toplami olacaktir; 2f;
3f, vh. [69]. Ugiincii olarak nedensellik gereklidir: olgiilen akim (veya voltaj)

uygulanan voltaj (veya akim) bozulmasinin dogrudan sonucu olmalidir.

EIS verilerini yorumlamak zor olabilir. Aslinda, birgok pratik durumda, birden
fazla model deneysel verilere esit derecede uygun olabilir. Bu belirsizlikler daha da
siddetlenebilir, ¢linkii modellerin  bazi  parametreleri  yeterli  dogrulukta

belirlenemeyebilir [70].

Elektrokimyasal empedans spektroskopisinin (EIS) (arayiizler baglaminda)
ana rolii, elektrot / elektrolit araylizleri {izerindeki c¢ift katmanli yapilarin
karakterizasyonudur; ¢ift katmanli kapasitansin ana konsepti bu incelemenin
odagindadir. Buna gore, birinci boliim, sulu ve iyonik siv1 (IL) elektrolitleriyle ilgili,
cogunlukla fenomenolojik ¢aligmalar ile ilgilidir. Arayiliz boyunca homojen olmayan
akim dagilimi ayrica bir kapasitans dagilimina yol agar, ancak bu etki ara yiizlin dogal
ozellikleriyle iligkili degildir. Dispersiyonun cesitli nedenleri, gercek deneysel
sistemlerde neredeyse ayrilabilir bir sekilde bir arada bulunabileceginden, dlglimleri
iyonik sivilarla veya sulu cozeltilerle temas halinde tek kristalli metallerin iyi
tanimlanmis arayiizleri sistemleri ile yogunlastirilabilir. Kapasitif sistemlerin

empedanslar1 Z (o) diisiik frekanslarda tipik olarak ¢ok biiylik oldugundan, arayiizey
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kapasitesi tercihen, karmasik kapasitansin hayali kisminin benzer sekilde gercek
pargaya karst cizildigi karmasik bir diizlemde gorsellestirilebilir. Dielektrik
caligmalarinda  kullanilan  gosterimler. Bununla birlikte, bu gdosterimde,
elektrokimyasal empedansin seri (tipik olarak elektrolit) direnci Rs =Re (Z (0 — )),
bdylece C (0) =1 /[ j © (Z(®)- Rs)] tanim denklemiyle diizeltilmesi gerekir. (o) —R
s)] burada j ve o sirasiyla bir gorsel birim ve agisal frekanstir. Faradaik reaksiyonlarin
yoklugunda, ideal bir “elektrostatik™ ¢ift tabakanin sarj edilmesinin, C frekansindan
bagimsizmis gibi Z (®) verdigini unutmayin. Bu nedenle, C (®) 'nin frekans bagimliligi
ideal kapasitif davranistan sapmanin iyi bir Ol¢iisiidiir. Bununla birlikte, esdeger
devrelerin parametreleri, C (®) yerine fiili olarak Olglilen bosluga (tipik olarak

empedans) takilmalidir [71].

2.4. Biyosensor Uygulamalari

2.4.1. Klinik Tam

Her ne kadar biyosensor gelisimi son yillarda biiyiik bir ilerleme saglasa da,
kiiresel biyosensor pazarmin yaklasik % 90'mn1 temsil eden glikoz biyosensorleri
disinda klinik tanidaki uygulamalar1 ¢ok yaygin degildir. Ger¢ek numunelerle yapilan
Olctimler sirasinda istenmeyen molekiiller ile olan etkilesimler ve ayrica yiiksek
secicilik ve dogruluk hala ciddi bir konudur. Ciinkii tedavi genellikle bireysel klinik
belirte¢ seviyelerine dayanir. Tarif edilen biyosensorlerin ¢ogu, biyosensdrlerin
gelisimindeki egilimleri gdsteren amperometrik tekniklere dayanmaktadir. Glikoz
konsantrasyonu, diyabet ve diger endokrin metabolik bozukluklar gibi bircok
hastalikta en ¢ok izlenen gostergelerden biridir. Kan sekeri ayrica elektrolitler ve kan

gazlarindan sonra dlgiilen en yaygin analittir.

24.2. Cevresel Tarama

Cevre kirliliginin izlemesinde, kimyasal analiz kendi basina, kirli sularin ve
atik sularin ekolojik riskini degerlendirmek icin yeterli bilgi saglamayabilir. Avrupa
Birligi'nde, su aritimi i¢in daha kati taleplerin yani sira (91/271 / EEC sayil1 Konsey
Direktifi), endiistriyel ve kentsel atik sularinin, atiklarin c¢evreye bosaltilmasindan
once belirli toksisite sinirlarina uymalar gerekmektedir. Bu nedenle son yillarda
toksisite degerlendirmesi icin bir¢ok biyo-analiz ve biyosensor gelistirilmistir.
Ornegin, Microtox® (Azure, Bucks, UK) toksisite analizleri, cevresel numunelerden

toksisiteyi Ol¢mek igin 151k sacan bakteri Vibrio fischeri'nin kullanimina
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dayanmaktadir. Diger bir 6rnek, hizli ekotoksisite analizi i¢in Escherichia coli bakteri
hiicrelerini iceren bir amperometrik sensor olan Cellsense®'dir. Elektronlar1 uygun bir
karbon elektrotun hareketsiz bakteri solunum sisteminden ¢ikarmak i¢in ferrisiyaniir

kullanir. Ortaya ¢ikan akim, bir bakteriyel solunum aktivitesi ile orantilidir [72].

Dogal sulardaki pestisitlerin varligi, tarimsal amacli yaygin kullanimlarindan
kaynaklanmaktadir. Her ne kadar HPLC / MS ve GC / MS teknikleri pestisit tespiti
icin tatmin edici sonuglar sunsa da, yeni analizler ve biyosensorler yerinde analiz igin
daha ucuz ve daha hizli bir yol sunar. Segilen bir enzimin inhibisyonunu kullanan
biyosensorler, pestisitlerin belirlenmesinde kullanilan en yaygin biyosensdrlerdir.
Asetil kolinesteraz (AchE) ve kolin oksidazin inhibisyon ilkeleri, organofosfor ve
karbamat pestisitlerin  tespiti i¢in  Uretilmis ¢esitli  biyosensorler ig¢in
kullanilmaktadir[73]. AchE inhibisyonuna dayali biyosensorler secici degildir, ¢iinkii
AchE organofosforlu pestisitler, karbamat pestisitler ve diger birgok bilesigi igeren
norotoksinler tarafindan inhibe edilir. Bu nedenden dolay1 bir pestisit sinifinin miktar

tayini i¢in kullanilamazlar.

2.4.3. Yiyecek Kontrolii

Gida endiistrisi ve biyoteknoloji, biyosensor uygulamalarinin tibbi teshis
alanindaki kadar yaygin olmadigi alanlardir [46]. Bu nedeni, tibbi alanda ana
matrislerin kan, serum veya idrar olmasina ragmen, gida sektoriinde, cok degisken
kompozisyona sahip daha fazla numune tiirii olmasindan kaynaklanabilir. Bu,
biyosensor tasarimi, birlestirme ve 6l¢tim kosullarinin optimizasyon siirecini daha zor
hale getirmektedir. Biorealis Ltd. Sirketi, Kimya ve Gida Teknolojileri Fakiiltesi'nde
Beslenme ve Gida Degerlendirme Béliimii ve Olgiim Bilimleri Enstitiisii ile birlikte,
Slovak Bilimler Akademisi, biyosensorleri kullanan portatif analitik cthaz Omnilab't
gelistirmistir. Bu cihaz i¢in tasarlanan amperometrik biyosensorler oksidorediiktaz
enzimlerine dayanir ve saraplarda ve igeceklerde glukoz, fruktoz, gliserol, laktik,

malik veya asetik asit gibi analitler 6l¢iilebilir.

Gida kalite kontrolii gida islemesinde en 6nemli asama olup hammadde
kalitesi, isleme sirasindaki kontaminasyonun belirlenmesi, son iirlin kalitesi ve raf

omriinde gidada meydana gelen degisimler hem iiretici hem de tiiketici acisindan
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onemli faktorlerdir. Bu nedenle bu kademelere hizli, secici ve yiiksek hassasiyette
cihazlara gereksinim duyulmaktadir. Gida analizlerinde, kalinti, toksin, katkilar,
karbonhidratlar, mikroorganizmalar, alkol ve fenoller, aminoasitler, biyojen amin ve
heterosiklik bilesikler, organik ve inorganik bilesiklerin tayinine yonelik biyosensdrler
gelistirilmektedir. Ancak yapilan ¢alismalarin ¢ogu gercek Ornekler yerine model

ornekler kullanilarak gerceklestirilmistir.

