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ÖZET 

Bu çalıĢmada, balık eti tazeliğinin tespiti için yeni bir amperometrik biyosensör geliĢtirildi. 

Bu amaçla, platin levha üzerinde pirolün sodyum dodesilbenzen sülfonatlı ortamda 

elektropolimerleĢmesi ile polipirol/sodyum dodesilbenzen sülfonat film hazırlandı. Ksantin 

oksidaz ve ürikaz enzimleri, polipirol/sodyum dodesilbenzen sülfonat film içine tutuklama 

yöntemiyle immobilize edildi. Balık tazeliğinin tayini, hazırlanan enzim elektrodun 

yüzeyinde gerçekleĢen enzimatik tepkime sonucu oluĢan hidrojen peroksitin 0,40 V‟da 

yükseltgenmesine dayanarak yapıldı. Biyosensörün balık tazeliğinin tayini için1,0x10
-7 

M 

– 1,0x10
-6

M çalıĢma aralığı tayin edildi. Hazırlanan biyosensörün cevabına pH‟nın ve 

sıcaklığın etkisi araĢtırıldı. Biyosensörün tekrar kullanılabilirliği ve raf ömrü belirlendi. 

Hazırlanan biyosensörle balık eti numunelerinde hipoksantin tayini yapıldı. Biyolojik 

ortamda olabilecek giriĢimlerin biyosensörün cevap akımına etkileri incelendi.   
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ABSTRACT 

In this study, a new amperometric biosensor for determination of fish freshness has been 

developed. For this reason, polypyrrole-sodium dodecyl benzene sulphonate films have 

been prepared on the platinum electrode by the electropolymerization of pyrrole in the 

presence of dodecyl benzene sulphonate. Xanthine oxidase and uricase enzymes have been 

immobilized in polypyrrole-sodium dodecyl benzene sulphonate via the entrapment 

method. Determination of fish freshness was performed by increasing the level of 

hydrogen peroxide up to 0.40 V as a result of a enzymatic reaction occurred at the surface 

of enzyme electrode prepared. For determination of fish freshness of the biosensor,1,0x10-7 

M –1,0x10-6  M a working range was designated.In the response of the biosensor, the effect 

of pH and the temperature was investigated. Reusability and shelf-life of the biosensor 

were determined.Hypoxanthine determination was carried out on fresh of fish by means of 

the biosensor prepared. The effects of interventions to be occurred in the biological 

environment to the biosensor‟s response flow were examined.  
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1. GĠRĠġ 

Balıklar, et kalitelerinin ve besin değerlerinin yüksekliği nedeniyle özellikle son yıllarda 

oldukça fazla tercih edilen gıdalardır. Ancak, sahip oldukları biyolojik kompozisyonları 

nedeniyle çok çabuk bozulurlar. Bunun yanına bir de uygun olmayan muamele ve 

depolama Ģartları eklendiğinde tüketicilere ulaĢmadan önce balıkların büyük bir kısmı 

bozulmaktadır. Balıklarda bozulmaya, avlama sonrası baĢlayan mikrobiyal, enzimatik, 

kimyasal ve fiziksel reaksiyonlar neden olmaktadır [1].   

Balık öldüğü zaman vücut savunması da durur. Balıkların solungaçlarında, bağırsaklarında 

ve derisinde bulunan mikroorganizmalar ile doğal olarak bulunan enzimlerin faaliyetleri 

sonucu balık muhtevasında önemli değiĢmeler olur. Sonuçta balığın lezzeti, kokusu, 

görünüĢü ve tekstüründe bozulmalar meydana gelir [2].  

Balık ölümü sonrasında kas dokuda ATP sırasıyla ADP, AMP, inosin monofosfat ( IMP) , 

inosin ve hipoksantine dönüĢmektedir.  

 

ġekil 1.1. Balık ölümü sonrasında kas dokuda ATP nin hipoksantine dönüĢümü [4] 
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Kas dokusunun parçalanması sonucu oluĢan ürünlerin miktarları belirlenerek verilen bir 

sürede balığın tazelik durumu belirlenebilmektedir. Balıktaki hoĢ tatta inosin mono fosfat 

önemli bir faktörken, depolama esnasında biriken hipoksantin/ksantin ise balığın kötü tat 

ve kokusundan sorumlu olmaktadır. Bu nedenle hipoksantin balıkta tazelik göstergesi 

olarak uzun yıllardan beri kullanılmaktadır.  

Hipoksantin ((C5N4OH4), MA: 136,11); nükleik asit metabolizmasının ara ürünlerinden 

azotlu bir pürin bazıdır [5]. Hipoksantin biyolojik materyallerde adenin nükleotidinin 

yıkımının ana ürünü olarak biyolojik dokularda birikir. Bir balık öldüğü ya da yakalandığı 

anda bozulma baĢlar. Balık kasındaki nükleotidler balık ölünce yıkıma baĢlar ve sonrasında 

da devam eder. BaĢlangıçta balık kasında adenozin-5-trifosfat (ATP) parçalanır. Sonuçta 

adenozin-di-fosfat (ADP) oluĢur, sonra bu ürün adenozin-5-mono fosfat (AMP), inosin-5-

monofosfat (IMP), inosin (HxR), hipoksantin (Hx), ksantin (X) ve ürik asite parçalanır. 

Balıktaki hoĢ tatta inosin mono fosfat önemli bir faktörken, depolama esnasında biriken 

hipoksantin/ksantin ise balıktaki kötü tatta önemli bir faktördür.   

Ksantin oksidaz enziminin katalizlediği, hipoksantinin oksijenli ortamda ksantin ve 

hidrojen perokside dönüĢmesi reaksiyonu, balık kasındaki genel reaksiyonda oran 

belirleyici adım olarak tespit edilmiĢtir. Bu yüzden inosin ve/veya hipoksantin 

konsantrasyonu balık tazeliği belirleyicisi olarak kullanılabilmektedir. Mevcut hipoksantin 

miktarı tayini gıda endüstrisinde et tazeliği tespitinde ve insan vücudunda bazı patolojik 

proseslerde sıklıkla kullanılmaktadır. Bu yüzden hipoksantinin miktar tayini gıda 

endüstrisinde balık ve diğer balık ürünlerinin kalite kontrolü için önem taĢımaktadır.  

Hipoksantin miktarını ölçebilmek için spektrofotometri, kromatografi ve elektroforez gibi 

yöntemler mevcuttur. Bu metotların bazıları analiz öncesi hazırlık süreci, bazıları karmaĢık 

olması ve bazıları da uzun sürmesi nedeniyle zahmetli metodlardır. Elektrokimyasal 

biyosensörler, Hx miktar tayininin daha basit ve daha hızlı yapılmasına olanak 

sağlamaktadır [10]. Her ne kadar biyolojik örneklerde bulunan elektrokimyasal aktif 

interferansların oksidasyonuyla bir akım meydana gelse de; elektrokimyasal enzim 

sensörlerinde, enzimlerin hedef molekülleri spesifik olarak tanımasıyla reaksiyon oranında 

bir akım oluĢmasına yol açarlar. Bu yüzden bu tip biyosensörler substrat tespitini etkin ve 

seçici bir Ģekilde yaparlar. Birçok elektrokimyasal sensörde enzim, substratın 

oksidasyonunu katalizleyen bir oksidazdır. Algılama prosesinde elektron alıcı, katalitik 
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bölgeden elektroda gidip-gelen elektronları kullanır. Birçok enzimin doğal elektron 

akseptörü olduğu için, elektron alıcı olarak genellikle oksijen kullanılır[18]. 

ÇalıĢmamızda balık tazeliği tespiti için, hipoksantine duyarlı, amperometrik esaslı yeni bir 

biyosensör hazırlandı. Bu amaçla platin levha üzerine polipirol-sodyum dodesilbenzen 

sülfonat (Pt/PPy-DBS) filmi pirolün elektropolimerleĢtirilmesiyle hazırlandı. Ksantin 

oksidaz (KO) ve ürikaz (U) enzimleri hapsetme yöntemiyle elektrot yüzeyine immobilize 

edilerek, Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörü hazırlandı.    

Bu çalıĢma hipoksantin tayini, hipoksantinin enzimatik reaksiyonlar sonucu allantoine 

oksidasyonu ile oluĢan hidrojen peroksitin  +0,4 V‟da yükseltgenmesi esasına dayanılarak 

yapıldı. Biyosensör için en iyi çalıĢma koĢulları ve performansını etkileyen faktörler 

araĢtırıldı. Biyosensörün tekrar kullanılabilirliği ve raf ömrü incelendi. Biyosensör 

yüzeyinin morfolojik yapısı SEM, AFM, yüzey temas açısı, profilometre gibi yöntemlerle 

karakterize edildi. Gerçek numune karĢısındaki davranıĢına bakıldı. Bu amaçla balık 

numuneleri hazırlanarak, numunedeki hipoksantin miktarı tayin edildi. Balık numunesinin 

+25
o
C oda sıcaklığı ortamında, numunenin +4 

o
C sıcaklıktaki buzdolabı ortamında ve -20 

o
C „de derin dondurucu ortamında belirli sürede bekletilmesi sonucu dokudaki hipoksantin 

miktarı değiĢimleri gözlendi ve karĢılaĢtırıldı. 

Hazırlanan Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörü üzerinde meydana gelen reaksiyonlar aĢağıda 

verilmiĢtir: 
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ġekil 1.2. Enzimatik reaksiyonlar sonucu oluĢan hipoksantin, ksantin ve ürik asitin halkalı 

yapıları 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Enzimler 

Enzimler canlı organizmalarda kimyasal reaksiyonları katalize eden ve hiçbir yan ürün 

oluĢmasına fırsat vermeden % 100‟lük bir ürün verimi sağlayan biyolojik katalizörlerdir. 

Katalitik RNA moleküllerinin (ribozimler) küçük bir grubu hariç olmak üzere, bütün 

enzimler protein yapısındadır. Proteinlerin en büyük ve en çok özelleĢmiĢ grubunu teĢkil 

ederler. 

Canlıları oluĢturan moleküller, yani biyomoleküller kinetik yönden oldukça kararlı olup 

kendiliğinden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hücredeki tüm kimyasal olaylar enzimler 

aracılığıyla gerçekleĢtirilir. Biyomoleküllerin kararlılığı Ģu önemli sonucu sağlamaktadır: 

hücre içinde enzim olmayan reaksiyon hemen hemen vuku bulmaz, kendiliğinden meydana 

gelmez. Bunun anlamı, enzimler protein yapısında olduğu ve DNA seviyesinde 

düzenlenip, kontrol edilmektedir demektir. Buradan, enzimleri sadece katalizör özelliği ile 

nitelemenin eksik bir tanımlama olacağı anlaĢılmaktadır. Gerçekten bu moleküller, bir 

hücreyi diğerlerinden farklı kılan özelliklere ait bilgilerin DNA‟dan aktarılmasının en 

önemli araçlarıdır. 

Ġnsanlar binlerce yıl öncesinden bu yana bira ve ekmek yapımı gibi ilk biyoteknolojik 

çalıĢmalarla aslında enzimlerden yararlanmıĢlardır. Buna karĢılık enzimler hakkında 

bilimsel denebilecek araĢtırma ve bulgular ancak geçtiğimiz yüzyılda görülmeye 

baĢlanmıĢtır. 1783 yılında Spallanzani‟ nin atmaca mide suyunun eti çözebileceğini 

bulması, 1811 yılında Kirrchoff‟ un buğday niĢastasının zamanla dekstrin ve diğer 

bileĢiklere dönüĢtüğünü belirlemesi enzimoloji konusundaki ilk çalıĢmalar olarak 

gösterilebilir [9]. 

Kataliz olayı ile ilgili önemli ilk denemeler 1760-1825 yılları arasında midedeki enzimatik 

sindirim üzerinde yapılmıĢtır. Belirli bir enzim üzerindeki ilk çalıĢmayı 1835 yılında 

Ġsveçli bir kimyager olan S.S. Berzelius gerçekleĢtirmiĢ, diastazın niĢastayı in vivo olarak 

sülfürik asitten daha yüksek verimle hidrolizlediğini göstermiĢtir. 1860 yılında L. Pasteur 

fermantasyon olayının enzimlerce yürütüldüğünü deneylerle ispat etmiĢ, bu yüzden 

enzimler için ferment terimi kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Fakat Pasteur enzimlerin yalnız 
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canlı hücre yapısı içerisinde görev yapabildiklerini zannetmiĢtir. Enzimoloji alanında 

Ģüphesiz en önemli geliĢme 1926 yılında, J.B. Summer‟ın üreaz enzimini “Jack Beané” 

bitkisinden elde edip kristallendirdikten sonra protein yapısında bir bileĢik olduğunu ortaya 

koymasıdır. Önceleri Ģüphe ile karĢılanan bir sonuç, 1930-1936 yılları arasında J. 

Northrop‟un pepsin, tripsin ve kimotripsin enzimlerini kristallendirmesi ve protein 

yapısında olduklarını kesin olarak ortaya koymasıyla doğrulanmıĢtır. Bugün yaklaĢık 

olarak 2000 kadar enzim tanımlanmıĢ, birçoğu saf halde elde edilip kinetikleri incelenmiĢ 

ve 200‟den fazlası da kristallendirilmiĢtir. Ancak yapılan genetik çalıĢmalar daha tespit 

edilmemiĢ birçok enzim varlığını göstermektedir [8]. 

Enzimler, gerekli koĢulların sağlanması durumunda doğal ortamlarının dıĢında pek çok 

alanda kullanılabilmektedirler. Bu nedenle enzimlerin yapı ve fonksiyonlarını, kataliz 

mekanizmalarını ve enzimlerin katalizlediği her türlü metabolik ve biyokimyasal 

reaksiyonların neden ve nasıl gerçekleĢtiğini inceleyen enzimoloji bilim dalı, baĢta 

biyokimya ve moleküler biyoloji olmak üzere mikrobiyoloji, genetik, tıp, biyoteknoloji, 

farmakoloji ve toksikoloji gibi bilim dalları ve çeĢitli endüstriyel alanlar için büyük önem 

taĢımaktadır. 

2.1.1. Enzimlerin yapısı ve özellikleri  

Enzimler protein yapılı biyolojik katalizörlerdir. Enzimin protein yapısının yanında enzime 

aktiflik kazandıran gruplar vardır. Enzimin protein kısmına apoenzim, protein olmayan 

parçasına kofaktör denir. Apoenzim ve kofaktörün oluĢturduğu aktif yapıya da haloenzim 

denir. Kofaktör arasında metal iyonları ve organik yapıda olan koenzimler yer alır. Sıklıkla 

karĢılaĢılan metal iyonları Zn
2+

,Fe
2+

 ,Mg
2+

, Mn
2+

 , koenzimler ise NAD
+
, FAD‟ dır. 

Enzimler sadece bir substrata veya aynı fonksiyonlu grubu olan substrat serisine karĢı 

etkindir. Enzim reaksiyonlarında yan ürünler meydana gelmez. Enzim molekülü büyük 

olmasına karĢın, substrat enzim molekülünün her yerine değil aktif merkez denilen özel bir 

yerine bağlanır ve biyokimyasal reaksiyonlar burada meydana gelir. Aktif merkezde 

substratın birleĢme yüzeyine uygun amino asit dizileri bulunmaktadır ve aktif merkez 

substratı bağlayarak bir enzim-substrat kompleksi meydana getirir; ardından oluĢan 

kompleks ürüne dönüĢtükten sonra enzim üründen ayrılır (ġekil 2.1). 
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ġekil 2.1. Bir substrat molekülünü bağlayan bir aktif bölgeli enzimin Ģematik 

olarakgösterilmesi 

Enzimle katalizlenen reaksiyonların hızı kimyasal olanlara göre 103 – 108 kere daha 

fazladır. Tipik olarak, her enzim molekülü saniyede 100- 1000 substrat molekülünü ürüne 

çevirme yeteneğine sahiptir. Enzim aktifliği düzenlenebilir. Yani, enzimler ürün oluĢum 

hızı ve hücrenin ihtiyacını karĢılayacak Ģekilde aktive ve inhibe edilebilirler [8]. 

2.1.2. Enzimlerin görevi 

Enzimler, ilgili reaksiyonları ılıman koĢullarda çok hızlı ve spesifik bir biçimde 

katalizleyebilmektedirler. Enzim reaksiyonlarında substrat ürüne dönüĢürken enzim-

substrat kompleksi üzerinden geçtiği kabul edilir. Aktif merkezin substrata çok uygun 

geometride olması uygun yön ve açıda bulunması, enzimlerin substrat kompleksinin 

oluĢmasını çok kolaylaĢtırır ki; etki reaksiyon serbest enerji (ΔG) değiĢiminin yaklaĢık 10 

kat küçülmesine yani reaksiyon hızlarının yüz milyon katartmasına yardım eder (ġekil 

2.2). Bundan baĢka aktif komplekste bir gerginlik meydana gelir ki, ürüne dönüĢürken bu 

gerginliğin giderilmesinde reaksiyon hızınınartmasına katkısı olur [6]. 

 

ġekil 2.2. Reaksiyonlarda enerji profili 
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2.1.3. Reaksiyon hızını etkileyen faktörler 

Sıcaklık 

Sıcaklık moleküllerin hareketini artırdığından tüm kimyasal ve biyokimyasal 

reaksiyonların da hızını artırır. Enzimler protein yapısında olduklarından belirli bir 

sıcaklıktan sonra denatüre olmaya baĢlarlar. Bu önce enzim molekülünün tersiyer yapısının 

bozulması sonra sıcaklık artıkça sekonder yapısının bozulması ve enzimin aktif merkezi 

etkilenerek reaksiyon hızının keskin düĢmesi demektir (ġekil 2.3) [6]. 

 

ġekil 2.3. Enzim reaksiyon hızlarının sıcaklık profili 

Enzimler genelde 30-40
o
 C

 
arasında maksimum etkinlik gösterirler. 

pH 

Enzimlerin,  substrat ve koenzim moleküllerinde asitli ve bazlı gruplar vardır. Enzim 

substrat kompleksinin en kararlı bir biçimde oluĢması, yani hızının maksimum olabilmesi 

için bu grupların belirli bir iyonlaĢma durumunda olması gereklidir. Bunun dıĢındaki 

iyonlaĢmalarda enzim-substrat kompleksi zayıflar, böylelikle reaksiyon hızı düĢer. Bu, 

optimum bir pH‟ da reaksiyon hızının en yüksek olması demektir. pH- hız grafiği çan 

eğrisi Ģeklindedir. Her enzimin pH 3 ile 8 arasında olan optimum bir pH‟ sı vardır. Çok 

asitli ve bazlı ortamlarda enzim molekülü denatüre olacağından, reaksiyon hızı tersinmez 

olarak sıfıra düĢer. Enzimlerle yapılan invitro deneylerde reaksiyon ortamının tampon 

çözeltisini hazırlamak için öncelikle optimum pH‟ sının bilinmesi ve tayin edilmesi 

gereklidir (ġekil 2.4.) [6]. 
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ġekil 2.4.  Enzim reaksiyonlarının pH profili 

Substrat DeriĢimi 

Enzimatik bir reaksiyon hızı subsrat deriĢimi artıkça artar ve belirli bir substrat deriĢiminde 

hızı maksimum olur. Bu noktada enzim substrata tamamen doymuĢtur, bu noktadan sonra 

hız değiĢmez (ġekil 2.5) [6].  

 

ġekil 2.5. Substrat deriĢiminin reaksiyon hızına etkisi 

2.2. Ürikaz Enzimi ( U ) ve Özellikleri 

Ürikaz enzimi 120 kDa molekül ağırlığına sahip 4 alt birimli bir proteindir. Her bir alt 

birim 30 kDa molekül ağırlığına sahiptir [26]. Ürikaz (E.C. 1.7.3.3) , ürik asidin 5-

hidroksiüreata oksidasyonunu katalizler. Bu katalizleme esnasında oksijeni de 

hidrojenperoksite indirger. 5-hidroksiüreat yarı kararlı bir üründür ve hem doğal olarak 

hem de enzimatik olarak allantoine dönüĢür. Allantoin ürik aside göre daha iyi çözünür ve 

atılması daha kolaydır.  
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Çizelge 2.1. Mikrobiyal kaynaklı ürikaz enziminin optimum koĢulları, Km değeri ve 

molekül kütlesi 

Optimum pH 9,2 

pI 4,64 

Optimum Sıcaklık 400C 

Molekül Kütlesi 120 kDa 

Km 25 µM [ürik asit] 

                                               Ürikaz  

Ürik asit  +   O2 + H2O                              Allantoin  +  CO2  +  H2O2 

Ürikaz enzimi memelilerde, bitkilerde ve mikrobiyal hücrelerde bulunur. Memelilerde 

çoğunlukla onların karaciğerinde bulunmaktadır. Ġnsan ve maymunlarda ise bu enzim 

yoktur. Biyolojik sıvılarda ürik asitin miktarı bazı hastalıkların teĢhisinde önem 

taĢımaktadır. Bu hastalıklar gut hastalığı, böbrek hastalığı, Lesch-Nyhan sendromu ve 

organik asidemi gibi hastalıklardır. Ayrıca biyolojik sıvılardaki ürik asitin artan miktarı 

sonucu oluĢan hiperüriseminin, böbrek hastalıkları, hipertansiyon ve kalp damar hastalığı 

(kardiyovasküler) türü rahatsızlıklarla ilgisi olduğu bazı makalelerde belirtilmektedir. 

