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ÖZET 

FERRİTİN TAYİNİNE YÖNELİK ELEKTROKİMYASAL İMPEDANS 

SPEKTROSKOPİSİ ESASLI İMMUNOSENSÖR GELİŞTİRİLMESİ  

MENGÜLLÜOĞLU, Umut 

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dalı 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Erhan DİNÇKAYA 

Nisan 2018, 129 sayfa 

Ferritin dünyada insan popülâsyonunda çok yaygın bir şekilde görülen 

demir eksikliği anemisinin en önemli belirteçlerinden biridir. Bunun yanı sıra bir 

akut faz reaktanı olarak pek çok enflamasyon durumunda ve bazı durumlarda da 

bir tümör marker olarak tayini önem taşımaktadır.  

Bu önemli nedenlerden dolayı proje kapsamında ferritin tayinine yönelik 

yeni bir impedimetrik immünosensör geliştirildi. Temel prensip olarak antijen  –  

antikor etkileşimine dayalı afinite temelli bir biyosensör sistemi geliştirildi ve 

sensör yüzeyinde meydana gelen değişimler elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi ile izlendi. Söz konusu değişimlerden yola çıkılarak ferritin tayini 

gerçekleştirildi. Antijen  –  antikor etkileşimi anti ferritin antikoru ile ferritin 

biyomolekülleri arasında gerçekleştirildi. İmmünosensör sisteminin hassasiyeti, 

kullanılan sensör yüzeylerinin çeşitli yöntemlerle modifikasyonları neticesinde 

arttırıldı.  

Anti ferritin antikorları altın elektrot yüzeyine 11 – merkaptoundekanoik 

asit (11 – MUA) ile oluşturulan kendiliğinden oluşan tek tabaka (SAM) üzerinden 

kovalent bağlarla immobilize edildi. Ferritin antijenleri, yüzeye immobilize edilen 

antikorlarla etkileşimleri sonucunda elektrokimyasal impedans spektroskopisi 

(EİS) sistemi ile tayin edildi. Geliştirilen biyosensör sistemi 2,5 – 400 pg/mL 

ferritin konsantrasyonlarında doğrusal tayin aralığına sahiptir. Biyosensörün 

tekrar üretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik sonuçları ise oldukça tutarlıdır.  

Anahtar sözcükler: Ferritin, Elektrokimyasal İmpedans Spektroskopisi, 

İmmünosensör, Biyosensör, Afinite 
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ABSTRACT 

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL IMPEDANCE 

SPECTROSCOPY BASED IMMUNOSENSOR FOR FERRITINE 

DETERMINATION 

MENGÜLLÜOĞLU, Umut 

PhD in Biochemistry Department 

Supervisor: Prof. Dr. Erhan DİNÇKAYA 

April 2018, 129 pages 

Ferritin is one of the most important markers of iron deficiency anemia, 

which is very common in human populations around the world. In addition, it is 

important as an acute phase reactant in many cases of inflammation and in some 

cases as a tumor marker.  

Due to these important reasons, a new impedimetric immunosensor for the 

determination of ferritin was developed under the project. As a basic principle, an 

affinity - based biosensor system based on antigen - antibody interaction was 

developed and the changes on the sensor surface were observed by 

electrochemical impedance spectroscopy. Ferritin determination was carried out 

by way of the mentioned changes. Antigen - antibody interaction was carried out 

between the anti-ferritin antibody and the ferritin biomolecules. The sensitivity of 

the immunosensor system has been increased as a result of various modifications 

of the sensor surfaces used. 

Anti-ferritin antibodies were covalently immobilized onto the gold electrode 

surface via a self-assembled monolayer (SAM) of 11 - mercaptoundecanoic acid 

(11 – MUA). Ferritin antigens were detected by electrochemical impedance 

spectroscopy (EIS) as a result of their interaction with surface-immobilized 

antibodies. The developed biosensor system has a linear range of                        

2.5 to 400 pg/mL ferritin. The reproducibility and repeatability results of the 

biosensor are highly consistent. 

Keywords: Ferritin, Electrochemical Impedance Spectroscopy, 

Immunosensor, Biosensor, Affinity 



x 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 

 

 

 

 

 

TEŞEKKÜR 

 Lisansüstü eğitimim süresince görüş ve deneyimlerinden yararlandığım 

danışman hocam Sayın Prof. Dr. Erhan DİNÇKAYA’ya teşekkür ederim.  

 Tez izleme toplantılarında değerli görüş ve önerilerini sunan Sayın Prof. 

Dr. Erol AKYILMAZ ve Sayın Prof. Dr. Zekerya DURSUN’a katkılarından 

ötürü teşekkür ederim. 

 Tez çalışmalarım boyunca bilimsel görüşlerini, kimyasal malzemelerini ve 

manevi desteklerini benden esirgemeyen Sayın Doç. Dr. DİLEK ODACI 

DEMİRKOL’a, Sayın Doç. Dr. Serap EVRAN’a, Sayın Araş. Gör. Dr. Çağrı 

ALTUĞ’a, Sayın Dr. Canan ÖZYURT’a ve Sayın Öğretim Görevlisi Burhan 

BORA’ya teşekkür ederim. 

 Tez çalışmalarım kapsamında laboratuvarlarındaki cihazlarını kullanımıma 

sunan Sayın Prof. Dr. Figen ZİHNİOĞLU’na, Sayın Prof. Dr. Şenay ŞANLIER’e 

ve Sayın Araş. Gör. Dr. Güliz AK’a; ayrıca kimyasal malzeme desteğinden ötürü 

Sayın Araş. Gör. Dr. İdris YAZGAN’a teşekkür ederim.    

 Sonsuz sevgi, sabır ve destekleri için annem, babam ve kardeşime sonsuz 

teşekkürler. 

 Bu çalışma Ege Üniversitesi Rektörlüğü Bilimsel Araştırma Projeleri 

Koordinatörlüğü tarafından 13-FEN-029 no’lu proje kapsamında desteklenmiştir. 

Desteklerinden ötürü Ege Üniversitesi Rektörlüğü Bilimsel Araştırma Projeleri 

Koordinatörlüğü’ne teşekkür ederim. 

 

 

 

 



xii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiii 

 

 

İÇİNDEKİLER 

Sayfa 

ÖZET ..................................................................................................................... vii 

ABSTRACT ........................................................................................................... ix 

TEŞEKKÜR ........................................................................................................... xi 

İÇİNDEKİLER ..................................................................................................... xiii 

ŞEKİLLER DİZİNİ ............................................................................................. xvii 

ÇİZELGELER DİZİNİ .......................................................................................... xx 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ ........................................................ xxii 

1. GİRİŞ................................................................................................................ 1 

1.1 Biyosensörler ................................................................................................ 4 

1.2 Biyosensörlerin sınıflandırılması .................................................................. 7 

1.3 Biyomoleküllerin immobilizasyonu ........................................................... 10 

1.3.1 İmmobilizasyon prosedürleri .................................................................. 13 

1.4 Elektrokimyasal biyosensörler ................................................................... 27 

1.4.1 Voltammetri/amperometri ....................................................................... 29 

1.4.2 Kondüktometri ........................................................................................ 31 

1.4.3 Potansiyometri ........................................................................................ 31 

1.5 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi .................................................. 32 

1.5.1 İmpedans spektroskopisinde temel prensipler ve terimler ...................... 33 



xiv 

 

 

İÇİNDEKİLER (devam) 

Sayfa 

 

1.6 Biyosensör tasarımında elektrokimyasal impedans spektroskopisi ............39 

1.7 Ferritin .........................................................................................................42 

1.7.1 Giriş .........................................................................................................42 

1.7.2 Yapı .........................................................................................................43 

1.7.3 Serum ferritini .........................................................................................44 

2. MATERYAL VE METOD .............................................................................46 

2.1 Materyal ......................................................................................................46 

2.1.1 Kullanılan malzemeler ............................................................................46 

2.1.2 Kullanılan cihaz ve sistemler ..................................................................47 

2.2 Yöntem ........................................................................................................49 

2.2.1 Elektrot temizliği .....................................................................................49 

2.2.2 Biyosensörün ölçüm sistemi ....................................................................50 

2.2.3 Verilerin değerlendirilmesi......................................................................51 

2.2.4 Uygun eş değer devre modeli ile ölçümlerin değerlendirilmesi..............52 

2.2.5 Ferritin tayinine yönelik hazırlanan elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi temelli biyosensörün hazırlanması .................................................54 

2.2.6 Kullanılacak olan anti ferritin – ferritin proteinlerinin test edilmesi.......56 

 



xv 

 

 

İÇİNDEKİLER (devam) 

Sayfa 

 

2.2.7 Ferritin tayinine yönelik elektrokimyasal impedans spektroskopisi 

temelli biyosensörün immobilizasyon aşamalarının optimizasyonu ..................... 58 

2.2.8 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EİS) yöntemi ile ferritin 

tayinine yönelik olarak geliştirilen afinite temelli biyosensörün karakterizasyon 

çalışmaları .............................................................................................................. 63 

3. SONUÇLAR VE TARTIŞMA ....................................................................... 65 

3.1 Ferritin tayinine yönelik geliştirilen biyosensörün modifikasyon 

basamaklarına ilişkin bulgular ............................................................................... 65 

3.2 ELISA testine ilişkin bulgular .................................................................... 70 

3.3 Ferritin tayinine yönelik elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli 

biyosensörün immobilizasyon aşamalarının optimizasyonuna ilişkin bulgular .... 73 

3.3.1 Antijen türünün biyosensör cevabına etkisi ............................................ 73 

3.3.2 Antijen ve antikor için seçilen çözgen türünün biyosensör cevabına 

etkisi…..………………………………………………………………………….75 

3.3.3 11 – Merkaptoundakanoik asit konsantrasyonunun optimizasyonu ....... 76 

3.3.4 11 – Merkaptoundekanoik asit çözeltisinde en uygun inkübasyon 

süresinin belirlenmesi ............................................................................................ 78 

3.3.5 EDC – NHS derişimlerinin optimizasyonu ............................................. 80 

3.3.6 EDC – NHS sisteminin inkübasyon yönteminin biyosensör cevabına 

etkisi…... ................................................................................................................ 83 

3.3.7 Antikor derişiminin biyosensör cevabına etkisi ...................................... 85 



xvi 

 

 

İÇİNDEKİLER (devam) 

Sayfa 

 

3.3.8 Antiferritin inkübasyon süresinin biyosensör cevabına etkisi .................87 

3.3.9 Ferritin inkübasyon süresinin biyosensör cevabına etkisi .......................89 

3.4 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EİS) yöntemi ile ferritin 

tayinine yönelik olarak geliştirilen afinite temelli biyosensörün karakterizasyon 

çalışmalarına ilişkin bulgular .................................................................................92 

3.4.1 Doğrusal tayin aralığının belirlenmesi ....................................................92 

3.4.2 Tekrar üretilebilirlik ................................................................................96 

3.4.3 Tekrarlanabilirlik .....................................................................................97 

3.4.4 Biyosensörün seçimliliği .........................................................................99 

3.4.5 Yapay serumda ferritin tayini ................................................................101 

4. GENEL DEĞERLENDİRME ......................................................................105 

KAYNAKLAR DİZİNİ .......................................................................................109 

ÖZGEÇMİŞ .........................................................................................................125 

 

 

 

 

 

 



xvii 

 

 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

 

Şekil                Sayfa 

1.1  Biyosensör alanındaki bilimsel makalelerin yıllara göre sayısal dağılımı. ...... 4 

1.2  Biyosensörlerin şematik gösterimi. .................................................................. 5 

1.3 Biyosensörlerde kullanılan yaygın immobilizasyon yöntemleri. (A) kovalent 

bağlama; (B) adsorpsiyon; (C) çapraz bağlama; (D) enkapsülasyon; (E) tutuklama

 ............................................................................................................................... 14 

1.4  Kendiliğinden oluşan tek tabakalar (SAM’ler). .............................................. 20 

1.5  SAM'lerin tipik moleküler prokürsörleri. ....................................................... 23 

1.6  İmpedans değerini oluşturan bileşenler. ......................................................... 33 

1.7  Nyquist grafiği ve Randles eş devre modeli. .................................................. 35 

1.8  İki elektrot ve bir biyolojik bileşenin kullanıldığı elektrokimyasal hücreler 

için eşdeğer devre. ................................................................................................. 37 

1.9  Biyosensör tasarımları için biyomoleküler nanomateryal platformları (a) 

Schistosoma japonicum antikorları (jsAb) ve jsAg tayini, (b) GOx enzimi ve (c) ss 

DNA immobilizasyonu. ......................................................................................... 41 

1.10  Ferritin .......................................................................................................... 43 

3.1 Elektrot yüzeyinin modifikasyon basamaklarına ait döngüsel 

voltammogramlar. .................................................................................................. 65 

3.2 Elektrot yüzeyinin modifikasyon basamaklarına ait Nyquist eğrileri (A), bu 

eğrilerin yakından görünümü (B). ......................................................................... 66 

 

 



xviii 

 

 

ŞEKİLLER DİZİNİ (devam) 

 

Şekil                Sayfa 

 

3.3 ELISA yöntemi ile antijen - antikor etkileşiminin test edilmesi. .....................71 

3.4 ELISA testinden elde edilen standart grafiği. ..................................................72 

3.5 Optimum antijen formu. Antijen konsantrasyonlarının logaritmasına karşı Ret 

değerlerinin değişim grafiği ...................................................................................74 

3.6 Antijen ve antikor için kullanılan çözgen türünün biyosensör cevabına etkisi.

 ................................................................................................................................76 

3.7 Optimum 11 – MUA derişimi. Antijen konsantrasyonlarının logaritmasına 

karşı Ret değerlerinin değişim grafiği. ....................................................................77 

3.8 Optimum 11 – MUA inkübasyon süresi. Antijen konsantrasyonlarının 

logaritmasına karşı Ret değerlerinin değişim grafiği. .............................................79 

3.9 Optimum EDC/NHS derişimi. Antijen konsantrasyonlarının logaritmasına 

karşı Ret değerlerinin değişim grafiği. ....................................................................81 

3.10 EDC-NHS konsantrasyonuna bağlı olarak değişebilen temel aktivasyon 

reaksiyonları ...........................................................................................................82 

3.11 EDC - NHS inkübasyon yönteminin biyosensör cevabına etkisi. .................84 

3.12 Optimum anti-ferritin derişimi. Antijen konsantrasyonlarının logaritmasına 

karşı Ret değerlerinin değişim grafiği. ....................................................................86 

3.13 Antikor immobilizasyonu süresi optimizasyonu............................................88 

3.14 Ferritinin optimum inkübasyon süresi. ..........................................................90 

 



xix 

 

 

ŞEKİLLER DİZİNİ (devam) 

 

Şekil                Sayfa 

 