Biyosensorler i¢in bazi uygulama alanlar1 asagida yer almaktadir.

* Klinik teshis, biyomedikal sektor

* Proses kontrolii

* (Gida tiretim ve analizi

* Tarim ve veterinerlik

* Bakteri ve viriis teshisi

+ llac analizi

* Endiistriyel atik su kontrolii

*  Cevre koruma ve kirlilik kontrolii

* Maden isletmelerinde zehirli gaz analizleri

» Askeri uygulamalar

Gidalara uygulanan analizlerin temel amaci kalite ve giivenliktir. Kalitenin
amaci, bir takim fiziksel 6zellikler ile kimyasal bilesenlerin miktarin1 saptamaktir.
Giivenlikten amag ise zararli mikroorganizmalari, toksinleri ve diger allerjen ve toksik
bilesenlerin miktarlarini tespit etmektir. Bunun haricinde gidalara disaridan katilmig

olan maddelerin de tespiti olduk¢a dnemlidir.

Biyosensorler {irlinlerin kalite kontrollerinde ve gida endiistrisinin gesitli
uygulamalarinda kolaylik saglayabilir. Biyosensorler, kromatografik yontemlerle
karsilastirildiginda ise “yiiksek secicilik” ve hizli cevap siiresi” olmak tizere iki ¢esit
avantaj1 bulunmaktadir. Gida endiistrisinde biyosensorler, doksanli yillarin sonunda
cok az sayida kullanilmaktaydi. Kullanilanlar ise off-line analiz niteligindeydi. Gida
analizlerinde elektrokimyasal sistemler ve enzim sistemleri kombinasyonu ile oksidaz
bazli sistemler ticari agidan daha baskindir. Hiicre doku ya da mikroorganizma temelli

biyosensorler, uzun cevap siireleri nedeniyle kisithi kullanima sahiptir. Enzimlerin
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saflagtirillmasi, enzim stabilizasyonu ve immobilizasyon yontemlerine iligkin
gelismeler ve biyosensorlerde cevap hizinin artmasi, analiz siirelerinin azalmasina
yardimc1 olmaktadir. Biyosensorlerin es zamanli veri saglama teknikleri, basit
tasarimlariyla beraber maliyetlerinin diisiik olmasi, gida {iiretiminde kalite ve
giivenligin izlenmesine olanak saglamakla beraber c¢ok c¢esitli uygulamalarda
kullanilmasina da imkan tantyacaktir. Ornegin optik biyosensorler; asetaldehit, glikoz,
nitrat, gliserol, alanin, laktat, ksilitol, glutamat, etanol ve sorbitol gibi cesitli
bilesenlerin konsantrasyonlarinin tespit edilmesinde potansiyel uygulama alani
bulacagi diisiiniilmektedir. Bunun disinda et ve siit iriinlerinde ilag kalintilari,
hormonlar, antibiyotik kalintilarinin belirlenmesi ve gidaya bulasan Salmonella,
Listeria ve Staphylococus gibi ¢esitli mikroorganizmalarin belirlenmesi biyosensorler

tarafindan gerceklestirilebilmektedir [74].

Aflatoksinlerin ciddi sayida oOlimlere neden olmasi sebebiyle aflatoksin
kaynaklarini tespit etmek, en 6nemlisi de bu toksinin hizli tayin ydntemlerinin

gelistirilmesi onemlidir.

Tezin Amaci

Tez calismasinda, aflatoksin M1’in spesifik antikor molekiilii ile antijenik
aflatoksin M1’in birlesmesinin elektrokimyasal olarak algilanmasina dayanan,

aflotoksin M1’in tayinine yonelik bir immunosensor tasarimi gergeklestirmek

amaclanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Materyal

3.1.1. Toksinler ve Antikor

Projede asagida belirtilen toksinler ve antikor kullanilmistir.
Aspergillus flavus’dan elde edilen Aflatoxin M1 (SIGMA)

Petromyces albertensis’dan elde edilen Okratoksin A
(SIGMA)

Aflatoksin Antibody (abcam)

3.1.2.Elektrotlar

Projede kullanilan elektrot, temin edildigi marka ve 6zellikleri Tablo

3.1.”de verilmistir.

Tablo 3.1. Projede kullanilan elektrot

Elektrotlar Marka ve ozellikleri
Perde baskili karbon elektrot Dropsens marka
(Screen-printed carbon Elektrotun Boyutlari: 3,4 x 1,0 x 0,05 cm
electrode, SCPE) (Uzunluk x genislik x yiikseklik)

4 mm boyutunda karbondan yapilmis ¢calisma
elektrodu, kars1 elektrot platin, referans elektrodu
giimustiir. Elektrik baglantilar1 glimiistendir.
Calisma hacmi 50 pL’dir.

Calismalarda sensor yiizeyi olarak tek kullanimlik SCPE elekrotlar
kullanilmistir, boylece mikroarray teknolojisine yonelik kullan — at teknigi adi da
verilen bir tasarim gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan SCPE {icli elektrot

sistemi halindeki sensor yiizeyi Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Karsit
Calisma elektrot o

elektrodu

Kargit elektrot

baglantisi Referans

elektrot

Caligma elektrot
baglantisi

Referans elektrot
baglantisi

Sekil 3.1. Tek kullanimlik perde baskili karbon elektrotlar (SCPE —Dropsens) sensor

yiizeyleri ve ii¢lii elekrot sistemleri

3.1.3.Kimyasallar ve c¢ozeltiler

Projede kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler sirasiyla Tablo 3.2 ve 3.3 ‘de
verilmistir. Kullanilan tim kimyasal maddeler analitik safliktadir. Kullanilan
cozeltiler steril deiyonize su kullanilarak hazirlanmis ve gerekli pH ayarlamalar

yapilmugtir.

Tim tampon o&zeltilerin pH ayarlamalar1 0.1 N NaOH veya 0.1 N HCI
ilavesiyle yapilmis ve bu ¢ozeltiler +4°C’de muhafaza edilmistir. Diger ¢ozeltiler taze
hazirlanarak kullanilmistir. Deneysel c¢alismalari oda sicakliginda (25.0 + 0.5° C)
gerceklestirilmistir.

Altin nanopartikiil (AuNP, Sigma) 5nM kolloidal ¢ozeltisi kullanilmistir.
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Tablo 3.2. Projede kullanilan kimyasallar

Kimyasallar

Temin edildigi marka

Potassium hexacyano-ferrate(l1)
trihydrate, Ks[Fe(CN)6].3H20

SIGMA-ALDRICH

Potassium hexacyano-ferrate(l11),

SIGMA-ALDRICH

Kz[Fe(CN)s]
N-Hydroxysuccinimide, NHS FLUKA
I-etil-3-(3- Thermo Scientific

(dimetilamino)propil)karbodimid
hidroklorid (EDC)

Potassium dihydrogen phosphate,
KH2PO4

SIGMA-ALDRICH

di- Potassium hydrogen phosphate,
K2HPO4

SIGMA-ALDRICH

Sodium chloride, NaCl

SIGMA-ALDRICH

Acetic acid

SIGMA-ALDRICH

Sodium hydroxide

SIGMA-ALDRICH

Trizma® hydrochloride

SIGMA-ALDRICH

Potassium chloride

SIGMA-ALDRICH

Bovine Serum Albumin, Fraction V

SIGMA-ALDRICH

Tablo 3.3. Projede kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri

Cozelti

Cozeltinin icerigi

Fosfat tampon ¢ozeltisi
(PBS)

10 mM KH2PO4 ve 40 mM KzHPO4 20 mM NaCl

(pH 7.4)

Antikor baglama tampon
¢Ozeltisi

0.05 M fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile

hazirlanmis 5 mM N-hidroksi suksinimit (NHS) ve

(Kovalent Baglama Ajani) 8 mM I-etil-3-(3-(dimetilamino)propil) karbodiimid

hidroklorid (EDC)

Olgiim Soliisyonu 0.05 M fosfat tampon ¢ozeltisi iginde hazirlanmis 5

mM [Fe(CNe)]*"* soliisyonu
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3.2. Yontemler

Aflatoksin M1 tayinine yonelik gelistirilen immunosensdrlerde, antikor kapl
elektrot yiizeyleri hedef molekiil olan AFMI ile muamele edilerek Olgiime tabi
tutulmustur. Ol¢iim teknigi olarak iiclii elektrot sistemine dayanan elektrokimyasal

empedans spektroskopi (EIS) yontemi kullanilmistir.