Ürikaz, plazma ürik asit seviyelerini düĢürücü ilaçlar arasında yer almıĢtır.  

Ürikazın insanlarda olmayıĢının avantaj sayılacak yönü, ürik asitin kuvvetli bir 

antioksidant oluĢudur. Bu özelliği sayesinde ürik asit radikalik oksijen türlerini yok eder ve 

baĢta lipid peroksidasyonu olmak üzere doku hasarlarını önlemede önemli rol oynar [11]. 

Ürikaz enzimi, kozmetik sanayinde, saç boyama ve dalgalandırmada kullanılmıĢtır. Ürikaz 

gerek saç boyamada gerekse dalgalandırmada çok olumlu sonuçlar vermiĢtir. Son yıllarda 

yapılan pek çok çalıĢmada ise, ürikaz enzimi, ürik asit miktarının saptanmasında, 

biyosensörlerin yapımında kullanılmıĢtır  [27]. 

2.3. Ksantin Oksidaz ( KO ) Enzimi ve Özellikleri 

Ksantin oksidoredüktaz (KOR) molibden içeren bir flavoenzimdir. KOR her biri 290 kDa 

molekül kütlesine sahip iki homodimerden oluĢur. Herbir homodimer bir Mo kofaktör, iki 

[2Fe-2S] merkezi ve bir FAD molekülü içerir [28].   
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Ksantin oksidaz enzimine enzim komisyonunca verilen kod numarası E.C. 1.1.3.22‟dir. Bu 

kodlamada E.C.1. enzim sınıflandırmasında oksidoredüktazlar sınıfını, E.C.1.1. 

oksidoredüktazlar sınıfının CHOH grubunu katalizleyen enzimlerini, E.C.1.1.3. bu sınıftaki 

enzimlerin elektron alıcı olarak moleküler oksijeni kullanan enzimleri, E.C.1.1.3.22 ise bu 

enzime enzim komisyonu tarafından verilen numarayı göstermektedir. 

Çizelge 2.2. Mikrobiyal kaynaklı ksantin oksidaz enziminin optimum koĢullar, Km ve 

molekül kütlesi [29] 

Optimum pH 7,5 – 8,0 

pI 4,0 

Optimum Sıcaklık 65 0C 

Molekül Kütlesi 160 kDa 

Km 76 µM [Hipoksantin], 45 µM [Ksantin] 

Ksantin oksidoredüktaz (KOR) ,  insanlarda DNA, RNA‟nın yanı sıra ATP, GTP ve cAMP 

gibi yüksek enerjili fosfatların katabolizmasının son ürünlerinden olan hipoksantinin 

ksantine ve ksantinin ürik asite oksidasyonunu katalizler. 

 

ġekil 2.6. Pürin bazlarının yıkımı 

2.4. Biyosensörler 

Sensörler, fiziksel olguları elektrik sinyaline dönüĢtüren cihazlardır. Mekanik duyu 

organları diyebileceğimiz bu cihazlar, çalıĢma Ģekillerine göre ve dönüĢtürücü adı verilen 
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yapılarına göre çeĢitlere ayrılmaktadır. Termal, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif 

biyosensörler bunlardan bazılarıdır. 

Biyosensörler genel olarak, biyolojik olaylardaki biyokimyasal değiĢimleri algılayarak 

biyolojik olayın teĢhisine imkân tanıyan bir ölçme sistemi olarak tanımlanabilir. 

2.4.1. Biyosensörlerin tarihçesi 

Biyosensör terimini ilk defa Clark ve Lyons (1962) ifade etmiĢlerdir. Enzim-elektrot 

kompleksini imal eden ikili, bu kompleksi glukoz sensörü olarak kullanmıĢlardır. Sensör, 

oksido-redüktaz enzim olan glukoz oksidazın platinyum elektrota immobilize olmasından 

ibarettir. Platinyum elektrot enzim tarafından üretilen H2O2 tarafından  +0,6 V‟da polarize 

olur. ĠĢte basitçe bu prensibe göre çalıĢan tarihin ilk biyosensörü 1974 yılında piyasada 

Yellow Springs Instrument (YSI) olarak tanımlanmıĢtır. 

YSI sensörünün geliĢtirilmesinde ana özellik yeni membranlardır. Clark burada sandeviç 

membran kullanmıĢtır. Enzim nükleopor polikarbonat membran ve sellüloz asetat 

membran arasına hapsolmuĢtur. Bu membranlar normalde ortamın potansiyel yapısını 

etkileyecek olan diğer faktörleri elimine etmekte ve cihazın duyarlılığını ve özgünlüğünü 

artırmaktadır. Mesela, Clark‟ın kullandığı membran H2O2‟ı diffüze ederken askorbat ve 

diğer parazitik kimyasalların geçiĢini engellemektedir. 

Clark ve Lyons‟un geliĢtirdiği ilk biyosensör jenerasyonu membran diyalizatör, reaksiyon 

bölgesi ve çeviricileri içermektedir. Ġkinci jenerasyon biyosensorlerde O2 yerine 

elektronları enzimin redoks merkezinden elektrodun yüzeyine taĢıyabilen bir elektron 

akseptörü (redoks mediyatoru) kullanılmıstır[31]. 

Glukoz + O2      
GOD

        Glukonik asit + H202 

GOD: Glukoz oksidaz 

GOD-FADH2 + Mox              GOD-FAD + Mred + 2H2 

Mred = Mox = redoks medyatörü 
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Üçüncü jenerasyon biyosensörlerde enzimin redoks merkezi ile elektrot yüzeyi arasında 

direkt elektriksel iletiĢim sağlanmıĢ ve redoks mediyatörlerine gereksinim kalmamıĢtır 

[31]. 

2.4.2. Biyosensörün ana gövdesini oluĢturan yapılar 

Biyosensörler birçok sensör gibi reseptör ve dönüĢtürücü olmak üzere iki ana yapıdan 

oluĢmaktadır. Eğer reseptör biyomoleküler yapıda ise buna biyoreseptör adı verilir. 

Biyoreseptörler analiti fark edebilen biyomoleküllerdir. DönüĢtürücüler ise biyoreseptörün 

analiti fark ettiği esnada ürettiği kimyasal ya da fiziksel sinyali elektrik sinyaline 

dönüĢtüren yapılardır. Biyosensörler sayesinde normalde uzun tahliller gerektiren analizler 

daha kısa sürede yapılabilmektedir. Kısa sürede sonuca ulaĢtırması, yüksek seçiciliği, 

tekrar kullanılabilirliği ve analiz masraflarının az olması biyosensörlerin en önemli 

avantajlarındandır. 

 

ġekil 2.7. Bir biyosensörün Ģematik yapısı 

2.4.3. Biyoreseptörler 

Biyoreseptör olarak değiĢik biyomoleküller kullanılabilmektedir. Bu biyomoleküllerden en 

çok kullanılanı enzimlerdir. Enzimler hedef moleküllere oldukça özgüldür. Binlerce farklı 

analit içinden hedef analiti seçip reaksiyon oluĢturabilen bu biyokatalizörlerin 

dönüĢtürücülere bir Ģekilde immobilize edilmesi gerekmektedir. 

Matrikse fiziksel hapsetme veya kimyasal bağlama yöntemleri analiti tanıyan 

biyomoleküllerin dönüĢtürücülere immobilizasyonunda kullanılan stratejilerdir. Kimyasal 

bağlama yönteminde biyomolekül dünüĢtürücü yüzeyine uygun bir reaktif tarafından 
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kovalent olarak bağlanır. Çok az sayıda biyomolekülün bağlanması bile biyosensörün etkili 

çalıĢması için yeterli olabilir. 

Enzim Temelli Biyosensörler 

Enzim biyosensörleri hedef analit deriĢimi ile orantılı sinyal üreten analitik cihazlara 

verilen genel isimdir. Enzim biyosensörleri söz konusu sinyali üretirken enzim ve 

dönüĢtürücüleri birlikte kullanmaktadır. Bu sinyal reaksiyonu katalizleyen enzim 

tarafından protondaki değiĢim, oksijen veya amonyak gazı gibi gazların açığa çıkması veya 

geri alınımı, ıĢık emisyonu, absorpsiyon veya yansıtıcı emisyonu ve benzer olaylar ile 

oluĢmaktadır. DönüĢtürücü, bu sinyali potansiyel, sıcaklık değiĢimi elektrokimyasal ıĢık 

absorpsiyonu, termal veya optik ölçülebilir cevaplara dönüĢtürmektedir. Biyosensör 

teknolojisindeki ilk örnekler özellikle amperometrik ve potansiyometrik temelli enzim 

elektrotları Ģeklinde ortaya çıkmıĢlardır. Bu durumun en önemli nedeni o tarihteki bilgi ve 

teknolojik birikimin söz konusu çalıĢmalar için yeterli düzeye ulaĢmıĢ olmasıdır. Enzim 

sensörleri, biyobileĢen olarak enzimin kullanıldığı iletici ve ölçme sisteminden 

oluĢmaktadır. Diğer biyosensörlerde olduğu gibi enzim sensörlerinde de biyoaktif 

tabakanın iç ve dıĢ yüzeylerinde zarlar, sinyal yükselticiler, mikro iĢlemciler, kaydedici 

veya bilgisayar sistemleri amaca yönelik olarak kullanılabilmektedir. [59]. 

2.4.4. DönüĢtürücüler (Transduserler) 

Biyoreseptörün analiti tanıdıktan sonra ortamda oluĢan fiziksel veya kimyasal değiĢimi 

algılayıp bunu ölçülebilir dijital sinyallere dönüĢtüren cihazlardır. Biyokimyasal 

reaksiyona göre dönüĢtürücü seçilir. DönüĢtürücü olarak kullanılan elektrotlar 

amperometrik ve potansiyometrik ölçümlerde kullanılır. Bunların dıĢında transistörler ve 

termistörlerde dönüĢtürücü olarak kullanılmaktadır. Biyosensörlerde, biyoaktif bileĢenin 

tayin edilecek madde ile etkileĢtiğinde oluĢan sinyalin iletim ve ölçümünde genel olarak; 

elektrokimyasal, optik, kalorimetrik ve piezoelektrik esaslı sistemler kullanılır. 
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Çizelge 2.3. Enzim biyosensörleri için kullanılan farklı dönüĢtürücüler 

 

Elektrokimya esaslı biyosensörler 

Enzim temelli biyosensörlerin pek çoğunda elektrokimyasal esaslı dönüĢtürücüler 

kullanılır. Bu transduserler ile amperometri ve/veya potansiyometri ilkelerine göre 

ölçümler alınabildiğinden genellikle oksidoredüktaz sınıfı enzimler kullanılır. 

Amperometrik biyosensörler 

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akım Ģiddetinin ölçümünü esas alır. 

Söz konusu akım yoğunluğu çalıĢma elektrodunda yükseltgenen ya da indirgenen 

elektroaktif türlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak tanımlanır. Ġkinci elektrot 

referans elektrot olarak iĢ görür. Kalibrasyondan sonra, akım yoğunluklarından ilgili 

türlerin konsantrasyonlarının belirlenmesinde yararlanılır. Ġletici sistem olarak bir 

amperometrik sensörün kullanılması durumunda potansiyometrik sensörlerden en büyük 

fark, ürünlerden sinyal oluĢturan türün elektrot yüzeyinde tüketilmesidir. 
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ġekil 2.8. Amperometrik esaslı bir biyosensörün Ģematik gösterimi (A: çalıĢma elektrodu 

(Pt), B: referans elektrot (Ag/AgCl), C: elektrolit çözelti (KCl), D:iç gaz 

geçirgen memran (teflon), E: immobilize enzimi içeren biyoaktif tabaka, F: dıĢ 

koruyucu membran 

Potansiyometrik biyosensörler 

Potansiyometri bilindiği gibi en genel anlamda bir çalıĢma ve referans elektrot arasındaki 

potansiyel farkının ölçümünü esas alır. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi doğrudan analit 

konsantrasyonunu tanımlar. Potansiyometrik biyosensörlerde kullanılan temel sensörler pH 

ya da tek değerlikli iyonlara duyarlı cam elektrotlar, anyon ya da katyonlara duyarlı iyon 

seçimli elektrotlar ve karbon dioksit ya da amonyağa yönelik gaz algılayan elektrotlardır. 

Yarı iletken temelli biyosensörler 

Temel sensör olarak metal oksit yarı iletken alan etki transistörlerini (MOSFET) ya da iyon 

duyar alan etki transistörlerini (ISFET) esas alan bu tür enzim sensörleri, enzim ile alan 

etki transistörlerinin birleĢtirilmesini ifade edecek Ģekilde enzim alan etki transistörleri 

(ENFET) olarak adlandırılırlar. MOSFET‟lerin, gazların ölçümüne uygun hale 

getirilmesiyle oluĢan gaz duyar sensörlerde (GASFET) adsorblanan gaz moleküllerinin 

disosiyasyonu ve oluĢan yükün oksit tabakasına transferi temel ilkeyi oluĢturur. Bu durum 

tabanın dielektrik sabitini değiĢtirerek ve drain akımda bir modifikasyona yol açarak 

ölçüme imkân verir. 

Optik temelli sensörler 

Optik biyosensörler iletici sistem olarak optik lifler üzerine uygun bir yöntemle uygun bir 

biyomolekülün immobilize edilmesiyle hazırlanan ölçüm aygıtlarıdır. EtkileĢim sonucu 
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meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir değiĢimin ölçümünü esas alırlar. Sinyal, 

ıĢık yansıması, saçılımı ya da yayımı sonucu meydana gelir. Örneğin optik lifin üzerine 

enzim immobilizasyonuyla hazırlanan optik esaslı enzim sensörleri temelde absorbsiyon, 

fluoresans, biyolüminesans gibi temel ilkeler çerçevesinde iĢlev görürler. 

Piezoelektrik temelli biyosensörler 

Piezoelektrik sensörler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansındaki değiĢimleri 

belirleyerek bir piezoelektrik kristal yüzeyinde toplanan örneğin kütlesinin ölçülmesi 

esasına göre çalıĢan gravimetrik aygıtlardır. Sensör seçimliliği, kristal yüzeyindeki madde 

ile spesifik etkileĢime sahip analitin birikimiyle iliĢkilidir. Sensör yüzeyinde bir madde 

adsorblandığında veya biriktiğinde piezoelektrik kristalin rezonans frekansındaki 

değiĢmenin ölçülmesiyle sonuca ulaĢılır. Bir piezoelektrik temelli sensörün üzerinde enzim 

immobilizasyonuyla gerçekleĢtirilen piezoelektrik enzim sensörlerinde, enzim 

moleküllerine substratların bağlanmasından dolayı meydana gelen kütle değiĢimlerinin, 

piezoelektrik kuartz diskin vibrasyonunda sebep oldukları farklanmadan yararlanılarak 

madde miktarına ulaĢılır. 

Kalorimetri temelli biyosensörler 

Kalorimetri temelli enzim sensörleri, termal enzim sensörleri, enzim termistörleri ya da 

entalpimetrik enzim sensörleri gibi değiĢik isimlerle tanımlanırlar. Temel ilkeleri bir 

enzimatik reaksiyondaki entalpi değiĢiminden yararlanarak substrat 

konsantrasyonunubelirlemekten oluĢur. Genellikle enzimatik reaksiyonların ekzotermik 

doğasından yararlanılır. Enzimatik reaksiyon sonucunda meydana gelen sıcaklık değiĢimi 

ile substrat konsantrasyonu arasındaki doğrusal iliĢkiden sonuca varılır. Kalorimetri temelli 

termal biyoanalizör ile termal enzim sensörleri arasında biyosensör kavramı açısından 

önemli farklar vardır. Termal biyoanalizörler, yalıtılmıĢ bir sistemde genelde biri referans 

olmak üzere iki immobilize enzim kolonu içerirler. Pompalar yardımıyla bir sürekli akıĢ 

olayı gerçekleĢir. Enzimatik reaksiyon sonucu substrat konsantrasyonuna bağlı sıcaklık 

değiĢimi termofiller yardımıyla izlenir. 
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2.4.5. Biyosensör hazırlanmasında dikkat edilmesi gerekenler 

Biyosensör tasarımlarında önce biyosensörün hangi analiti tanıyacağı tespit edilmelidir. 

Sonrasında ise aĢağıdaki maddeler dikkate alınarak biyosensöler dizayn edilmelidir. Bunlar 

sırasıyla; 

- Analite uygun biyoreseptörün (tanıyıcı molekülün ) seçimi, 

- Biyoreseptörü dönüĢtürücüye sabitlemede kullanılacak uygun ve verimli 

immobilizasyon yönteminin seçimi, 

- Biyoreseptörün analiti tanımasıyla oluĢan kimyasal veya fiziksel sinyali anlaĢılabilir 

sinyal formuna dönüĢtürecek olan dönüĢtürücünün seçimi ve dizaynı, 

- Ölçüm aralığının, duyarlılığın dikkate alınması, 

- Cihazın kompakt bir hale dönüĢtürülmesi, olarak sıralanabilir. 

2.4.6. Biyosensörlerde kullanılan biyoaktif yapılar 

Biyosensörlerde kullanılan ve analizlenecek madde ile spesifik bir Ģekilde etkileĢime giren 

biyoaktif bileĢenler, komplekslik sıralamasına göre basitten karmaĢığa doğru bir sıralama 

yapıldığında; iyonoforlar, antikorlar, enzimler, nükleik asitler, lipozomlar, biyomembranlar 

(örneğin; membran reseptörleri), hücre organelleri, tüm hücreler, doku kesitleri ve 

homojenatları ve organlar olarak sınıflandırılabilirler.  

2.4.7. Biyosensörlerde biyoaktif bileĢen immobilizasyon yöntemleri 

Biyoaktif bileĢen ile iletici unsurun birleĢtirilmesinde oldukça farklı immobilizasyon 

yöntemlerinden yararlanılabilir. Biyoaktif bileĢen sensör olarak da adlandırabileceğimiz 

temel unsur üzerinde fiziksel olarak, jel içinde veya polimer matrikste tutuklanabilir, 

elektrot yüzeyinde biriktirilebilir, kovalent veya çapraz bağlanarak immobilize edilebilir. 

2.4.8. Enzim immobilizasyon metotları 

Enzimin elektrot yüzeyine yüksek aktivite ile ince tabaka içerisine fiziksel olarak 

yerleĢtirilmesi kovalent ve kovalent olmayan metotlarla gerçekleĢtirilir. Basitçe 

immobilizasyon, serbest haldeki enzimi elektrot yüzeyinde yarı geçirgen bir membran 
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kullanarak tutmak suretiyle gerçekleĢtirilir. Elde edilen prob, çoğunlukla kötü stabilite 

gösterir ve fazla miktarda enzime gereksinim duyar. 

Ġmmobilize enzimlerin serbest enzimlere üstünlükleri Ģöyle sıralanabilir; 

- Reaksiyon sonucunda ortamdan kolayca uzaklaĢtırılabilir (süzme, santrifüjleme vb.) ve 

ürünlerin enzim tarafından kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz. 

- Çevre koĢullarında(pH, sıcaklık vb.) karĢı daha dayanıklıdır. 

- Birçok kez ve uzun süre kullanılabilir. 

- Sürekli iĢlemlere uygulanabilir. 

- Serbest enzime kıyasla daha kararlıdır. 

- Ürün oluĢumu kontrol altında tutulabilir. 

- Birbirini izleyen çok adımlı reaksiyonlar için uygundur. 

- Bazı durumlarda, serbest enzimden daha yüksek bir aktivite gösterebilir. 

- Enzimin kendi kendini parçalaması olasılığı azalır. 

- Mekanistik çalıĢmalar için uygundur. 

Çizelge 2.4. Enzim immobilizasyon yöntemleri 

 

Fiziksel ya da kimyasal olarak immobilize edilen enzimler, daha iyi bir stabilite gösterir ve 

diğer maddelerle etkileĢimi daha azdır. Tercih edilen immobilizasyon metotları aĢağıdaki 

gibidir; 
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TaĢıyıcıya bağlama yöntemleri 

TaĢıyıcıya bağlamada bir protein olan enzim molekülünün yapısından yararlanılır. Molekül 

yüzeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bölgeler bu bağlamada rol 

alırlar. 

Enzim immobilizasyonunda kullanılacak taĢıyıcılar reaktif değillerse yardımcı bir reaktif 

ile aktivite edilmeleri gerekir. Ġmmobilizasyon, çok yumuĢak koĢullarda (oda sıcaklığı, 

nötral pH vb.) gerçekleĢtirilmelidir. TaĢıyıcı suda çözünmemeli ancak büyük ölçüde 

hidrofobik karakterli de olmamalı, suda ıslanabilmeli, ayrıca mekanik kararlı olmalıdır. Bu 

tür taĢıyıcıların seçiminde, enzim-taĢıyıcı bağının aktivite için zorunlu gruplar üzerinden 

olmaması yanında, taĢıyıcının enzim tarafından parçalanmaması, mikroorganizma 

üremesine olanak vermemesi, pH ve çözücülere karĢı dayanıklı olması gibi özellikler 

taĢımasına dikkat edilir[26]. 