3.15 Doğrusal tayin aralığı çalışmaları sonu elde edilen Nyquist eğrileri. ............ 93 

3.16 Doğrusal tayin aralığı çalışmaları sonucu elde edilen döngüsel 

voltammogramlar. .................................................................................................. 94 

3.17 Doğrusal tayin aralığı. ................................................................................... 95 

3.18 Ferritin biyosensörünün tekrarlanabilirliği. ................................................... 98 

3.19 Biyosensörün seçimliliği. ............................................................................ 100 

3.20 Yapay serumda hazırlanan ferritin çözeltileri ile yapılan impedans 

ölçümlerinden elde edilen Nyquist eğrileri.......................................................... 102 

3.21 Yapay serum kullanılarak oluşturulan kalibrasyon grafiği. ......................... 103 

3.22 Yapay serum ve ultra saf suda çözülen ferritin ile oluşturulan kalibrasyon 

eğrilerinin karşılaştırılması. ................................................................................. 104 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xx 

 

 

ÇİZELGELER DİZİNİ 

Çizelge             Sayfa 

 

1.1 Biyosensörlerin dedektör türlerine göre sınıflandırılması .................................7 

1.2 Biyosensörlerin sinyal iletim türlerine göre sınıflandırılması. ...........................8 

1.3 Biyosensörlerin temel uygulama alanları .........................................................10 

1.4 Biyoelektrokimyasal sistemleri tanımlamak için en sık kullanılan impedans 

elemanlarının tanımları, frekans bağımlılıkları ve faz kaymaları. .........................36 

1.5 Serum ferritin değerleri ....................................................................................44 

3.1 Modifikasyon basamakları öncesi ve sonrasına ait Ret değerleri. ....................67 

3.2 ELISA testi sonucu elde edilen absorbans değerleri. .......................................71 

3.3 En uygun ferritin türünün belirlenmesine yönelik yapılan denemelerden elde 

edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı değerleri. ...............74 

3.4 En uygun 11 – MUA konsantrasyonunun belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. ................................................................................................................77 

3.5 En uygun 11 – MUA inkübasyon süresinin belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. ................................................................................................................79 

3.6 En uygun EDC -NHS konsantrasyonunun belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. ................................................................................................................81 

 

 

 



xxi 

 

 

ÇİZELGELER DİZİNİ (devam) 

Çizelge             Sayfa 

 

3.7 Çalkalamalı ve çalkalamasız ortamda gerçekleştirilen EDC-NHS reaksiyonları 

sonucu elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. ................................................................................................................ 84 

3.8 En uygun antikor konsantrasyonunun belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. ................................................................................................................ 86 

3.9 En uygun antikor inkübasyon süresinin belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. ................................................................................................................ 88 

3.10 En uygun antijen inkübasyon süresinin belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. ................................................................................................................ 90 

3.11 Ferritine yönelik geliştirilen biyosensörün tekrar üretilebilirliği................... 96 

3.12 Biyosensörün ferritin, insülin, HSA ve bu üç proteinin karışımını içeren 

protein çözeltilerine karşı verdiği yanıt. .............................................................. 100 

4.1 Ferritin tayinine yönelik olarak geliştirilen biyosensörün optimizasyon ve 

karakterizasyon çalışmalarının sonuçları. ............................................................ 107 

 

 

 

 

 

 

 

 



xxii 

 

 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

Kısaltmalar 

EİS Elektrokimyasal İmpedans Spektroskopisi 

SAM Kendiliğinden Oluşan Tek Tabakalar (self assembled 

monolayer) 

11 – MUA 11 – Merkaptoundekanoik asit 

ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

EDC N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-etilkarbodiimid hidroklorid 

NHS N-Hidroksisüksinimid 

MES 2-(N-Morfolin)etansülfonik asit hidrat, 4-

Morfolinetansülfonik asit 

HSA İnsan Serum Albümin (Human Serum Albumin) 



1 

 

 

 

1. GİRİŞ 

 

Tez çalışması kapsamında,  elektrokimyasal impedans spektroskopisi 

tekniği kullanılarak demir eksikliği anemisinin önemli belirteçlerinden biri olan 

ferritin tayinine yönelik afinite temelli yeni bir impedimetrik biyosensör 

geliştirildi. Geliştirilen bu biyosensör sisteminin günümüzde kullanılan 

yöntemlerin yanında güçlü bir alternatif yöntem olarak literatürde yerini alması 

amaçlanmaktadır. 

Serum ferritin düzeylerinin ölçümü demir eksikliği anemisinin 

belirlenmesinde önemlidir. Ölçülen ferritin düzeyleri ile vücutta depo edilen 

toplam demir miktarı arasında genellikle bir korelasyon bulunmaktadır. Ayrıca 

demir eksikliği tedavisinin ve bununla birlikte bazı klinik durumlarda 

organizmada demir birikiminin izlenmesinde ferritin tayini büyük önem taşır. 

Çünkü yüksek düzeyli demir birikiminin klinik açıdan ciddi sorunlara yol açma 

potansiyeli mevcuttur. Bunun yanı sıra meme tümörlerinin teşhis ve tedavisinin 

takibinde yararlanılabilecek bir marker olarak kabul edilir (Alkhateeb, Han, and 

Connor 2013). Bununla birlikte birçok kanser vakasında serum ferritin 

düzeylerinin arttığı saptanmıştır. Yapılan son araştırmalarda ferritinin makrofajlar 

ve erken eritrosit prekürsörleri için yeni ve güvenilir bir belirteç olduğu ve bu iki 

hücre tipi ile ilgili hastalıkların teşhisinde klinik olarak ferritinden 

yararlanılabileceği ortaya konmuştur (W. Wang et al. 2013). Ferritin ve demir 

dengesi, demir yararlanımı, depolanması ve transferi gibi çeşitli durumların 

patolojisinde önemli olduğu kadar; Alzheimer hastalığı, pulmoner hastalıklar, 

Parkinson hastalığı ve aterosikleroz gibi hastalıklarla da ilişkilidir (Zandman-

Goddard and Shoenfeld 2007). İnsanlarda, serum ferritin seviyeleri ile insülin 

direnci arasında ilişkinin olduğuna yönelik çalışmalar literatürde mevcuttur 

(Hamed and Yousry 2012). Ferritin ayrıca bir akut faz reaktanıdır (Chakraborty et 

al. 2013; Jain, Gautam, and Naseem 2011). 

Ferritinin yukarıda sözü edilen özelliklerinden anlaşılabileceği üzere, serum 

ferritin seviyelerinin tayini birçok farklı hastalığın teşhisinde ve tedavi sürecinin 

izlenmesinde kritik bir rol oynamaktadır. Dolayısıyla ferritin tayini için 
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hassasiyeti, doğruluğu, kesinliği yüksek ve maliyeti düşük yöntemlerin 

geliştirilmesi büyük bir önem arz etmektedir.  

Bu tez çalışması kapsamında, sözü edilen özelliklere sahip ferritin tayinine 

yönelik yeni bir biyosensör sistemi geliştirildi. Elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi yöntemi kullanılarak geliştirilen bu biyosensör sistemi ile anti 

ferritin – ferritin etkileşimine dayalı afinite temelli ölçümler gerçekleştirildi.  

Elektrokimyasal İmpedans Spektroskopisi (EİS) esaslı biyosensörler, son 

yıllarda çok çeşitli fiziksel ve kimyasal özelliklerin belirlenmesinde oldukça 

duyarlı bir belirteç olarak ortaya çıkmıştır. EİS, analitik çözümler sunmasının yanı 

sıra membran özelliklerinin belirlenmesi, biyosensör karakterizasyonu ve 

fabrikasyonu amaçlı araştırmaların yapılmasına olanak sağlamaktadır (K’Owino 

and Sadik 2005). 

EİS immünosensörlerinde antikor temelli tayinlerin ana prensibi, 

antikorların hedef antijenlere bağlanması ve bunu takiben antijen – antikor 

kompleks yapısının belirlenmesi şeklindedir.        Antijen – antikor etkileşiminin 

spesifikliği ve seçimliliği, bu tekniğin kan, idrar gibi kompleks biyolojik 

materyalleri kapsayan analitik metotlar üzerinde uygulanabilir olmasına olanak 

tanır. Bu uygulamaların başarısı, örnek içerisinde bulunan antijen ve antikorların 

bağlanma spesifikliği altında yatmaktadır. Bağlanma başarısının düzeyi, 

kullanılacak elektrot yüzeylerinin yüzey aktif maddeler, SAM (Self Assembled 

Monolayer – Kendiliğinden Oluşan Tek Tabaka) molekülleri veya nanopartiküller 

ile uygun modifikasyon yöntemleriyle modifiye edilmesi yoluyla 

arttırılabilmektedir. 

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli impedimetrik sensörler, 

bağlanma sonrası gerçekleşen afinite temelli biyomolekül etkileşimleri sonucu 

meydana gelen yük transfer değişimleri yoluyla, söz konusu etkileşimleri 

belirlenebilir kılar. Moleküler düzeydeki etkileşimlerin oluşturduğu elektriksel 

değişimler ve bu değişimlerin neticesinde akımda, voltajda, kapasitansta veya 

impedansta gerçekleşen farklanmalar, biyosensörün geliştirilme prosedürünün her 

aşamasındaki döngüsel voltammogramların alınması ve impedans ölçümlerinin 

yapılması yoluyla takip edildi. Böylece sensör yüzeyinde gerçekleştirilen 

modifikasyonların başarısı incelendi ve karakterize edildi. 
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Tez çalışmaları kapsamındaki denemelerde, altın elektrot ile bu elektrodun 

yüzey modifikasyon yönteminde yararlanılan kimyasallar kullanıldı.  Ölçüm 

sistemi olarak laboratuvarlarımızda var olan Autolab PGSTAT302 marka/model 

potansiyostat cihazından yararlanıldı. Elektrotların yüzey modifikasyon 

kademelerinde, her aşamada döngüsel voltammogramları alındı ve impedans 

ölçümleri yapıldı. Böylece yüzey modifikasyonunun başarısı incelenerek sensör 

yüzeyleri karakterize edildi. 

Tez çalışması klinik açıdan önemli bir belirteç olan serum ferritin 

düzeylerinin ölçümüne yönelik bir immünosensör geliştirilmesine yönelik bir 

çalışmadır. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli biyosensörler 

dünyada biyosensör teknolojileri alanındaki çalışmaların yeni bir dalını 

oluşturmaktadır. Günümüzde var olan ferritin ölçüm tekniklerinden farklı olarak 

bu tezdeki çalışmalar kapsamında ilk defa elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi temelli bir yöntem literatüre kazandırılacak ve bu sayede var olan 

yöntemlere kıyasla duyarlılığı ve seçimliliği yüksek, düşük maliyetli ve çevreye 

duyarlı ferritin analizleri gerçekleştirilebilecektir.  
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1.1 Biyosensörler 

 

 Biyosensörlerin tarihi 1962'de bilim adamı Leland C. Clark tarafından 

enzim elektrotlarının geliştirilmesiyle başlamıştır (Clark and Lyons 1962). İlk 

glukoz biyosensörünün Clark tarafından geliştirilmesiyle başlayan bu çalışmaların 

neticesinde, dünya çapında yaygın bir sağlık sorunu olan diyabet hastalığının 

teşhisi ve yönetimi konusunda önemli kolaylıklar sağlandı (Turner, Chen, and 

Piletsky 1999). Bu tarihten günümüze değin, fizik, kimya ve malzeme bilimi gibi 

çeşitli alanlardan araştırma toplulukları, çok geniş kapsamlı multi disipliner 

işbirlikleri sonucunda daha sofistike, güvenilir ve gelişmiş biyo-algılama cihazları 

geliştirmişlerdir. Yıllar içinde geliştirilen cihazlar, tıp, tarım, biyoteknoloji gibi 

alanlarda olduğu kadar askeri alanlar ile biyoterörizmin tespiti ve önlenmesinde 

başarılı sonuçlar ortaya koymuştur (Mohanty and Koucianos 2006). Clark’ın 

biyosensöründen günümüze değin biyosensör alanında yapılan bilimsel 

çalışmaların sayısı artarak devam etmektedir (Şekil 1.1). 

 

Şekil 1.1Biyosensör alanındaki bilimsel makalelerin yıllara göre sayısal dağılımı (Scopus - 

Analyze search results n.d.). 

  

 Biyosensörler için, uygulamanın alanına bağlı olarak çeşitli tanımlar ve 

terminolojiler kullanılmaktadır. Biyosensörler, immünosensör, optrodlar (optik 

sensörler), rezonant aynalar, glukometreler, biyoçipler ve biyolojik bilgisayarlar 
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bunlardan bazılarıdır. S.P.J. Higson ve D.M. Frazer tarafından sıklıkla alıntılanan 

iki tanım sırasıyla "biyosensör, bazı kompleks biyokimyasal parametrelerin 

niceliksel gelişimine izin vermek için biyolojik olarak türetilmiş bir tanıma 

öğesinin bir dönüştürücüye bağlandığı bir kimyasal algılama cihazıdır," ve 

"biyosensör, belirli bir biyolojik öğenin (tanıma olayı yaratan) ve fiziksel öğenin 

(tanıma olayını ileten) tasarlanmış şekilde ve iç içe bir kombinasyonunu içeren bir 

analitik cihazdır.” şeklindedir.   

 Biyosensör adı, cihazın iki parçadan oluşan bir kombinasyon olduğunu 

belirtir: biyo element ve bir sensör elemanı.  

 

Şekil 1.2 Biyosensörlerin şematik gösterimi. 

 

 Bir biyosensörün operasyonunun temel kavramları Şekil 1.2 yardımıyla 

gösterilebilir. Bir enzim gibi spesifik biyo element, belirli bir analiti tanır ve 

sensör elemanı, biyomoleküldeki değişikliği bir elektrik sinyaline dönüştürür. 

Biyoelement duyarlı olduğu analit için oldukça spesifiktir. Diğer analitleri 

tanımaz. Kullanılan dönüştürücü mekanizmaya bağlı olarak, biyosensörler; 

rezonant biyosensörler, optik algılama biyosensörleri, termal algılama 
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biyosensörleri, iyon duyarlı alan etkili transistor (ISFET) biyosensörleri ve 

elektrokimyasal biyosensörler gibi birçok türde olabilir. Ölçülen parametreye 

dayanan elektrokimyasal biyosensörler ayrıca iletkenlik, amperometrik ve 

potansiyometrik olarak sınıflandırılabilir (Mohanty and Koucianos 2006). 