Okratoksin A, proje kapsaminda tasarlanan immunosensorlerin seciciliginin
tayin edilmesi amaciyla antikora baglanmayan non-spesifik hedef molekiil olarak
kullanilmistir. Biyosensoriin segiciligi, sensor yiizeylerine aflatoksin M1 segici
antikorun, aflatoksin M1 baglanmasi ve diger molekiile olan affinitesi arasindaki farka

bakilarak tespit edilmistir.

Calisma protokolii, bos elektrot yiizeylerinde ve altin nanopartikiill kapl

yiizeylerde olmak tizere iki tiptir.

3.2.1. Bos Elektrot Yiizeylerinde AFM1 Tayini
Calisma, sensor ylizeylerinin kimyasal aktivasyonu, antikor baglanmasi,
AFM1 ve non-spesifik hedef molekiil olan OTA ile etkilesimi ve Ol¢iim

basamaklarindan olugmaktadir.

Elektrot yiizeylerinin Kkimyasal aktivasyonu: Antikorun, elektrodun
yiizeyine kovalent baglama ile immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Calisma elektrot
yiizeylerindeki (perde baskili elektrot) karboksil gruplarini aktive etmek igin
calismalardan hemen 6nce hazirlanan 5 mM N-hidroksi siiksinimit (NHS) ve 8 mM I-
etil-3-(3-(dimetilamino) propil) karbodiimid hidroklorid (EDC) igeren yiizey kaplama
¢ozeltisi (kovalent baglama ajani) icinde 1 saat inkiibe edilmistir. EDC aracili kovalent

baglama isleminin etkinliginin arttirilmasi igin NHS ¢6zeltisi de kullanilmistir.

Sekil 3.1’de gosterildigi gibi elektrot yiizeyindeki karboksil (-COOH)
gruplarimin EDC/NHS ile aktive edilmesinden sonra aflatoksin M1 antikoru ile

kovalent yolla baglanabilir hale gelmistir.
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Sekil 3.2. SCPE yiizeyine antikor molekiiliiniin kovalent baglarla baglanmas1

Antikorun sensor yiizeyine baglanmasi: Serbest amino grubu i¢eren antikor
molekiilleri, kovalent baglanma yontemi ile elektrot yiizeyine baglanmistir.
Antikorlarin ylizeye immobilize edilmesinden sonra ylizeyde kalan 6zgiil olmayan
baglanma bolgeleri BSA ¢ozeltisi (bloke edici ajan, BSA= bovine serum albiimin gibi
spesifik olmayan bir protein) ile bloke edilmistir. Bu islemin amaci hedef hiicrelerin
sadece kendisine Ozgii antikorlar ile birlegsmesini saglamak, o6zgiil olmayan
etkilesimleri engellemek, dolayisiyla daha spesifik bir tayin gercgeklestirilmesini

saglamaktadir.

Hedef molekiil ile etkilesim: Hedef molekiil olan aflatoksin M1 ve non-
spesifik OTA molekiilii ¢ozeltileri, antikor kapl sensor yiizeylerine farkli derisimler

de gonderilerek baglanma gerceklestirilmistir.

Elektrokimyasal Algilama: Sensor yiizeyinde gergeklesen aflatoksin M1
baglanmasi, EIS kullanilarak AUTOLAB PGSTAT-30 analiz sisteminde (Eco
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Chemie, Hollanda) tayin edilmis, bunun igin sensor yiizeyinin elektriksel direnci
S5mM’lik (FeCN)6%* ¢ozeltisi varliginda tespit edilmistir.

Biyosensor Sec¢imliligi: Tasarlanan biyosensorlerin hedef proteine spesifik
oldugunu kontrol etmek amaciyla, aflatoksin M1’e yapica benzeyen okratoksin A
(Sigma, O1877) sensor ylizeyindeki antikor ile etkilestirilmistir. Tayin, antikor
molekiilii baglanmadan dnce, baglandiktan sonra ve hedef aflatoksin ile ve nonspesifik
OTA ile etkilesimden sonra alinan ohmik direngler arasindaki farklilanmaya

dayanmaktadir.

Elektrokimyasal élciimler:  Olgiimler, Elektrokimyasal ~Empedans
Spektroskopisi (EIS) yontemi kullanilarak AUTOLAB PGSTAT-30 analiz sisteminde
(Eco Chemie, Netherlands) gergeklestirilmistir. Impedimetrik 6l¢iimler, FRA 2

yazilimi yardimiyla okunabilir elektrik sinyallerine doniistlirilmiistiir.

EIS yontemi, iiclii elektrot sisteminine bagli bulunan bir elektrokimyasal
cevirici sisteme dayanmaktadir. Analizlerde kullanilan cihazlar, elektrokimyasal
hiicre, analit (incelenecek madde) ve destek elektrolit adi1 verilen elektrolitin asirisin
igeren bir ¢cozeltiye daldirilmis ii¢ elektrottan yapilmistir. Calismada kullanilan perde
baskili elektrot, karbondan yapilmis calisma elektrodu, platinden karsi elektrot,
giimiisten referans elektrot kisimlarindan olusmaktadir. Elektrodun elektrik

baglantilar1 glimiistendir.

Impidimetrik ¢alismalarda, Elektrokimyasal Empedans Spektroskopi teknigi
kullanilmistir. Impedimetrik lgiimler elektron aktarimina dayali olarak 5 mM
[Fe(CNg)]*"* igerisinde 10 kHz- 10 mHz frekans araliginda, 0.24 V sabit potansiyel
altinda ve 10 mV alternatif akimda alinmistir. FElde edilen Nyquist diyagramlari
Randles devre modeli kullanilarak analiz edilmistir. PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi iginde
hibridizasyondan 6nce ve sonra azalan frekansa karsi elektrot yiizeylerinin Ohm
cinsinden elde edilen yiik transfer direnci (Ret) 0l¢lilmiis ve biitiin sonuglarda Ret (yiik

transfer direnci) verileri kullanilmistir.
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Yapilan tiim analizler en az 5 dl¢lim alinarak yapilmis ve aritmetik ortalamalari

hesaplanmustir.

Bos elektrot yiizeylerinde yapilan denemelerde kullanilan elektrokimyasal

yontem basamaklar1 Sekil 3.2’de gosterilmistir.

Kovalent
baglanma
X Anti-AFM1 immobilizasyonu
P
GG LE Yiizey bloke
Y] sy
T ediciajanile
(7 ( (A kaplama
A A
Ao ,
A DBD A * AFMLlile
REE &L etkilesim
" AFM1-Antikor ARG
BSA
A AEML * Elektrokimyasal
A OTA Algilama: 3'li
elektrot sistemi

Sekil 3.3. Calismada kullanilan elektrokimyasal yontem basamaklari

AFM1 tayinine yonelik tasarlanan immunosensoérde en uygun tayin
kosullarinin belirlenmesine yonelik farkli parametreler incelenmistir. Bu konuda
yaplan ¢alismada analitik yanit olarak, anti AFM1 kapli sensor yiizeylerinde hedef
molkeil olan AFM1 ve spesifik olmayan hedef molekiil olan OTA ile elde edilen
yanitlar arasindaki farklilanma esas alinmistir. Buna gore, antikor ve hedef molekiil

derigrimlerinin tayine etkileri incelenmistir.
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3.2.3. Immunosensér tasarimi icin uygun antikor ve hedef toksin
derisimlerinin belirlenmesi

Hem zaman hem de kullanilan antikor ve toksinlerin miktarlar1 ekonomik
acidan Onemli oldugu i¢in bunlarin en uygun derisimlerinin belirlenmesi

gerekmektedir

En uygun antikor molekiiliiniin konsantrasyonunun belirlenebilmesi igin
antikor derigimleri 0.1, 0.2,0.5 ve 1 ug/mL olacak sekilde artan konsantrasyonlarda
sabit derisimdeki hedef molekiile karsi etkileri incelenmistir. Buna gore artan
derisimlerdeki anti-AFM1 yiizeylere baglanmis, hedef toksin olan AFM 1 ve non
spesifik toksin OTA ile etkilesmeden oOnce ve sonra Olclilen Rct degerilerinin

incelenmesiyle en uygun anti AFM1 konsantrasyonu belirlenmistir.

En wuygun antikor derisiminin saptanmasimnin ardindan bu anti
AFM derisiminde en uygun hedef toksin derisimi, artan AFM 1 ve non-spesifik OTA
molekiilleri ile aradaki farkin degerlendirilmesiyle gerceklestirilmistir. Bu amacla
0.05,0.1,0.2,0.5 ve 1 pg/mL hedef toksin derisimlerinde Rct verileri degerlendirilerek

en uygun derisim belirlenmis ve ¢alismalara bu derisimlerle devam edilmistir.