Kovalent bağlama 

Kovalent bağlamanın gerçekleĢmesi için bağlanma yüzeyinde ve/veya biyomolekül 

üzerinde tiyol ( -SH), hidroksil ( -OH),  amin ( -NH₂),  karbonil ( -C=O),  karboksil (-

COOH) gibi reaktif grupların olması gerekmektedir. Bu reaktif gruplar olmadığı takdirde 

çeĢitli manipülasyonlarla (kendiliğinden oluĢan tek tabakalar, SAM vb. gibi) reaktif 

gruplar oluĢturulabilir. Biyomolekül aktive edilmiĢ transduser yüzeyine bağlanabileceği 

gibi önceden uygun bir materyale kovalent bağlanıp immobilize biyobileĢeni içeren tabaka 

ile transduser yüzeyinde film oluĢturulabilir. BiyobileĢenlerin kovalent bağlama ile 

immobilizasyonu pH, sıcaklık, iyon Ģiddeti gibi değiĢkenlere karĢı direnç sağlar ve 

biyosensörün ömrünü uzatır ancak biyoaktif tabakada bir miktar aktivite kaybına sebep 

olabilir. 

Enzimlerin reaktif taĢıyıcılara kovalent bağlanması genelde sulu ortamda gerçekleĢtirilir. 

Reaktif taĢıyıcıda ve enzimde bulunup enzimin bağlanmasını sağlayan fonksiyonel gruplar 

aĢağıdaki gibidir; 
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Çizelge 2.5. Enzimin bağlanmasını sağlayan fonksiyonel gruplar 

 

Enzimin taĢıyıcıya kovalent bağlanmasında dikkat edilecek önemli nokta, bağlanmanın 

enzim aktivitesi için zorunlu gruplar üzerinden olmaması ve bağlanma sırasındaki sterik 

engellemeler nedeni ile bu grupların rahatsız edilmemesidir. TaĢıyıcıya kovalent bağlanma 

enzimin zincirindeki aminoasitlerin taĢıdığı fonksiyonel gruplar üzerinden gerçekleĢir[26]. 

 

ġekil 2.9.Kovalent bağlama 

Adsorpsiyon 

Ġmmobilizasyon için kullanılan en basit yöntemlerden biridir. BiyobileĢenin transduser 

yüzeyine non-kovalent etkileĢimler (hidrojen bağları, çoklu tuz köprüleri, elektron geçiĢ 

kompleksleri ve Vander Walls kuvvetleri) ile tutturulması prensibine dayanır. Enzim 

immobilizasyonunda kullanılan en eski ve en basit yöntemdir. Proteinler ve özellikle 

enzimlerin katı yüzeylerde adsorpsiyonu detaylıca araĢtırılmıĢtır. Adsorpsiyonun asıl 

amacı enzim immobilizasyonu olmayıp, enzim saflaĢtırmaktı. Fakat suda çözünmeyen 

taĢıyıcılarda adsorpsiyon yönteminin enzim immobilizasyonunda oldukça sık kullanıldığını 

görmekteyiz. 

Yöntem, yüzey aktif suda çözünmeyen bir adsorbanın enzim çözeltisi ile karıĢtırılması ve 

enzimin aĢırısının iyice yıkanarak uzaklaĢtırılması temeline dayanır. TaĢıyıcıya 

bağlanmada etkin olan Vander Walls kuvvetleridir. Adsorbanlar çok değiĢik türde olmakla 
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birlikte iyi bir adsorpsiyon sağlayabilmek için genellikle adsorbanın bir ön iĢlemden 

geçirilmesi gerekir. 

Bir enzimin suda çözünmeyen taĢıyıcıda adsorpsiyonu pH, çözücü, iyon Ģiddeti, enzim-

adsorban oranı ve sıcaklık gibi faktörlere bağımlıdır. Bu faktörlerin araĢtırılması, 

adsorpsiyon ve aktivitenin önemli ölçüde geri kazanılması için optimal koĢulların 

saptanması çok önemlidir. Adsorpsiyon mekanizması genellikle çok karıĢık olup, birçok 

olasılıktan hangisinin gerçekleĢeceğinin önceden saptanması güçtür. 

Prensip olarak, bir proteinin aktif yüzeylerde adsorpsiyonu tersinir bir iĢlem olmalıdır. 

Ancak bazı durumlarda tersinir olmayan adsorpsiyon söz konusu olabilmektedir. Eğer 

aktivite sabit kalıyor ve immobilize enzim sürekli iĢlemlerde kullanılabiliyorsa, bu tür 

adsorpsiyon enzim immobilizasyonu için idealdir. Desorpsiyon, reaksiyon ürünlerinin 

kirlenmesine ve aktivitede sürekli bir değiĢmeye neden olur. Tersinir adsorpsiyonlar enzim 

immobilizasyonu için pek uygun değildir. 

Bazı adsorbanlar bir enzimin farklı biçimlerini, aktif veya inaktif biçimlerinden birini 

adsorbe ederken, diğerini desorbe etmektedir. Eğer enzimin aktif Ģekli desorbe edilirse bazı 

durumlarda immobilize enzimin bağıl aktivitesi  % 100‟den büyük değerler alır, tersi 

durumda bağıl aktivite sıfır olur, yani immobilizasyon ürünü hiç aktivite 

göstermemektedir. 

 

ġekil 2.10. Adsorpsiyon 

İyonik bağlama 

Bu yöntem, iyon değiĢtirme yeteneğine sahip suda çözünmeyen taĢıyıcılara enzimin iyonik 

bağlanması temeline dayanır. Bazı durumlarda iyonik bağlama yanında fiziksel 

adsorpsiyon da etkili olmaktadır. 
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Ġyonik bağlama çok yumuĢak koĢullarda gerçekleĢtiğinden, enzimin konformasyonunda ve 

aktif merkezde değiĢikliğe neden olmaz. Ancak; enzim ile taĢıyıcı arasındaki bağ kovalent 

bağ kadar güçlü olmadığından enzim kaçıĢı söz konusudur. 

 

ġekil 2.11. Ġyonik bağlama 

Şelat bağlama 

Bazı geçiĢ metallerinin Ģelat yapma özellikleri sayesinde enzimlerin organik ve inorganik 

taĢıyıcılara bağlanması mümkündür. Yöntem ilk kez 1971 yılında uygulanmıĢ olup, daha 

sonra da kullanılmaya devam edilmiĢtir. 

Biyospesifik bağlama 

Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasındaki biyospesifik etkileĢimden yararlanılarak 

enzim immobilize edilebilir. Lektinler, spesifik karbonhidrat atıklarını içeren 

enzimlerekuvvetlice bağlanırlar. Örneğin bu yöntemle immobilize edilen invertaz, 

sakkarozun kesiksiz inversiyonunda kullanılmıĢtır. Spesifik monoklonal antikorları suda 

çözünmeyen materyale bağlayarak hazırlanan taĢıyıcılar enzim immobilizasyonunda 

baĢarılı biçimde kullanılmaktadır. 

Çapraz bağlama yöntemleri 

Çapraz bağlama; küçük moleküllü bi ya da multi-fonksiyonel gruplar içeren kimyasal 

reaktifler kullanarak biyobileĢen ile adsorban arasında çözünmeyen kompleksler oluĢturma 

prensibine dayanır. En çok kullanılan çapraz bağlama ajanı glutaraldehittir. Glutaraldehit 

dıĢında hekzametilendiizosiyanat, 2-izosiyanato-4-izotiyasiyanato-toluen, 1,5-difloro-2,4-

dinitrobenzen, bisdiazobenzidin-2,2disülfonikasit gibi kimyasallarda çapraz bağlamada 

kullanılabilir. 
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Çapraz bağlanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif deriĢimine, pH ya da 

immobilize edilecek enzime çok bağımlıdır. Ġntermoleküler bağlanmalar yanında, 

intramoleküler bağlanmalar da söz konusudur. 

Bu yöntem ile enzim immobilizasyonu 4 farklı Ģekilde gerçekleĢir: 

- Enzimin yalnız bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu 

- Enzimin ikinci bir protein varlığında bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu 

- Enzimin suda çözünen bir taĢıyıcıda adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif ile 

reaksiyonu 

- Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafından aktive edilmiĢ polimer taĢıyıcı ile reaksiyonu 

En çok kullanılan çapraz bağlama reaktifleri; glutaraldehit, kloroformat ve 

karbonildiimidazol, heterosiklik halojenürler, bioksiranlar, divinilsülfonlar, p-benzokinon, 

transizyon metal iyonları ve epiklorhidrinlerdir. 

Çapraz bağlama reaksiyonu çok yumuĢak koĢullarda gerçekleĢmediğinden bazı durumlarda 

önemli ölçüde aktivite kaybı söz konusudur. Enzimler bu Ģekilde birbirlerine 

bağlandıklarında jelatinimsi bir yapı oluĢtururlar, bu nedenle mekanik bakımdan çok 

kararsızlardır. Çok sayıda enzimin diğer enzimler için matriks olarak davranmasından 

dolayı bu metot iyi bir immobilizasyon metodu değildir. En çok kullanılan çağraz bağlama 

reaktifi glutaraldehitdir. 

 

ġekil 2.12. Çapraz bağlama 

Kopolimerizasyon yöntemleri 

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranır ve 

böylelikle polimer matrikse bağlanmıĢ olur. Yöntem, polimer matrikse tutuklamaya 

benzemekle birlikte enzim kaçıĢının önlenmiĢ olması gibi üstünlüğü vardır. 
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Tutuklama yöntemleri 

Yüksek molekül kütleli biyomoleküller sentetik veya doğal jel matrikslerde, yarı geçirgen 

membranlarda, misellerde ve mikro kapsüllerde tutuklanarak etkin bir Ģekilde immobilize 

edilebilirler. Jel matrikse tutuklamada kullanılan baĢlıca malzemeler akrilamit polimerleri, 

jelâtin tabakaları, niĢasta, kalsiyum aljinat jelleri, silikon lastiği, polivinil klorür, polivinil 

alkoldür. Prensip olarak tutuklama enzim molekülünü belirli bir mekânda durmaya 

zorlamaktır. Enzim bulunduğu çevreden dıĢarıya çıkamaz. Bu iĢlem, polimer matriks 

içindeki kafeslerde gerçekleĢtirilebileceği gibi yarı geçirgen membranlar içinde 

mikrokapsülleme ile de gerçekleĢtirilebilir. Bu yöntemi kovalent bağlama ve çapraz 

bağlama ile immobilizasyondan ayıran en önemli özellik; enzim molekülünün fiziksel veya 

kimyasal olarak herhangi bir taĢıyıcıya bağlanmamıĢ olmasıdır. 

Polimer matrikste tutuklama 

Polimerizasyon ve çapraz bağlamanın oluĢtuğu ortamda enzim de bulunduğu takdirde 

enzim, çapraz bağlanma sonucu oluĢan odacıklarda(kafes) tutuklanmaktadır. Bu amaçla en 

çok kullanılan polimer; N,N‟-metilenbisakrilamid ile çapraz bağlanmıĢ poliakrilamiddir. 

Yöntem, yüksek derece çapraz bağlı bir polimerin enzim çözeltisi içinde oluĢturulması 

temeline dayanır. PolimerleĢme sonucu enzim molekülleri çapraz bağ ağları arasında 

tutuklanmakta ve böylece ana çözeltiye geçmeleri engellenmektedir. 

Çapraz bağ yüzdesi öyle ayarlanmalıdır ki, enzim molekülleri tutuklanabilsin ama 

substratın enzimlere ulaĢmasına engel olunmasın. Çapraz bağ yüzdesinin aĢırı olması 

substratın enzim aktif merkezlerine ulaĢmasını engellemekle kalmayıp enzimin zincir 

yapısını da zorlayıp aktivite kaybına veya tamamen inaktif olmasına neden olabilir. Bu 

nedenle optimal bir çapraz bağ yüzdesi saptanması önemlidir. Bu oran, enzime ve 

taĢıyıcıya bağlı olarak değiĢir.  

Uygun çaplı substrat molekülleri polimer kafes içinde tutuklanmıĢ enzim moleküllerine 

ulaĢır ve reaksiyon ürünleri de dıĢarı çıkar. Bu yöntemde kullanılacak substratın küçük 

moleküllü olması gerekir. Bu tip immobilizasyon, ilk kez 1963 yılında tripsin, kimotripsin 

ve diğer enzimlerin immobilizasyonunda kullanılmıĢtır. 
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Molekül kütlesi 15000‟den fazla olan enzimlerin bu yöntemle immobilizasyonları oldukça 

kolaydır. Bu tür immobilizasyon iĢleminde en çok kullanılan taĢıyıcılar; hidrofilik temele 

dayalı poliakrilamid jeli ve jel oluĢturan polisakkaritlerdir. Ayrıca silikon lastiği ve 

silikajel de kullanılmaktadır. Tutuklama yanında özellikle yüklü polimerlerde fiziksel 

adsorpsiyonun da etkin olduğu saptanmıĢtır. 

Polimer zincirleri arasındaki çapraz bağlanma değiĢik bifonksiyonel veya multi-

fonksiyonel reaktiflerle sağlanmaktadır. Örneğin, bu yöntemle enzim immobilizasyonunda 

en çok kullanılan taĢıyıcı olan poliakrilamidin çapraĢık bağlanması N,N‟-

metilenbisakrilamid ile gerçekleĢtirilir. 

Çapraz bağlı taĢıyıcıların hazırlanmasında, monomer ve çapraz bağlayıcı reaktiflerin mol 

oranları çok önemlidir. Bu durum bir yandan enzim moleküllerinin tutuklanacağı 

hücrelerin çapına etki ederken, diğer yandan taĢıyıcının fiziksel özelliklerinde önemli 

değiĢmelere de neden olacaktır. 

Bu yöntemle immobilize edilen enzimin asıl özelliklerinde bir değiĢme beklenmez. Ancak 

taĢıyıcının tipi ve enzimatik reaksiyonlar bölgesel mikro çevre etkilerinin oluĢmasına 

neden olurlar. Örneğin, taĢıyıcının yüklü olması önemli bir etkendir. TaĢıyıcının yüklü 

olması immobilize enzimin özelliklerinde doğal enzime kıyasla çok önemli değiĢmelere 

neden olmaktadır. 

Bu yöntemin yararları; çok kolay uygulanması, gerçek bir fiziksel yöntem olması ve çok az 

miktarlarda enzim kullanılarak gerçekleĢtirilmesidir. Nötral, suda çözünmeyen taĢıyıcılarla 

da immobilizasyon gerçekleĢtirilmekte ve kimyasal bir bağlanma olmadığından yüklü 

taĢıyıcıya gerek duyulmamaktadır. 

Yöntemin sakıncaları ise; immobilizasyon iĢlemi sırasında inaktivasyonun deney 

koĢullarına çok sıkı bağımlı oluĢu ve immobilize enzimin ancak küçük moleküllü 

substratlara karĢı iyi bir aktivite göstermesidir. 
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ġekil 2.13.Polimer matrikste tutuklama 

Mikrokapsülleme 

Bu yöntem enzim moleküllerinin yarı geçirgen bir membran içinde tutuklanmasından 

ibarettir. Mikrokapsüllerin büyüklüğü 1-100 µm arasında değiĢir. 

Enzimler daha çok kimyasal mikrokapsüllemede immobilize edilir. Bu yöntem ile enzim 

immobilizasyonu; sürekli ve sürekli olmayan yarı geçirgen membran mikrokapsüllerde 

tutuklama olmak üzere iki grupta incelenebilir. 

Sürekli mikrokapsüllerde çerçeve membran katı, süreksiz mikrokapsüllerde lipozomlar ise 

bir sıvı tabakadır. Ġmmobilizasyonda kullanılan çerçeve maddesinin(membran) yarı 

geçirgen olması zorunludur. Ayrıca bu yarı geçirgen membranın gözenek çapları; substrat 

moleküllerinin kapsül içine giriĢine ve ürün moleküllerinin dıĢarı çıkıĢına olanak verecek 

büyüklükte olmalıdır. Substrat molekülleri ne kadar küçükse bu yöntemle immobilize 

edilmiĢ enzimin verimliliği o ölçüde yüksek olacaktır [19]. 

 

ġekil 2.14. Mikrokapsülleme 

2.5. Ġletken Polimerler 

Ġletken polimerlerin kimyasal, biyosensör teknolojisi, enerji korunumu ve depolanması, 

ilaç ve enzim faliyetlerinde önemli bir yeri vardır. 
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2.5.1. Ġletken polimerlerin tarihsel geliĢimi 

Ġlk olarak elektrokimyasal polimerizasyon metodu Szarvasy tarafından yapıldı[40]. Fakat 

Szarvasy çalıĢmasıyla ilgili bir çalıĢma yapılamadı. Rambold‟un metilmetakrilatın 

elektrokimyasal polimerizasyonunu 1947‟de tezinde ele almasına kadar polimerizasyon 

hakkında önemli bir çalıĢma yapılamadı. Bu zamandan sonra 1950-1970 arasında bu 

alanda birçok çalıĢma yapıldı. Chiang poliasetilenin iletkenliğini yükseltgen dopantlarla 

artırmayı baĢardı. 

Önemli bir çalıĢma ise polipirol (PPy) üzerinde yapıldı. Pirolün ilk elektrokimyasal 

polimerizasyonu Bocchi tarafından 1968 yılında gerçekleĢtirildi. Bocchi “siyah pirol” adlı 

maddeyi 8 S/cm elektrik iletkenliğinde elde etti. 1979 yılında havanın neminden 

etkilenmeyen iletkenliği 100 S/cm olan filmler hazırladı. Günümüzde PPy filmleri oda 

koĢullarında 1000 S/cm iletkenliğine sahip olarak hazırlanabilmektedir. Polimerlerin 

mekanik özelliklerinin geliĢtirilmesinin bir diğer yolu da kopolimerizasyondur. Stake 

polimetilmetakrilat üzerine pirolün grafitini yayınladı. Metilmetakrilat ve 2-(-pirol) 

etilmetakrilat komonomerlerini pirol üzerine FeCl3 yükseltgenini kullanarak grafit 

kopolimerini sentezlemeyi baĢardılar. Mc. Diamid iletken polimerler konusunda önemli bir 

çalıĢmasıyla Nobel ödülü almıĢtır. 

2.5.2. Ġletken polimerler 

Polimerik malzemeleri metallerden ayıran en önemli özellik yalıtkan olmalarıdır. Bu 

özellik polimerik malzemelerin kullanımında birçok üstünlükler sağlar. Fakat son yıllarda, 

elektrik akımını iletebilen yeni bir organik polimer sınıfı geliĢtirildi. Asetilen, pirol, tiyofen 

gibi çeĢitli benzen türevlerinden sentezlenen ve “organik metaller” olarak da bilinen bu 

polimer korozyon önleyici kaplama olarak, pillerde ve kararlılıklarına bağlı olarak 

mikroelektronikte önemli bir potansiyele sahiptirler. Bu polimerler arasında polipirol ve 

türevleri, elektriksel özelliği, çevresel kararlılığı, kimyasal ve elektrokimyasal sentezinin 

kolylığı nedeniyle en yoğun Ģekilde incelenmeye alınmıĢ grubu oluĢturmaktadır. 

Polipirol ve türevleri genellikle pirolün kimyasal ve elektrokimyasal oksidasyonu ile 

hazırlanırlar. 
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Pirolün kimyasal sentezi yanı sıra elektrokimyasal sentezi de uzun yıllardan beri bilinen bir 

yöntemdir. Sulu ya da susuz ortamda elektrokimyasal çalıĢma olasılığı kimyasal olarak 

sentezlenen polipirolden daha yüksek iletkenlik gösteren filmler sentezlenebilmesi ve elde 

edilen polimer filmin yarı iletkenlerin korozyonunu azaltma avantajı elektrokimyasal 

senteze ilgiyi artırmıĢtır. Polipirol sert ve kırılgandır ve bu zayıf mekanik özellikler onun 

uygulama alanlarında kullanım potansiyelini de düĢürür. Polimerlerin iletkenliği Çizelge 

2.6‟da toplanmıĢtır. Poliasetilen yüksek iletkenliğe sahip olmasına rağmen hava ve nem 

içerebilmesinden dolayı ticari bir iletken polimer değildir. Polipirol ve politiofen 

poliasetilene göre hava ortamında oldukça stabildir. 
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Çizelge 2.6. Ġletken polimerler ve iletkenlikleri 

 

Ġletken polimerlerin en önemli problemlerinden biri herhangi bir çözücüde çözünebilme 

problemleridir. Metilselüloz, polivinilalkol, polivinil pirolidon veya poliakrilamit gibi 

nötral polimerler kullanılarak polipirolün koloidal çözeltileri elde edilmiĢtir[36]. 