 Biyosensörler, bir biyolojik tanıma elemanı ile bir sinyal ileticinin 

(transdüser) entegre edildiği, hedef analite spesifik bir algılama sistemi olarak 

geliştirilen analitik cihazlardır. Günümüzde birçok farklı biyosensör türü 

mevcuttur. Bununla birlikte, hepsi temel olarak, analit ile etkileşime giren ve bir 

dönüştürücü ile tespit edilebilecek bir şekilde tepki veren biyolojik bir tanıma 

elemanı ya da biyoreseptör içermektedir. Biyolojik grupların çeşitli iletken ve yarı 

iletken yüzeylerde oluşturulması, çoğu elektrokimyasal tabanlı biyosensörün 

temelini oluşturmaktadır. Yakın tarihli bir araştırmaya göre, literatürde bildirilen 

biyosensörlerin yarısından fazlasının tayin yönteminin elektrokimyasal temelli 

olduğu (diğer bir deyişle, amperometrik, potansiyometrik, kapasitif, iletkenlik) 

ortaya çıkmıştır (D’Orazio 2003; Meadows 1996). Bu bağlamda elektrokimyasal 

tabanlı biyosensörlerin nispi avantajlarını tartışan bazı incelemeler yayınlanmıştır 

(D’Orazio 2003; Guilbault et al. 2004; Yakovleva and Emnéus 2008). Bir dizi 

araştırmacı da biyosensör gelişiminde elektrokimyasal impedans spektroskopisi 

(EİS) uygulamasını gözden geçirmiştir. Alfonta ve arkadaşları (Alfonta et al. 

2001; Gooding et al. 2003) iletken ve yarı iletken yüzeylerdeki biyomoleküler 

etkileşimleri saptamak ve anlamak için impedans spektroskopisinin önemini 

vurgulamışlardır. Benzer şekilde, Guan ve ark. (Guan, Miao, and Zhang 2004), 

çeşitli enzim temelli ve mikroorganizma tabanlı biyosensörlerin karakterize 

edilmesi için EİS uygulamasını incelemişlerdir. Daha yakın zamanlarda, K'Owino 

ve Sadik (K’Owino and Sadik 2005)  yayınladıkları bir çalışmada hücre kültürü 

izleme ve bimoleküler taramada EİS'nin gücünü göstermişlerdir.  

 Biyosensörler üzerine yapılan geçmiş araştırmaların çoğu, yüzey yapısının 

optimize edilmesine odaklanmıştır. Aslında, elektrokimyasal tabanlı biyo-

algılama aygıtlarının geliştirilmesindeki en önemli adımlardan biri, bir 

biyomolekül film tabakasının bir metal / yarı iletken yüzey üzerine depozisyonu 

veya kaplanması adımıdır. Biyosensörün son derece başarılı olabilmesi için biyo-

tanımlama molekülünün transdüsere geri döndürülemez şekilde bağlanması 

gereklidir. Yüzey kimyasının ve kapsama alanının kontrolü, yüksek reaktivite, 

kararlılık, yönlendirme ve erişilebilirliği sağlamak ve spesifik olmayan 

adsorpsiyon proseslerini en aza indirgemek için büyük önem taşır. 

İmmobilizasyon, bir biyosensörün genel performansının belirlenmesinde önemli 
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bir adımdır ve son on yılda SAM gibi sıralı organik filmler oluşturmak için 

önemli çalışmalar yürütülmüştür (Chaki and Vijayamohanan 2002a),(Katz and 

Willner 2003a). 

 

1.2 Biyosensörlerin sınıflandırılması  

 

 Biyosensörler üç şemaya göre sınıflandırılabilir:  

(i) Dedektör tipi, örneğin; bir immünosensör,  

(ii) İletim işleminin fiziği, örneğin; bir amperometrik sensör  

(iii) Uygulama, örneğin; bir tıbbi biyosensör.  

 Her şema belirli bir bağlamda faydalı olabilir, ancak (ii) ve (iii) en yaygın 

şekilde kullanılır. Tablo 1 ve 2 sırasıyla dedektör tipi, iletim yöntemi ve 

uygulamaları açısından çeşitli biyosensörlerin derlemelerini içermektedir (A. F. 

Collings and Caruso 1997).  

 

Tablo 1.1 Biyosensörlerin dedektör türlerine göre sınıflandırılması (Rogers 2006). 

Enzim sensörleri 

İmmünosensörler 

Hücre temelli sensörler 

Nükleik asit sensörleri 

Doku temelli sensörler 

Organel temelli sensörler 
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Tablo 1.2 Biyosensörlerin sinyal iletim türlerine göre sınıflandırılması (A. F. Collings and 

Caruso 1997). 

 

 

Elektrokimyasal 

Potansiyometrik Sensörler 

Amperometrik Sensörler 

Voltammetrik Sensörler 

İmpedimetrik Sensörler 

ISE/ISFET/CHEMFET Sensörler 

 

Elektriksel 

Yüzey İletken Sensörler 

Kondüktometrik Sensörler 

Kapasitans Sensörleri 

 

Termal 

Kalorimetrik Sensörler 

Enzim Termistör (reaksiyon veya 

absorpsiyon ısısı) Sensörleri 

 

 

Manyetik 

 

Paramanyetizm Sensörleri 
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Optik 

Fiber Optik Sensörler 

Yüzey Plazmon Rezonans (SPR) 

Sensörleri 

Frekans Yönlendirici Temelli SPR 

Sensörleri 

Birleştirilmiş Girişim Ölçerler  

Diferansiyel Mod Girişim Ölçerler 

Yankılanan Ayna Sensörleri 

Izgara Bağlayıcı Sensörler 

Optik Frekans Yönlendirici Işık Modu 

Spektroskopik Sistem (OWLS) 

Sensörleri 

Refraktometrik Girişim Spektroskopisi 

(RIfS) Sensörleri 

 

 

 

 

 

Piezoelektrik 

Kuartz Kristal Mikrobalans (QCM) 

Yüzey Akustik Dalga (SAW) 

Sensörleri 

Makaslama-Yatay Akustik Plaka 

Modu (SH/APM) Sensörleri 

Lamb Dalga Sensörleri 

Love Dalga Sensörleri 
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Tablo 1.3 Biyosensörlerin temel uygulama alanları(A. F. Collings and Caruso 1997). 

 

Medikal/Klinik 

Endüstriyel/Robotik 

Veterinerlik/Tarım/Gıda 

Çevre 

Proses izleme/Kontrol 

Askeri Savunma 

 

 

 

1.3 Biyomoleküllerin immobilizasyonu 

Bir biyosensör, bir transdüser (piezoelektrik, akustik, optik, kalorimetrik 

veya elektrokimyasal) ile temas halinde veya entegre edilmiş ve biyolojik olarak 

hassas bir immobilize materyali (enzim, antikor, antijen, organel, DNA, hücre, 

doku veya organik molekül) içeren bir analitik cihazdır. Bu cihaz biyolojik bir 

sinyali nicel olarak ölçülebilen bir elektrik sinyaline dönüştürür. Biyosensör 

yapımındaki en önemli faktör, biyomoleküllerin immobilize edilmesi ve yüzeylere 

tutturulması için immobilizasyon teknolojilerinin geliştirilmesidir. Her zamanki 

amaç, transdüser yüzeyinde veya yakınında immobilize edilmiş biyolojik olarak 

aktif maddenin ince bir filmini üretmektir. Bu biyosensörler, tayini istenen sadece 

bir veya bir grup materyalin veya maddelerin varlığına cevap verir (A. Collings 

and Caruso 1997). 

 Bugüne kadar kullanılan immobilizasyon tekniklerinin çoğunun 

tekrarlanabilir sonuçlar vermesi istenilen düzeyde değildir ve halen kullanılan 

birçok prosedür, deneme yanılma süreci ile evrimleşmiştir. Mevcut 

immobilizasyon yöntemleri, belirli molekül türlerine ilgisi olan ince biyolojik 

filmlerin hazırlanmasına izin vermekle birlikte, bu teknikler genellikle doğal 
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konformasyonda ve dolayısıyla biyolojik materyalin aktivitesinde bir kayıba 

neden olur. Yüzeyde oluşturulan biyolojik filmlerdeki aktivite kayıpları ortadan 

kaldırılabilirse, biyosensörlerin mevcut dezavantajlarının birçoğu aşılabilir. İlk 

aşamada meydana gelen aktivite kaybına rağmen, biyosensör immobilizasyon 

teknolojilerindeki son gelişmeler, biyosensörlerin, bir yıla kadar hassasiyet kaybı 

olmaksızın depolanmasına olanak sağlamıştır. 

Biyolojik materyali sensör yüzeyine immobilize etmek için kullanılan 

immobilizasyon tekniği biyosensörün operasyonel davranışı açısından oldukça 

önemli olduğu için, immobilizasyon tekniklerinin geliştirilmesi için gerçekçi 

stratejiler, pratik olarak kullanılabilir biyosensörler için elzemdir. 

Biyomateryallerin immobilizasyonu için kullanılacak tekniğinin karşılaması 

gereken bir takım gereklilikler vardır: (i) biyolojik bileşen, sensör yüzeyine 

bağlandığında biyolojik etkinliğini önemli ölçüde muhafaza etmelidir; (ii) 

biyolojik film yapısını ve işlevini muhafaza ederken sensör yüzeyine sıkıca bağlı 

kalmalıdır; (iii) immobilize edilmiş biyolojik filmin uzun vadeli kararlılığının ve 

dayanıklılığının olması gerekir; ve (iv) biyolojik materyalin, belirli bir biyolojik 

bileşene yüksek bir spesifikliği olmalıdır. Etkili bir biyosensör için bu koşullar 

yerine getirilmelidir. 

Genellikle immobilizasyon yönteminde aranan diğer avantajlar, biyolojik 

filmlerin tekrarlanabilir prosedürlerle oluşturulması ve bu filmlerin oluştuğu 

zaman farklı ortamlara adapte olabilmesidir. Bilhassa, immobilize edilmiş 

filmlerin sıcaklık, iyonik kuvvet ve kimyasal bileşimdeki değişikliklerle 

kararlılıklarını ve aktivitelerini muhafaza ederek fizyolojik pH değerlerine direnci 

olmalıdır. Bazı durumlarda, birden fazla biyolojik açıdan aktif bileşenin birlikte 

immobilize edilebilme özelliği de gerekli olabilir. 

Duyarlılık konusu, etkin ve etkili bir biyosensör için özellikle önemlidir. 

Biyosensör duyarlılığı hem algılama sisteminin hassaslığına hem de sensör 

yüzeyinin yakınındaki biyolojik materyalin dağılım yoğunluğuna ve / veya 

oryantasyonuna bağlıdır. Bu nedenle, biyosensör geliştirilmesinin önemli bir 

yönü, özellikle de afiniteye dayalı biyosensörlerde, immobilize edilmiş biyolojik 

moleküllerin arzulanan dağılımını ve / veya yönlendirilmesini sağlamak için 

kullanılan immobilizasyon tekniğidir. Hassas bir cihaz için fonksiyonel biyolojik 

moleküllerin yüksek bir yüzey yoğunluğuna ihtiyaç duyulmasına rağmen, 

özellikle biyolojik bileşenin başka bir biyomolekül ile etkileşime girdiği afinite 
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tabanlı sistemlerde yüzeyin aşırı yüklenmesinden kaçınılmalıdır. Aktivite genel 

olarak yüzey yüklemesiyle başlangıçta artarken, yüksek yüzey yüklemesi 

genellikle biyomolekül agregasyonuna ve aktivitede azalmaya neden olur. Aşırı 

yüklenme yapılan sistemlerde, immobilize edilmiş biyolojik materyalin aktif 

bölgesinin tıkanması veya inaktivasyonu potansiyeli söz konusudur (A. F. 

Collings and Caruso 1997). 

Biyoaktif materyalin sensör yüzeyinin tamamında eşit bir şekilde 

katmanlanıp konumlanması gerekliliği, yıllarca optimal bir biyosensör yüzeyinin 

(üretiminin) ön koşulu olarak kabul edilmiştir. İdeal olarak, enzim veya protein 

molekülleri sensör yüzeyine, aktif bölgelerini açıkta bırakarak, aynı bölgeden 

bağlanırlar. Sensör yüzeyinin protein üzerindeki yalnızca aktif bölgeden uzakta 

bulunan tek bir bölge ile reaksiyona girmesi gerektiği öne sürülmüştür (Zull et al. 

1994). 

Pek çok biyosensör, spesifik olmayan bağlanma ile ilgili problemler ortaya 

çıkarır. Genellikle, birçok moleküler türe sahip bir serum ya da çözelti ortamında 

bulunan spesifik bir analitin tayini yapılırken, çözeltideki diğer türlerden etkileşim 

olur. Spesifik olmayan bağlanmayı azaltmak için bloke edici maddeleri (örneğin 

immünosensör uygulamaları için sığır serum albümini (BSA)) sisteme sokmak 

yaygın bir uygulamadır. Spesifik biyomolekül etkileşimleri üzerinde net bilgi elde 

edilmesi için spesifik olmayan bağlanma en aza indirilmelidir. Ayrıca, 

biyomoleküllerin minimum spesifik olmayan adsorpsiyonuna imkân tanıyan 

yüzeylerde genel olarak biyolojik bileşenin tekli bölge üzerinden tutturulduğu öne 

sürülmüştür (Zull et al. 1994). 

Biyomoleküllerin immobilizasyonunda bir diğer önemli husus, 

biyosensörün kullanımı esnasında biyolojik bileşenin desorpsiyon yapmamasıdır. 

Bu duruma özellikle tutuklama yöntemlerinde, biyomoleküllerin tutulması için 

polimerle tutuklama veya membran bariyerlerinden faydalanıldığında dikkat 

edilmelidir. 

Yukarıdaki tartışma, biyosensör alanındaki araştırmacıların 

biyomoleküllerin immobilizasyonu ile ilgili karşılaştıkları zorlukları 

vurgulamaktadır. Bu nedenle, güvenilir ve ticari olarak faydalı biyosensörlere 

doğru evrilmenin, sensör yüzeylerinde enzimlerin veya proteinlerin homojen, 

aktif, kararlı ve dayanıklı filmlerinin üretilmesinin teknik mücadelesi nedeniyle 

uzun süredir gecikmesi şaşırtıcı değildir. Bu nedenle, biyosensör yapımındaki 
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odakların büyük kısmı, enzim ve protein immobilizasyonu için yeni ve umut 

verici immobilizasyon yöntemleri geliştirmektedir. 