Yapilan ¢alismada kullanilan antikor ve hedef toksin derisimleri belirlendikten
sonra ¢aligmada kullanilan tek kullanimlik perde baskili karbon elektrotlar yerine altin

nanopartikiilde de denemeler yapildi.

3.2.4. Altin Nanopartikiille Yapilan Elektrokimyasal Caliymalar

Yukarida saptanan kosular altinda, gercek siit ornekleri kullanilarak. altin
nanopartikiillere (Au-NP) dayali elektrokimyasal ¢alismalar gergeklestirilmistir.
Calismanin  basamaklar1 Sekil 3.2°de verilmistir. Bu calismada elektrotun
elektrokimyasal aktivasyonunu saglamak amaciyla 1.4 V potansiyel 60 saniye
boyunca uygulanmistir. Daha sonra elektrot ylizey alaninin arttirilmasi amaciyla altin
nanopartikiil (AuNP) c¢ozeltisinde 1 saat ardindan merkapto propiyonik asit
¢ozeltisinde 18 saat bekletilmistir. Kovalent baglanmanin meydana gelebilmesi igin
NHS/EDC’de 1 saat bekletilen elektrotlar, AFM1 antikorunun immobilize olmasi igin
1 saat beklenmistir. Daha sonra hedef toksin olan AFM1 ve non-spesifik OTA
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molekiilleri ile etkilesimleri incelenerek bulunan en uygun derisimlerin ¢alisip

calismadigina bakilmstir.

Elektrokimyasal aktivasyon
1.4V, 60 saniye

l

Nanopartikiil ile elektrot ylizey alaninin arttirilmasi
AuNP’ de 1 saat bekletme

!

0.02 M Merkapto Propiyonik asitte bekletme,
18 saat

!

Kovalent baglama
NHS/EDC’ de 1 saat

{

Anti-AFM1 Immobilizasyonu
1 saat

U

Toksin ile etkilesim
AFM1/OTA
1 saat

!

PBS ile 2 dakika yikama ve
sonra Ol¢lim

Sekil 3.4. Altin nanopartikiillere (Au-NP) dayali elektrokimyasal AFM1 analizine

yonelik ¢calisma

3.2.5. Siit Ornekleri ile AFM1 Tayini
Bu calismada AuNP modifiye ylizeyler ile bos elektrot yiizeyleri kullanilmis

ve gercek siit drneklerinde AFM1 tayini karsilastirmali olarak gergeklestirilmistir.

Calismanin tiim basamaklar1 Sekil 3.1. ve 3.2°de belirtilen basamaklar

icermekle birlikte, marketten ¢ig olarak alinan siit 6rnegi analize hazir hale getirmek
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icin birka¢ On islemden gegirilmistir. Siit ilk olarak 6000 rpm'de 20 dakika
santrifiijlenerek yagsiz katman Pasteur pipeti ile aspire edilerek ayrilmigtir( Neagu ve
Perrino, 2009). Elde edilen yagsiz siit ikinci bir 6n islem i¢in 20 mM Dulbecco’s PBS
(180 mM CacCl2, %1 metanol, pH 7.4) ¢ozeltisi ile karigtirllmistir (Parker ve Tothill,
2009). Daha sonra siit 6rneklerine AFM1 ve OTA eklenmistir ve gerekli olgtimler

yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calismada gida giivenliginde onemli bir yer tutan aflatoksin M1 (AFM 1)
toksininin siitte tayinine yonelik elektrokimyasal immunosensor gelistirilmistir.
Mikroarray teknolojisine yonelik kullan—at teknigi adi verilen bir tasarim
gerceklestirilerek, tek kullanimlik perde baskili grafit elektrotlar (SCPE) sensor yiizeyi
olarak kullanilmistir. Tasarlanan immunosensdrde, AFM 1’¢ spesifik bir antikor
molekiil (anti-AFM1) kullanilarak sensor yiizeyine baglanmis, anti AFM 1- AFM 1
etkilesmesi elektrokimyasal bir 6l¢iim teknigi olan Elektrokimyasal Empedans

Spektrometrisi (EIS) ile degerlendirilmistir.

Grafit yapisinda olan SCPE sensor ylizeylerine kovalent baglama teknigi
kullanilarak antikor molekiiliin serbest amino grubundan baglanmasi saglanmuis,
bdylece yiizeyleri antikor kapli biyomodifiye sensorler elde edilmistir. Bu ylizeyler
hedef molekiil olan AFM 1 ile etkilesime tabi tutuldugunda, ylizeyde olusan antikor —
AFM 1 kompleksi EIS yontemi ile SmM [Fe(CN)6]3* ¢ozeltisi i¢inde R2 ohmik
diren¢ yanitlar1 degerlendirilerek analiz gergeklestirilmistir. Sekil 3.1’de SCPE

yiizeylere antikor molekiiliiniin baglanma kimyas1 gosterilmektedir.

Tasarlanan immunosesoriin seciciliginin tayin etmek amaciyla farkli bir
mikotoksin olan Okratoksin A (OTA) molekiilii kullanilmistir. Buna yonelik yapilan
caligmalarda, anti- AFM 1 — AFM 1 etkilesiminin yani sira, anti AFM- OTA etkilesimi
de EIS ile goriintiilenmis ve elde edilen diren¢ farkliliklar1 analitik yanit olarak
degerlendirilmistir. Sekil 4.1°de buna yonelik gerceklestirilen ilk ¢alismaya ait EIS
Nyquistik plot datalar1 verilmistir. Anti AFM 1 kapl elektrot yiizeylerinde herhangi
bir toksinle etkilesmeden once (C) elde edilen R2 ohmik direng degeri ile, bu antikora
spesifik olmayan OTA molekiiliiyle etkilesimin ardindan alinan yanitin (b) birbirine
oldukca yakin ve diisiik oldugu, diger yandan, antikor kapli ylizeyin AFM 1 hedef
molekil ile etkilesiminin ardindan (a) direncin anlamli bir sekilde yiikseldigi
izlenmektedir. Bu da tasarlanan immunosensoriin AFM1’e spesifik oldugunu

gostermistir.
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Sekil 4.1. Anti AFM-1 kapli sensor yiizeyinde, a) AFM-1 ile, b) non spesifik OTA ile
baglandiktan sonra, c) yalnizca antikor molekiil ile kapli yiizeylerden elde edilen

elektrokimyasal empedans spektrometri verileri.

Tasarlanan immunosensoriin daha segici ve etkili tayin gerceklestirmesi
amaciyla optimizasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Buna yonelik yapilan ilk
caligmada, sensdr ylizeyinin blokaj1 deneyleri gergeklestirilmistir. AFM1 ve OTA ile
etkilesiminden Once, Yiizeyi antikor molekiil ile kaplanmis olan sensdrler bovine
serum alblimin ile kaplanmis ve kaplanmamis yiizeyler incelenmis ve sonuglar Sekil

4.2’de verilmistir.

Sekil 4.2°de, anti AFM1 baglanmadan ve bagladiktan sonra elde edilen veriler
degerlendirildiginde bos ylizeylere oranla olduk¢a anlamli bir baglanmanin oldugu
gbzlenmistir. Bu baglanmanin ardindan %1 BSA ¢dzeltisi ile muamele edilmis ve
edilmemis ylizeyler ile AFM1 /OTA molekiilleri ile olusan yapilar birbiri i¢inde
degerlendirildiginde, BSA kullanilan yiizeylerden daha tekrarlanabilir ve daha segici
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sonuclar elde edildigi gdzlenmistir. Yiizeyler AntiAFM1 antikor molekiil ile kovalent
olarak baglandiktan sonra, hedef toksin ile etkilesmeden once, yiizeye yabanci baska
bir molekiil ya da yapinin baglanmasini 6nlemek amaciyla yapilan bu ¢alismada, BSA
kaplanmamis yiizerlerde (A) ve kaplandiktan sonra (B) alinan yantlar
degerlendirildiginde AFM1/OTA orant BSA kapli yiizeylerde daha yiiksektir. Bu da

yiizey blokajinin daha segici bir immunosensor olusturdugunun gostergesidir.

Anti AFM1 AntiAFM1-AFM1  AntiAFM1 -OTA

Sekil 4.2. SCPE sensor yiizeylerinde, anti AFM1 baglandiktan 6nce, sonra ve AFM1
ve OTA ile birlestikten sonra A) BSA ile blokaj yapilmadan B) BSA ile yiizey blokaj1

yapilarak elde edilen elektrokimyasal empedans spektrometri verileri.