Ġletken polimerlerin çözünme zorluğu onların antielektrostatik filmler, elektronik 

pencereler, kimyasal sensörler,  Ģarj edilebilen piller gibi uygulamalar için gerekli 

elektronik ve optik özelliklerini veren moleküler karakteristikleri olan π-elektronik 

yapılarının delokalize π-elektronik yapı onların yüksek elektronik polimerizasyonuna 

dolayısıyla zincir içinde yüksek π-π etkileĢmesine yol açar. Bu da polimerin çözünme 

yerine agregasyonuna neden olur[36]. 

Polipirolün çözünmeme probleminin orjini bilindiğinden hemen akla gelen çözüm, 

polimerinin elektronik polarizebilitesini azaltmaktır. Bunu yapısal modifikasyonla 
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yaparsak polimer çözünebilir ama aynı zamanda tüm yararlı optik ve elektronik 

özelliklerini kaybedebilir. Bu yüzden son zamanlarda üzerinde çalıĢılan çözüm, polimerin 

baĢka bir polimer ile interpolimer kompleksini oluĢturmaktadır. Lineer polimerlerin 

intermoleküler kompleksleri zıt yüklerin etkileĢmesi hidrojen ve hidrofobik bağların 

oluĢumu ya da metal iyonlar yoluyla etkileĢerek çözünen veya çözünmeyen polikompleks 

oluĢturmak üzere sentez edilebilirler[36]. 

Ġletken polimerlerle enzim immobilizasyonu 

Elektrokimyasal polimerizasyon teknikleri kullanarak iĢlevselleĢtirilmiĢ ve değiĢtirilmiĢ 

elektrot yüzeyleri elde edilmesi yöntemi, elektrot yüzeylerinde biyolojik tanımlama 

öğelerinin immobilizasyonu için uygulanabilmektedir. Ġletken polimerler elektrotların 

elektroanalitik uygulamalarında, enzim immobilizasyonuna sıklıkla rastlanmaktadır. 

Çizelgede görüldüğü gibi enzim kullanılan biyosensörlerin geniĢ bir uygulama alanı 

bulunmaktadır [60]. 

Çizelge 2.7. Ġletken polimerlerin kullanıldığı biyosensörler 
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2.5.3. Pirol 

Pirol kaynama noktası 130
o
C, yoğunluğu 0,948 g/mL olan kokulu renksiz bir sıvıdır. Pirol 

aromatik bileĢiktir ve deneysel rezonans enerjisi 22-27 kcal/mol‟dür[36]. 

 

Pirol 2 veya 5 pozisyonuna gruplar atak yapabilir. Pirolün heterosiklik azot grubu zayıf 

bazik özelliktedir. Pirol suda az çözünür. Fakat organik çözücülerde çok miktarda çözünür. 

Pirol alkali iyonlarla çözünmez polimerizasyonla birlikte asit içinde yavaĢ çözünür[36]. 

2.5.4. Pirolün elektrokimyasal polimerizasyonu 

Elektronik iletken polipirol filmlerinin oluĢumu anodik olarak asetonitrilin 

yükseltgenmesiyle ilk olarak Diaz tarafından yapılmıĢtır. Çözücü, elektrolit, fonksiyonel 

gruplar, elektrot potansiyeli ve diğer özelliklerin değiĢtirilmesiyle literatürde oldukça fazla 

miktarda çalıĢma bilinmektedir. Fakat polimerizasyon mekanizmasını anlamak uzun 

sürmüĢtür[36]. 
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ġekil 2.15. Pirolün polimerizasyonuna ait mekanizma 

Elektrokimyasal sentez, basitliği ve yeniden üretilebilirliğinden dolayı, iletken polimerlerin 

sentezi için hızla genel bir metod olarak kabul görmeye baĢlamıĢtır. Elektrokimyasal 

sentezin oda sıcaklığında gerçekleĢebilmesi de onun önemli bir avantajıdır. Hem 

potansiyel hem de akım zamanla değiĢtirilerek film kalınlığı da kontrol edilebilir. Ġletken 

polimerlerin elektrokimyasal polimerizasyonu genellikle Ģu metodlarla yapılır:  

1. Akıma karĢı (galvanostatik) 

2. Potansiyele karĢı (potansiyostatik)  

3. Potansiyel taraması 

Standart elektrokimyasal teknikte  (hücre içerisinde çalıĢma elektrodu, referans elektrot ve 

karĢıt elektrotdan oluĢan üçlü elektrot sistemi) genellikle en iyi filmler elde edilmektedir. 

Elektrokimyasal sentez homojen bir monomerle yapılabildiği gibi, kopolimerizasyonla da 

yapılabilmektedir. Poliazulen, politiyofen, polianilin, polipirol gibi bazı filmler bu yolla 

senetezlenebilmiĢtir[38]. 
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2.5.5. Doping 

Polimerin yükseltgenme ve indirgenme ile uygun bir molekül ya da atomla etkileĢtirilerek 

iletken hale getirilmesine dop etme denir. Bu iĢ için kullanılan atom veya moleküle ise 

dopant adı verilir. Doping sonucu iletken hale getirilen polimere dop edilmiĢ polimer denir. 

Poliasetien, halojen dopantı ile yükseltgenme sonucu (p-tipi doping) iyi bir elektriksel 

iletkene dönüĢtürülmüĢtür. Ġndirgenme ile doping de mümkündür. Buna n-tipi doping adı 

verilir. 

Poliparafenilen,polianilin,polipirol,politiyofen gibi değiĢik özellikteki baĢka polimerler de 

sentezlenmiĢtir. Bu polimerler genellikle poliasetilenden daha düĢük iletkenlik 

göstermiĢtir. Yine de birçok amaç için yeterli bir iletkenliktir. Ayrıca yüksek kararlılık ve 

iĢlenebilirlik açısından avantajlıdır. 

Doping yöntemi polimer filmlerin ya da polimer tozların,gaz veya çözelti dopantlara ya da 

elektrokimyasal etkiye maruz kalmasını gerektirir. Elektron alıcılarının çoğu konjuge 

polimerlerin yükseltgenmesinde kullanılabilir. 

Dopantlar güçlü indirgen veya yükseltgen maddelerdir. Kolaylıkla iyon oluĢturabilen 

inorganik tuzlar veya bileĢikler, nötral moleküller, organik ve polimerik dopant olabilirler. 

Ġletken polimerlerin kararlılığında dopantların yapısı önemli bir etkendir. 

Dopingin özet olarak açıklaması Ģöyledir: polimer zincirine elektron eklenir ya da 

kopartılır. Bu iĢlemden sonra kullanılan dopant iyonlarının etkisi ihmal edilebilir. Hem 

yüksek derecede iletken olan metaller hem de zayıf dopant türlerinde bu hipotez 

güvenilirdir. [35]. 

2.6. Enzim Sensörleri 

Kullanıldıkları reaksiyonda, yapısında bir değiĢim olmadan reaksiyon hızını arttıran 

maddelere katalizör denir. Enzimlerde bir çeĢit katalizördür. Biyosensör teknolojisindeki 

ilk örnekler amperometrik ve potansiyometrik esaslı enzim elektrotlar Ģeklinde ortaya 

çıkmıĢtır. Biyosensör teknolojisinde kullanılan biyolojik materyaller artan 

kompleksliklerine göre sıralandıklarında; iyonoforlar, antikorlar, enzimler, lipozomlar, 

biyomembran parçaları (örn: reseptör ), hücre organelleri (örn: mitokondri ), doku veya 
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tüm hücreler ve organlar (örn: görme ve koklama organları ) Ģeklinde 

sınıflandırılabilirler[28]. 

 

ġekil 2.16. Biyosensör teknolojisinde kullanılan biyoaktif materyal sıralamasında 

enzimlerin yerleri 

2.6.1. Enzim sensörlerinin genel çalıĢma prensibi 

En genel anlamda bakıldığında bir enzim sensörü; iletici, ince bir enzim tabakası ve ölçüm 

kombinasyonundan oluĢmaktadır. Diğer biyosensörlerden tek fark biyoaktif tabakada 

biyomolekül olarak enzimler bulunmaktadır.  Enzim sensörlerinin genel Ģematik gösterimi 

ġekil 2.17‟de gösterilmiĢtir[28]. 

 

ġekil 2.17. Enzim sensörlerinin genel Ģematik gösterimi 

Bir enzim elektrodunda enzimi içeren biyoaktif tabaka, enzimin katalizlediği tepkimeye 

uygun bir iletim ve ölçüm sisteminin uzantısı olan bir iletici ile birleĢtirilmektedir. Ġletim 

sistemi biyoaktif tabakada gerçekleĢen enzimatik tepkime sonucu oluĢan ürünün 

miktarındaki artıĢı tespit edebilecek Ģekilde seçilmelidir. 

Organ ( Örn: koku alma organı)   → Doku Tüm Hücre    →   Tüm Hücre   →     Hücr 

                                                                                                                       ↓ 

 

Enzim ← Lizozom← Biyomemran (Örn: reseptör)← Hücre Organeli( Örn: mitokondri)  

     ↓                                                                                                               

Antikor →  Ġyonofor 
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Biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka iletici ara yüzeyindeki deriĢimlerin hızlı bir 

Ģekilde dengeye ulaĢabilmesi için difüzyon engelini en aza indirmek amacıyla biyoaktif 

tabaka kalınlığının mümkün olduğunca ince olması gerekmektedir. Bunun yanı sıra 

biyoaktif tabakada sabit bir substrat deriĢimi sağlayabilmek için ölçme çözeltisinin yeterli 

bir Ģekilde karıĢtırılması gerekmektedir. Ġletici sistemin ölçme sistemine gönderdiği sinyal 

biyoaktif tabaka ile iletici ara yüzeyindeki deriĢimlerdeki değiĢikliğe bağlıdır. Ancak söz 

konusu deriĢimler denge halinde ölçme çözeltisindeki deriĢimlerle orantılı olduğu için 

çoğu zaman kalibrasyon grafiği çizilerek sonuca varılır[28]. 

2.6.2. Enzim sensörlerinin sınıflandırılması 

Enzim sensörlerinin sınıflandırılması en yaygın Ģekilde, enzimatik reaksiyon uyarınca 

oluĢan sinyalin ölçüm yöntemine göre yapılmaktadır[28]. 

Çizelge 2.8. Enzim sensörlerin sınıflandırılması 

Elektrokimyasal Esaslı Enzim Sensörleri 

A )Amperometrik Enzim Sensörleri; 

    Birincil nesil amperometrik enzim sensörleri 

    Ġkincil nesil amperometrik enzim sensörleri 

    Üçüncü nesil amperometrik enzim sensörleri 

B )Potansiyometrik Enzim Sensörleri; 

     Proton duyar potansiyometrik enzim sensörleri 

     Amonyak duyar potansiyometrik enzim sensörleri 

     Karbon dioksit duyar potansiyometrik enzim sensörleri 

     Diğer iyon duyar potansiyometrik enzim sensörleri 

C )Yarı Ġletkenleri Esas Alan Enzim Sensörleri; 

Enzim Alan Etki Transistörler (ENFET) 

1-Optik Enzim Sensörleri 

Absorpsiyon esaslı optik enzim sensörleri 

Flouresans esaslı optik enzim sensörleri 

Biyolüminesans esaslı optik enzim sensörleri 

2- Kalorimetrik Enzim Sensörleri 

3- Piezoelektrik Enzim Sensörleri  
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2.7. Performans Faktörleri 

2.7.1. Seçicilik 

Biyosensörün kompleks bir matriks içerisinde tek baĢına analitik bir ölçüm cihazı olarak 

kullanılabilmesini sağlar. Seçiciliğin yeterli olmadığı durumlarda çalıĢma prosedürüne bu 

eksiği giderecek ek iĢlemler eklenmesi gerekir. Seçiciliğin zayıf olmasından kaynaklanan 

sorunlar biyosensörün kullanımını zor hale getirmektedir. 

2.7.2. Kullanım ömrü 

Biyolojik çevirici olarak enzim kullanıldığı durumlarda enzim aktivitesindeki azalma 

kullanım ömrünü kısıtlayan en önemli faktördür. Enzimin kararlılığı, biyosensörün 

kullanım ömrü yanı sıra kalibrasyon sıklığı, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi parametreleri 

de etkilemektedir. 

2.7.3. Kalibrasyon gereksinimleri 

Ġdeal bir biyosensörün hiç kalibrasyona gerek duymaması ya da en az kalibrasyona 

gereksinmesi istenir. Ama teorikte planlanan bu özellik pratikte günümüzde 

gerçekleĢtirilememiĢtir. Biyosensörlerin kullanım ömürleri boyunca sıkça ya da belirli 

aralıklarla kalibre edilerek duyarlılıklarından bir Ģey kaybedip kaybetmedikleri araĢtırılır. 

2.7.4. Tekrarlanabilirlik 

Ġdeal bir biyosensör elektrodunun aynı deriĢimde ya da aynı özelliklere sahip birden fazla 

örneğe daldırılmasıyla yapılan deneylerde aynı sonuçların okunması gerekir. 

Tekrarlanabilirlik değeri ne kadar iyi olursa o biyosensör uygulaması da o kadar iyi olur. 

2.7.5. Kararlılık 

Elektrot kararlılığının yüksek olduğu durumlar ideal biyosensörler için gereklidir. 

Kararlılık, kullanılan enzimin fiziksel dayanıklılığından etkilendiği gibi; pH, ısı, nem, 

ortam O2 deriĢimi, enzimi immobilize etmede kullanılan polimerin kimyasal ve fiziksel 

karakteri gibi parametrelerden de etkilenmektedir. Hazırlanan biyosensörün kararlı olması 
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biyosensör ömrünün uzun olması anlamına gelir. Uzun ömür aynı biyosensör ile çok 

sayıda analizin yapılabilmesi ve analiz maliyetlerinin düsürülmesi açısından önemlidir.  

2.7.6. Yüksek duyarlılık 

Hazırlanan elektroda immobilize edilmiĢ olan enzim; sadece belirli maddelere 

(substratlara) karĢı duyarlı olmalıdır. Duyarlılık, akım-deriĢim eğrisinin eğimi ile 

orantılıdır. Eğim değeri büyüdükçe duyarlılıkta da artıĢ gözlenir. Kullanılan enzimin 

substratları dıĢında biyosensörlerin giriĢim yapan maddelerden etkilenmemesi istenir. 

2.7.7. Yeterli düzeyde tayin sınır 

Tasarlanan biyosensörün ideal tanımına uyması için tayin sınırının belirli bir deriĢim 

değerinin altında olması gerekmektedir. Belirtilen bu tayin sınırı elektrot yüzeyinin 

büyüklüğü, enzimin tayin edilecek maddeye karĢı olan afinitesi, immobilize edilen enzim 

miktarı, enzimin immobilizasyonunda kullanılan polimer tabakasının kalınlığı gibi 

faktörlerden etkilenir. 

2.7.8. GeniĢ ölçüm aralığı 

Ölçüm aralığı denen bölge, biyosensörden alınan akım-deriĢim eğrilerinin lineer olduğu 

deriĢim aralığıdır. Tüm biyosensör uygulamalarında çalıĢma ortamında belirli bir deriĢim 

değerine ulaĢıldıktan sonra akım-deriĢim eğrilerinde lineerlikten sapma gözlenmeye baĢlar. 

Bu durum enzimatik eğrilerin en önemli ve de karakteristik özelliğidir. Lineerlikten 

sapmanın nedeni yanıt olarak okunan akım değerlerindeki değiĢimin azalmasından 

kaynaklanır. Bunun nedeniyse ortamda artan analizlenecek madde miktarının fazlasıyla 

reaksiyona girecek enzim olmamasıdır. 

2.7.9. Hızlı cevap zamanı 

Amperometrik uygulamalarda analizlenecek bir madde örneğini çalıĢma ortamına enjekte 

etmeden önce elektrot yüzeyinde oluĢan akımın sabit kalması istenir. Akım sabit kaldıktan 

sonra analizlenecek madde ortama enjekte edilir ve akımdaki değiĢim kaydedilir. Ġkinci bir 

enjeksiyondan önce akım değerinin yine sabit kalması beklenir. ĠĢte ilk enjeksiyondan 

sonra akımın tekrar sabit kalmasına kadar geçen zamana „cevap zamanı‟ denir. Cevap 
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zamanının kısa ya da hızlı olması ideal sensörlerin özelliklerindendir. Özellikle çok 

sayıdanumunenin söz konusu oldugu rutin analizlerde en kısa sürede elde edilen sonuç 

büyükönem taĢıdığından biyosensörün cevap süresinin kısa olması istenir. 

2.7.10. Basitlik ve ucuzluk 

Kullanımı, tasarımı basit ve ucuz biyosensörler hazırlamak biyosensör yapımında her 

zaman hedef alınmıĢ bir düĢüncedir. Biyosensör yapılarının basitleĢtirilmesine en iyi örnek 

ikinci kuĢak biyosensörlerin yapılarında bulunan mediyatörlerin daha geliĢmiĢ modeller 

olan üçüncü kuĢak biyosensörlerde ortadan kaldırılmasıdır. 

Diğer performans faktörleri 

Bir biyosensörün performansını etkileyen diğer önemli faktörlerden biri de maliyettir. 

Maliyet genelde biyosensörün hazırlanması giderleri ile söz konusu biyosensörle yapılan 

bir analizin giderlerinin toplamıdır. Hazırlanma giderlerinin az olması durumunda genelde 

bu fasıldan analiz baĢına gelecek gider katkısı azalacaktır. Doğal olarak biyosensörün 

kullanılma kararlılığı bu faktörü büyük ölçüde etkileyecektir. Özellikle çevre ve savunma 

gibi alanlarda kullanılacak bir biyosensör için taĢınabilir olması büyük önem taĢır. 

TaĢınabilirlik beraberinde kullanım kolaylığını ifade edecek Ģekilde basit olma niteliğini de 

içeriyorsa daha yaygın kullanım olanağı ortaya çıkacaktır. Ancak pratik kullanım için 

basitleĢtirilmiĢ sistemlerin, çoğu zaman karıĢık sistemlere nazaran hatalı olabileceği 

gözden uzak tutulmamalıdır. Genelde bu gibi sistemlerden acil durumlarda bir fikir 

edinmek amacıyla ya da diğer türden bir analizin mümkün olmadığı koĢullarda 

yararlanılmalıdır  [59]. 

2.8. Kaynak AraĢtırması 

Servet Çete ürik asit tayini için amperometrik esaslı yeni bir biyosensör geliĢtirmiĢtir. Bu 

amaçla asetonitril ortamında pirolün elektropolimerleĢmesiyle platin/polipirol–

ferrosenyum elektrot hazırlanmıĢtır. Bu elektrot kullanılarak serbest ürikaz enziminin 

aktivitesine pH‟nın sıcaklığın, tampon deriĢiminin ve enzim miktarının etkisi incelenmiĢtir. 

Daha sonra, ürikaz enzimi hazırlanan platin/polipirol–ferrosen elektrot üzerine immobilize 

edilmiĢtir. Ürik asit tayini, enzim elektrodun yüzeyindeki enzimatik reaksiyon sonucu 
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oluĢan hidrojen peroksidin +0,70 V‟da yükseltgenmesine dayanarak yapılmıĢtır. Ürik asit 

biyosensörünün cevabına pH‟nın, tampon deriĢiminin, sıcaklığın ve yüzeye immobilize 

edilen enzim miktarının etkisi incelenmiĢtir. Biyosensörün ürik asit için doğrusal çalıĢma 

aralığı 1,0.10
-6

 – 5.10
-5

 M tesbit edilmiĢtir. Serbest ve Ġmmobilize enzimin KM,ve Vmaks 

değerleri hesaplanmıĢtır. Biyosensörün tekrar kullanılabilirliği ve raf ömrü tayin edilmiĢtir. 

Hazırlanan biyosensörle kan ve idrar gibi biyolojik sıvılarda ürik asit tayini yapılmıĢtır. 

Biyolojik ortamlarda olabilecek giriĢimlerin biyosensör cevabı üzerine etkileri 

incelenmiĢtir [11]. 

 

Fatma Arslan ve arkadaĢları ksantin ölçümü için yeni bir biyosensör hazırlamıĢlardır. Platin 

yüzeyine asetonitril ortamında ferrosen (elektron medyatörü olarak) ve 

tetrabütilamonyumtetrafloroborat bulunan hücrede pirolün elektrokimyasal polimerleĢmesi 

ile bir elektrot hazırlanmıĢtır. Film 0,0 -0,9 V arasında 50 m/sn tarama hızında dönüĢümlü 

voltametri ile oluĢturulmuĢtur. Ksantin oksidaz enzimi (KO), glutaraldehit (GA) ve sığır 

serum albümin (BSA) kullanılarak elektropolimerizasyon sonrasında çapraz bağlama 

yöntemi ile immobilize edilmiĢtir. Biyosensörün +0,7 V‟da ksantine karĢı cevabı 

ölçülmüĢtür. Amperometrik cevap ksantinin enzimatik reaksiyonu sonucu oluĢan 

hidrojenperoksitin elektrokimyasal ölçümüne göre yapılmıĢtır. Farklı koĢullar altında 

biyosensörün performansı incelenmiĢtir. Biyosensör için çalıĢma aralığı 1,0x10
-6

 M – 

4,0x10
-4 

M olarak tespit edilmiĢtir. Raf ömrü 45 gün olarak bulunmuĢtur [19]. 