 

 

 

1.3.1 İmmobilizasyon prosedürleri 

  

Membran yapılarına biyolojik bileşenlerin dâhil edilmesi ilk olarak Clark ve 

Lyons tarafından tanımlanmıştır (Clark and Lyons 1962). Enzim temelli bir 

glukoz sensörünün membranla kaplamış bir sandviç içerisinde glukoz oksidazın 

tutuklanmasıyla geliştirildiği bu öncü çalışmadan bu yana, enzimlerin ve 

proteinlerin yüzeylerde ve çeşitli matrisler içinde immobilizasyonu için tarif 

edilen bir takım yöntemler olmuştur. Temel immobilizasyon yöntemleri şunlardır: 

 

 

 

1. Bir yüzeye kovalent bağlama 

 

2. Katı bir yüzeyde fiziksel veya kimyasal adsorpsiyon 

 

3. Moleküller arası çapraz bağlama 

 

4. Enkapsülasyon 

 

5. Bir membran, sürfaktan matrisi, polimer veya mikrokapsül içerisine 

tutuklama 
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Şekil 1.3 Biyosensörlerde kullanılan yaygın immobilizasyon yöntemleri. (A) kovalent 

bağlama; (B) adsorpsiyon; (C) çapraz bağlama; (D) enkapsülasyon; (E) 

tutuklama (Rodríguez-Delgado et al. 2015). 

 

 

 

Bu geleneksel metotlara ilaveten, yakın geçmişte sol-jel tutuklama, 

Langmuir-Blodgett (LB) biriktirme ve elektropolimerizasyon metotları, biyolojik 

bileşenlerin immobilize edilmesi için kapsamlı bir şekilde kullanılmıştır. 

Kullanılan immobilizasyon yöntemi bir takım faktörlere bağlıdır; ancak genel 

olarak yöntem immobilize edilecek biyomoleküle, immobilizasyonun yapılacağı 

sensör yüzeyine veya matrisine ve nihai olarak sensörün son kullanımı ile uyumlu 

olmalıdır (A. F. Collings and Caruso 1997). Tüm bu hususlar, biyolojik unsurun 

maksimum etkinlik sergilemesine ve cihazın stabilitesine ve tekrar 

kullanılabilirliğine yardımcı olmasına izin verecektir (Rodríguez-Delgado et al. 

2015). 
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1.3.1.1 Adsorpsiyon yöntemi 

Adsorpsiyon basit, düşük maliyetli ve hızlı bir immobilizasyon yöntemidir. 

Enzim, iyonik etkileşimler ya da Van der Waals ve hidrojen köprüleri gibi zayıf 

kuvvetler yoluyla bir desteğe bağlanır. Bununla birlikte, bu yöntemle immobilize 

edilen biyomoleküller mekanik olarak dengesizdir ve çalışma koşulları altında 

kolaylıkla dışarı atılabilirler (Muhammad-Tahir and Alocilja 2003). 

 

1.3.1.2 Çapraz bağlama 

Çapraz bağlanma, biyomoleküller arasında molekül içi bağlar oluşturmak 

için bi- veya multi-fonksiyonel gruplar içeren reaktifleri kullanır. Bu çapraz 

bağlayıcılar, dialdehitler, diiminoesterler, diizosiyanatlar ve karbodiimid ile aktive 

edilen diaminleri içerir. Bu immobilizasyon türü altında, oluşan kompleks 

biyomolekül, aşırı pH ve sıcaklık koşullarına karşı dirençlidir. Bununla birlikte, 

büyük miktarda biyomoleküle ihtiyaç duyulmaktadır. pH ve iyonik kuvvet gibi 

faktörler kontrol edilmelidir (Bryjak et al. 2007). 

 

 

1.3.1.3 Enkapsülasyon  

Enkapsülasyonda, biyoaktif madde, polimerler gibi yarı geçirgen bir 

malzemeden yapılmış mikron boyutlu kürelerin çekirdeği ile hapsedilmiştir. 

Tuzaklama, bir biyomalzemenin bir monomer çözeltisiyle karışımı sonrasında bu 

karışımın bir jel elde etmek üzere polimerize edilmesi ve biyomalzemenin bu 

polimerik jelin ara boşluklarına sokulması ile oluşturulur (Ibarra-Escutia et al. 

2010). Biyomateryalin minimum düzeyde bozulması söz konusudur; ancak 

yöntem, değişken gözenek boyutundan dolayı sürekli biyomateryal sızıntısı, jelde 

eşit olmayan dağılım ve difüzyonel sınırlama ile biyomateryale analit 

erişilebilirliğinde azalma gibi bazı dezavantajlara sahiptir (Fernández-Fernández, 

Sanromán, and Moldes 2013). 
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1.3.1.4 Tutuklama 

Biyomateryallerin jeller veya fiberler içine tutuklanması, düşük molekül 

ağırlıklı substratlar ve ürünler içeren proseslerde kullanım için uygun bir 

yöntemdir. Jel veya fiber gramı başına 1 g biyomolekül miktarını aşan miktarlar 

tutuklanabilir. Bununla birlikte, büyük moleküllerin tutuklanmış enzimlerin 

katalitik bölgelerine yaklaşmakta zorluk çekmesinden ötürü, yüksek moleküler 

ağırlıklı substratlara sahip tutuklanmış enzimlerin kullanımı uygun değildir. 

Tuzaklama işlemi tamamen fiziksel bir kafesleme veya kovalent bağlama şeklinde 

olabilir. İkinci yöntemin bir örneği olarak, enzimlerin yüzey lizin yan grupları, 

akriloil amidleri vermek üzere akriloil klorür (CH2 = CH-CO-Cl) ile reaksiyona 

sokarak türevlendirilebilir. Bu ürün daha sonra bir jel oluşturmak üzere 

kopolimerize edilebilir ve akrilamid (CH2 = CH-CO-NH2) ve bisakrilamid (H2N-

CO-CH = CH-CH = CH-CO-NH2) ile çapraz bağlanabilir. Enzimler selüloz asetat 

fiberlerine, örneğin metilen klorür içinde enzim ve bir selüloz asetat 

emülsiyonunun hazırlanması, ardından bir ince boru aracılığıyla bir sulu 

çöktürücünün çözeltisine fışkırtılması yoluyla tutuklanabilir. Tutuklama, kalsiyum 

aljinatın yaygın olarak kullanıldığı, mikrobik, hayvan ve bitki hücrelerinin 

immobilizasyonu için tercih edilen yöntemdir. 

 

1.3.1.5 Kovalent bağlama 

Kovalent bağlama, destek matrisindeki grupların kimyasal olarak 

aktivasyonuna dayanır, böylece biyomateryalde bulunan ve ilgilenilen analit ile 

etkileşimde gerekli olmayan fonksiyonel gruplarla reaksiyona girerler. Bu 

yöntem, yüksek kararlılık sunar ve enzimin, sıcaklık, pH ve diğer koşulların 

etkilerine dirençli olmasını sağlar. Bununla birlikte, aktif merkezin yapısında olası 

değişiklikler meydana gelebilir (Rodríguez-Delgado et al. 2015). 

Bu yöntem, bağlı proteinlerin homojenliğini, yoğunluğunu, dağılımını ve 

yüzeylerin tekrarlanabilirliğini arttırmak için kullanılmıştır. Biyomoleküller 

polimer matrisler tarafından sensör yüzeylerine tutturulduğunda, proteinlerde 

yaygın olarak gözlenen kararsızlık, difüzyon ve agregasyon veya inaktivasyon ile 

ilgili problemler de kovalent immobilizasyon ile aşılabilir. Glutaraldehit, 

karbodiimid, sukinimid esterleri, maleinimidler ve periyodat gibi reaktifler, 

kovalent immobilizasyon için yaygın olarak kullanılırlar. 
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Enzimler ve proteinler gibi biyomoleküller, yüzeylere kovalent 

immobilizasyon için mevcut birçok fonksiyonel gruba sahiptir; bunlar arasında 

amino asit yan zincirleri (örneğin lizin amino grupları), karboksil grupları 

(aspartat ve glutamat), sülfhidril grupları (sistein), fenolik, tiyol ve imidazol 

grupları bulunur. Enzim veya protein ile katı destek arasındaki kovalent 

bağlanma, biyolojik molekül üzerindeki biyolojik aktivite için gerekli olmayan 

fonksiyonel gruplar vasıtasıyla gerçekleştirilir. Kovalent bağlanma, 

biyomolekülün genellikle yüzey üzerine kuvvetli bir şekilde immobilize edilmesi 

ve bu nedenle kullanım sırasında yüzeyden ayrılma ihtimalinin düşük olması 

avantajına sahiptir. Bu aynı zamanda biyomoleküllerin sensör yüzeyindeki 

dağılımını belirlemek için atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) gibi, yüzey-kuvvet 

mikroskopisi tekniklerinin uygulanabilmesi açısından önemli bir gerekliliktir. 

Bir başka avantaj da, kovalent immobilizasyonu mümkün kılabilecek; bunu 

sağlarken de aktif bölgenin bağlanmasını önleyebilecek fonksiyonel grupların 

çeşitliliğidir. Biyomoleküllerin yüzey üzerine immobilizasyonunda kullanılan 

reaktiflerin, fonksiyonel gruplara etki edebilecek reaksiyonlardan ötürü bir 

aktivite kaybına neden olmaması önemlidir. Bu, biyomolekülün aktif bölgesini / 

bölgelerini korumak için fazla substrat varlığında yapılan immobilizasyon ile 

genellikle azaltılabilir. 

Kovalent bağlanma için uygun fonksiyonel gruplar, bazı transduser 

malzemeler (silika üzerinde hidroksil grupları) üzerinde de mevcuttur. Bununla 

birlikte, yüzeylerin çoğu, enzim veya protein ile birleşebilen bir işlevsellik 

sağlamak için modifiye edilir. Cam, titanyum dioksit, polisakkaritler ve polimerler 

(naylon, polimetilmetakrilat) içeren katı destekler, bi-fonksiyonel kimyasallarla 

reaksiyona sokulduktan sonra, enzimlerin veya proteinlerin kovalent 

bağlanabildiği bir aktif yüzey haline dönüşürler. Altın ve gümüş gibi metal 

yüzeyler, enzimler veya proteinlerle reaksiyona girebilen hidroksil, karboksil veya 

amino grupları üretmek için bir hidroksilalkantiyol ile reaksiyona sokularak 

değiştirilebilir (Caruso et al. 1995; Geddes et al. 1995). Organosilanlar 

kullanılarak enzim bağlamak için elektrokimyasal oksidasyona maruz bırakılan 

platin elektrotların kullanıldığı bir çalışma da literatürde mevcuttur (Yao 1983). 

Bu gibi ön muamele yöntemleri, yüzey üzerinde istenen belirli bir fonksiyonel 

grubun yoğunluğunu arttırmak için de kullanılabilir. Silika yüzeyler, bir yüzey-

etkin amino işlevselliği üretmek için trikloro ve trialkilsilanlar gibi amino silanlar 

ile reaksiyona sokulabilirler. Proteinler veya enzimler bu yüzeylere glutaraldehit 

veya karbodiimid kimyası kullanılarak bağlanabilir. Biyosensör cihazları için, 
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proteinleri veya enzimleri bağlayan ön aktifleştirilmiş membranlar (örneğin, 

Immunodyne ™ veya Immobiline ™) son zamanlarda mevcuttur. Aktive edilmiş 

kollajen membranlar da biyosensörlerde kullanım için umut vericidir. Bu 

malzemeler, kimyasal tepkime ile elde edilen aktivasyon aşamasının by-pass 

edilebilmesi ve ayrıca, biyolojik bileşenin immobilizasyonunun hızlı ve basit 

olması sebebiyle ek avantajlara sahiptir.  

Kovalent bağlanma prosedürleri, literatürde tarif edilen bir dizi biyosensör 

sistemi için umut verici sonuçlar vermesine rağmen, fiziksel ve kimyasal 

adsorpsiyon prosedürleri gibi kullanılan birçok yöntem, sensör yüzeyinde inaktive 

enzimlerin veya protein moleküllerinin rasgele yönlendirilmiş, düzensiz yapılarını 

üretir. Bu durum, düzgün, aktif protein katmanları üretebilen immobilizasyon 

yöntemlerine duyulan gereksinimi arttırır. 

Aslında, elektrokimyasal tabanlı biyo-algılama aygıtlarının 

gerçekleştirilmesindeki en önemli adımlardan biri, bir biyomolekül film 

tabakasının bir metal / yarı iletken yüzey üzerine depozisyonu veya kaplanması 

adımıdır. Biyosensörün son derece başarılı olabilmesi için biyo-tanımlama 

molekülünün transdüsere geri döndürülemez şekilde bağlanması gereklidir. Yüzey 

kimyasının ve kapsama alanının kontrolü, yüksek reaktivite, kararlılık, 

yönlendirme ve erişilebilirliği sağlamak ve spesifik olmayan adsorpsiyon 

proseslerini en aza indirgemek için büyük önem taşır. İmmobilizasyon, bir 

biyosensörün genel performansının belirlenmesinde önemli bir adımdır ve son on 

yılda SAM gibi sıralı organik filmler oluşturmak için önemli çalışmalar 

yürütülmüştür (Chaki and Vijayamohanan 2002a; Katz and Willner 2003a). 
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 Kendiliğinden Oluşan Tek Tabakalar (SAM’ler)  

Alkan tiyollerin altın üzerinde oluşturduğu tabakaların araştırılması ile SAM 

ilk olarak 1983 yılında keşfedilmiştir.  

SAM, seçilen bir organik molekülün baş grubu ile substrat arasında 

gerçekleşen kimyasal adsorpsiyon yoluyla oluşturulur (Şekil 1.4). Bu yöntemle 

kalınlığı kontrol edilebilir ultra ince organik film tabakaları elde edilebilir. Oda 

sıcaklığında substratın seyreltik bir çözeltiye (yaklaşık 1 mM) daldırılması 

yoluyla basit bir şekilde oluşturulurlar. Ek olarak, zincirler arası güçlü etkileşimler 

(Van der Waals etkileşimleri), tek tabakaların sıkı paketlenmesini ve kararlılığını 

sağlar. Bu, kimyasal algılama, ıslanabilirlik ve sürtünme, korozyona karşı koruma, 

desenlendirme, yarı iletken pasivasyonu ve optik ikinci dereceden harmonik 

üretimi gibi yüzey özelliklerinin kontrolü de dâhil olmak üzere birçok 

uygulamaya imkân tanır. Hem bu teorik hem de teknolojik önemine ek olarak, 

nanoteknolojideki uygulamaları sayesinde, son zamanlarda, farklı terminal 

fonksiyonel gruplara sahip bi-fonksiyonel moleküllerin uygun olanlarının 

kullanılmasıyla, tamamıyla kontrol edilebilen uzunluk ölçeklerinde nanodiziler 

düzenleme kabiliyeti açısından önemli ilerlemeler kaydedilmiştir. 

Tek tabakaların terminal işlevselliğinin bu yolla seçilmesi, metallerin veya 

yarı iletkenlerin nano mimarisinin daha iyi kontrol edilmesini sağlar. Bu mimari, 

biyomoleküler elektronik ve biyosensör gelişiminde, bu yapıların optik ve 

elektronik özelliklerinin, uygun bi-fonksiyonel molekülü seçerek uzaysal olarak 

modüle edilebildiği (süper tabakalı oluşum) potansiyel uygulamalara sahiptir. 