4.1. Anti AFM1 Derisiminin AFM1 Tayinine Etkisi

Yapilan yiizey blokaj calismasinin ardindan en uygun antikor molekiiliiniin
derisimine yonelik yapilan calismada, artan derisimlerde anti AFMI vyiizeylere
baglanmis ve hedef toksin olan AFM 1 ve non spesifik toksin OTA ile etkilesmeden

once ve sonra alinan empedans dlgtimleri Sekil 4.3’de degerlendirilmistir. Buna gore
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elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, 0.1 ppm anti AFMI1 kapl yiizeylerde
herhangi bir ayirim gdzlenememis, artan antikor derisimiyle birlikte, tayin daha da
zorlasmustir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde de en uygun AFM1 /OTA ayiriminin

0.2 ppm ile elde edildigi gozlenmistir.

Sekil 4.3. Artan derisimlerde anti AFM 1 kapli sensor yiizeylerinden AFM 1 ile hedef
toksin ile birlesmeden 6nce (A), AFM 1 ile (B) ve OTA (C) ile birlestikten sonra elde
edilen elektrokimyasal empedans spektrometri verileri.

4.2. En Uygun Hedef Toksin Derisiminin Belirlenmesi

En uygun antikor derisiminin saptanmasinin ardindan 0.2 ppm anti AFM1 kaph
yizeylerde en uygun hedef toksin derisimi artan AFM 1 ve non-spesifik OTA
molekiilleri ile aradaki farkin degerlendirilmesiyle gerceklestirilmistir. Sekil 4.4°da bu
caligmaya ait sonu¢ gozlenmektedir. Elde edilen spektrometri verileri
degerlendirildiginde, toksin derisiminin artmasiyla yanitlarinda arttig1 ancak en uygun
ayirimin 0.1 ppm toksin derisimiyle elde edildigi gézlenmistir. Elde edilen sonuglara

gore tayin smir1 (LOD) 0.3 ppb olarak hesaplanmistir. Bu da tasarlanan
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immunosensoriin hem yiiksek secicilikte hem de yiiksek hassasiyette oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.4. 0.2 ppm anti AFM 1 kapli sensor yiizeylerinde artan derisimlerde (A)AFM
1ile (B)OTA ile birlestikten sonra elde edilen elektrokimyasal empedans spektrometri

verileri.

y =351x + 161,53 ve R? = 0,9694 olarak saptanmis buna gore 0.3 ppb LOD
tespit edilmistir. LOD, Rameil ve ark. (2010) gore tespit edilmistir.

4.3. Siit Orneklerinde AFM1 Tespiti

Tiim bu ¢alismalarinin ardindan, elde edilen veriler dogrultusunda ve saptanan
kosullar altinda gergek siit ornekleri ile analizler gegeklestirilmistir. Sekil 4.5°de,
SCPE yiizeylerinde, 0.2 ppm antikor kaplanmadan 6nce ciplak elektrot yiizeyinde
(SCPE), kaplandiktan sonra (anti- AFM1) ve 0.1 ppm AFM1 ve OTA ile etkilesimden

sonra alinan EIS verileri gosterilmistir.
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Anti-FAFR 1 AntiAFML -AFM I AntiAFML -OTA

Sekil 4.5. SCPE sensor yiizeylerinde, anti AFM1 baglanmadan 6nce, sonra ve AFM1
ve OTA ile birlestikten sonra elde edilen elektrokimyasal empedans spektrometri

verileri.

AuNP modifiye edilmis Sensor Yiizeylerinde Siit Orneklerinde AFMI1
Tespiti

Calismamizin diger bir kisminda altin nanopartikiiller (AuNP) kullanilmastir.
AUNP modifiye edilmis sensor yiizeylerinde gergeklestirilen ¢alismada, AuNP
modifiye edilmemis (9A- SCPE) ve edilmis (9B AuNP/SCPE) yiizeylerde farkli siit
ornekleri ile calismalar gerceklestirilmistir. Sekil 4.6°deki veriler degerlendirildiginde,
AUNP modifiye ylizeylerde alinan yiliksek yanitlar ile hassasiyetin oldukga arttigi

gozlenmektedir.

Genel olarak literatiir incelendiginde biyosensor alaninda yapilan ¢aligmalarda
yiiksek hassasiyette, kullanimi kolay, uygun maliyetli, tasinabilir cihazlarin
gelistirilmesi ve gelistirilen sistemin ¢oklu ve siirekli izleme yetenegine sahip olmasi
gerektigi belirtilmektedir. Ayrica, biyosensorler ile yapilan ¢aligmalarda asil amacin
tespit limitini disiirmek oldugu goriilmektedir. Bu amagla pek ¢ok farkli yontem

kullanilarak ¢aligsmalar gerceklestirilmistir.
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AntFAFM1  AntiAFM1-AFM1  AntiAFMI-OTA

Sekil 4.6. AUNP modifiye edilmemis (A) ve edilmis (B) sensor yiizeylerinde, anti
AFM1 baglanmadan 6nce, sonra ve AFM1 ve OTA ile birlestikten sonra elde edilen

elektrokimyasal empedans spektrometri verileri.

Aflatoksin M1 tayinine yonelik yapilan ¢aligmalari incelendiginde; Micheli ve
arkadaglarinin (75, 2005) yaptig1 bir ¢caligmada, perde baskili elektrotlar kullanilarak
siitte aflatoksin M1 tayinine yonelik elektrokimyasal immiinosensor tasarimi
yapilmistir. Bu ¢alismada ilk olarak, spektrofotometrik enzime bagh bir
immiinosorbent deneyi olusturmak i¢in antikor miktarlar1 ve etiketli antijen, tampon
ve pH, her bir adimin siiresi ve sicakligi (6n kaplama, kaplama, baglama ve rekabet
asamalar1) gibi immiinoassay parametreleri degerlendirilip optimize edilmistir.
Geleneksel yontemlerle tespit edilen ayni toksin seviyelerini 6l¢ebilen bir AFM1
immiinosensorii olugturmak i¢cin ELISA sisteminin sadeliginden faydalanilmistir.
Daha sonra elektrokimyasal immiinosensorler, antikorlarin dogrudan ekrana basilmis
elektrotlarin (SPE'ler) ylizeyine dogrudan hareketsiz hale getirilmesi ve serbest AFM1

ile peroksidaz (HRP) enzimiyle konjiige edilmis olanlar arasinda rekabetin
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gerceklesmesine izin verilmistir. Ayrica sistemde, basit bir santrifiijleme asamasini
disinda herhangi bir seyreltme veya baska On islem asamalari olmadan AFM1'in
dogrudan siitteki 6l¢iim yapilmasi en avantajidir. Sonug olarak perde baskili elektrotlar
kullanarak aflatoksin M1’in 25 ppt saptama siirinda ve 30 ila 160 ppt ¢alisma araligi
arasinda Olciilebilir oldugunu gostermistir. Ayrica spektrofotometerik  ve
elektrokimyasal prosediirler kiyaslandiginda elektrokimyasal yontem kullanilarak

daha iyi bir saptama sinir1 ve kisa analiz siiresi elde edilebilmistir.

Parker ve Tothill (76, 2009) bir ¢aligmalarinda, aflatoksin M1 analizi i¢in bir
elektrokimyasal immiinosensoriin gelistirilmesi igin tek kullanimlik perde basikili
elektrot kullanmislardir. Bunun i¢in immiin bilesenleri elektrot yiizeyine immobilize
edildikten ve test formatini optimize ettikten sonra, siitiin sensor tizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Siit matrisinin 6nemli girisime neden oldugu ve kimyasal
fraksiyonlama yoluyla, girisimin temel olarak peynir alti suyu proteinlerinden
kaynaklandig1 goriilmiistiir. Siit numunesine ve yikama tamponuna fazla miktarda
kalsiyam Kkloriir (Dulbucco’s PBS formundaki 18mM) ilave edildiginde, etki
bastirilmis ve 1 g'a kadar lineer algilama araligi ile 39 ng 'ye kadar bir ¢alisma
kalibrasyonu elde edilmistir. Bu nedenle, siit numunelerini metal elektrotlar {izerinde
stabilize etmek igin kalsiyum kloriir kullanilmasi tavsiye edilmistir. Iimmiinosensériin
HPLC ve ELISA teknolojileri ile karsilastirilmasinda ise immiinosensoriin

duyarhiliginin iyi ve bu yontemlere gore daha portatif oldugu bildirilmistir.