 

Mustafa Görgülü hipoksantin tayini için yeni bir amperometrik biyosensör geliĢtrmiĢtir. Bu 

amaçla, platin levha üzerinde pirolün polivinilsülfonatlı ortamda elektropolimerleĢmesi ile 

polipirol-polivinilsülfonat filmi hazırlanmıĢtır. Polipirol-polivinilsülfonat filminin 

optimum çalıĢma Ģartları belirlenmiĢtir. Ksantin oksidaz ve ürkaz enzimleri, polipirol-

polivinilsülfonat film içine tutuklama yöntemiyle immobilize edilmiĢtir. Hipoksantin 

tayini, hazırlanan enzim elektrodun yüzeyinde gerçekleĢen enzimatik tepkime sonucu 

oluĢan hidrojen peroksitin 0,40 V‟da yükseltgenmesine dayanarak yapılmıĢtır. 

Biyosensörün hipoksantin tayini için çalıĢma aralığı tayin edilmiĢtir. Hipoksantin 

biyosensörünün cevabına pH‟nın ve sıcaklığın etkisi araĢtırılmıĢtır. Biyosensörün tekrar 

kullanılabilirliği ve raf ömrü tayin edilmiĢtir. Biyosensörün gerçek numuneye karĢı 

davranıĢı incelenmiĢtir [24]. 
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Fatma Arslan ürik asit tayini için amperometrik esaslı yeni bir biyosensör hazırlamıĢtır. 

Platin elektrot yüzeyine polianilin-polipirol (Pani-PPy) film oluĢturulmuĢ ve ürikaz enzimi 

glutaraldehit kullanılarak film yüzeyine çapraz bağlama ile immobilize edilmiĢtir. Ürik asit 

ölçümü enzimatik reaksiyon sonucu oluĢan hidrojen peroksitin 0,4 V‟da ölçümüne 

dayanılarak yapılmıĢtır. Biyosensör için doğrusal çalıĢma aralığı 2,5x10
-6

 M – 8,5x10
-5

M 

olarak ölçülmiĢ ve cevap süresinin yaklaĢık 70 s olduğu gözlenmiĢtir. Biyosensör için 

optimum parametreler pH=9,0 ve sıcaklık 55
 o

C olarak bulunmuĢtur. Enzim elektrodu için 

tekrarlanabilirlik ve raf ömrü de çalıĢılmıĢtır [22]. 

 

Nezaket Dolmacı balıkta ksantin ve hipoksantin tayini için yeni bir amperometrik 

biyosensör geliĢtirmiĢtir. Ksantin oksidaz, pirol ve polivinilsülfonat ile birlikte platin 

elektrot yüzeyine immobolize edilmiĢtir. Ksantin ve hipoksantin tayini, enzim yüzeyindeki 

enzimatik reaksiyon sonucu oluĢan ürik asidin +0,30V'da yükseltgenmesine dayanılarak 

yapılmıĢtır. Ksantin ve hipoksantin biyosensörünün cevabına pH'nın, sıcaklığın ve substrat 

deriĢiminin etkisi incelenmiĢtir. Enzim elektrotun hipoksantin için doğrusal çalıĢma aralığı 

1,0x10
-7

M -1,0x10
-3

 M, tayin sınırı 1,0x10
-7

 M olarak tespit edilmiĢtir. Ġmmobolize edilen 

ksantin oksidazın Km gözlenen ve Vmax gözlenen değerleri sırasıyla 0,0154 mM ve 1,202 

µA/dakika olarak bulunmuĢtur. Enzim elektrodun en iyi çalıĢma pH'sı 7,75 ve sıcaklığın 25 

o
C olarak belirlenmiĢtir. 30 gün sonundaki amperometrik cevabın baĢlangıç değerinin 

%49'u olduğu görülmüĢtür. Balık numunelerinde, balık eti tazeliğini yitirdikçe hipoksantin 

miktarının arttığı gösterilmiĢtir [21] . 

 

A.T. Lawal ve S.B Adeloji 2010 yılında hipoksantine duyarlı bir biyosensör 

geliĢtirmiĢlerdir. Ksantin oksidaz (KO) ve potasyum ferrosiyanür medyatörü de 

kullanılarak galvanostatik polipirol (PPy) film hazırlanmıĢtır. Hazırlanan PPy/KO-

Fe(CN)6
4-

filminin optimum Ģartları incelenmiĢtir. Film 0,4 M pirol, 6,2 U/mL KO ve 40 

mM potasyum ferrosiyanür ortamında 0,5 mA/cm
2
 akımda 200 saniyede hazırlanmıĢtır. 

Potansiyometrik ve amperometrik ölçüm modları incelenmiĢtir. Amperometrik sensör için 

optimum potansiyel Ag/AgCl referans elektrot ve 0,05 M fosfat tamponunda 800 mV 

olarak tespit edilmiĢtir. Amperometrik ve potansiyometrik modlar karĢılaĢtırıldığında 

potansiyometrik sensör daha hassas, amperometrik sensör ise daha geniĢ bir bir ölçüm 

aralığına sahip olduğu görülmüĢtür. PPy-KO filmi balık tazeliği tesipitinde de baĢarılı 

olduğu belirtilmiĢtir [7]. 
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S. Gosh arkadaĢları tarafından balık tazeliğinin tespiti için bir biyosensör sistemi 

geliĢtirmiĢtir. Sistem balık dokusunda ATP‟nin yıkımı ile oluĢan hipoksantin (Hx), inozin 

(INO), ve inozinmonofosfat (IMP) metabolitlerinin kantitatif tayini esas alınarak 

geliĢtirilmiĢtir. Tazelik derecesi, balık dokusunda ATP‟nin yıkımyla oluĢan ürün miktarına 

bağlı olan K1 ve H değerinin indeksine bakılarak belirlenmiĢtir. Ferrosenkarboksilik asit 

(FCA) medyatörü kullanılarak hazırlanan polipirol filme ksantin oksidaz, nükleosid 

fosforilaz ve nükleotidaz enzimleri immobilize edilmiĢtir. Hazırlanan enzim elektrodla Hx, 

INO, ve IMP‟nin amperometrik ölçümleri etkili bir Ģekilde yapılmıĢtır. Bu basit, hızlı ve 

kullanıma hazır biyosensör ile bekletilmiĢ Catla Catla tatlı su balığının H değeri 

ölçülmüĢtür. Sonuçlar göstermiĢtir ki bozulma 7 gün sonunda -12 
o
C‟da bile çok hızlı 

gerçekleĢmektedir [32]. 

 

Meliha Çubukçu ve arkadaĢları altın nano parçacıkları (Au-nps) camsı karbon elektrota 

modifiye ettiler ve bu elektrota ksantin oksidaz (KO) enzimini immobilize etmiĢlerdir. 

Hazırlanan elektrotla ksantin (X) ve hipoksantin (Hx) ölçümleri yapılmıĢtır. Biyosensör X 

ve Hx için karakterize edilmiĢtir. Biyosensörün doğrusal ölçüm aralığı X için 5,0x10
-7

 M – 

1,0x10
-5

 M ve denklemi y = 0,44x + 0,712 bulunmuĢtur. Hx için ise ölçüm aralığı 5,0x10
-6

 

M – 1,5x10
-4

 M ve denklemi y = 0,014x + 0,575 olarak bulunmuĢtur. Elde edilen sonuçlar 

X ve Hx için karĢılaĢtırıldı. GeliĢtirilen sistem ile konserve tuna balığında Hx tayini 

yapılmıĢtır. Sonuçların umut verici olduğunu belirtmiĢlerdir [12]. 

 

Ülkü Anık Kırgöz ve arkadaĢları camsı karbon elektroda ksantin oksidaz (KO) enzimini 

immobilize ederek yeni bir biyosensör geliĢtirmiĢlerdir. Biyosensörün amperometrik 

ölçümü, KO enziminin katalitik aktivitesi sonucu oluĢan hidrojen peroksitin elektrot 

yüzeyinde yükseltgenmesi sonucu oluĢan akım değiĢimini esas almıĢtır. Biyosensör için 

optimum koĢullar araĢtırıldı ve hipoksantin (Hx) ve ksantin (X) için kalibrasyon grafikleri 

çizimiĢtir. Biyosensörün doğrusal çalıĢma aralığı ksantin için 5,0x10
-7

 M – 4,0x10
-5

 M ve 

hipoksantin için 2,0x10
-5

 M – 8,0x10
-5 

M olarak görülmüĢtür. Biyosensörün ölçüm limiti 

ise ksantin için 1,0x10
-7

 M ve hipoksantin için 5,3x10
-6

 M‟dır. Ayrıca enzim miktarı, 

optimizasyon, örnek numune uygulamaları ve kesinlik de çalıĢılmıĢtır [13]. 

 

Jianhong Pei ve Xiao Yuan Li ksantin oksidaz enzimini CuPtCl6/camsı karbon elektrot 

üzerine immobilize ederek bir biyosensör hazırlamıĢlardır. Hazırlanan enzim elektrodun 

ksantin ve hipoksantine karĢı hızlı ve duyarlı cevap verdiği görülmüĢtür. Gözlenen kararlı 
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akım, enzim elektrot yüzeyinde meydana gelen reaksiyon süresince oluĢan hidrojen 

peroksitin yükseltgenmesinden kaynaklanmaktadır. Enzim çalıĢması üzerine pH, sıcaklık 

ve uygulanan potansiyelin etkisi tartıĢılmıĢtır. Ksantin ve hipoksantin ölçümü için 

karakterize edilen enzim elektrodun ölçüm aralığı: ksantin için, 6x10
-7

 M – 2x10
-4

 M ve 

hipoksantin için, 5x10
-7

 M - 2x10
-4

 M olarak tespit edilmiĢtir. Ölçüm limiti: 1x10
-7

M. Sıvı 

kormatografide hipoksantin-ksantin karıĢımının ayrımı yapılmıĢ ve hazırlanan enzim 

elektrot kimyasal dedektör olarak kullanılmıĢtır [14]. 

 

V. Venugopal balık üretimi ve kalite kontrolü için kullanılan biyosensörleri araĢtırmıĢ ve 

bu konuda bir makale hazırlamıĢtır. Balık eti üretimi yalnızca yiyecek bakımından değil, 

uluslar arası ticaret ve ihracat geliri bakımından da ülkeler için önemlidir. Balık ve balık 

ürünleri dayanıksızdır ve balık türlerinin, çevresel koĢullarının ve beslenme Ģekillerininin 

farklı olmasından dolayı, kalite kontrolü de çok geniĢ bir çeĢitliliğe sahiptir. Ayrıca bu 

ürünler, bazı mikrobiyal ve diğer yaĢamsal tehlikeler için taĢıyıcı olarak da fonksiyon 

gösterebilirler. Bu yüzden kalite kontrolü balık üretim ve ticaretinde büyük bir öneme 

haizdir. Mevcut kalite kontrol teknikleri kullanıĢsız ve zaman alıcıdır. Deniz ürünleri 

incelenmesinde biyosensör uygulamaları çok hızlı ve güvenilir sonuçlar vermektedir. Bu 

makalede deniz ürünleri endüstrisinde biyosensör uygulamalarının faliyet alanı 

tartıĢılmıĢtır [15]. 

 

Jianjun Niu ve Jim Yang Lee balık tazeliğini tespit edebilmek amacıyla hipoksantine 

duyarlı grafit-seramik amperometrik bir biyosensör hazırlamıĢlar ve üretmiĢlerdir. Üretim 

prosesi sol-gel teknikleri kullanılarak bir silika grafit matrikse ksantin oksidaz enziminin 

immobilizasyonu ve enzimle modifiye edilmiĢ matriksin basit bir mekanik cila ile 

kolaylıkla yenilenebilmesine imkan sağlayan yüzeye sahip bir disk elektrota dönüĢtürülüp 

cam bir tüpe montajı ile yapılmıĢtır. Michaelis-Menten değerleri, medyatörsüz olarak 

hidrojenperoksitin indirgenmesine dayalı sistem, medyatörsüz direkt sistem ve benzil 

violojen medyatörlü sistem için ayrı ayrı hesaplanmıĢtır. Sonuçlar sırası ile 0,45; 0,64; 0,35 

mM olarak bulunmuĢtur. Sensör 1x10
-6 

M – 1x10
-3

 M deriĢim aralıklarında düzgün ve 

doğrusal bir akım artıĢı göstermiĢtir. pH=7,6 olan  0,05M fosfat tamponu ortamında her üç 

sistem için ölçüm sınırı sırasıyla; 1,3x10
-6

 M , 5,6x10
-6

 M ve 3,8x10
-7

 M olarak tespit 

edilmiĢtir. Enzim immobilize edilmiĢ bölgenin kullanılması ve bu yüzeyin kolayca 

yenilenebilmesi, sensörün kullanımını kolaylaĢtırmıĢ ve raf ömrünü uzatmıĢtır. ÇeĢitli 
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Ģartlarda bekletilmiĢ balık numuneleri ile yapılmıĢ denemelerden elde edilen sonuçların 

memnuniyet verici olduğu belirtilmiĢtir. [16]. 

 

M.A. Carsol ve arkadaĢları karbon esaslı baskılanmıĢ elektrot ile ürik asite duyarlı yeni bir 

biyosensör hazırlamıĢlardır. Ksantin oksidaz (KO) enzimini hem elektrot yüzeyine hem de 

CPG aminopropilsilanlı bir reaktöre direkt olarak immobilize edilmiĢtir. Reaktörün 

sensörün tekrar kullanılabilirliğini ve raf ömrünü artırdığı gözlenmiĢtir. hipoksantin (Hx), 

inozin (HxR) ve inozinmonofosfat (IMP) ölçümleri için optimum koĢullar belirlenmiĢtir. 

IMP, Hx ve HxR için kalibrasyon grafikleri çizilmiĢtir ve her üç molekül için 50 µL‟lik 

enjeksiyonlarda  1-50 µM arasında doğrusal bir artıĢ gözlenmiĢtir. Bir ölçüm 30 sn 

içerisinde tamamlanmıĢtır. 20 µM Hx deriĢimlerinde tekrarlanabilirlik ölçülmüĢtür [17]. 

 

Shengshui Hu ve çalıĢma grubu sodyummontmorilonnit-metilviyolin ile modifiye edilmiĢ 

karbon pasta elektrot ile hipoksantine duyarlı yeni bir biyosensör geliĢtirmiĢlerdir. Elektrod 

yüzeyine elektropolimerizasyonla polianilin filmi oluĢturulup ksantin oksidaz enzimi (KO) 

bu film üzerine immobilize edilmiĢtir. Hipoksantin ölçümü için KO enziminin katalitik 

aktivitesi sonucu harcanan oksijen esas alınmıĢtır. Oksijenin elektrokatalitik indirgenmesi 

ve sensörün cevabı dönüĢümlü voltametri tekniği ile incelenmiĢtir. Sensör 1 µM – 0,4 mM 

arasında doğrusal akım artıĢı göstermiĢ ve minimum ölçüm limiti 0,8 µM olarak tespit 

edilmiĢtir. Hazırlanan biyosensör ile balık etinde hipoksantin miktarı çalıĢıldı ve 

giriĢimlerin elimine edilmesi için çalıĢmalar yapılmıĢtır [18]. 

 

Xiao-Hua Li ve grubu hipoksantine (Hx) duyarlı elektrokimyasal bir biyosensör 

hazırlamıĢlar ve performansını incelemiĢlerdir. Bu çalıĢmada demir-3mezo-

tetrafenilporfirin (FeTPP) nanoparçacıkları (NPs) esas alınmıĢtır. FeTPPNPs filmi çapları 

25-45 nm olacak Ģekilde çözelti karıĢım teknikleri kullanılarak hazırlanmıĢ ve medyatör 

olarak kullanılmıĢtır. Ksantin oksidaz (KO)/FeTPPNPs/camsı karbon (GC) elektrot 

hipoksantine karĢı oldukça iyi amperometrik sinyal vermiĢtir. Ġmmobilize KO enziminin 

katalitik aktivitesi sonucu, hipoksantinin yıkımı süresince çözünmüĢ oksijenin 

harcanmasına bağlı olarak, biyosensör 1,0 µM – 0,34 µM arası Hx deriĢimlerini 

ölçebilebilmiĢtir. Biyosensörün gerçek numunelerde kullanlıabilirliği, 

mikrodiyalizlesüzülen fare beyin sıvısındaki Hx ölçülerek kanıtlanmıĢtır [20]. 
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Cheng Qiong ve arkadaĢları ksantin oksidaz içeren çift yüzeyli bir elektrot hazırlamıĢlar ve 

balık tazeliğinin tespitini rapor etmiĢlerdir. Modifiye edilen elektrot yüzeyine iki adet 

membran yapıldı; biri enzim immobilize edilmiĢ fibroin esaslı membran, diğeri; proteinler 

gibi yüksek molekül kütlesine sahip bileĢiklerden kaynaklanabilecek giriĢimleri engelleyen 

selüloz asetat membran. Biyosensör, enzimatik reaksiyon sonucu oluĢan hidrojen 

peroksitin ölçümünü esas almaktadır. Sensör yüksek hassasiyet ve balık numunelerine 

karĢı yüksek tekrarlanabilirlik göstermiĢtir. Sensörün tespit edebildiği minimum 

hipoksantin miktarı, 1x10
-7

 M. Selüloz asetat membranın enzimi muhafaza etmesinden 

dolayı, enzim elektrot 6 haftalık bir raf ömrü ve gerçek numunelere karĢı 400 ölçümlük bir 

tekrarlanabilirlik göstermiĢtir. Sonuçların oldukça iyi ve biyosensör bazı nehir balık 

türlerinin tazeliğinin teĢhisi için ticari öneme haiz olduğunu belirtilmiĢtir [23]. 

 

Gorou Arai ve arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢmada, ksantin oksidaz enzimini 

poli(merkapto-p-benzokinon) filme immobilize etmiĢler, ksantin ve hipoksantin tayinleri 

için bir biyosensör hazırlamıĢlardır. Hazırladıkları biyosensörün çalıĢma aralığını ksantin 

için 1,0x10
-6 

- 8,0x10
-5

 M, hipoksantin için 1,0x10
-6

 - 5,0x10
-5 

M olarak tespit etmiĢlerdir 

[29]. 

 

Rafael Radi ve arkadaĢları 1997 yılında yaptıkları çalıĢmada heparin kompleksine ksantin 

oksidaz enzimi immobilize etmiĢler ve kinetiğini incelemiĢlerdir. Ġmmobilize edilmiĢ 

ksantin oksidazın aktifliğinin serbest ksantin oksidazınkinden farklı olduğunu 

göstermiĢlerdir. Serbest ksantin oksidaz için Km değeri 3,0mM iken, immobilize ksantin 

oksidaz için 15m M olarak hesaplamıĢlardır [30]. 

 

John M.T. ve arkadaĢları 1996 yılında yaptıkları çalıĢmada flavini uzaklaĢtırılmıĢ ksantin 

oksidaz enzimi kullanılarak hipoksantin için medyatörün bulunduğu bir biyosensör 

hazırlamıĢlardır. Bu çalıĢmada kalsiyum klorür ile enzimden flavin adenin dinükleotit 

grubu uzaklaĢtırılarak de flavo ksantin oksidaz enzimi elde etmiĢlerdir. Medyatör olarak 

1,1-dimetil ferrosen kullanmıĢlardır. Doğal ve flavini uzaklaĢtırılmıĢ enzim için reaksiyon 

hızlarını 10,2x10
4
 M

-1
s

-1
 ve 9,6x10

4 
M

-1
s

-1
 olarak bulmuĢlardır. Enzim elektrot için 150 

analiz sonrasında sinyalin gözlenmediği ve 227K‟ de bir ay boyunca aktifliğini % 80 

koruduğunu gözlemiĢlerdir [53]. 
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3. ARAġTIRMA BULGULARI 

3.1. Cihazlar ve Malzemeler       

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihazı    

Amperometrik ölçme iĢlemlerinde BAS Epsilon-EC-Ver 1.40.67 NT elektrokimyasal 

analiz cihazı kullanıldı. 

3.1.2. Hücre ve elektrotlar 

Amperometrik ölçme iĢlemlerinde ġekil 3.1‟de verilen üç elektrotlu ölçme sistemi 

kullanıldı. Referans elektrot olarak BAS RE-5B no‟lu Ag/AgCl, karĢıt elektrot olarak 

MW-1032 no‟lu platin tel ve çalıĢma elektrodu olarak 0,5 cm² yüzey alanlı ve pirol-

dodesilbenzensülfonat ile kaplanmıĢ platin levha elektrotlar kullanıldı. 