Mevcut biyosensörlerin (örneğin glukoz sensörleri) yanı sıra yeni 

biyosensörlerin geliştirilmesine yönelik araştırmaların bugünkü seviyesi son on 

yılda artmıştır. Bu artan araştırma faaliyetinin başlıca itici gücü, özellikle teşhis 

uygulamaları için minyatürize biyosensörlere olan talebin patlamasıdır. Bununla 

birlikte, söz konusu uygulamalar, cihazın boyutu, analitin seçici cevabı, hızlı tepki 

süresi ve çevresel elektronik devresi ile uyumluluk konusunda oldukça sıkı 

gereklilikler getirmektedir. Biyomedikal kullanım için bu küçük algılama 

cihazlarının geliştirilmesine yönelik ilgi artmakla birlikte, mevcut biyosensörlerin 

bir kısmı bu konularda yetersizdir ve bu sınırlamalardan bazılarının üstesinden 

gelmek için birtakım yeni ve gelişmiş materyallere ihtiyaç duyulmaktadır. 
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Kendiliğinden oluşan tek tabakalar çeşitli nedenlerden ötürü bu tür 

uygulamalar için birtakım cazip özellikler sunar. Birincisi, yalnızca az miktarda 

kaynak kullandıkları için minyatürizasyon sağlamak kolaydır. İkincisi, SAM'ların 

uzun zincirli alkan tiyollerinin oldukça düzenli ve yoğun doğası, immobilize 

biyomoleküller (antikorlar, enzimler, nükleik asitler) veya biyolojik sistemler 

(reseptörler, bütün hücreler) için yeni substratlar sağlayan lipit çift tabakalı 

yapıların hücresel mikro ortamını taklit eder. Daha da önemlisi, SAM oluşumu 

için kolay prosedürlerin mevcudiyeti ve elektrokimyasal ölçümler için metal 

substratlar (Au, Ag vb.) ile uyumluluk, akım veya potansiyel ölçümlerini içeren 

biyosensör uygulamaları için özel avantajlar sağlamaktadır. Son olarak, tek 

tabakaların kimyasal kararlılıkları, biyolojik tanıma için immobilize edilen ve 

elektrokimyasal, optik veya piezoelektrik transduserlerle entegre edilmiş 

moleküllerle kaplanmalarının ardından dahi, onların biyosensör ve immünosensor 

olarak çalışmalarına olanak tanır.  

 

 

Şekil 1.4 Kendiliğinden oluşan tek tabakalar (SAM’ler) (Jay et al. n.d.). 

Altın 

Terminal fonksiyonel grup 

 

 

 

 

 

 

Hidrofobik gövde 

 

 

 

 

 

Yüzey aktif baş grubu 
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Katı substrat yüzeylerin kimyasal modifikasyonu yoluyla oluşturulan 

SAM’ler yüzey kaplama filmleridirler. Korozyona karşı direnç kazandırmada, 

nano aletlerin üretiminde iskelet oluşturmada, biyo-duyarlılığın arttırılmasında ve 

en önemlisi biyomoleküllerin immobilizasyonunda kullanılırlar.  

İdeal tek tabaka mükemmel bir şekilde sıralanmış, sıkıca paketlenmiş alkan 

zincirlerin düz ve pürüzsüz yüzeye tutunmasıyla tarif edilir. Uzun karbon 

zincirleri arasındaki Van der Waals etkileşimleri gibi güçlü moleküler etkileşimler 

SAM yapısının stabilitesini ve düzenini artırır. SAM oluşturmada iki yöntem 

kullanılabilir: Fiziksel ve Kimyasal. 

Fiziksel yöntem, çok stabil değildir. Bu yüzden özellikle biyosensör 

üretiminde yaşam ömrü kısıtlıdır. Buna karşın kimyasal yöntem daha uzun ömürlü 

ve daha kullanışlı sistemler geliştirilmesi için kullanılır.   

Tabakaların oluşturulması için gerçekleştirilen adsorpsiyon işleminin süresi 

zincir uzunluğundan bağımsızdır; fakat yüksek konsantrasyon adsorpsiyon 

zamanını kısaltır.  Ayrıca, Kendiliğinden oluşan tek tabaka için genel bir prosedür 

verilmesi oldukça zordur çünkü hazırlanma prosedürü tamamen istenen 

özelliklere bağlıdır. 

Uzun zincirli alkan tiyoller elektrot yüzeyinde az sayıda veya hiç defekt 

bölgesi olmadan sıkı paketlenmiş kalın bir tek tabaka oluşturur ve bu nedenle 

elektrot yüzeyine doğru hareket etmekte olan redoks probunun difüzyonunu bloke 

eder. Kısa zincirli tiyoller ise ince bir tek tabaka oluşturur ve bu durumda çok 

sayıda defekt bölge beklenir. 

 

Biyosensörler için SAM’lerin tasarımı 

SAM’ler, soy metal yüzey ile çözelti veya buhar fazında mevcut olan bir tür 

arasında ara yüzey tabakası görevi görebileceğinden, moleküler tanıma (veya 

kimyasal algılama) amacıyla kullanımlarında avantajlara sahiptirler. Antikorlar, 

nükleik asitler, enzimler gibi biyomoleküllerin veya hücreler gibi organize 

sistemlerin sunduğu seçicilik, moleküler tanıma için uygun bir şekilde 

kullanılabilir. Daha önemlisi, bu biyomoleküllerin SAM'i kullanarak immobilize 

edilmesi, biyolojik aktivitelerini muhafaza etse de mümkün olan en az miktarın 
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(tek katman) olmasını gerektirir. Miktar, çevre ve tepki süresine bağlı olarak 

analit moleküllerinin biyolojik olarak algılanması için elektrokimyasal, optik veya 

piezoelektrik gibi çeşitli iletim modları kullanılabilir. Son olarak, immobilizasyon 

işleminin (örn., biyotin-avidin kimyası) yanı sıra, biyomoleküllerin yönelimi 

üzerinde yapılan kontrol, tasarımda muazzam esnekliğe izin verir. 

 

SAM için moleküllerin seçimi 

Kararlılık, düzgün yüzey yapısı ve işlevsellikleri değiştirmenin nispeten 

kolay olması, biyosensörler alanındaki uygulamaların gelişmesinde SAM’lerin 

kullanımını popüler hale getirmiştir. Altın üzerinde alkantiyollerin kendiliğinden 

oluşturulmuş tek tabakaları, esneklik ve kararlılık gibi çeşitli avantajlar ile birlikte 

biyosensörlerin geliştirilmesi için gerekli olan fonksiyonelleştirme ve 

modifikasyon işlemelerini gerçekleştirmede muhtemelen mevcut en iyi 

yüzeylerden biridir.  
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Şekil 1.5 SAM'lerin tipik moleküler prokürsörleri (Bottom-up approach to interface 

engineering - molecular self-assembly on metal surfaces | Nanotech | Centro 

Universitario de los Valles n.d.). 

 

İmmobilizasyon Stratejileri 

Elektrot yüzeylerini biyomoleküllerle kaplamak için çeşitli immobilizasyon 

prosedürleri mevcuttur: 

 Amin gibi serbest terminal grupları içeren tek tabaka yüzeylerine 

enzimlerin amid bağı yoluyla kovalent bağlanması ya da yüzey 

fonksiyonel gruplarla glutaraldehit gibi bazı çapraz bağlayıcılar 

aracılığıyla bağlanması. 

 

 Enzim ile tek tabaka arasında elektrostatik, hidrofobik ve hidrofilik 

etkileşimler aracılığı ile nonkovalent kaplama. 

 



24 

 

 

 

 Reseptör proteini ve antijen-antikor çiftlerinin tanıma çiftlerinin 

afinite etkileşimi vasıtasıyla. Biotin-avidin, enzimlerin bu tür yüzey 

immobilizasyonlarına yol açan benzersiz bir örnektir. 

 

 

 SAM biyosensörlerinin avantajları 

 SAM'ı direkt kimyasal bağlar kullanarak veya polimerik desteklerin 

yardımıyla enkapsülasyon yoluyla, biyomoleküllerin bağlanması için bir platform 

olarak kullanmanın önemli avantajları aşağıda belirtilmiştir: 

 Düzenli sıralanmış, iğne deliği içermeyen ve kararlı mono 

tabakaların kolay oluşumları. 

 

 SAM tarafından sağlanan membran (hücresel) benzeri mikroçevre, 

biyomolekül immobilizasyonu için elverişli olması. 

 

 

 İhtiyaca göre hidrofobik veya hidrofilik yüzey elde etmek için 

SAM'in baş grubunu çeşitli fonksiyonel gruplarla tasarlayabilme 

esnekliği. 

 

 SAM üzerinde immobilizasyon için yalnızca minimum miktarda 

biyomolekül (tek tabaka) gerekmesi. 

 

 Birden çok güvenilir ölçümlere izin veren, uzun süreli stabilite. 

 

 

 AFM ve STM gibi yüzey hassas teknikler kullanarak protein 

adsorpsiyonu, DNA hibridizasyonu, antijen-antikor etkileşimi vb. 

gibi olgular hakkında moleküler düzeydeki bilgilerin edinilebilmesi. 
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 SAM biyosensörlerinin sınırlamaları 

 İmmobilize enzimler, pH, iyonik şiddet ve sıcaklıktaki değişikliklere 

karşı çok hassastırlar: Bu parametrelerden birindeki küçük bir 

değişiklik bazen biyolojik aktivitenin kaybolmasından sorumlu 

olabilir. 

 

 SAM'ların bazılarının kimyasal stabilitesi, tek tabaka kimyasal 

olarak okside olabileceği için iyi değildir. 

 

 

 Elektrik alanının indüklenmesi ve tek tabakaların ısıl desorpsiyonu, 

biyosensör uygulamaları için zararlıdır. 

 

 Yüksek yüzey enerjisi nedeniyle, hidrofobik SAM yüzeyi çeşitli 

kontaminantları toplayabilir ve bu nedenle istenmeyen safsızlıklar 

analit tanıma bölgelerini adsorbe ve bloke edebilir. 

 

SAM'ler, elektrokimyasal sensörlerin seçiciliği ve duyarlılığında önemli bir 

rol oynamaktadır. Pek çok çalışma grubu, SAM'lerin ve iki katmanlı lipid 

membran yüzeylerinin ara yüz kapasitans ve direncindeki değişimleri ölçerek 

adsorpsiyon hakkında önemli mekanik bilgi sağlamak için EİS'yi kullanmıştır 

(Abdelghani, Hleli, and Cherif 2002; Bordi, Cametti, and Gliozzi 2002; Chaki and 

Vijayamohanan 2002a; H. a Chou et al. 2003; Ding et al. 2005a; Ekeroth et al. 

2002; Gufler et al. 2004; Hou et al. 2006; Krishna et al. 2001; Liu et al. 2003; 

Purrucker et al. 2001; Vallejo and Gervasi 2002; J. S. Ye et al. 2003; Yin et al. 

2003). Benzer şekilde, çeşitli biyomoleküllerin (yani proteinlerin, protaminlerin) 

iletken yüzeylere immobilizasyon ve adsorpsiyon davranışları impedans 

spektroskopisi ile araştırılmıştır (Cheng, Lin, and Chang 2002; Mimica et al. 

2004; G.-C. Zhao et al. 2003). Sensör yüzeyi ile kimyasal / biyolojik sistem 

arasındaki ara yüzey, katı desteğe tutunan reseptör moleküllerinin faaliyetlerini 

koruyabilecekleri şekilde düzenlenmelidir.  

Elektroaktif SAM’ler seçici elektron-tünel sistemi veya seçici elektron 

kapıları olarak kararlı bir davranış gösterirler. Bu özellikleri SAM temelli 

biyosensörleri avantalı hale getirir. SAM’lerin elektroaktif uç grupları (mediyatör 
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veya elektron iletim fonksiyonu için), redoks-aktif enzimler ile elektrot yüzeyleri 

arasında elektriksel iletim veya iletişim amacıyla kullanılabilirler.  Bu amaçla 

kullanılabilecek ferrosen türevleri, dimetilviyolojen gibi birçok mediyatör 

mevcuttur. 

Çoğu impedans biyosensörü, elektrot-çözelti arabirimine problar bağlamak 

için kendiliğinden SAM'leri kullanır. En yaygın bağlanma kimyası türleri, altın 

yüzeylere bağlı tiyollere (Daniels and Pourmand 2007) ve oksit yüzeylere bağlı 

siloksanlara dayanır. İmpedans biyosensörlerinde en yaygın olarak tiyol SAM'leri 

kullanılmaktadır. Sensör yüzeylerinde SAM oluşturulabilir ve daha sonra problar 

uçlara immobilize edilebilir veya problar kendileri tiyol modifıye edilerek SAM 

olarak düzenlenirler (Daniels and Pourmand 2007). 

SAM oluşumu, biyomembran mikro çevreyi andıran yüksek derecede 

düzenlenmiş, tek moleküllü bir film oluşturarak elektrot yüzeyinin 

işlevselleştirilmesi için kolay bir yol sağlar. Çok sayıda elektroaktif veya 

elektroinaktif fonksiyonel grup ile farklı baş gruplara sahip tek tabakaları 

tasarlama konusundaki esneklik, bu fonksiyonellendirme stratejisini özellikle 

biyosensör uygulamaları için kullanışlı kılmaktadır. Dahası, tek tabakaların 

ucundaki hidrofobik ve hidrofilik gruplar, farklı analitlerin seçici olarak 

algılanması için enzimlerin, proteinlerin veya tüm hücrelerin immobilize edilmesi 

için mükemmel bir yol sağlar. Teşhis uygulamaları için hem düşük miktardaki 

(nanogram düzeyinde) gereksinim hem de iyi bir kararlılık, hastalara maliyetin 

düşürülmesine katkıda bulunabilir ve bu durum özellikle, mikro kontak baskı gibi 

seri üretim teknikleri etkili bir şekilde kullanılıyorsa önemlidir.  

Ayrıca, proteinlerin sistein ve metionin yan gruplarından dolayı doğal 

olarak oluşan birçok tiyol ve disülfit yapıları vardır. Bu yapılarla 

gerçekleştirilecek SAM oluşumu, bu biyomoleküllerin elektrot yüzeyine 

eklenmesi için çok yararlı olabilir. Sülfür ayrıca çeşitli polisakkarit ve steroidlerde 

bir ester veya amit sülfat olarak bulunur ve dolayısıyla SAM oluşumları için de 

uygundur. Bu bağlamda birçok SH ve S-S içeren enzim, benzersiz biyomoleküler 

aktiviteleri için araştırılabilir. Bu yönde sistematik çalışmalar henüz 

bulunmamaktadır. 
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Sonuç olarak, EİS, biyomoleküler etkileşimlerin dinamiklerini gözlemlemek 

için ideal bir araçtır ve reaksiyon oranları, yüzey yüklemesi, yüzey reaksiyon / 

kararlılık ve bağlanma sabitleri gibi biyosensör gelişiminin önemli yönlerini 

öngörmek için kullanılabilmektedir. 