Neagua ve arkadaglar1 (77, 2009) calismalarinda aflatoksin M1'in (AFM1)
belirlenmesi i¢in oldukc¢a hassas bir yontem olan dogrudan rekabetci bir tahlile dayali
immiinosensor gelisimi i¢in aralikli nabiz amperometrisine (IPA) bagl tek kullanimlik
cok kanalli mikroplaka kullanarak caligmiglardir. Siit numunelerinde AFM1 igin
elektrokimyasal enzime bagli immiinosorbent analizi (ELISA) prosediirii olusturmak
tizere immiinolojik test parametreleri degerlendirip optimize edilmistir.
Immiinosensérlerin siitte dogrudan toksin analizi igin uygunlugu degerlendirilmistir.
AFM1, 5 - 250 pg mL " caligma aralig1 ve 1 pg mL  tespit siir1 ile Sl¢iilmiistiir. Geri
kazanim degerleri (% 90-105) elde edilmistir. Metod, bu toksinin donmus (-30 ° C)
veya liyofilize (4 ° C) siit numunelerinde 3 aya kadar saklanan geri kazanilmasini

incelemek igin kullamlmstir. ilk toksin kontaminasyon seviyelerine gére olgiilen
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AFML1 konsantrasyonunun anlamli fakat degisken bir azalma oldugunu (>% 50)

bulmuslardir.

Paniel ve arkadaslar1 (78, 2010) c¢alismalarinda, gida iiriinlerinde ultra eser
miktarlarda aflatoksin M1'in (AFM1) tespiti i¢in bir elektrokimyasal immiinosensor
geligtirmistir. Sensor, yabanturpu peroksidazi (HRP) bir etiket olarak kullanan
rekabet¢i bir immiinoassaya dayanmaktadir. Baglanmis ve baglanmamis fraksiyonlari
ayirmak i¢in antikor (anti-AFM1) ile kapli manyetik nanopargaciklar kullanilmistir.
AFM1 igeren 6rnekler, sistem dengeye ulasana kadar sabit miktarda antikor ve izleyici
[HRP'ye (konjugat ile baglantilt AFM1)] inkiibe edilmistir. Rekabet, antijen (AFM1)
ile antikor igin konjugat arasinda meydana gelmektedir. Daha sonra, karisim perde
baski karbon elektrotlarin yiizeyinde toplanmis ve [5-metilfenazinyum metil stilfat
(MPMS)] eklenmistir. Enzimatik cevap amperometrik olarak dl¢tilmiistiir. Standart bir
aralik (0, 0.005, 0.01, AFMI igin standart bir egri elde etmek i¢in ELISA kitinden elde
edilen 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.3, 0.4 ve 0.5 ppb) AFML1 ile kontamine olmus siit
kullanilmistir. Sensoriin algilama hassasiyetini test etmek i¢in ticari siit drnekleri 0.01,
0.025, 0.05 veya 0.1 ppb'de tamamlanmistir. Immiinosensériin, dnerilen AFM1 0.05
ug L-1 (ppb) seviyesinin altinda bulunan diisiik bir tespit limitine 0.01 ppb’ye ve iyi

bir tekrarlanabilirlige sahip oldugu belirlenmistir.

Bu immiinosensor, geleneksel yontemler i¢in bulunanlardan daha iyi veya
karsilastirilabilir bir ¢alisma araligina sahiptir. Yukarida bahsedilen biyosensorler
etiketli biyosensorlerdir ve bu sensorler pahalidir. Bu tez kapsaminda daha ucuz ve
hassas olan etiketsiz biyosensor gelistirilmeye calisilmistir. Sistemimiz, ¢ok fazla 6n
islem agsamalar1 olmadan tek bir santrifiijleme asamasindan sonra AFM1'in dogrudan
siit icinde Gl¢iilmesine izin verir. Metodumuzun bir baska avantaji, analiz sliresinin
kisaltilmis olmasi ve numune hazirlamanin konvansiyonel metotlara kiyasla ¢ok basit
ve hizli olmasidir (6rnegin, HPLC ve ELISA). ileriki ¢alismalarda nanopartikiiller
kullanarak gida maddelerinin sihhi kontroliiniin otomasyonuna izin verecek bir
protokol gelistirerek bu immiinosensorii optimize etmektedir. AFMI1 igin
nanopartikiiller ile optimizasyonu gerceklestirilebilirse, bu test sistemi, bu toksin i¢in
¢ig siit numunelerinin hizl taranmasi i¢in iyi bir yontem olacaktir. Bu immiinosensor,

ucuz, kullanim1 kolay ve otomasyona ¢ok uygun olacaktir.
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Dingkaya ve arkadaslari (79, 2011) ¢alismalarinda, aflatoksin M 1'in tespiti igin
bir DNA biyosensorii tasarimi gergeklestirmislerdir. Bu ¢aligmada aflatoksin M1'i
spesifik olarak baglayan tiyol ile modifiye edilmis tek zincirli bir DNA (ss-HSDNA)
probunu hareketsizlestirmek icin, SAM iizerindeki kendiliginden birlestirilmis bir
sisteamin ve altin nanoparcacik tabakasi altin elektrotlar iizerinde tabaka tabaka
hazirlanmistir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve siklik voltammetri
(CV) teknikleri yardimiyla sistemin, altin nanopartikiiller ve ss-HSDNA'nin montaj
islemleri izlenilmistir. Elektrokimyasal oOl¢limler i¢in redoks sondasi olarak
Ks[Fe(CN)es] / Ka[Fe(CN)s] ¢ozeltisi kullanilmistir. Biyosensor, aflatoksin M1'in
konsantrasyon araligr 1-14 ng / mL, standart sapmasi ise = 0.36 ng / mL olarak

bulunmustur. Son olarak, biyosensor bir dizi gercek siit drnegine de uygulanmistir.

Bacher ve arkadaslari1 (80, 2012), siitte aflatoksin M1'in (AFM1) tespiti igin
giimiis (Ag) tel elektroduna dayanan oldukca hassas ve secici bir etiketsiz
impedimetrik immiinosensor yapilmistir. Sensor, AFMI1'in segici monoklonal
antikorlar1 ile birlestirilmis Ag telinin, kendiliginden monte edilmis mono tabakalari
vasitasiyla islevsellestirilmesiyle olusturulmustur. Antijen-antikor etkilesimi, 10 mV
uygulanan ac potansiyelindeki frekans araligindaki (1-100 Hz) empedansa bakilarak
Olgtilmiistiir. AFM1 i¢in analiz siiresi 20 dakikadir ve dogrusal ¢alisma araligi 6.25—
100 pg mL™°dir. Sensér hassasiyetinin, 6.25 pg mL * kantitatif limiti ve 1 pg mL*
saptama limiti ile her on yilda yaklasik % 2.1 empedans degisimi oldugunu
bulmuglardir. Siit 6rneklerinde SD = 1.13 ve R2 = 0.982 ile iyi geri kazanimlar elde

edilmistir.

Nguyen ve ark. (81, 2013) ¢alismalarinda, AFM1 tespiti icin FesOs / PANI
bazli elektrokimyasal aptasensor gelistirilmis ve karakterize edilmistir. Manyetik
nanopartikiillerin sinyal giiglendirme rolleri nedeniyle analitik ¢ekici olarak
kullanmaktadir. Ayrica ¢aligmada, Fe3Os igeren polianilin (FesOs / PANI) filmi,
AFM1 elektrokimyasal biyosensorii i¢in hassas film olarak birbirine bagli elektrot
(IDE) iizerinde polimerize edilmistir. Algilama platformunda bir afinite yakalama
reaktifi olarak immobilize edilmis aptamerler ve sinyal amplifikasyon elemani i¢in
manyetik nanopartikiiller kullanilmistir. Fe3O4 / PANI arayiiziinde aptamer-AFM1'in
etiketsiz ve dogrudan tespiti, dongiisel ve kare dalga voltametreleri ile elde edilen

elektrokimyasal sinyal degisimi ile yapilmistir. Basitlestirilmis bir stratejiyle, bu
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elektrokimyasal aptasensér AFM1'e 6-60 ng.L™! araliginda ve 1.98 ng. L™ saptama
siirinda ¢ok iyi hassasiyet gostermektedir. Sonuglar, diger biyomedikal uygulamalar

icin uygun maliyetli aptasensorleri tasarlamanin yolunu agmaktadir.

Kanungo ve arkadaslar1 (82, 2014) calismalarinda, siit tiriinlerinde aflatoksin
M1 (AFM1) ve aflatoksin M2 (AFM2) analizi i¢in empedansa dayali etiketsiz algilama
teknigini incelemistir. Antijen-antikor etkilesiminden kaynaklanan empedans
degisikligi, giimiis (Ag) telden yapilan iki elektrotlu bir kurulum kullanilarak
incelenmistir. Yogurt ve aromali siit 6rnekleri gibi islenmis siitiin (akis tabanli bir
diizende) analizi yapilmistir. Analitlerin (AFM1 ve AFM2) enjekte edildigi ve
empedansin islevsellestirilmis Ag tel elektrotlar kullanilarak 6l¢iildiigii akis sistemini
olusturmak i¢in iki mikro akis pompast kullanilmistir. Akis sistemi, empedans
Olctimleri i¢in reaksiyon hacmini optimum tutmak i¢in hem giris hem de ¢ikis
akislarin1 ayarlayarak optimize edilmistir. Bode grafigi kullanilarak, matris etkisi,
cesitli matrislerde AFM1 ve AFM2'nin saptanmasi i¢in arastirilmistir. 1-100 pg / mL
araliginda diisiik AFM1 konsantrasyonlarinda bile iyi geri kazanimlar elde edilmistir.
AFM2'nin AFM1'in tespiti iizerindeki etkisi de arastirilmistir. Onerilen yontem, siit

iriinlerindeki bu tiir zararl1 toksinlerin ¢gevrimigi izlenmesi i¢in iyi bir kapsam saglar.