 

ġekil 3.1. Kaplama ve ölçümde kullanılan hücre sistemi 

3.1.3. pH metre 

Tampon çözeltilerinin pH‟larının ölçülmesinde ORION Model 720A pH-iyonmetre cihazı 

kullanıldı.  
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3.1.4. Su banyosu  

Isıtma, soğutma ve sabit sıcaklık çalıĢmaları için Grant W14 marka termostatlı dolaĢımlı su 

banyosu kullanıldı.  

3.1.5. Mikro pipet  

5 µL – 100 µL ve 100 µL - 1000µL çözelti ilaveleri için Brand marka ± 0,05 µL 

hassasiyeti olan mikro pipetler kullanıldı. 

3.1.6. Argon gazı  

Çözeltide çözünmüĢ halde bulunan oksijeni uzaklaĢtırmak için Kargaz firmasından temin 

edilen yüksek saflıktaki ( % 99,99 ) argon gazı kullanıldı.  

3.1.7. Saf su 

Çözeltinin hazırlanmasında kullanılan saf su; GFL marka saf su cihazından sağlandı.  

3.1.8. SEM cihazı 

Gazi Üniversitesi Teknik Eğitim Fakültesi Metal bölümünde JEOL JSM-6060 LV markalı 

cihazda elektrotların yüzey fotoğrafları elde edildi. 

3.1.9. AFM cihazı 

Gazi Üniversitesi Fen Fakültesi Fizik Bölümünde Omicron AFM/STM kombine sistem 

markalı cihazda elektrotların yüzey fotoğrafları elde edildi. 

3.1.10. Yüzey temas açısı analiz cihazı 

Gazi Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya bölümünde flaĢ kamera aksesuarlı Kruss DSA100 

markalı cihazda elektrotların yüzey fotoğrafları elde edildi.  
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3.2. Kullanılan Reaktifler ve Özellikleri 

ÇalıĢmada kullanılan kimyasal maddelerin adları, saflık dereceleri ve temin edildikleri 

firmalar Çizelge 3.1‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.1. ÇalıĢmada kullanılan kimyasal maddelerin adları, saflık dereceleri ve temin 

edildikleri firmalar 

Kimyasal Madde Saflık Dereceleri Temin Edildiği Firma 

Pirol %98 Aldrich 

Sodyum Dodesilbenzen sülfonat - Sigma-Aldrich 

Sodyum Perklorat (NaClO4) %98 Sigma-Aldrich 

Hidrojen Peroksit (H2O2) %30 Sigma-Aldrich 

Ürik asit %99 Sigma 

Parasetamol (asetaminofen) %99,4 - 

L-(+)-Askorbik asit %99 Carlo Erba 

Glukoz (C6H1206) - Merck 

Sodyum Hidroksit NaOH %96 Carlo Erba 

Monosodyum Hidrojen Fosfat (NaH2PO4) %99 Merck 

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) %99 Merck 

Hipoksantin %99 Sigma 

Triklora asetik asit (TCA) - Merck 

Propan-2-ol - Merck 

Hidroklorik asit (HCl) %36,5 BDH 

3.2.1. Kullanılan çözeltiler 

Hidrojen peroksit: %30‟luk hidrojen peroksit çözeltisinden 102 μL alınarak deriĢimi 0,1 M 

olacak Ģekilde 10 mL stok çözelti hazırlandı. 10  mL 1,0x10
-2

 M ve 1,0x10
-5

 M hidrojen 

peroksit çözeltileri de su ile seyreltilerek hazırlandı. 

Fosfat tamponu: Monosodyum hidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfattan belli 

miktarlarda tartılarak saf suda çözüldü, hazırlanan çözeltinin pH‟ sı 1,0 M NaOH ve 1,0 M 

HCl ile 8,5‟e ayarlandı ve çözeltideki analitik deriĢimi 0,1 M olacak Ģekilde seyreltildi. 

Farklı pH ve deriĢimlerdeki tampon çözeltileri hazırlamak için aynı yol izlendi. Tampon 

çözelti buzdolabında +4 °C‟de saklandı. 
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Enzim çözeltisi: Toplam aktivitesi 100 ünite olan ksantin oksidaz ve ürikaz enzimleri 

alındı ve saf suda çözüldükten sonra hacim ölçülü balonda 10 mL‟ye tamamlandı (10 

ünite/mL). Deney sırasında kullanılacak olan enzim çözeltisi buzdolabında bekletildi. 

Uzun süre kullanılmadığı zaman çözelti derin dondurucuda saklandı. 

Hipoksantin çözeltisi: Belli bir miktarda tartılan hipoksantin, bir miktar 0,1 M NaOH‟da 

çözüldü daha sonra pH‟sı 8,5 olan 0,1 M fosfat tamponuyla 25 mL‟ye tamamlandı. Bu 

Ģekilde 25  mL 1x10
-3

 M ve 1x10
-2

 M‟lık stok çözeltiler hazırlandı. Farklı pH‟larda stok 

çözeltiler hazırlamak için 0,1 M fosfat tamponu seyreltik HCl ve NaOH kullanılarak 

istenilen pH‟ya getirildi ve çözelti hazırlamak için kullanıldı. Çözeltiler oda sıcaklığında 

karanlık ortamda muhafaza edildi. Bir haftayı dolduran stok çözeltiler tekrar hazırlandı. 

Askorbik asit çözeltisi:Katı askorbik asitten belli bir miktar tartılarak deriĢimi 0,1 M pH‟sı 

8,5 olan fosfat tamponunda 1,0 x 10⁻² M, 25 mL stok askorbik asit çözeltisi hazırlandı. 

Farklı deriĢimlerdeki askorbik asit çözeltileri belli hacimlerde alınarak fosfat tamponuyla 

seyreltilerek hazırlandı. 

Parasetamol çözeltisi (asetaminofen):Katı parasetamolden belli bir miktar tartılarak 

deriĢimi 0,1 MpH‟sı 8,5 olan fosfat tamponunda 1,0x10
-2

 M, 25 mL parasetamol çözeltisi 

hazırlandı. Farklı deriĢimlerdeki parasetamol çözeltileri belli hacimlerde alınarak fosfat 

tamponuyla seyreltilerek hazırlandı. 

Sodyum hidroksit çözeltisi: Katı sodyum hidroksitten belli bir miktar alınıp saf suda 

çözülerek 0,1 M 10 mL çözeltisi hazırlandı. 

Hidroklorik asit çözeltisi:DeriĢik HCl‟den belli bir miktar alınıp saf su ile seyreltilerek 1 M 

25 mL HClçözeltisi hazırlandı. 

Triklorasetik asit (TCA) çözeltisi: Katı trikloroasetik asitten belli bir miktar tartılıp kütlece 

% 10‟luk 10 mL çözelti hazırlandı. 

Sodyum perklorat: Katı sodyum perklorattan 12,5 gram tartılıp 1 M 100 mL stok sodyum 

perklorat çözeltisi hazırlandı. 
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3.3. Platin Yüzeye Polipirol-Sodyum dodesilbenzen sülfonat (PPy-DBS) Kaplanması 

Elektrot yüzeyinin temizlenmesi: Kaplama iĢleminden önce platin levhanın yüzeyi 

mekanik, kimyasal ve elektrokimyasal olarak temizlendi. Ġlk olarak platin yüzeyi sıfır 

numara zımpara ile parlatıldı, daha sonra aleve tutuldu. 5 dakika süre ile aseton, etil alkol, 

deriĢik HCl ve deriĢik nitrik asit içerisinde bekletildi. Tekrar saf su ile yıkandı, kurutuldu 

ve yüzeydeki su uzaklaĢtırıldı. Her kaplama iĢleminden önce yüzey bu Ģekilde temizlendi. 

TemizlenmiĢ Pt levha elektrodunun yüzeyi polipirol-dodesilbenzen sülfonat film ile 

kaplandı. Polipirol, elekrot yüzeyine pirolün elektropolimerleĢmesi ile biriktirildi. 

ElektropolimerleĢme için üçlü elektrot sistemi kullanıldı. ÇalıĢma elektrodu olarak platin 

levha (0,5cm
2
), karĢıt elektrot olarak platin tel ve referans elektrot olarak da Ag/ AgCl 

elektrot kullanıldı. Polipirol-dodesilbenzensülfonat film elde etmek için hücre içi deriĢimi 

0,15 M olacak Ģekilde 106 μL pirol, 5 mL dodesilbenzensülfonat, 4,894 mL saf su 

eklenmesiyle toplam 10 mL‟ lik bir çözelti hazırlandı. Bu çözeltiye temizlenmiĢ platin 

elektrot daldırıldı ve 10 dakika süreyle argon gazı geçirilerek çözeltideki oksijen 

uzaklaĢtırıldı. Elektropolimerizasyon iĢlemi dönüĢümlü voltametri yöntemi ile -0,8V - 

+0,8V potansiyelleri arasında, 20mV/s tarama hızında ve 10 çevrimde yapıldı. Kaplama 

iĢleminden sonra elektrot yüzeyi saf su ile yıkandıktan sonra kullanılmak üzere tampon 

çözelti içinde bekletildi. Böylece Platin/Polipirol–dodesilbenzensülfonat (Pt/PPy-DBS) 

elektrot hazırlandı.[35]. 

3.3.1. Pt/PPy-DBS film elektrodun SEM analizi 

Bölüm 3.3„de hazırlanan film elektrodun SEM analizi yapılması için değiĢik fotoğrafları 

çekildi ve çekilen fotoğraflar arasında en uygun görüntü seçildi. 

3.3.2. Pt/PPy-DBS film elektrodun AFM analizi 

Bölüm 3.3„de hazırlanan film elektrodun AFM analizi yapılması için değiĢik fotoğrafları 

çekildi ve çekilen fotoğraflar arasında en uygun görüntü seçildi. 
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3.3.3. Pt/PPy-DBS film elektrodun yüzey temas açısı analizi 

Bölüm 3.3‟de anlatıldığı gibi hazırlanan film elektrodun yüzey temas açısı analizi 

yapılması için değiĢik yüzey fotoğrafları çekildi ve çekilen fotoğraflar arasından en uygun 

olan görüntü seçildi.  

3.4. Pt/PPy-DBS film elektrodun hidrojen peroksite duyarlılığının belirlenmesi 

Pt/Polipirol-sodyum dodesilbenzen sülfonat elektrot, Ag/AgCl referans elektrodu ve platin 

tel; 9 mL 0,1 M fosfat tamponu, 1 mL 1 M destek elektrolit (NaClO4)  çözeltisinin içine 

daldırıldı. 0,4 V sabit potansiyelde dengeye getirildi ve denge akımı kaydedildi. Denge 

akımına ulaĢan elektrot ile hücre içi 10
-7

M-10
-2

M arasında değiĢen hidrojen peroksit 

konsantrasyonlarında ilaveler yapıldı. Her ilave sonunda hücre içerisi 300 s karıĢtırılıp, 

karıĢtırmanın bitiminden itibaren 200 s sonrasındaki difüzyon akımı ölçüldü. Okunan 

akımlar ile denge akımı arasındaki farklar alınarak her bir konsantrasyon için Δi değerleri 

hesaplandı. Elde edilen Δi değerleri hidrojen peroksit deriĢimine karĢı grafiğe geçirildi. 

3.5. Pt/PPy-DBS Film Elektrodunun Serbest Enzimin Bulunduğu Çözeltide 

Hipoksantine Duyarlılığının Belirlenmesi 

Hazırlanan çalıĢma elektrotu 9 mL tampon çözeltisi 1 mL destek elektrolit (NaClO4)  

bulunan çözeltiye daldırılarak 0,4 V sabit potansiyelde dengeye getirildi. Ardından 50 µL 

Ksantin Oksidaz (KO) ve 50 µL Ürikaz (U) enzimleri ilave edilerek enzimli ortamda 

dengeye gelmesi beklendi ve denge akımı kaydedildi. Ardından artan deriĢimlerde 

hipoksantin ilaveleri yapıldı. Her ilave sonrasında reaksiyonun tamamlanabilmesi için 300 

saniye karıĢtırılmıĢtır. 

KarıĢtırmanın bitiminden itibaren 200 saniye sonrasındaki difüzyon akımı okundu. Okunan 

akımlar ile denge akımı arasındaki farklar alınarak her bir deriĢim için Δi değerleri 

hesaplandı. Elde edilen Δi değerleri enzim deriĢimine karĢı grafiğe geçirildi. 
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3.6. Biyosensörün Hazırlanması 

3.6.1. Hapsetme yöntemi ile enzim immobilizasyonu 

Platin elektrot yakma ve asitte bekletme iĢlemlerinden sonra zımparalanıp saf su ile 

temizlendi. Ardından hücre içerisine 106 µL pirol, 5 mL sodyum dodesilbenzen sülfonat, 

0,5 mL ksantin oksidaz, 0,5 mL ürikaz enzimi ve 3,894 mL su ilave edilerek 10 mL‟lik bir 

hücre hazırlandı. Hücreden 10 dakika argon gazı geçirilerek oksijen uzaklaĢtırıldı. Daha 

sonra dönüĢümlü voltametri tekniği kullanılarak -0.8V – +0,8 V arasında 20 mV/s tarama 

hızında 4 döngüde CV taraması yapıldı. Kaplanan elektrot saf suyla yıkandı. Biyosensör 

kullanılmadığı zamanlarda buzdolabında  +4º C„de fosfat tamponunda bekletildi. 

3.6.2. Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensörünün SEM analizi 

Bölüm 3.6.1„deki gibi hazırlanan biyosensörün SEM analizinin yapılması için değiĢik 

fotoğrafları çekildi ve çekilen fotoğraflar arasında en uygun olan görüntü seçildi. Pt/PPy-

DBS film elektrodun SEM fotoğrafları karĢılaĢtırıldı. 

3.6.3. Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensörünün AFM analizi 

Bölüm 3.6.1 „ deki gibi hazırlanan biyosensörün AFM analizinin yapılması için değiĢik 

fotoğrafları çekildi ve çekilen fotoğraflar arasında en uygun olan görüntü seçildi. Pt/PPy-

DBS film elektrodun AFM fotoğrafları karĢılaĢtırıldı. 

3.6.4. Pt/ PPy-DBS / KO-U biyosensörünün yüzey temas açısı analizi 

Bölüm 3.6.1 ‟de anlatıldığı gibi hazırlanan biyosensörün yüzey temas açısı analizinin 

yapılması için değiĢik yüzey fotoğrafları çekildi ve çekilen fotoğraflar arasından en uygun 

olan görüntü seçildi. Pt/PPy-pTS film elektrod ile Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensörünün 

yüzey temas açısı fotoğrafları karĢılaĢtırıldı.  
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3.7. Pt/PPy-DBS/ KO-U Biyosensörünün En Ġyi KoĢullarının Belirlenmesi 

Biyosensörün en iyi çalıĢma koĢullarının belirlenmesi için pH‟nın etkisi, sıcaklığın etkisi, 

substrat deriĢiminin etkisi, biyosensörün tekrar kullanılabilirliği ve raf ömrünün 

belirlenmesi çalıĢıldı.  

3.7.1. pH’nın etkisi 

Bölüm 3.6.1 ‟de anlatıldığı gibi hazırlanan biyosensörde çift enzim bulunduğundan bu çift 

enzimli elektrot sisteminin optimum pH‟sı, her bir enzimin kendisine ait optimum pH‟dan 

farklı olacağı beklenmektedir. Sistemin optimum pH‟sının belirlenmesi için farklı pH 

ortamlarında denemeler yapılmıĢtır. Bu amaçla Bölüm 3.6.1‟de anlatıldığı gibi hazırlanan 

biyosensörün 5,5-9 arası değiĢen pH‟larda hipoksantine karĢı duyarlılığı incelendi ve 

karĢılaĢtırıldı. Bu iĢlem için pH‟sı 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8,  8,5, 9 olan 0,1 M fosfat tamponları 

hazırlandı. Her bir pH ortamı için mevcut pH koĢullarında ayrı ayrı hipoksantin çözeltileri, 

hazırlandı. Her bir pH ortamında ölçüm alınırken biyosensörün o pH ortamına uyum 

sağlaması için mevcut pH ortamında bir süre bekletildi ve her bir pH ortamı için denge 

akımına gelmesi bekletildi. Ölçüm iĢlemi için hipoksantin ilavesi hücre içi deriĢimi 5,0 × 

10 
-5 

M olacak Ģekilde yapıldı. Hipoksantin ilavesinden sonra hücre ortamı 300 s karıĢtırıldı 

ve 200 s sonundaki difüzyon akımı okundu. Okunan akımlar denge akımından çıkarılarak 

her bir pH ortamı için ∆i değerleri hesaplandı. Elde edilen  ∆i değerleri pH „ya karĢı 

grafiğe geçirildi. 

3.7.2. Sıcaklığın etkisi 

Bölüm 3.6.1‟de anlatıldığı gibi hazırlanan ve dengeye getirilen biyosensörün amperometrik 

cevap akımı üzerine sıcaklığın etkisini incelemek amacıyla 25 
o
C, 30

 o
C, 35

 o
C,  40

 o
C, 

45
o
C, 50

o
C, 55

o
C, 60

o
C, 65

o
C, 70

o
C, 75

o
C sıcaklığındaki ortamlarda biyosensörün 

amperometrik cevabı ölçüldü. Hücre içine pH‟sı 8,5 olan 0,1 M 9 mL tampon çözeltisi ve 1 

mL 1 M sodyum perklorat çözeltisi konuldu ve enzim elektrot hücreye daldırıldı. Grant 

W14 marka termostatlı dolaĢımlı su banyosu kullanılarak hücre içindeki çözeltinin 

sıcaklığı 25 
o
C olacak Ģekilde ayarlandı. 0,4 V sabit potansiyelde dengeye getirildi ve 

denge akımı kaydedildi. Her bir sıcaklık ortamında hücre içi deriĢimi 5,0×10
-5

 M olacak 

Ģekilde hipoksantin ilavesi yapıldı. Ġlave sonrasında 300 s karıĢtırılıp 200 s sonundaki 
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difüzyon akımı okundu. Aynı iĢlemler diğer sıcaklık değerlerinde de yapılarak okunan 

akımlar kaydedildi. Okunan akımlar ile denge akımı arasındaki farklar alınarak her bir 

sıcaklık için ∆i değerleri hesaplandı ve bulunan bu değerler sıcaklığa karĢı grafiğe 

geçirildi. 

3.7.3. Substrat deriĢiminin etkisi       

Bölüm 3.6.1 ‟de anlatıldığı gibi hazırlanan biyosensör içerisinde, pH‟sı 8,5 olan 0,1 M 

9mL fosfat tamponu ve 1 mL 1 M sodyum perklorat (NaClO4 )  bulunan çözeltiye 

daldırıldı. 400 mV sabit potansiyelde dengeye getirilerek denge akımı kaydedildi. Daha 

sonra hipoksantin ilaveleri yapıldı. Her ilavede çözelti 300 saniye karıĢtırılıp, 200 saniye 

sonundaki difüzyon akımı okundu ve denge akımı ile arasındaki farklar alınarak her bir 

hipoksantin deriĢimi için Δi değerleri belirlendi. Hipoksantin deriĢimlerine karĢı Δi grafiği 

çizildi (Michaelis-Menten eğrisi)(ġekil 4.11). Çizilen bu grafikten yararlanılarak 

biyosensörün doğrusal çalıĢma aralığı1,0x10
-7 

M – 1,0x10
-6

M belirlendi. Ayrıca elde edilen 

verilerden Lineweaver-Burk grafiği çizildi ve bu grafikten yararlanarak ksantin oksidaz ve 

ürikaz enziminin bulunduğu çift enzimli sistemin KM(gözlenen) ve Vmaks(gözlenen) değerleri 

belirlendi. 

3.7.4. Biyosensörün tekrar kullanılabirliğinin belirlenmesi  

Bölüm 3.6.1 „de anlatılan Ģekilde hazırlanan biyosensörün optimum koĢullar altında tekrar 

kullanılabilirliğini ölçmek amacıyla arka arkaya sabit hipoksantin deriĢiminde ölçümler 

alındı. Bu amaçla; hazırlanan biyosensör optimum olarak belirlenen pH‟daki tampon 

çözeltisi ve destek elektrolitin bulunduğu hücre içerisine alınarak dengeye getirildi ve 

5x10
-5

 M hipoksantin ilave edildi. Hücre ortamı 300 s karıĢtırılıdı ve 200 s sonundaki 

difüzyon akımı okundu. Hemen ardından aynı Ģekilde hazırlanan hücre ile tekrar ölçüm 

alındı. Bu iĢlem 20 defa tekrar edilerek okunan ∆i akımları grafiğe geçirildi. 