 

1.4 Elektrokimyasal biyosensörler 

 

Kimyasal sensörlerin bir alt sınıfı olan elektrokimyasal biyosensörler, 

elektrokimyasal ileticilerin (transdüserlerin) düşük tayin limitleri ile kendini 

gösteren hassasiyetlerini, biyolojik tanıma süreçlerinin yüksek spesifikliği ile 

birleştirirler. Bu cihazlar, hedef analit ile seçici olarak reaksiyona giren ve 

incelenen analit konsantrasyonu ile ilgili bir elektrik sinyali üreten bir biyolojik 

tanıma elemanı (enzimler, proteinler, antikorlar, nükleik asitler, hücreler, dokular 

veya reseptörler) içerir. Elektrokimyasal biyosensörler, biyolojik tanımlama 

işleminin niteliğine, yani biyokatalitik cihazlara ve afinite sensörlerine dayalı 

olarak iki ana kategoriye ayrılabilir.  

Biyokatalitik cihazlar, hedef analiti tanıyan ve elektroaktif türe sahip 

enzimleri, tam hücreleri veya doku dilimlerini içerir. Afinite sensörleri, analit ile 

bir antikor, nükleik asit veya bir reseptör gibi biyolojik bir bileşen arasındaki 

selektif bir bağlanma etkileşimine dayanır. Afinite sensörlerine örnek olarak, 

immünosensörler ve DNA hibridizasyon biyosensörleri gösterilebilir. 

Biyosensörler, günümüzde en aktif disiplinlerarası araştırma alanlarından 

birini teşkil etmektedir. Biyosensörlerin kullanılması çoğu zaman örnek hazırlama 

ihtiyacını ortadan kaldırır. Biyosensörün performansı genellikle duyarlılığına, 

saptama limitine (LOD), doğrusal ve dinamik aralıklara, cevabın 

tekrarlanabilirliğine veya hassaslığına, parazitlenmelere ve interferanslara karşı 

cevabına dayanarak deneysel olarak değerlendirilir (Eggins 2002).  Genellikle 

kıyaslanan diğer parametreler sensörün tepki süresi (yani nihai değerinin% 95'ine 

ulaşmak için sensör tepkisi için analit ekledikten sonraki süre), operasyonel ve 

depolama kararlılığı, kullanım kolaylığı ve taşınabilirliktir. İdeal olarak, birkaç 

ardışık ölçüm yapılması için algılama yüzeyi yenilenebilir olmalıdır. Birçok 

klinik, gıda, çevre ve ulusal savunma uygulamaları için, sensör analiti çevrimiçi 

olarak sürekli olarak izleyebilmelidir. Bununla birlikte, tek kullanımlık 
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biyosensörler, şeker hastaları tarafından kişisel kan şekeri izlemesi gibi bazı 

önemli uygulamalar için tatmin edicidir. 

Çoğu biyosensörde, düşük maliyet, kullanım kolaylığı, taşınabilirlik ve 

yapının sadeliğinden dolayı dönüştürücü için elektrokimyasal tayin yöntemi 

kullanılır (Eggins 2002; J. Wang 2006). Elektrokimyasal olarak izlenen reaksiyon 

tipik olarak ölçülebilir bir akım (amperometri), ölçülebilir bir şarj birikimi veya 

potansiyel (potansiyometri) üretir ya da elektrotlar arasındaki ortamın iletken 

özelliklerini değiştirir (iletkenlik ölçümü) (Grieshaber et al. 2008). Hem direnç 

hem de reaktansın izlemesi yoluyla kullanılabilen elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi yöntemi, bu alanda gittikçe yaygın hale gelmektedir (Grieshaber et 

al. 2008). 

Elektrokimya bir yüzey tekniğidir ve biyosensörlerde tayin için belli 

avantajlar sunmaktadır. Reaksiyon hacmine kesinlikle bağlı değildir ve çok küçük 

numune hacimleri, ölçüm için kullanılabilir (Ronkainen-Matsuno et al. 2002). 

Elektrokimyasal tayin, immünolojik testlerde az miktarda örnek hazırlığıyla veya 

hiç örnek hazırlığı olmaksızın düşük tayin sınırları elde etmek için kullanılabilir. 

Atto- ve zeptomole tayinini mümkün kılan elektrokimyasal immüno testler 

literatürde mevcuttur (Christian G. Bauer et al. 1996; Jenkins, Heineman, and 

Halsall 1988). Elektrokimyasal tayin, antikor-antijen kompleksini bağlanma 

yapmamış ortam bileşenlerinden izole etmek için ayırma basamağının olmadığı 

homojen immüno testlerde, kromoforlar, floroforlar ve spektrofotometrik tayine 

sıklıkla girişim yapan parçacıklar gibi numune bileşenleri tarafından etkilenmez. 

Bu nedenle, yağ hücrelerinden, kırmızı kan hücrelerinden, hemoglobin ve 

bilirubinden etkilenmeden tam kan gibi renkli veya bulanık numunelerde 

elektrokimyasal ölçümler yapılabilir (Cai et al. 2017). 
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1.4.1 Voltammetri/amperometri 

 

 Voltammetrik ve amperometrik teknikler, bir çalışma elektroduna bir 

referans elektrota karşı bir potansiyelin uygulanması ve akımın ölçülmesi ile 

karakterizedir (Kissinger and Heineman 1996). Akım, çalışma elektrodunda 

gerçekleşen indirgenme veya yükseltgenme reaksiyonları sonucunda meydana 

gelir. Akım, moleküllerin elektroda doğru gerçekleştirdiği kütle taşıma hızı ile 

sınırlanır (Kissinger and Heineman 1996). 

Voltammetri terimi, potansiyelin belirlenmiş bir potansiyel aralığında 

tarandığı teknikler için kullanılır. Akım cevabı genellikle analit konsantrasyonu 

ile orantılı olan bir tepe veya platodur. Voltammetrik yöntemler lineer sweep 

voltammetrisi, döngüsel voltammetri, hidrodinamik voltammetri, diferansiyel puls 

voltammetrisi, kare dalga voltammetrisi, AC voltammetri, polarografi ve sıyırma 

voltammetrisini içerir. Bu yöntemler geniş bir dinamik aralığa sahiptir ve düşük 

tayin seviyeleri için kullanışlıdır. 

Amperometride, çalışma elektroduna bir referans elektrota göre sabit bir 

potansiyel uygulanırken, elektrokimyasal oksidasyon veya redüksiyon sonucu 

oluşan akım değişiklikleri doğrudan zamana karşı izlenir (Bartlett 2008). 

Amperometriyi voltammetri'den ayıran, bir tarama potansiyelinin 

bulunmamasıdır. Teknik, potansiyeli istenen değere sabitleyerek akımı ölçmeye 

dayalıdır. Akım, numunedeki elektroaktif türün konsantrasyonu ile orantılıdır. 

Amperometrik biyosensörler, tayin için kullanılan yükseltgenme veya indirgeme 

potansiyelinin analit türlerinin karakteristiği olması açısından ek seçiciliğe sahiptir 

(Eggins 2002). 

Amperometrik tayin, basitliği ve tayin sınırının düşük olması nedeniyle 

biyokatalitik ve afinite sensörlerinde yaygın olarak kullanılır (League of nations. 

Secretariat. Information section. and (L. 1929). Avantajlı bir şekilde, 

amperometrik tayin sırasında sabit potansiyel, ihmal edilebilir bir yük akımına 

(potansiyelin sisteme uygulanması için gereken akım) neden olur ve böylece tayin 

limitini olumsuz yönde etkileyen zemin akımını en aza indirir. Buna ek olarak, 

hidrodinamik amperometrik teknikler örneğin çalışma elektrodunun dönmesi veya 

titreşmesi suretiyle çözeltiye göre hareket ettiğinde (Wijayawardhana et al. 1999; 

Wijayawardhana, Halsall, and Heineman 1999) veya numune çözeltisinin sabit 

elektrotların üzerinden geçtiği akış koşullarında elektrot yüzeyine kütle 
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taşınmasını önemli ölçüde sağlayabilir (Jiang et al. 1995; Puchades and Maquieira 

1996; Trojanowicz, Szewczynska, and Wcislo 2003). Akış kontrollü sistemlerde 

elektrokimyasal tayinler, çevresel analizlerde ve endüstriyel proseslerde diğer 

yöntemlere göre oldukça kullanışlıdır. Çünkü akış kontrollü proseslerde, akış 

şartlarının uygun bir şekilde düzenlenmesiyle çok basamaklı test prosedürlerinde 

çözeltiler kolaylıkla değiştirilebilir ve bu yöntem anlık izleme için idealdir. 

Elektrokimyasal sensörler, üç elektrottan veya iki elektrottan oluşan bir 

elektrokimyasal hücrenin parçasıdır. Tipik bir üç elektrotlu elektrokimyasal hücre, 

platin, altın veya karbon gibi kimyasal olarak kararlı, katı bir iletken malzemeden 

(örneğin grafit) bir çalışma (veya indikatör) elektrodundan oluşur. Genellikle 

gümüş kaplanmış tabakasıyla gümüş klorür (Ag / AgCl) çözeltisinden oluşan bir 

referans elektrot ve bir platin tel yardımcı elektrodu içerir. Referans elektrot 

genellikle bilinen ve kararlı bir referans potansiyelini korumak için redoks 

reaksiyonu alanından uzaklaştırılır (Grieshaber et al. 2008). Bu sistemin bir 

avantajı elektrolizden gelen yükün referans elektrot yerine yardımcı elektrottan 

geçerek referans elektrodunun yarı hücre potansiyelini değiştirmesini 

engellemesidir.  

İki elektrot sistemi yalnızca çalışma ve referans elektrotlarına sahiptir. Akım 

yoğunluğu yeterince düşükse (<μA cm-2) referans elektrot yükü olumsuz bir 

etkiye sahip olmadan taşıyabilir (Bartlett 2008). İkili ve üçlü elektrot sistemlerinin 

her ikisi de sensörler için kullanılır. Bununla birlikte, tek kullanımlık sensörler 

için genellikle iki elektrot sistemi tercih edilmektedir, çünkü referansın uzun 

vadeli kararlılığı gerekli değildir ve maliyet düşüktür. 

Bu elektrotlar kolaylıkla minyatürize edilebilir; mikrometre boyutları 

yaygınken nanometre boyutları da mevcuttur (Heinze 1993; Wightman 1981). 

Nanoteller, nanoparçacıklar ve karbon nanotüpleri günümüzde biyosensörlere 

dâhil edilmektedir. Küçülen elektrot boyutları daha yüksek duyarlılık imkânı 

sağlamaktadır. Küçük yüzey alanları nedeniyle bu tür küçük elektrotlarla tayin 

yapabilmek için çok küçük numune hacimleri (mikrolitre ve daha küçük) 

gereklidir ve numune miktarları sınırlı olduğunda bu önemli bir avantajdır (Farrell 

et al. 2004; Thomas et al. 2003). Ayrıca, elektrokimyasal dedektörler ve bunların 

gerekli kontrol araçları mikro imalat ile nispeten düşük bir maliyetle kolayca 

minyatürize edilebilir. Böylece biyo-algılama için taşınabilir aletlerin imalatı 

mümkün olur. Voltammetride sınırlayıcı akım sıcaklığa bağlı olduğundan, doğru 
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ve hassas sonuçlar elde etmek için ölçüm hücreleri sabit bir sıcaklıkta tutulmalıdır 

(Thomas et al. 2003). 

 

1.4.2 Kondüktometri 

 Kondüktometrik tayin, kimyasal reaksiyon sırasında çözelti / ortamın 

bileşimi değiştikçe, numune çözeltisinin veya nanoteller gibi bir ortamın elektrik 

iletkenliğindeki değişiklikleri izler. Kondüktometrik biyosensörler sıklıkla yüklü 

ürünlerin iyon şiddetinde değişikliklerine sebep olduğu ve dolayısıyla artan 

iletkenlik sağlayan enzimleri içerir. İletkenlik ölçümü, çevresel izleme ve klinik 

analiz için biyosensörlerde tayin türü olarak kullanılmıştır. Diuron, atrazin ve 

metabolitleri gibi ppb düzeylerindeki kirleticileri ölçmek için bir kondüktometrik 

tirozinaz biyosensörü geliştirilmiştir (Anh et al. 2004). Biyo-güvenlik açısından 

Escherichia coli O157: H7 ve Salmonella spp. gibi gıda kaynaklı patojenleri tespit 

etmek için de kondüktometrik immünosensörler literatürde yer almaktadır 

(Muhammad-Tahir and Alocilja 2003). Hassas, düşük hacimle çalışabilme imkânı 

sağlayan bu biyosensör, bir elektrokimyasal sandviç immüno testine dayanan bir 

immünosensör ve sinyali ölçmek için bir okuyucu cihazdan oluşmaktadır. İnsan 

idrarında metamfetaminin tayinine yönelik bir biyosensör de yine kondüktometri 

yöntemiyle geliştirilmiştir (Yagiuda et al. 1996).  

 

1.4.3 Potansiyometri 

 Potansiyometrik sensörler, ihmal edilebilir düzeyde akım altında bir 

elektrokimyasal hücrenin potansiyelinin ölçülmesine dayanır. Yaygın olarak, cam 

pH elektrodu ve K+, Ca2+, Na+, Cl- gibi iyonlar için iyon seçici elektrotlardır 

(Eggins 2002; J. Wang 2006). Sensörler, ilgilenilen yüklü iyonlarla seçici olarak 

tepkimeye giren bir membran boyunca oluşan potansiyeli ölçmek için iki referans 

elektrotlu bir elektrokimyasal hücre kullanır. Bu kimyasal sensörler, elektrotun 

algılaması için tasarlanan iyonu oluşturan bir reaksiyonu katalize eden enzim gibi 

bir biyolojik element ile kaplanarak biyolojik sensörlere dönüştürülebilir. Örneğin 

bir penisilin sensörü, bir pH elektrodunun penisilinaz ile kaplanmasıyla 

geliştirilebilir ve bu da H+ üreten bir penisilinin reaksiyonunu katalizler 
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(Papariello, Mukherji, and Shearer 1973). pH elektrodu, yüzeyinde, penisilinin 

dolaylı bir ölçümü olan pH'taki değişimi algılar. 

Alan etkili transistörler, bir elektrokimyasal hücreye dâhil edilerek kimyasal 

sensörlere (ChemFETs) adapte edilmiştir (Barbaro et al. 1992; Colapicchioni et al. 