Istamboulié ve arkadaslar1 (83, 2016) yapmis oldugu caligmada siitte aflatoksin
MZl'in (AFM1) DNA-aptamer tanima ve elektrokimyasal empedans spektroskopi
tespiti esasina dayanarak belirlenmesi i¢in bir aptasensor tasarlanmistir. Algilama
yiizeyinin diazonyum aktivasyonundan sonra aptasensor gelisiminin her basamagini
karakterize etmek ic¢in ferri/ferrosiyaniir redoks probu varliginda doniisiimlii
voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi kullanilmistir. Aptamer
AFM1 etkilesimi, 2-150 ng/L (LOD =1.15 ng/ L) araligindaki tampon i¢inde AFM1'in
belirlenmesine izin vererek, elektron transfer direncinde bir artisa neden olmustur. Siit
analizine uygulama 6n muamelenin zorunlu oldugunu goéstermistir. 0.2 pm'lik bir
PTFE membrandan yapilan basit bir filtrasyon, siitte AFM1'in 20 ila 1000 ng / kg
arasinda degisen konsantrasyonlar icin belirlenmesine olanak saglamistir. Bu
performanslar Avrupa Birligi'nde yetiskinler icin siit ve siit tiriinleri (50ng / kg) ve

bebekler (25ng / kg) igin belirlenen AFM1 seviyeleri ile uyumludur.
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Guo ve arkadaslar1 (84, 2016) tarafindan yapilan ¢alismada es zamanli olarak
20 dakika i¢inde siit iirinlerinde melamin ve aflatoksin M1 gibi farkli bilesikleri
belirlemek i¢in kompleks diizlemsel dalga kilavuzu floresan immunosensorler
(MPWEFI) dayanan etkili bir izleme yontemi kurulmustur. Tiim tanimlama sistemi az
miktarda numune ile yliksek hassasiyette hem nitel hem de nicel veriler elde edilmistir.
Ancak, bu teknik 6zel ekipman kullanarak karmasik etiketleme sistemi gerekmektedir.
Gida gilivenligini ve ¢evreyi koruma amaciyla gida ve yem hammaddelerinin
kirleticileri ve kimyasallar1 es zamanli izlenilebilmesi i¢in teknolojinin en iyi sekilde

kullanilmasi gerekmektedir.

Guo ve arkadaslar1 ayrica bu ¢aligmalarinda, aflatoksin M1 ve melaminin hizl,
hassas ve eszamanli tespiti ve nicellestirilmesi i¢in multipleks diizlemsel dalga
kilavuzu floresan immiinosensorii (MPWFI) ile dolayli bir rekabet¢i immiinolojik test
sunmaktadir. Uygun lojistik korelasyona sahip ¢ift kanalli standart egriler (R2> 0.99)
sirastyla ¢izilmistir. Caligma araliklari (sirasiyla 0.073-0.400 ng / mL ve 26.38- 270.00
ng / mL) ve ayn1 anda iki analit tespit edildiginde tespit sinir1 (sirasiyla 0.045 ve 13.37
ng / mL) hesaplanmistir. Her iki sonu¢ da mevcut yontemin diger bazi standart
yontemlerden daha iyi oldugunu gostermek icin WHO tarafindan belirlenen
maksimum miktarlarla karsilastirilmistir. Ger¢ek numunelerdeki geri kazanim oranlari
% 85 ile % 103 arasinda degismistir, goreceli standart sapmalarda %1.3 ile % 6.5

arasindadir ve bu da yliksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik gostermistir.

Karczmarczyk ve arkadaglar1 (85, 2017) ¢alismalarinda, etiketli bir enzim
(alkalin fosfataz) ile modifiye edilmis perde baskili altin eletrotlar (AuSPE) kullanarak
voltametrik algilama yontemi ile AFM1 ve OTA tayini arastirilmigtir. Tasarlanan
biyosensore, numune ekstraktinin 6n islemine veya on konsantrasyonuna gerek
kalmadan kirmizi sarap ve siit numunelerinde 6lgiimler yapilmistir. Analitik sinyal,
genis bir calisma dogrusal araliginda toksin konsantrasyonuyla orantilidir ve ng mL™

diizeylerinde tespit limiti belirlenmistir.

Jalalian ve arkadaslarinin (86, 2018) ¢alismalarinda, AFML1'in hassas ve segici
tespiti icin elektrot ylizeyinde AuNP'lerin hedef kaynakli immobilizasyonuna ve
redoks probu olarak metilen mavisine dayanan bir elektrokimyasal aptasensor

hazirlanmiglardir. AFM1 aptamerinin (Apt) AFM1 varliginda ve yoklugunda yapisal
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degisimi, AFM1'in saptanmasi i¢in elektrokimyasal aptasensoriin duyarliligini ve
seciciligini Onemli Olciide arttirmistir. Apt'nin yapisinin  AFM1 varliginda ve
yoklugunda ve ayrica negatif yiiklii AuNP'lerin konformasyonel degisimi, AFM1'in
yiiksek hassasiyet ve segicilik ile saptanmasina neden oldugu belirlenmistir. AFM1'in
yoklugunda, Apt'nin firkete yapist saglam oldugu bdylece, zayif bir tepe akimi elde
edilmistir. Bununla birlikte, AFM1'in eklenmesi Apt'nin firkete yapisin1 degistirmis
boylece, CS-modifiyeli AuNP'ler elektrot yiizeyinin yakinligina yaklasmis ve redoks
ajani olarak metilen mavisi eklenmesi tizerine gii¢lii bir akim sinyali kaydedilmistir.
Aptasensdr, AFM1'in 0.9 ng/L saptama limitiyle belirlenebilmistir.  Uretilen

aptasensor, serum ve siit 6rneklerinde AFM1'i iyi tanimlayabilmistir.

Yiiksek hassasiyet, diisiik maliyetler (ucuz ve tek kullanimlik SPE kullanimi
ve reaktiflerin bir damlacik hacmine indirgenmesi, reaktiflerin hacmine indirgenmesi),
kisa analiz siiresi gibi 6zellikler iyi tasarlanmis bir biyosensoriin dzellikleridir. Bu
caligmada tasarlanan biyosesoriin tayin sinirt AFMI igin (LOD) 0.3 ppb olarak
hesaplanmustir. Ulkemizde ve Avrupa Birligi nde siitteki AFM1’in maksimum miktari
0.05 ppb (0.025 ppb bebek gidalarinda) olarak belirtilirken Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) bu toksinin maksimum miktarini miktarinin 0.5 ppb (0.25 ppb bebek
gidalarinda) olarak belirtmistir. Bu tez ¢calimasinda tasarlanan biyosensor ile FDA’ nin
belirledigi sinirlar dahinde hem yiiksek secicilikte hem de yiiksek hassasiyette analizin
gerceklestirilebilecegi belirtilebilir. Ancak Ulkemizde ve Avrupa Birligi’nde kabul
edilen degerler diisiiniildiigiinde biyosensoriin  tespit limitinin  distriilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle biyosensoriin tespit limitini diigiirmek i¢in nanopartikiiller
kullanarak ucuz, kullanimi kolay ve otomasyona uygun bir protokol gelistirerek
immiinosensor tasarimi i¢in optimizasyonun yapilmasi gerekmektedir. Eger AFM1
icin nanopartikiiller ile optimizasyonu gergeklestirilebilirse, ¢ig siit 6rneklerinde bu

toksin tayini i¢in iyi bir yontem olacaktir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan caligmada aflatoksin M1’in spesifik antikor molekiilii ile antijenik
aflatoksin M1’in birlesmesinin elektrokimyasal olarak algilanmasma dayanan,
aflotoksin M1’in tayinine yonelik bir immunosensdr tasariminin olusturulmasi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda aflatoksin M1 tayinine iliskin gelistirilen
immunosensorlerde tglii elektrot sistemine dayanan elektrokimyasal empedans
spektroskopi yontemi tercih edilmistir. Tasarimi amaglanan immunosensorlerin
secicilik tayininde okratoksin A materyali kullanilmistir. Tasarlanan biyosensoriin
seciciligi, sensOr yiizeylerine aflatoksin M1 secici antikorun, aflatoksin M1

baglanmasi ve diger molekiile olan affinitesi arasindaki farka gore belirlenmistir.