3.7.5. Biyosensörün raf ömrünün belirlenmesi  

Bölüm 3.6.1‟e göre hazırlanan biyosensörün raf ömrünün tespit edilebilmesi için 40 gün 

boyunca iki günlük periyotlarda ölçümler alınmıĢ ve biyosensörün ilk gün verdiği cevap ile 

son gün verdiği cevap kıyaslanmıĢtır. Bu amaçla tampon çözelti ve destek elektrolit içeren 
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hücre sistemine daldırılan biyosensör 0,4 V potansiyelde dengeye getirildi ve denge akımı 

kaydedildi. Ardından hücre içi deriĢimi 5,0 x 10
-5

M olacak Ģekilde hipoksantin ilave edildi 

ve 300 s karıĢtırılıp 200 s sonundaki difüzyona akımı okundu. Ölçüm iĢlemi tamamlanan 

biyosensör, bir sonraki ölçüm iĢlemine kadar tampon çözelti içerisinde +4 
o
C‟a ayarlanmıĢ 

buzdolabında bekletildi. Aynı iĢlemler her ölçüm için tekrarlandı. Elde edilen ∆i değerleri 

grafiğe geçirildi, 

3.8.  Biyosensör Üzerine GiriĢim Yapan Maddeler 

Bölüm 3.6.1‟e göre hazırlanan ve dengeye getirilen biyosensörün en iyi Ģartlarda 5,0x10
-5

 

M hipoksantin deriĢiminde elde edilen amperometrik cevap akımı üzerine biyolojik 

sıvılarda var olan ve giriĢim etkisi yapabilecek maddelerden ürik asit, askorbik asit, 

parasetamol (asetaminofen) ve glukozun giriĢim etkileri incelendi.  

Ürik asidin giriĢim etkisinin incelenmesi 

Bölüm 3.6.1‟e göre hazırlanan Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörü, içerisinde 9 mL 0,1 M 

fosfat tamponu ve 1 mL 1,0 M sodyum perklorat bulunan toplam 10 mL‟lik hücrede 0,4 V 

elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge akımı kaydedildi. Hücre içi deriĢimi 

5,0x10
-5

 M olacak Ģekilde hipoksantin ilavesi yapıldı. Çözelti 300 s karıĢtırılıp 200 s 

sonundaki akım okundu ve denge akımı ile arasındaki fark alınarak hipoksantinin neden 

olduğu cevap akımı kaydedildi. Aynı çözelti üzerine hücre içi deriĢimi 1x10
-4

 M olacak 

Ģekilde ürik asit eklendi. 300 s karıĢtırılıp 200 s sonundaki akım okundu ve denge akımı ile 

arasındaki fark alınarak hipoksantinin ve ürik asidin neden olduğu toplam cevap akımı 

kaydedildi. Bu toplam akımdan 5x10
-5

 M hipoksantinden kaynaklanan cevap akımı 

çıkarılarak 1x10
-4

 M ürik asidin cevap akımı bulundu. Bulunan bu akım toplam cevap 

akımına oranlanarak 1x10
-4

 M ürik asidin yüzde giriĢimi hesaplandı (Çizelge 4.1). 

Askorbik asidin giriĢim etkisinin incelenmesi 

Bölüm 3.6.1‟e göre hazırlanan Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörü, içerisinde 9 mL 0,1 M 

fosfat tamponu ve 1 mL 1,0 M bulunan sodyum perklorat toplam 10 mL‟lik hücrede 0,4 V 

elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge akımı kaydedildi. Hücre içi deriĢimi 

5,0x10
-5

 M olacak Ģekilde hipoksantin ilavesi yapıldı. Çözelti 300 s karıĢtırılıp 200 s 
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sonundaki akım okundu ve denge akımı ile arasındaki fark alınarak hipoksantinin  neden 

olduğu cevap akımı kaydedildi. Aynı çözelti üzerine hücre içi deriĢimi 1x10
-4

 M olacak 

Ģekilde askorbik asit eklendi. 300 s karıĢtırılıp 200 s sonundaki akım okundu ve denge 

akımı ile arasındaki fark alınarak hipoksantin ve askorbik asidin neden olduğu toplam 

cevap akımı kaydedildi. Bu toplam akımdan 5x10
-5

 M hipoksantinden kaynaklanan cevap 

akımı çıkarılarak 1x10
-4

 M askorbik asidin cevap akımı bulundu. Bulunan bu akım toplam 

cevap akımına oranlanarak 1x10
-4

 M askorbik asidin yüzde giriĢimi hesaplandı (Çizelge 

4.1). 

Parasetamol (Asetaminofen)‟ün giriĢim etkisinin incelenmesi 

Bölüm 3.6.1‟e göre hazırlanan Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörü, içerisinde 9 mL 0,1 M 

fosfat tamponu ve 1 mL 1,0 M bulunan sodyum perklorat toplam 10 mL‟lik hücrede 0,4 V 

elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge akımı kaydedildi. Hücre içi deriĢimi 

5x10
-5

 M olacak Ģekilde hipoksantin ilavesi yapıldı. Çözelti 300 s karıĢtırılıp 200 s 

sonundaki akım okundu ve denge akımı ile arasındaki fark alınarak hipoksantinin neden 

olduğu cevap akımı kaydedildi. Aynı çözelti üzerine hücre içi deriĢimi 1x10
-4

 M olacak 

Ģekilde parasetamol eklendi. 300 s karıĢtırılıp 200 s sonundaki akım okundu ve denge 

akımı ile arasındaki fark alınarak hipoksantin ve parasetamolün neden olduğu toplam 

cevap akımı kaydedildi. Bu toplam akımdan 5x10
-5

 M hipoksantinin sebep olduğu cevap 

akımı çıkarılarak 1x10
-4

 M parasetamolün sebep olduğu cevap akımı bulundu. Bulunan bu 

akım toplam cevap akımına oranlanarak 1x10
-4

 M parasetamolün yüzde giriĢimi 

hesaplandı(Çizelge 4.1). 

Glukozun giriĢim etkisinin incelenmesi 

Bölüm 3.6.1‟e göre hazırlanan Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörü, içerisinde 9 mL 0,1 M 

fosfat tamponu ve 1 mL 1,0 M bulunansodyum perklorat toplam 10 mL‟lik hücrede 0,4 V 

elektrot potansiyelinde dengeye getirilerek denge akımı kaydedildi. Hücre içi deriĢimi 

5x10
-5

 M olacak Ģekilde hipoksantin ilavesi yapıldı. Çözelti 300 s karıĢtırılıp 200 s 

sonundaki akım okundu ve denge akımı ile arasındaki fark alınarak hipoksantinin neden 

olduğu cevap akımı kaydedildi. Aynı çözelti üzerine hücre içi deriĢimi 5x10
-3

 M olacak 

Ģekilde glukoz eklendi. 300 s karıĢtırılıp 200 s sonundaki akım okundu ve denge akımı ile 

arasındaki fark alınarak hiposantin ve glukozun neden olduğu toplam cevap akımı 
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kaydedildi. Bu toplam akımdan 5x10
-5

M hipoksantinin sebep olduğu cevap akımı 

çıkarılarak 5x10
-3

 M glukozun sebep olduğu cevap akımı bulundu. Bulunan bu akım 

toplam cevap akımına oranlanarak 5x10
-3

 M glukozun yüzde giriĢimi hesaplandı (Çizelge 

4.1). 

3.9. Biyosensörün Gerçek Numuneler Üzerindeki Performansının Ġncelenmesi 

3.9.1. Numune hazırlanması 

Alınan balık numunesinin ölçüme hazır hale getirilmesi için, balık kas dokusundan 5g 

örnek alınıp parçalayıcı yardımı ile parçalandı. Üzerine bir miktar saf su eklenerek bir süre 

karıĢtırılarak bekletildi. Bekletilen karıĢım mavi band süzgeç kâğıdından süzüldü ve saf su 

ile 100 mL‟ye tamamlandı. Bu iĢlem bir kez yapıldı. Diğer iĢlemler için protein çöktürmesi 

yapıldı. Bu amaçla, parçalanan balık numunesi üzerine bir miktar su ilavesi yapıldıktan 

sonra %10‟luk TCA çözeltisinden 5–10 damla (çökmenin tamamlanıdığı gözle 

görülünceye kadar) ilave edildi. Daha sonra mavi bant süzgeç kâğıdından geçirildi. 

Süzüntü alınarak 100 mL‟ye saf su ile tamamlanarak ölçüm için hazır hale getirildi. 

3.9.2. Balık numunesi ile ölçüm alınması 

Hazırlanan biyosensör ile gerçek numunelere karĢı çalıĢmalar yapılmıĢ ve performansı 

incelenmiĢtir. Bu amaçla canlı olarak elde edilen alabalık türü balık ile denemeler yapıldı. 

Balığın ölümünden hemen sonra balık numunesi Bölüm 3.9.1‟de anlatıldığı Ģekilde ölçüme 

hazırlandı.  

Biyosensör, tampon çözelti ve destek elektrolit bulunan hücre sistemine daldırılıp 0,4 V‟da 

dengeye getirilerek ölçüm iĢlemine hazır hale getirildi. Hazırlanan balık numunesinden  

1mL alınarak hücre içerisine ilave edilip 300 s karıĢtırıldı ve 200 s sonundaki difüzyon 

akımı okundu. Ardından standart ekleme yöntemiyle bir kalibrasyon grafiği hazırlandı. Bu 

amaçla tampon çözelti destek eletrolit ve balık numunesinin bulunduğu, ölçüm alınmıĢ 

hücre sistemi değiĢtirilmeden 25µM–75µM arasında artan konsantrasyonlarda hipoksantin 

ilaveleri yapılarak akım değerleri okundu. Elde edilen ∆i değerleri hipoksantin deriĢimine 

karĢı grafik elde edildi. Ölçümü alınan balık numunelerindeki hipoksantin miktarı, bu 

grafiğe bakılarak tespit edildi. 
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Ölümü henüz gerçekleĢen balık eĢit parçalara bölündü. Parçaların bir kısmı -20 
o
C‟a 

ayarlanmıĢ derin dondurucuda ve bir kısmı +4 
o
C‟a ayarlı buzdolabında sıcaklığında 

bekletilerek üç günlük aralıklarla ölçümler alındı. Alınan ölçümler sonunda elde edilen 

akımlar, ilk günkü balık numunesinden alınan ölçüm sonucu referans alınarak, her iki 

ortamdaki numune için karĢılaĢtırma yapılmak üzere grafik edildi.  
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4. BULGULAR VE TARTIġMA 

Hipoksantin tayini yapabilmek amacıyla, ksantin oksidaz enziminin katalitik aktivitesi ile 

hipoksantinin oksidasyonu sırasında oluĢan hidrojen peroksitin ölçümü esas alındı. Fakat 

enzimatik reaksiyon dizisi sonucu oluĢan ürik asit, hidrojen peroksitle birlikte 

yükseltgenerek giriĢim yapmaktadır. Bu çalıĢmada, çift enzim kullanılarak, ürik asidin 

giriĢimini engellemek amacı ile ksantin oksidaz enzimi ile birlikte ürikaz enzimi de 

kullanılarak oluĢan ürik asidin ortamdan uzaklaĢtırılması amaçlanmıĢtır. Ayrıca 

hipoksantinin ürik asite oksidasyonu sonunda oluĢan iki hidrojen peroksite ilave olarak, 

ürikaz enziminin katalitik aktivitesi ile ürik asidin allantoine oksidasyonu sonucu hidrojen 

peroksit oluĢacaktır ve bu da okunan sinyali güçlendirici etki yapacaktır.  

Ġlk olarak elektrot enzimsiz olarak kaplandı ve elektrot yüzeyinde hazırlanan filmin 

duyarlılığını test edebilmek amacıyla artan hidrojen peroksit deriĢimlerinde ölçümler 

alındı. Ardından hazırlanan film elektrodun hipoksantinin oksidasyonu sonucu oluĢan 

hidrojen peroksite karĢı duyarlılığını tespit edebilmek için serbest enzimli ortamda 

ölçümler alındı. Daha sonra her iki enzimin birbirlerine göre en doğru oranını tespit etmek 

amacı ile serbest enzim ortamında her iki enzimin birbirlerine göre oranları değiĢtirilerek 

en iyi oran belirlendi. Elektrodun en iyi çalıĢma potansiyeli belirlendi. ÇalıĢma potansiyeli 

olarak 0,4 V belirlendi ve çalıĢmalara bu yönde devam edildi. Enzimler elekrot yüzeyine 

tutuklama yöntemi ile immobilize edildi. Hazırlanan enzim elektrodun çalıĢma koĢullarının 

tespit edilebilmesi için değiĢen sıcaklık ve pH koĢulları altında ölçümler alınarak 

biyosensörün optimum çalıĢma koĢularına bakıldı. Biyosensörün tekrar kullanılabilirliği 

incelendi ve raf ömrü tayin edildi. Film elektrot ve biyosensör yüzeyinin morfolojik yapısı 

SEM, AFM, profilometri, temas açısı ölçümü gibi yöntemlerle karakterize edildi. Son 

olarak da gerçek numuneler üzerindeki analitik performansı test edildi. 

Ksantin oksidaz ve ürikaz enzimlerinin immobilize edildiği elektrot yüzeyinde gerçekleĢen 

reaksiyon dizisi aĢağıda gösterildiği gibidir; 
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ġekil 4.1. Ksantin oksidaz ve ürikaz enzimlerinin immobilize edildiği elektrot yüzeyinde 

gerçekleĢen reaksiyon dizisi 

Enzimatik reaksiyonlar sonucu oluĢan hidrojen peroksit molekülleri elektrot yüzeyinde 

yükseltgenir. Bu yükseltgenme esnasında sabit potansiyel altında anodik bir akım oluĢur. 

OluĢan anodik akım büyüklüğü hipoksantin deriĢimi ile orantılı olarak değiĢir. 

Pt/PPy-DBS film elektrot üzerine ksantin oksidaz ve ürikaz enzimleri hapsetme yöntemi 

ile immobilize edildi. Hazırlanan biyosensörün biyokimyasal özellikleri ve analitik 

performansı incelendi. Sonuçlara iliĢkin değerlendirmeler yapılarak yorumlandı. 

4.1. Hazırlanan Pt/PPy-DBS Film Elektrodunun Hidrojen Perokside Duyarlılığının 

Belirlenmesi 

Bölüm 3.3‟de anlatıldığı gibi hazırlanan film elektrodun duyarlılığının tespit edilebilmesi 

için artan hidrojen peroksit deriĢimlerine karĢı cevap akımlarındaki değiĢimlere bakıldı. 

Teorik olarak artan hidrojen peroksit deriĢimi ile orantılı anodik akım cevapları 

beklenmektedir. Deneysel sonuçlar da bu yönde olmuĢtur. Artan hidrojen peroksit 

deriĢimlerinde doğrusal bir akım artıĢı gözlenmiĢtir. Sonuçlar grafiğe geçirilmiĢtir. Elde 

edilen veriler elektrodun hidrojen peroksite karĢı duyarlı olduğunu gösterir. Bu da film 

elektrodun belirtilen aralıkta hipoksantin tayini için kullanılabilir olduğunu 

göstermiĢtir(ġekil 4.2.) 

Hipoksantin + KOy   Ksantin + KOi 

KOi + O2  KOy + H2O2 

Ksantin +  KOy   Ürik asit +  KOi 

KOi  + O2                        KOy + H2O2 

Ürik asit + Uy   Allantoin + Ui 

Ui +  O2    Uy  + H2O2 

3H2O2   3O2 + 6H
+
 + 6e

-
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ġekil 4.2. Pt/PPy-DBS film elektrodun artan hidrojen peroksit deriĢimine karĢı cevap 

akımları 

4.2. Pt/PPy-DBS Film Elektrodun Serbest Enzimli Ortamda Hipoksantine 

Duyarlılığının Ġncelenmesi 

Hidrojen peroksit artıĢına orantılı olarak cevap veren film elektrodun serbest enzimli 

ortamda hipoksantine duyarlılığına bakıldı. Ortama hipoksantin ilaveleri ile bölüm Ģekil 

4.1‟deki reaksiyonlar hücre sisteminde çözeltide gerçekleĢmiĢ, oluĢan hidrojen peroksit 

çözeltiden platin elektroda difüzlenerek platin yüzeyde yükseltgenmiĢtir. Bu sırada oluĢan 

anodik akım kaydedilerek grafiğe geçirilmiĢtir (ġekil 4.3). 

 
ġekil 4.3. Pt/PPy-DBS film elektrodun serbest enzimli ortamda hipoksantine cevabı 

R² = 0,9095 

0,00

5,00

10,00

15,00

20,00

25,00

30,00

35,00

40,00

45,00

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

A
kı

m
 f

ar
kı

  ∆
İ (

µ
A

) 

  Hidrojen peroksit derişimi (mM) 

R² = 0,8954 

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

A
kı

m
 f

ar
kı

 ∆
İ(

µ
A

) 

Hipoksantin (mM) 



64 

 

ġekilde de görüldüğü gibi hipoksantin deriĢiminin artıĢına paralel olarak akımlarda da bir 

artıĢ gözlenmiĢtir. Bu sonuç, hipoksantinin enzimatik reaksiyonlar sonucu oluĢturduğu 

ürünlerin elektrokimyasal olarak tesipit edilebileceğinin bir göstergesidir. 

4.3. SEM Analizi 

Bölüm 3.3„de anlatıldığı gibi hazırlanan film elektrot ve bölüm 3.6.2.„de anlatıldığı gibi 

hazırlanan biyosensörün taramalı elektron mikroskobu ile çekilen fotoğrafları sırasıyla 

ġekil 4.4. ve ġekil 4.5.‟de gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.4. Pt/PPy-DBS film elektrodun SEM fotoğrafı 
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ġekil 4.5. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörünün SEM fotoğrafı 

Enzim ile kaplanan elektrot filminin SEM fotoğrafı ile enzimsiz kaplanan elektrot filminin 

SEM fotoğrafına bakıldığında ikisinin birbirinden çok farklı olduğu görülmektedir. 

Biyosensör yüzeyinin SEM fotoğrafına bakıldığında enzim moleküllerinin, polimer 

yapının üstünde değiĢik bir Ģekilde yerleĢmiĢ olarak bulunduğu görülmektedir. PPy-DBS 

filmin doğal görüntüsü taneciklidir. Ksantin oksidaz ve ürikaz enzimleri immobilize 

edildikten sonra enzimlerin aynı biçimde dağılmasıyla tanecikli yapı kapanmıĢtır. PPy-

DBS film elektrot ve PPy-DBS ksantin oksidaz ve ürikaz biyosensörü için alınan 

görüntüler literatür görüntüleri ile uyumludur [43,44]. 

4.4. AFM Analizi 

Bölüm 3.3„de anlatıldığı gibi hazırlanan film elektrot ve bölüm 3.6.3‟de anlatıldığı gibi 

hazırlanan biyosensörün AFM (atomik kuvvet mikroskobu) ile çekilen fotoğrafları 

sırasıyla ġekil 4.6. ve ġekil 4.7.‟de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.6. Pt/PPy-DBS film elektrodunun AFM fotoğrafı 

 

ġekil 4.7. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörünün AFM fotoğrafı 

Enzimli ve enzimsiz görüntüler birbirinden açık bir Ģekilde ayırt edilebilir durumdadır. 

Yapıya ksantin oksidaz ve ürikaz enzimlerinin immobilizasyonu iĢlemiyle yapıda oluĢmuĢ 

olan rastgele dağılmıĢ tanecikli yapılar enzimli yapıya atfedilmektedir. Enzimsiz (PPy-

DBS) yapısının yüzey morfolojisi, yapıya ksantin oksidaz ve ürikaz enzimlerinin 

eklenmesiyle yüzeyde yeni bir morfolojik yapılanma oluĢmuĢtur. Buna bağlı olarak ksantin 

oksidaz ve ürikaz immobilizasyon iĢlemi yüzeyi daha pürüzsüz yapmıĢtır. Bu sonuç, yüzey 

pürüzlülük değeri olan Root Mean Square (RMS) değeri ile desteklenmektedir. Enzimsiz 

yapı için RMS değeri 62 nm ve enzimli yapı için RMS değeri 241 nm dir. 
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4.5. Pt/PPy-pTS/KO-UBiyosensörünün Yüzey Temas Açısı Analizi 

Bölüm 3.3‟de anlatıldığı gibi hazırlanan film elektrot ve bölüm 3.6.4. ‟de anlatıldığı gibi 

hazırlanan biyosensörün yüzey temas açısı fotoğrafları ġekil 4.8. ve ġekil 4.9.‟da 

görülmektedir. 

 

ġekil 4.8. Pt/PPy-DBS film elektodunun yüzey temas açısı fotoğrafı 

 

ġekil 4.9. Pt/PPy-DBS/ KO-U biyosensörünün yüzey temas açısı fotoğrafı 

ġekil 4.8 ve ġekil 4.9 görüntüleri incelendiğinde sırasıyla yüzey temas açılarının 36º ve 

12,90º olduğu görülmektedir. Yüzey açısının biyosensörde daha düĢük olması yüzeyin 

hidrofilikliğinin bir göstergesidir. ġekiller incelendiğinde enzim immobilize edilen film 

elektrod görüntüsünün (ġekil 4.9) biraz daha yayvan olduğu görülmektedir. Bu da enzim 

elektrod yapısının hidrofilik, PPy-DBS film elektrodun ise daha hidrofobik olduğunun 

göstergesidir. Ksantin oksidaz ve ürikaz enzimleri yapılarında hidrofilik gruplar 

içerdiğinden ġekil 4.9‟un daha yayvan olması beklenen sonuçtur. Bu görüntüler ise 

enzimlerin yüzeye immobilize edildiğini kanıtlamaktadır. 
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4.7. Biyosensörün En Ġyi ÇalıĢma KoĢullarının Belirlenmesi 

4.7.1.  pH etkisi 

Çift enzimli elektrot sistem için optimum çalıĢma pH‟sını belirlemek amacı ile Bölüm 

3.7.1‟deki iĢlemler yapılarak sonuçlar grafiğe geçirilmiĢtir (ġekil 4.10). 