1991). Algılama yüzeyini, yukarıda penisilin için tarif edildiği gibi biyolojik bir 

ajan ile kaplayarak biyosensörlere dönüştürülebilirler (Caras and Janata 1980). 

Işık etkili potansiyometrik sensörler (LAPS) yüzey potansiyelini fotovoltaik etki 

yoluyla optik olarak belirler (Hafeman, Parce, and Mcconnell 1988). LAPS, 

yüzeyi üzerine örneğin oligonükleotid gibi bir biyolojik materyalin eklenmesi 

yoluyla biyosensör olarak da kullanılabilir (Shishkanova et al. 2007). 

 

1.5 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi 

 İmpedans spektroskopisi, bir sistemin bileşik elektrik direncini analiz etmek 

için kullanılan güçlü bir yöntemdir. Yüzey olaylarına ve kütle özelliklerinin 

değişimlerine karşı hassastır. Korozyon mekanizmalarının aydınlatılması, 

membranlar ile membran / çözelti ara yüzleri arasındaki yük taşınmasının 

karakterize edilmesi ve pillerin optimizasyonu için yoğun şekilde 

kullanılmaktadır. Biyosensörler alanında, özellikle transdüser (elektrot) 

yüzeyindeki bağlanma olaylarının izlenmesi için uygundur. Kullanımının ilk 

örneklerine 1980'lerin sonunda rastlanmıştır. Bununla birlikte, yöntem 

enstrümantasyonda yapılan ilerlemeler nedeniyle son yıllarda artan bir uygulama 

alanı bulmuştur. Biyolojik tanınma süreçlerinin saptanmasının yanı sıra, 

biyomoleküllerin transdüser üzerine immobilizasyonu gibi işlemlerde meydana 

gelen yüzey modifikasyonlarının karakterize edilmesinde kullanılan değerli bir 

araçtır. Bu teknik, işaretleyicisiz algılama için doğal bir potansiyele sahiptir. Bu 

durum biyoanalizde oldukça önemli bir avantajdır; çünkü işaretleme işlemlerinin 

olmaması, biyomoleküllerin floresan boyalar, enzimler, redoks veya radyoaktif 

işaretleyicilerle modifiye edilmesi gerekliliğini ortadan kaldırmaktadır. Bununla 

birlikte, çok düşük analit konsantrasyonları ile yapılan analizlerde bir yanıt elde 

etmek için genellikle bir amplifikasyon adımı gereklidir.  
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1.5.1 İmpedans spektroskopisinde temel prensipler ve terimler 

Bir sistemin impedans Z değeri, genellikle küçük genlikli bir voltaj 

uygulanması ve akım cevabının tayini ile belirlenir. Bu tanımdan, Z impedansı, 

voltaj-zaman fonksiyonu V(t) ve akım-zaman fonksiyonu I(t)’nin oranıdır: 

Z=V(t)/I(t)=V0sin(2Πft)/I0sin(2Πft+ϕ)=1/Y             (1) 

Formülde V0 ve I0 sırasıyla en yüksek voltaj ve akım sinyallerini, f frekansı, 

t zamanı, ϕ voltaj-zaman ile akım-zaman fonksiyonları arasındaki faz kaymasını 

ve Y kompleks kondüktans veya admitansı ifade etmektedir. İmpedans karmaşık 

bir değerdir; çünkü akım sadece genliğe bağlı olarak değişmeyebilir, aynı 

zamanda voltaj-zaman fonksiyonuyla kıyasla bir faz kayması da gösterebilir. 

Böylece değer, impedansın ya |Z| modülü ile faz kayması ϕ tarafından, ya da 

alternatif olarak reel bölüm ZR ve imajinel bölüm ZI tarafından tanımlanbilir. Bu 

durum şekil 1.6’da gösterilmiştir. Dolayısıyla impedans ölçümünün sonuçları iki 

farklı şekilde gösterilebilir: logf’nin fonksiyonu olarak log|Z| ve ϕ değerlerinin yer 

aldığı Bode grafiği veya ZR ve ZI değerlerinin yer aldığı Nyquist grafiği.  

 

 

Şekil 1.6 İmpedans değerini oluşturan bileşenler (Lisdat and Schäfer 2008). 
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İmpedans "spektroskopisi" ismi, impedansın genellikle sadece bir tane değil 

birden fazla ve farklı değerlerdeki frekanslarda belirlenmesinden kaynaklanır. 

Böylece, değişim ve difüzyon işlemleri ile birlikte yüzeylerin, tabakaların veya 

membranların karakterizasyonuna izin veren bir impedans spektrumu elde edilir. 

Bunu başarmak için, impedans spektrumu genellikle bir eşdeğer devre 

kullanılarak analiz edilir. Genellikle dirençlerden ve kapasitanslardan oluşan bu 

devre, araştırılan sistemin farklı fizikokimyasal özelliklerini temsil eder (Lisdat 

and Schäfer 2008; Macdonald 1987). Alternatif olarak, sistem, elektrokinetik, 

difüzyon, bölümleme vb. işlemlerin temel kanunlarından türetilen transfer 

fonksiyonlarına dayanılarak tarif edilebilir. 

Bununla birlikte, yalnızca ilgilenilen bir sistemi tanımlamak için değil aynı 

zamanda bu teknik analitik amaçla da kullanılabilir. Bu durumda, bir impedans 

elemanının (bir direnç veya bir kapasitans-çözelti bileşiminin bir fonksiyonu 

olarak) değişimi değerlendirilir. Bazı durumlarda, toplam impedansı 

konsantrasyon değişikliği ile ilişkilendirmek de mümkündür. Bu, ölçümleri 

basitleştirebilir, çünkü bu durumlarda sadece seçilen bir frekansta veya sınırlı bir 

frekans penceresinde (görece değişikliklerin en büyük olduğu yerlerde) impedansı 

belirlemek genellikle yeterlidir. 

Elektrolitik çözeltinin araştırılacak sistemin bir bileşeni olduğu 

elektrokimyasal impedans spektroskopisinde impedans davranışını tanımlamak 

için genellikle dört bileşen kullanılır: ohmik direnç, kapasitans, sabit faz elemanı 

ve Warburg impedansı. Bu elemanlar ve tanımları Tablo 1.4’te özetlenmektedir. 

Deneysel impedans verilerini, seri veya paralel düzenlenmiş ideal veya dağıtılmış 

impedans elemanları ile yaklaştırmak için eşdeğer devreler kullanılır. Birçok 

elektrokimyasal sistem bu prosedüre göre analiz edilmiştir. Belli bir sistemin 

impedans davranışını açıklamak için muhtemelen literatürde bir model bulabilir. 

Bu, en azından analiz için başlangıç noktası olarak kullanılabilir. Bir elektrolit ile 

temas halinde olan bir elektrodun durumu için, çözelti direnci Rs, yük transfer 

direnci Ret, çift katmanlı kapasitans Cdl ile Warburg impedansı W’nı içeren ve 

Randles olarak adlandırılan devre kullanılır (Şekil 1.7). 
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Şekil 1.7 Nyquist grafiği ve Randles eş devre modeli (Lisdat and Schäfer 2008). 

 

Çift katlı kapasitans Cdl, yükün ara yüzde çift tabakada depolanmasından 

kaynaklanmaktadır. Elektron transfer direnci Ret, arayüzdeki redoks reaksiyonları 

tarafından üretilen akım akışını, Warburg impedansı ise, çözeltiden ara yüze 

difüzyona bağlı olarak oluşan akımın impedansından kaynaklanmaktadır. Rs, iyon 

konsantrasyonu ve hücre geometrisi tarafından sağlanan çözelti direncidir. Rs ve 

Ret, Nyquist grafiğinden kolayca belirlenebilir; ancak bununla birlikte Warburg 

impedansının σ değeri de değerlendirilebilir. 
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Tablo 1.4 Biyoelektrokimyasal sistemleri tanımlamak için en sık kullanılan impedans 

elemanlarının tanımları, frekans bağımlılıkları ve faz kaymaları (Lisdat and 

Schäfer 2008). 

İmpedans 

bileşeni 
Tanımı 

Faz 

Açısı 

Frekansa 

Dayalı 

R Z=R 0° Hayır 

C 
𝑍𝐶 =

1

𝑗𝜔𝐶
 

90° Evet 

CPE 
𝑍𝐶𝑃𝐸 =

1

𝐴(𝑗𝜔)𝛼
 

0–90° Evet 

W (infinite)a 𝑍𝑊 =
𝜎

√ω
(1 − 𝑗) 45° Evet 

  
𝜎 =

𝑅𝑇

𝑛2𝐹2√2
(

1

√𝐷0𝑐0
+

1

√𝐷𝑅𝑐𝑅
) 

  

 

 

Şekil 1.7'de gösterilen Nyquist grafiğinde Rs ve Ret değerleri kolayca 

belirlenebilir. Çift katman kapasitansı yarı dairenin maksimum frekansından 

hesaplanabilir (ω = 2πf = 1 / RetCdl). Ret ve Cdl'in ürünü genellikle elektrokimyasal 

prosesin zaman sabiti τ olarak adlandırılır. Warburg sınırlamalı davranışı gösteren 

45° çizgisi, reel eksene ekstrapole edilebilir. Kesişim noktası σ ve ardından 

difüzyon katsayılarının hesaplanabileceği Rs + Ret - 2σCdl'ye eşittir (bkz. Tablo 

1.4). Bununla birlikte, analitik uygulamalar için, eşdeğer devre, genellikle 

Warburg impedansını ihmal ederek basitleştirilir. Bu, Nyquist grafiklerinde 45 

derecelik çizginin görülmediği ve ara yüzey veya çözelti impedansının baskın 

olduğu bir frekans aralığı seçilerek yapılabilir. 

Biyolojik bir malzemeyi karakterize etmek için, örneğin; antikorlar veya 

hücreler, elektrotlar sisteme sokulmalı, böylece bir elektrokimyasal hücre 

oluşturulmalıdır. Bir AC voltaj sarsımı uyguladıktan sonra, akım, sistemin tüm 

bileşenleri, çalışma elektrodu, biyolojik malzeme, çözelti ve yardımcı elektrodun 

içinden akmaya zorlanır. Ölçülen impedans, tekil katkıların toplamıdır. Şekil 1.8, 

Warburg impedansının potansiyel katkısını ihmâl ederek bu durum için 

basitleştirilmiş bir eşdeğer devre sağlar. Analitik uygulamalar için iki farklı durum 

ortaya çıkabilir: 



37 

 

 

 

 

a) Biyolojik maddenin impedansı çözeltideki belli bir analit 

konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak veya zamanın bir fonksiyonu 

olarak incelenir. Bu, çözeltideki iyon konsantrasyonunun (iletkenlik 

ölçümleri) bir fonksiyonu olarak çözelti direncinin analizi ile 

benzerdir. Her iki durumda da, iki elektrodun impedansı belirlenecek 

impedansa kıyasla küçük olmalıdır. Bu, oldukça geniş yüzey alanlarına 

sahip elektrotlar kullanılarak başarılabilir. Buna ek olarak, biyolojik 

maddenin çözeltiden nonspesifik adsorpsiyonundan kaçınılmalıdır; 

çünkü bu da ara yüz impedansını artıracaktır. Bu tip ölçümlerin bir 

örneği, fermantasyon işlemi sırasında hücre kütlesinin belirlenmesidir 

(Cheung, Gawad, and Renaud 2005; Krommenhoek et al. 2006). 

Çözeltideki hücrelerin artan yoğunluğu, kolayca izlenebilen bir 

impedans değişimine neden olur. 

 

b) Alternatif olarak, biyolojik bileşen çalışma elektrodu üzerine 

immobilize edilir ve bir analit molekülü ile etkileşim saptanır. Bu tipik 

bir biyosensör uygulamasıdır. Burada, algılama elektrodunun 

impedansı (biyolojik bileşen ile modifiye edilmiş çalışma elektrodu), 

toplam impedansı kontrol eder. Böylece, yardımcı elektrodun 

impedansı önemli ölçüde daha küçük olmalıdır. Bu, genellikle, 

algılama elektrodundan en az on kat daha büyük bir alana sahip bir 

elektrot kullanılarak gerçekleştirilir. Buna ek olarak, yüzey, 

elektrokimyasal metal birikimi veya metal çözünmesi ile 

pürüzlendirilebilir. Bir destek elektroliti (0.01-1 M) kullanarak, çözelti 

direnci, akım yanıtını sınırlamayacak şekilde ayarlanabilir. 

 

 

Şekil 1.8 İki elektrot ve bir biyolojik bileşenin kullanıldığı elektrokimyasal hücreler için 

eşdeğer devre (Lisdat and Schäfer 2008). 
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Şekil 1.8’de WE çalışma elektrodunu, CE ise yardımcı elektrodu ifade 

etmektedir. Her iki elektrot, çift katlı bir kapasitans ve bir yük transfer direncine 

sahip bir paralel devre kullanılarak örneklendirilir. Çözünürlük direnci RS ve 

biyolojik bileşenin ZB impedansı elektrot impedansı ile seri haldedir. Çalışma 

elektrodu, biyolojik bileşen ile modifiye edilebilir ve böylece algılama elektrodu 

olarak görünür. Bu, kesikli kutuyla gösterilir. Bu tip ölçümlerde, diğer impedans 

elemanları nispeten küçük olmalıdır. Çözeltide biyolojik bileşen araştırılması 

gerektiğinde, değeri genel impedansı büyük ölçüde belirlemelidir ve elektrotların 

impedansları küçük olmalıdır. Bu tür bir araştırma nokta kutusu ile gösterilir 

 

Bu tür yüzey modifiye edilmiş algılama elektrotlarıyla ölçümler alırken, 

redoks-aktif bileşikler genelde çözeltiye eklenir ve bu da iyi tanımlanmış bir 

elektron transfer direnci Ret ile sonuçlanır. Redoks aktif bileşik atlanmışsa veya 

engelleyici bir katman elektrota uygulandığında kapasitif impedans davranışı 

gözlemlenecektir (çünkü Ret çok büyük olur). Böylece, elektrotta bir bağlanma 

olayı, ilk durumda Ret'deki değişimi izleyerek veya ikinci durumda kapasitans 

değişikliğini izleyerek tespit edilebilir. 