Calismada oncelikle Anti AFM1 ile kaplanan elektrot yiizeylerinin toksinlerle
etkilesimine bakilmistir. Oncelikle hedef molekiil AFM1 ve segicilik kazandiran OTA
molekiilii ile etkilesim direncleri incelenmis ve immunosensdriin en yiiksek direnci
AFM1 hedef molekiiliinde gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuca dayanarak tasarlanan

immunosensoriin AFM1’e spesifik oldugu kanisina varilmistir.

Ardindan sensor yiizeylerine yabanci bir molekiil veya yapinin baglanmamasi
icin blokaj c¢alismalart yapilmistir. Bunun i¢in blokaj c¢alismalarinda BSA
kullanilmistir. Daha sonra BSA ile kaplanan ve kaplanmayan yiizeylerin yanitlari
degerlendirilmistir. Bulgulara gére AFM1 /OTA etkilesimlerinin BSA kaph
yiizeylerde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir ve blokaj isleminin bu ¢aligma i¢in 6nemi

vurgulanmigtir.

Genel olarak biyosensor tasarlamamizda gerekli 6zelliklere bakildiktan sonra
biyosensorlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri olan maliyetin diislik olmasi i¢in derisim
degerlerinin belirlenmesi ¢alismalarina ge¢ilmistir. Clinkii derisim degerleri ne kadar

az olursa yapilan ¢aligmanin maliyeti o kadar az olacaktir.
Calismamizda ilk olarak AFM1 uyumlu olan antikor derisimine bakilmistir.

Calismada kullanilan tek kullanimlik perde baskili elektrotlar ile en uygun antikor

derisimi 0.2 ppm olarak belirlenmistir.
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Antikor derisimini belirledikten sonra toksin derigimlerini belirleme
calismalar1 yapilmistir. Elde edilen spektrometri verileri degerlendirildiginde ise
toksin derigiminin artmasiyla yanitlarinda artti§1 ve en uygun ayirimin 0.1 ppm toksin

derisimiyle elde edildigi gézlenmistir.

Yapilan tiim derisim ¢aligmalarindan sonra elde edilen sonuglara gore tayin
siirt1 (LOD) 0.3 ppb olarak hesaplanmistir. Bu da tasarlanan immunosensdriin hem

yiiksek secicilikte hem de yiiksek hassasiyette oldugunu gostermektedir.

Optimizasyon deneyleri sonrasinda gercek siit numuneleriyle yapilan analizde
ise 0.2 ppm anti AFMI1 kapli sensor yiizeylerin AFMI1 ile birlesimi sonrasinda
konsantrasyon artisi ile birlikte yiiksek yanitlar elde edilmistir. Benzer sekilde Anti
AFM1- AFMI1 birlesimi, gergek siit numunelerinde en yiiksek hassasiyeti gosteren
bulgular1 igermistir.

Calismanin son bolimiinde kullanilan altin nanopartikiiller ile hassasiyet
Olclilmiis, AuNP modifiye edilmis ve edilmemis sensor yilizeyleri farkli siit
numuneleriyle degerlendirilmistir. Analizler sonucunda AUNP modifiye yiizeyin

yanit1 daha yiiksek bulunmus ve hassasiyetin oldukga arttig1 gézlenmistir.

Diinyanin her yerinde siit ve siit iiriinleri insanlar tarafindan siklikla
tiketilmektedir. Fakat siit ve siit Uriinlerindeki aflatoksin M1 varligi ise saglik
acisindan 6nemli risk teskil etmektedir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde halk
saglhigr acisindan aflatoksinlerin toksikleri kanserojenik ve mutajenik etkileri tehdit
edebilecek seviyelerde bulunmaktadir. Ayrica siit lirlinlerinin 6zellikle bebekler ve
yetisme ¢agindaki ¢ocuklar tarafindan fazlaca tiiketilmesi ileride yasanabilecek saglik
sorunlarini gz oniinde bulunduruldugunda aflatoksin M1 konusunun ne kadar 6nemli

oldugu gozler oniine serilmektedir.

Halk sagligi agisindan 6nemli olan bu konuda ilk alinacak 6nlem ise yemlerde
olusan aflatoksinlerin kontrol altina alinabilir hale getirilmesidir. Siitlerde olusan
AFM1 miktarinin en aza indirgenmesi i¢in yemlerde AFM1’in olusumuna sebep olan
AFB1 olusumunun engellenmesidir. Ciinkii siitlerdeki AFMI1 pastorizasyon,

sterilizasyon gibi 1s1l islemlerden etkilenmemektedir. Kimyasal ve biyolojik yollarla
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detoksifikasyon iglemlerinin ¢ok etkili ve uygun olmamasindan dolay1 yapilacan en
Oonemli islem yemlere kiif bulagmasinin ve aflatoksin iiretmelerinin 6nlenmesi i¢in
calismalar yapilmasi daha 6nemlidir. Ulkemiz kiiflerin gelisip toksik iiretmesi igin
gerekli sicaklik ve neme sahip oldugu i¢in hayvanlarin tiikettigi yemlerde aflatoksin
tiretimini engellemek icin treticiler bu konu hakkinda bilinglendirilmelidir. Ayrica
gerekli resmi kuruluglar tarafindan diizenli olarak da bu aflatoksinler hakkinda
bilgilendirme c¢aligmalarinin yapilmasi1 gerekmektedir. Boylelikle kiiflerin aflatoksin
iretmelerine izin verilmeden alinan Onlemler, siit ve siit Uriinlerindeki AFM1
varligiin siklig1 ve seviyesinin azaltilmasinda en 6nemli ve en ucuz maliyetli ¢6ziim

yolu olacaktir.

Siit ve siit tirlinleri liretim zinciri; mikotoksinler, ila¢ kalintilar1 ve patojenleri
iceren mikrobiyolojik ve kimyasal gida giivenligi sorunlarina sahne olan ¢esitli tehlike
kaynaklarmi igermektedir. Bu tehlikeler bir¢ok analitik metotla belirlenebilirken,
giiniimiizde bu metotlarin 6l¢iim stiirelerinin kisa olmasi, az miktarda numune
gerektirmesi, otomasyon kolayligi ve yiiksek duyarliliga sahip olmasi arzu

edilmektedir.

Mikrobiyolojik analizlerde farkli cesitleri bulunan biyosensdrler, kompleks
yapidaki numunelerde ekstra bir islem uygulamadan kullanim olanag: saglamaktadir.
Ozellikle gidalarda  patojenlerin  belirlenmesi  isleminde  elektrokimyasal
biyosensorlerin yiiksek duyarlilik, hiz, diisiik maliyet ve kiigiik isletmelere uygun olma

seklinde avantajlar1 bulunmaktadir.

Bu caligmada tasarlanan biyosensoriin tespit limitinin diisliriilmesi amaciyla
ileriki ¢alismalarda immiinosensoriin gelistirilmesi igin nanopartikiiller kullanarak

optimizasyon ¢alismalarinin yapilmasi uygun olacaktir.

Nanopartikiillerin en biiyiik 6zellikleri olan yiiksek yiizey alani:hacim orani
sayesinde nanopartikiillerle modifiye edilmis elektrotlarin yiizey alanlar1 artmakta ve
daha etkin immobilizasyon yapilabilmektedir. Nanopartikiiller ayrica elektron transfer

hizini da arttirarak duyarliligi arttirmakta ve tayin limitini diistirmektedir.
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Nanopartikiiller ile optimizasyon calismalar1 yapildiktan sonra gelistirilecek
immiinosensoriin - ¢ig siit numunelerinde AFM1’in daha hizli taranmasim
gergeklestirebilir.  Gerekli g¢alismalar1  yaptiktan sonra  gelistirilecek  son

immiinosensor, kullanimi kolay, ucuz ve otomasyona ¢ok daha uygun olacaktir.

Projemizde tasarlanan immiinosensor, rutinde uygulanan pahali ajanlar ve daha
fazla zaman gerektiren enzime dayali immunoassay teknikleri ve kromotografi
tekniklerine alternatif olarak daha ucuz, direkt ve daha diisiik tayin sinirli analiz
saglamaya yonelik bir adim olmustur. Ayn1 zamanda tasarimi yapilmis olan sistem,

gida giivenligini tehdit eden diger toksinlerin analizlerine de temel alinabilir.
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