 
ġekil 4.10. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörünün farklı pH ortamlarındaki cevap 

akımları(0,1 M pH fosfat tamponu 25 ºC) 

Ölçümler pH: 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8,  8,5 ve 9 ortamlarında alınmıĢtır. En yüksek akımlar pH 

8,5 ortamında elde edilmiĢtir. Fakat çift enzimli elektrot sisteminde çalıĢtığımız için 

grafiğin tepe noktasına karĢılık gelen pH‟nın optimum pH olarak alınması daha uygun 

olacaktır. Çünkü her iki enzimin optimum pH‟ları birbirlerinden farklıdır (Çizelge 2.1 ve 

Çizelge 2.2). Tepe noktasının x eksenini kestiği nokta 8,5„dir. ÇalıĢmalara pH 8,5 ile 

devam edildi. Bulunan sonuçlar literatür değerleriyle desteklenmektedir. Literatürler 

incelendiğinde ksantin oksidaz ve ürikaz enzimlerinin immobilizasyonu ile hazırlanan 

elektrot için pH değeri 8,2 olarak bulunmuĢtur [24]. Ayrıca ksantin ile hazırlanan 

biyosensör çalıĢmalarında pH 8,0 ve 9,0 [45,46]; ürikaz ile hazırlanan biyosensör 

çalıĢmalarında 9,0 ve 9,5 olarak bulunmuĢtur [22,42]. 
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4.7.2. Sıcaklık etkisi 

Hazırlanan biyosensör için en iyi çalıĢma aralığının belirlenebilmesi için Bölüm 3.7.2‟de 

anlatıldığı Ģekilde ölçümler alındı ve sonuçlar grafiğe geçirildi. 

 
ġekil 4.11. Pt/ PPy-DBS/KO-U biyosensörün sıcaklık değiĢimine karĢı duyarlılığı (0,1 M 

pH=8,5 fosfat tamponu) 

En yüksek akım değerleri 65 
o
C‟da elde edilmiĢtir. Grafiğin tepe noktasının x eksenini 

kestiği nokta da 65 
o
C olduğundan, optimum sıcaklık değeri olarak 65 

o
C kabul edildi. 

Sıcaklığın bu kadar yüksek çıkmasının sebebi pirolün elektropolimerleĢmesiyle elde edilen 

polipirol(PPy) filmin, aktif enzimleri korumak için iyi bir mikro çevre sağlaması sonucu; 

ksantin oksidaz ve ürikaz enzimleri aktifliğini kaybetmemiĢtir. Enzimler protein yapısında 

olduklarından dolayı yüksek sıcaklıklarda enzimin protein yapısı denatürasyona uğrar ve 

böylelikle aktivitesini kaybeder [35]. Uzun süreli çalıĢma durumlarında yüksek sıcaklıkta 

çalıĢmak enzim yapısını bozacağı için bundan sonraki çalıĢmalar oda sıcaklığında 

yapılmıĢtır. Literatürde de değiĢik destek materyallere immobilize edilmiĢ ksantin oksidaz 

ve ürikaz için optimum sıcaklık değeri 30ºC olarak bulunmuĢtur [24]. Her bir enzim için 

ayrı ayrı yapılan çalıĢmalarda ürikaz ile hazırlanan biyosensörlerde 35°C, 55 °C ve 70ºC 

gibi sıcaklıklar bulunmuĢtur [39,42,47]. Ksantin oksidaz ile hazırlanan biyosensörlerle 

yapılan çalıĢmalarda ise sıcaklıklar 35ºC ve 55°C olarak bulunmuĢtur[13,21]. 
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4.7.3. Substrat deriĢiminin etkisi 

Enzimler artan substrat konsantrasyonlarında sürekli olarak aynı Ģekilde davranmazlar. 

BaĢlangıçta ilave edilen substrat anında ürüne dönüĢür. Fakat belli bir substrat deriĢimine 

gelindiğinde, artık enzimin aktif merkezi substrata doygun hale gelir ve oluĢan ürün 

miktarı artan substrat konsantrasyonuna rağmen sabit kalır. Hazırlanan biyosensör 

sisteminde reaksiyonu gerçekleĢtiren ana etken enzim olduğu için, biyosensörün genel 

davranıĢında, enzimlerin davranıĢlarının en büyük rol oynayacağı bilinmektedir. Artan 

substrat konsantrasyonlarında da biyosensörün cevabı enzimlerin karakteristikleri ile 

benzer olacaktır. Yani artan substrat deriĢimine karĢı baĢlangıçta artan bir akım 

sergileyecek sonrasında da enzim aktif merkezi substrata doygun hale geleceğinden akım 

değerleri sabitlenecektir. Bu bölümde hazırlanan biyosensörün artan hipoksantin 

deriĢimine karĢı davranıĢı incelendi. Bu amaçla Bölüm 3.7.3‟de anlatılan iĢlemler 

yapılarak elde edilen akımlar grafiğe geçirildi. 

 
ġekil 4.12. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörün artan hipoksantin deriĢimine karĢı davranıĢı  

(0,1 M pH=8,5 fosfat tamponu 25 ºC) 

Grafikte de görüldüğü üzere biyosensör beklendiği gibi Michaelis-Menten grafiğine benzer 

bir tutum sergilemiĢtir. Artan hipoksantin deriĢimlerine karĢı baĢta doğrusal bir artıĢ 

göstermiĢ, ardından enzim aktif merkezinin substrata doyduğu anda artan hipoksantin 

deriĢimine karĢılık cevap akımı sabitlenmiĢtir. Ancak bu grafiğe bakarak sistemin 
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karakteristiğini tespit etmek zordur çünkü grafik doğrusal değildir. Doğrusallığı sağlamak 

için Michaelis-Menten denklemi ters çevrilip gerekli düzenlemeler yapılarak Lineweaver-

Burk denklemi elde edilir.  Bu denklemdeki doğrusallığı sağlayan değerler grafiğe 

geçirilerek Lineweaver-Burk grafiği çizilir. 

 

ġekil 4.13. Biyosensörün hipoksantine duyarlılığını gösteren Lineweaver-Burk grafiği 

Doğrusal olan bu grafikten yararlanılarak KM(gözlenen) ve Vmax(gözlenen) değerleri sırasıyla 

1,66.10
-4

mM ve 0,61µA hesaplanmıĢtır. Literatürlerde ksantin oksidaz ve ürikaz 

immobilizasyonu ile hazırlanan biyosensör için verilen KM(göz)  değeri 0,0037 mM ve 

Vmaks(göz.) değeri 0,19 µA‟ dır [24]. Literatürlerde değiĢik destek materyallere immobilize 

edilmiĢ ürikaz enzimi ile hazırlanan biyosensörler için KM(göz)  değerleri 0,00618; 0,44 ve 

0,238 mM; Vmaks(göz.)ise 0,685 ve 0,0741 μA olarak bulunmuĢtur [39,41,48]. Ksantin 

enzimi ile hazırlanan biyosensörler için KM(göz)  değerleri 1,538; 0,0154; 0,003 ve 1,11 

mM; Vmaks(göz.)ise; 1,203 μA olarak bulunmuĢtur [14,21,30,54] 

4.7.4. Biyosensör için kalibrasyon grafiği çizilmesi 

Biyosensörün ölçüm aralığının tespitinden sonra, içeriği bilinmeyen numunede hipoksantin 

miktarının yapılabilmesi için kalibrasyon grafiği çizildi. Bu iĢlem için ġekil 4.14ġekildeki 

doğrusal olan noktalar baz alınarak artan konsantrasyonlarda hipoksantin ilaveleri ile üç 

noktalı bir kalibrasyon grafiği elde edildi (ġekil 4.16). 
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ġekil 4.14. Pt/PPy-DBS/KO-U biyosensörünün kalibrasyon grafiği(0,1 M pH=8,5 fosfat 

tamponu,25°C) 

ġekildeki kalibrasyon grafiğinin doğrusallığı yüksek çıkmıĢtır. Doğrusal çalıĢma aralığı 

1,0x10
-7 

M – 1,0x10
-6

M olarak bulundu.Ġçeriği bilinmeyen numunelerin kantitatif 

analizinde kullanılmak üzere ideal olduğu görülmüĢtür.  

4.7.5. Biyosensörün tekrar kullanılabilirliğinin belirlenmesi 

Biyosensörün tekrar kullanılabilirliğinin tespit edilebilmesi için Bölüm 3.7.4‟de anlatılan 

iĢlemler uygulanılarak elde edilen akımlar grafiğe geçirilmiĢtir. 

 
ġekil 4.15. Pt/ PPy-DBS/KO-U biyosensörünün tekrar kullanılabilirliği(0,1 M pH=8,5 

fosfat tamponu 25ºC) 
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Ölçümler alınırken, her bir ölçümde koĢulların aynı olmasına özen gösterilmiĢtir. Sonuç 

olarak biyosensörün 20 ölçüm sonrasında performasının % 73‟nü koruduğu ve bağıl 

standart sapma değeri % 27 olarak bulunmuĢtur. Literatürde ksantin oksidaz ve ürikazın 

immobilize edilmesiyle hazırlanan biyosensörün 20 ölçüm sonrasında performansının 

%74,5‟ini koruduğu ve bağıl standart sapma değerinin %9,78 olduğu; ksantin oksidaz ile 

yapılan çalıĢmalarda 20 ölçüm sonucunda elde edilen akım değiĢimlerinden hesaplanan 

bağıl standart sapma % 26,0 olduğu, baĢka bir çalıĢmada 11 günlük süre boyunca 

performasının %80‟ ini koruduğu; ürikaz ile yapılan çalıĢmalarda 30 ölçüm sonunda 

baĢlangıç aktivitesinin yaklaĢık % 76,6‟sını koruduğu ve bağıl standart sapma değerinin 

%8,67 olduğu belirtilmiĢtir [21, 24, 42, 55].Bu sonuç benzer biyosensör hazırlanması ile 

ilgili çalıĢmalarla karĢılaĢtırıldığında oldukça iyi bir sonuçtur. 

4.7.6. Biyosensörün raf ömrünün belirlenmesi 

Hazırlanan biyosensörün raf ömrünün belirlenmesi amacıyla Bölüm 3.7.5‟de anlatılan 

iĢlemler uygulanarak elde edilen değerler grafiğe geçirilmiĢtir (ġekil 4.16). 

 
ġekil 4.16. Biyosensörün raf ömrü(0,1 M pH=8,5 fosfat tamponu,25°C) 

40 günün sonunda biyosensörün performansında % 85‟lik bir azalma meydana gelmiĢtir. 

Literatürde ksantin oksidaz ve ürikazın immobilize edilmesiyle hazırlanan biyosensörde 33 

günde aktivitesinin %44‟ünü kaybetmiĢtir[24].Ürikaz immobilize edilerek hazırlanan 

biyosensörde 60 gün sonunda baĢlangıç amperometrik cevabının yaklaĢık % 58„ini 

kaybettiği görülmüĢtür[42].Ksantin oksidaz immobilize edilerek hazırlanan biyosensörde 

30 gün sonra baĢlangıç amperometrik cevabının %51‟ ini kaybettiği görülmüĢtür[21]. 
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4.8. Biyosensörün Üzerine GiriĢim Yapan Maddeler 

Hazırlanan biyosensörün amperometrik cevap akımına askorbik asit, ürik asit, parasetamol 

ve glukozun giriĢim etkileri bölüm 3.8‟ de belirtildiği gibi incelenmiĢ ve elde edilen 

sonuçlar Çizelge 4.1 „ de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.1. Biyosensör üzerine giriĢim yapan maddeler ve giriĢim etkileri 

Ürik Asit 0,1 mM 18,85% 

Ürik Asit 0,3 mM 55,68% 

Ürik Asit 0,5 mM 86,37% 

Askorbik Asit 0,1 mM 80% 

Askorbik Asit 0,01 mM 39% 

Glukoz 5,0 mM 9,00% 

Parasetamol 0,1 mM 39,62% 

Parasetamol 0,01 mM 9,88% 

Bu giriĢim değerleri oldukça yüksektir. Askorbik asidin ciddi giriĢimlere sebep olduğu ve 

bu giriĢim etkisinin büyük oranlarda seyreltme, salatalık suyu ilavesi ve doğrudan askorbik 

asidi yükseltgeyen askorbat oksidaz ilavesi yöntemleri ile giderilmeye çalıĢıldığı 

literatürlerde belirtilmektedir[18,49,52].Parasetamolün giriĢim etkisi ise büyük oranda 

seyreltmeler yapılarak giderilebildiği literatürde belirtilmiĢtir [51,52]. Literatürde 

hazırlanan farklı biyosensörler için ürik asidin giriĢim etkisinin görüldüğü ve bunun 

seyreltme yapılarak giderildiği belirtilmektedir [18,23,35].Bizim çalıĢmamızda da 

seyreltme sonucu askorbik asit deriĢimi azalmakta ve giriĢim etkisi çok aza indirilmektedir. 

4.9. Biyosensörün Gerçek Numunelere KarĢı DavranıĢının Ġncelenmesi 

Biyosensörün gerçek numunelere karĢı performansının incelenmesi için alabalık balık türü 

tercih edilmiĢtir. Balık canlı iken alınıp, ölümünden hemen sonra hipoksantin miktarına, 

hazırlanan biyosensör ile bakılmıĢtır. Ardından balıktaki hipoksantin artıĢlarını izlemek ve 

bu artıĢları hazırlanan biyosensörün tespit edip edemeyeceğini gözlemek için, balık 

numunesi çeĢitli ortamlarda bekletildikten sonra ölçümler alınmıĢtır. Bu amaçla Bölüm 

3.9.1 ve Bölüm 3.9.2‟deki iĢlemler sırasıyla yapılmıĢtır.  
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4.9.1. Balık ölümü gerçekleĢtiği anda alınan ölçüm 

Balık ölümü gerçekleĢtiği anda numune Bölüm 3.9.1‟de anlatıldığı Ģekilde hazırlanarak 

ölçüm alındı. Burada protein çöktürme ile çöktürmeme arasındaki akım değerlerindeki 

değiĢimi gözlemek için ilk numune hazırlamada protein çöktürmesi yapılmadı. Aynı 

numune proteini çöktürülerek de hazırlandı ve ikisinin akımları karĢılaĢtırıldı. Ardından 

standart ekleme metoduyla kalibrasyon grafiği çizildi. Bu grafiğin denkleminde, okunan 

akım değeri yerine yazılarak x ekseninde karĢılık gelen değer numunedeki hipoksantin 

miktarı olarak okundu. 

 
ġekil 4.17.Balık ölümü gerçekleĢtiği anda proteini çöktürülerek hazırlanmıĢ numune için 

standart ekleme metodu ile hazırlanmıĢ kalibrasyon grafiği 

4.9.2. Derin dondurucuda bekletilmiĢ balık numunesinde hipoksantin artıĢlarının 

incelenmesi 

Ġlk ölçümü alınan balık numunesi parçalara ayrılarak bir kısmı -20 
o
C‟a ayarlanmıĢ derin 

dondurucuda bekletilerek 2 günlük periyotlarda ölçümler alınarak hipoksantin artıĢı 

hazırlanan biyosensörle gözlemlenmek istenmiĢtir. Bu amaçla Bölüm 3.9.1‟de anlatıldığı 

Ģekilde numune hazırlandı ve Bölüm 3.9.2‟de anlatıldığı Ģekilde ölçümler alındı. Ölçüm 

sonuçları kalibrasyon grafiğinden okundu. Okunan değerler bekletilen gün sayısına karĢı 

grafik edildi. 
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ġekil 4.18. Derin dondurucuda bekletilen numune için periyodik aralıklarla alınan 

hipoksantin ölçüm sonuçlarının bekletilen gün sayısına karĢı grafiği 

Grafiğe bakıldığında derin dondurucuda bekletilen balık numunesinde hipoksantin 

miktarının ilk güne göre biraz yükseldiği fakat bu yükselmenin derin dondurucuda ileriki 

zamanlarda sabitlendiği görülmektedir. Bulunan sonuçlar literatürlerle karĢılaĢtırıldığında 

bulunan değerlerin literatür değerlerine yakın olduğu görülmüĢtür [24]. 

4.9.3. Buzdolabında bekletilmiĢ balık numunesinde hipoksantin artıĢlarının 

incelenmesi 

Ġlk ölçümü alınan balık numunesi parçalara ayrılmıĢ, parçaların bir kısmı da +4
 o

C‟ a 

ayarlanmıĢ buzdolabında bekletilmiĢtir. Ġki günlük periyotlarla ölçümler alınmıĢ ve alınan 

ölçümlerden elde edilen sonuçlar gün sayısına karĢı grafiğe geçirilmiĢtir (ġekil 4.21). 

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0 2 4 6 8 10 12 14

H
ip

o
ks

an
ti

n
 D

er
iş

im
i (

m
M

) 

Gün 



77 

 

 
ġekil 4.19. Buzdolabında bekletilen numune için periyodik aralıklarla alınan hipoksantin 

ölçüm sonuçlarının bekletilen gün sayısına karĢı grafiği 

Dolapta bekletilen balık numunesinde hipoksantin artıĢı ilk güne göre yükselmiĢtir. 

Dolapta bekletilmesi, balık numunesinde hipoksantin artıĢını her ne kadar yavaĢlatsa da 

durdurucu etki göstermemiĢtir. Ksantin oksidaz ve ürikaz enzimleri ile yapıan benzer 

çalıĢmalarda elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırıldığında sonuçların iyi olduğu görülmüĢtür 

[24]. 

4.9.4. Derin dondurucuda ve buzdolabında bekletilen balık numuneleri için alınan 

hipoksantin ölçüm sonuçlarının karĢılaĢtırılması 

Derin dondurucuda ve buzdolabında bekletilen balık numuneleri için alınan sonuçların 

tamamı tek bir grafikte toplanmıĢtır (ġekil 4.22). 
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ġekil 4.20. Her iki durum için alınan sonuçların karĢılaĢtırılması 

Grafiğe bakıldığında balık numunesinde hipoksantin artıĢının en yüksek olduğu durum 

balık numunesinin buzdolabında bekletildiği durumdur. Balık derin dondurucuda 

bekletildiğinde hipoksantin artıĢı çok düĢük seviyelerdedir. Literatürde karĢılaĢtırıldığında 

çalıĢmamızda bulunan değerlerin literatür değerlerine göre oldukça iyi olduğu 

görülmüĢtür[24]. 

 

  

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40

0 2 4 6 8 10 12 14

H
ip

o
ks

an
ti

n
 D

er
iş

im
i  

(m
M

) 
 

Gün 

Seri 1

Seri 2  Buz Dolabı 

  Derin Dondurucu 



79 

 

5. SONUÇLAR 

Sonuç olarak; bu çalıĢmada hazırladığımız biyosensörün; 

 Doğrusal çalıĢma aralığı 1,0x10
-7

M – 1,0x10
-6 

M olarak bulundu. 

 Tekrar kullanılabilirliği iyidir (20 ölçme sonunda biyosensörün aktivitesini 

%73oranında koruduğu görüldü).Tekrarlanabilirlik biyosensör için çok önemli olup 

hazırlanan biyosensörle arka arkaya fazla sayıda analiz yapabileceğimizi 

göstermektedir.  

 Raf ömrü uygundur (40 gün sonunda baĢlangıç amperometrik cevabının yaklaĢık 

%85‟ni kaybetmiĢtir). 

 Pt/PPy-DBS/KO-UbiyosensörününKM(gözlenen)  ve Vmax(gözlenen) değerleri sırasıyla 

1,66.10
-4 

mM ve0,61 µA  olarak bulundu. 

 En iyi çalıĢma pH‟sı 8,5 olarak bulundu. 

 Hazırlanan biyosensörün 65 °C ‟e kadar dayanıklı olduğu bulundu. Biyosensörün 

yüksek sıcaklıklara kadar dayanıklı olması iletken polimer filmin mikroçevre 

oluĢturarak enerjiyi korumasından kaynaklanmaktadır. Biyosenörün yüksek sıcaklığa 

dayanıklı olması iyi bir özelliktir. 

 Gerçek numunelere karĢı davranıĢı incelenmiĢ ve balık numunelerindeki hipoksantin 

miktarı tespit edilmiĢtir. Bekletilen balık numunesindeki hipoksantin artıĢı da doğrusal 

bir Ģekilde gözlenmiĢtir. 
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