 

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi yaparken, çalışma elektrodundaki 

durumu kontrol etmek genellikle gereklidir. (i) Bazı durumlarda impedans "açık 

devre potansiyeli"nde (OCP) ölçülebilir. Bu, çözelti bileşimine bağlı olarak 

elektrotta dengelenmiş bir durum anlamına gelir. Bununla birlikte, ölçümler 

sırasında bu durum dengeli olmalıdır. Burada basit bir iki elektrotlu düzenleme 

sıklıkla kullanılabilir. (ii) Alternatif olarak, bir elektrotta bir durum tanımlamak 

veya bir işlemi zorlamak için (örneğin; bir oksidasyon işlemi) çalışma 

elektrodunda bir dc potansiyeli sabitlenmelidir. Bu, üç elektrotlu bir 

düzenlemenin gerekli olduğu tipik bir potansiyostatik moddur. (iii) Bir diğer 

yaklaşım, çalışma elektrodunun üzerine akacak bir akımı tanımlamaktır. Bu, yine 

üç elektrotlu bir düzenleme ile galvanostatik modda gerçekleştirilebilir. 

 

Modern impedans analizörleri, eşdeğer devrelere göre transfer 

fonksiyonlarının hesaplanmasına izin veren veri değerlendirme yazılımı ve montaj 

programları da içerir. Literatürde modeller bulunur ya da tek bir sistemin 

tanımlanması için bir başlangıç noktası olarak uygulanan yazılımdan eşdeğer bir 

devre seçebilir. Seçilen devrenin geçerliliğini doğrulamak için, deneysel eğriye 

uygunluğun kalitesi değerlendirilmelidir ve elektrolit veya analit 
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konsantrasyonları veya bir tabaka kalınlığı veya elektrot alanı gibi deneysel 

parametreler değiştirilmelidir. 

 

 

İlgili parametreyi belirlemek için gereken frekans aralığı, impedans 

verilerinin böyle bir analizinden çıkarılabilir. Analitik uygulamalar için, sadece 

frekans aralığını azaltmakla kalmaz aynı zamanda ölçümleri birkaç veya sadece 

bir seçili frekansla sınırlamak da mümkündür. Örneğin, bu yaklaşım oldukça 

kapasitif davranış gösteren kimyasal olarak hassas yarı iletken yapıları ölçerken 

kullanılabilir (Moritz et al. 1992). Analiz edilmesi gereken frekans aralığı 

incelenen sisteme göre değişir, ancak genelde birkaç on kilosaat ile 10-1 veya 10-3 

Hz arasında değişir. Ticari aletler 10-5 Hz ile 106 Hz aralığını kolayca kaplarlar. 

İlgili impedans parametresi (örneğin, belirlenecek konsantrasyonun direnci veya 

kapasitesi gibi), doğrulanmış bir eşdeğer devre ile ölçülen impedans verilerinin 

uydurulmasıyla elde edilebilir veya toplam impedans doğrudan konsantrasyon ile 

ilişkilendirilebilir. 

 

 

 

1.6  Biyosensör tasarımında elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi 

 İmpedans biyosensörleri, ölçülen büyüklüğü bir impedans sinyaline 

dönüştüren fiziksel bir dönüştürücü ile bu dönüştürücüye entegre edilmiş ve 

biyolojik veya biyofiziksel olarak türetilmiş bir algılama elemanından oluşur. 

Performansı, (i) dönüştürücünün yüzey özelliklerine (ii) modifiye edicinin 

kimyasal bileşimine ve (iii) uygulanan elektrot potansiyelinin etkisine bağlıdır. 

EİS hassasiyeti, kullanılan immobilizasyon prosedürünün elektrot yüzeyinin 

tamamını kaplamadığında ortaya çıkan iğne deliği etkilerinden daha fazla 

etkilenir. Sonuç olarak, redoks molekülleri immobilize edilmiş biyomoleküllerden 

kurtulur ve elektrot yüzeyindeki çıplak noktalara ulaşır. Bu gibi olaylar, hedef 

biyomoleküllerin çıplak noktalara nonspesifik adsorpsiyonu sonucunda, yanlış 

EİS yanıtlarına büyük katkıda bulunurlar. İğne deliği etkileri hemen hemen tüm 

biyolojik sensörlerde ortaya çıkmasına rağmen, immünosensörler ve mikrobiyal 

biyosensörlerde nonspesifik adsorpsiyon daha yaygındır. Öte yandan, DNA 

biyosensörlerinden kaynaklanan EİS sinyalleri, negatif yüklü fosfat iskeleti ile 

Fe(CN)6
3-/4- gibi redoks anyonları arasındaki itme kuvvetlerinden büyük ölçüde 
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etkilenir. Bu durum, DNA hibridizasyon reaksiyonlarının düzeyinin 

belirlenmesini olumsuz etkiler. Bu nedenle, BSA ve 1-merkaptohekzanol dahil 

olmak üzere çeşitli bloke edici maddeler, hem spesifik olmayan adsorpsiyon hem 

de iğne deliği etkilerini ortadan kaldırmak için kullanılmıştır. Buna ek olarak, 

DNA fosfat iskeleti ile anyonlar arasındaki elektrostatik etkileşimler, pozitif yüklü 

DNA bağlayıcılar, örneğin Ru(NH3)6
3+ kullanılarak asgariye indirilmiştir. 

Bununla birlikte, EİS temelli biyosensörlerin başarısı, tercih edilen 

immobilizasyon kimyasıyla uyumlu olan ve titizlikle gerçekleştirilmiş bir elektrot 

malzemesi seçimine bağlıdır. Yaygın olarak kullanılan elektrot malzemeleri cam, 

altın, platin ve karbon pasta elektrotlarını içerir. Biyomoleküllerin, bağlayıcılar 

vasıtasıyla elektrot yüzeylerine kovalent bağlanması en güvenilir yöntemdir. 

Günümüzde, EİS biyosensörünün duyarlılığı, biyokimyasal sistemlerde daha 

geniş uygulama alanlarına yönelik hâlâ önemli bir sınırlamadır ve elektrot 

yüzeylerinde biyomoleküler kompleks oluşumunu arttıracak yeni immobilizasyon 

stratejileri gerektirmektedir. 

SAM’lerin veya üretilmiş supramoleküler tasarımlar gibi biyomalzemelerin 

nanomateryal platformlara immobilizasyonu, hem güncel bir yaklaşımdır hem de 

EİS biyosensör duyarlılığını önemli ölçüde geliştiren önemli yöntemlerdir. Bu 

yöntemler, elektrotlar üzerindeki ilgili biyomoleküler belirteçlerin (DNA, enzim 

veya antikor- antijen) yüzey yoğunluklarını arttırmak suretiyle, biyomeleküler 

belirteçlerin spesifik aktivite ve afinitelerini arttıracak ve ardından gelen 

biyokimyasal reaksiyonları katalizleyebilecek yeni platformlar geliştirilmesine 

olanak tanırlar. Ayrıca, nanopartiküller genellikle kararlı, ucuz ve daha esnektir. 

Buna ek olarak, küçük boyutları, daha yüksek bağlama kinetiğine izin verir ve bu 

da yüksek duyarlığa daha fazla katkıda bulunur. Biyosensör tasarımları için örnek 

nanoplatform dizileri Şekil 1.9'da gösterilmektedir. Genel olarak nanoparçacıklar 

açık uçlarında SH, NH2 veya CN gibi fonksiyonel gruplara sahip olan SAM’ler 

vasıtasıyla elektrot yüzeylerine bağlanabilir. 
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Şekil 1.9 Biyosensör tasarımları için biyomoleküler nanomateryal platformları                  

(a) Schistosoma japonicum antikorları (jsAb) ve jsAg tayini, (b) GOx enzimi ve    

(c) ss DNA immobilizasyonu (K’Owino and Sadik 2005). 

  

İmmünosensörler en çok çalışılan impedimetrik biyosensörlerdir. Bunu 

DNA biyosensörleri ve enzim biyosensörleri izlemektedir. 
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1.7  Ferritin 

 

1.7.1 Giriş 

 

 Demir depolama proteini ferritin hem prokaryotlarda hem de ökaryotlarda 

bulunur. Ferritin, moleküler kütlesi yaklaşık 500 kDa olan ve 24 alt birimden 

oluşan bir protein kabuğundan oluşur. Protein kabuğu, 4500 atoma kadar demir 

tutabilen ferrik-hidroksi-fosfat çekirdeğini kapsar. Benzer bir genel yapıya sahip 

proteinler bitki ve hayvanlardan bakteriler âlemine kadar bulunur; ancak bakteri 

ferritininin, hayvan ferritinleri ile hiçbir amino asit dizilimi homolojisi 

bulunmadığı için bunların ayrı geliştiği düşünülmektedir. Ferritin, evrimsel açıdan 

oldukça eskidir ve aynı zamanda uzun bir biyokimyasal tarihe sahiptir. İlk izole 

edildiğinden bu yana ferritin araştırmalarına iki ana konu hâkim olmuştur: yapısı 

ve demir alımı ile bırakma mekanizması. Son zamanlarda ferritinin moleküler 

biyolojisi ön plana çıkmıştır ve bu molekül, sentezin genetik translasyon 

seviyesinde nasıl düzenlendiğine ilişkin çalışmalar için bir model haline gelmiştir. 

Ferritinin yapısı ve fonksiyonu hakkında detaylı bir inceleme yayınlanmıştır 

(Harrison and Arosio 1996). 
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1.7.2 Yapı 

 

 Bir ferritin alt birimi beş heliks ve uzun bir heliksler arası döngü bulunur. L 

döngüsü ve N-terminal kalıntıları, meydana gelen 24 alt-birimlik molekülünün 

dışındadır. C-terminal artıkları kabuk içinde bulunur. H ve L zincirleri, molekül 

içinde aynı konformasyonu benimser.  

 

Şekil 1.10 Ferritin 

 İnsan dokularında H-zengin izoferritinler (izoelektrik nokta; pI 4,5-5,0) kalp 

kasında, kırmızı kan hücrelerinde, lenfositlerde, monositlerde, HeLa hücrelerinde 

ve diğer bazı kültür hücrelerinde bulunur. L-zengin izoferritinler, H-zengin 

izoferritinlere göre çok daha basit yapılı (pI 5.0-5.7) olup karaciğer, dalak ve 

plasentada bulunur. Ferritinin pI'sı, demir içeriğinden önemli ölçüde etkilenmez. 

pI değeri, dokudan dokuya ve doku demir içeriği ile değişir.  

 Ferritin, üç özelliğin avantajlarından yararlanılarak dokulardan saflaştırılır: 

75°C'lik bir sıcaklığa dayanıklılık; ultrasantrifüjle konsantrasyona izin veren 

demir açısından zengin molekülün yüksek yoğunluğu; ve kadmiyum sülfat 

varlığında kristalleştirme. Bununla birlikte, ultrasantrifüj işlemi H-alt birimlerince 

zengin molekülleri konsantre etme eğilimi gösterse de, kadmiyum sülfat 

çözeltisinden kristalleştirme işlemi daha düşük toplam bir geri kazanım eğilimi 

gösterir ve L-alt birimleri bakımından zengin moleküllere daha seçimlidir 

(Harrison and Arosio 1996). 
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1.7.3 Serum ferritini 

 

 Duyarlı bir immün radyometrik testin (IRMA) geliştirilmesinden sonra, 

ferritin, normal bireylerin serumunda veya plazmasında tespit edilebilmiştir 

(Jacobs et al. 1972). Güvenilir yöntemler olarak etiketli ferritin kullanan 

radyoimmünoassay (RIA) ve etiketli antikor kullanan IRMA yöntemleri detaylı 

bir şekilde tarif edilmiştir (Worwoon et al. 1980).  Bu yöntemlerin yerini daha 

sonraları, kolorimetrik ve flüoresans substratlar kullanılan enzim bağlantılı 

immünoassayler (ELISA) veya kemilüminesans etiketler içeren antikorlar 

almıştır.  

 Serum ferritin konsantrasyonları normalde 15-300 μg / L arasındadır ve 

çocuklarda yetişkinlerden daha düşüktür (Tablo 1.5). Menopoz öncesi kadınlarda 

ortalama değerler erkeklere göre daha düşüktür. Bu durum mensturasyon ve 

doğum sırasındaki kayıpların bir sonucudur. Doğumdan itibaren daha ileri yaşlara 

doğru serum ferritin konsantrasyonlarındaki değişimler, dokularda depolanan 

demir miktarlarındaki değişimi yansıtır. Bir annenin demir durumunun, kordon 

serumundaki konsantrasyon üzerinde nispeten az etkisi olduğu görülmektedir ve 

ortalama değerler 100-200 μg/L aralığındadır.  

 

Tablo 1.5 Serum ferritin değerleri 

 Erkek Kadın 

16-50 yaş 15-200 ng/mL 14-150ng/mL 

51-60 yaş 15-220 ng/mL 14-150ng/mL 

>60 yaş 18-250 ng/mL 18-200 ng/mL 
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 Serum ferritin konsantrasyonu ile flebotomi sonucu harekete geçirilen depo 

demirleri arasında iyi bir korelasyon vardır. Bu, normal bireylerde toplam demir 

miktarı ve serum ferritin konsantrasyonu arasında yakın bir ilişki olduğunu 

göstermektedir (Walters, Miller, and Worwood 1973). Serum ferritin 

konsantrasyonu kan bağışı ile azalır ve alkol alımıyla birlikte artar. Hem 

erkeklerde hem de kadınlarda alkol tüketimi ile anlamlı ilişki İngiltere Sağlık 

Araştırması'nda doğrulanmıştır. Bu araştırmada ferritin konsantrasyonu vücut kitle 

indeksi arttıkça daha yüksekti. Menopozdan sonra kadınlarda ferritin 

konsantrasyonu artmakta fakat erkeklerdekinden daha düşük kalmaktadır. 

Seçilmemiş yaşlı hastalarda yüksek ferritinin konsantrasyonu genellikle hastalığa 

bağlıdır (Touitou et al. 1985). Serum ferritin konsantrasyonu sağlıklı kişilerde 

nispeten kararlıdır. Demir eksikliği anemisi olan hastalarda, serum ferritin 

konsantrasyonu tipik olarak 12-15 μg /L'den daha düşüktür. Bu eşik, demir 

eksikliği anemisine sahip hastaların serum ferritin konsantrasyonlarının 

araştırılmasıyla ilgili bir dizi çalışma sonucunda belirlenmiştir ve 

retiküloendotelyal demir depolarındaki azalmanın ortak tek sebebi olarak düşük 

serum ferritin konsantrasyonunun olduğu açıklanmıştır. 
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2.  MATERYAL VE METOD 

 

2.1  Materyal  

 

2.1.1 Kullanılan malzemeler 

  

 Kullanılan kimyasal maddeler: 

 Tez çalışmaları kapsamında kullanılan sodyum hidroksit (NaOH), sülfürik 

asit (H2SO4), potasyum klorür (KCl), potasyum nitrat (KNO3), dipotasyum 

hidrojenfosfat (K2HPO4), Etanol (C2H6OH), Absolute-% 99,9), potasyum 

ferrosiyanür (K4Fe(CN)6), potasyum ferrisiyanür (K3Fe(CN)6),                           

11-merkaptoundekanoik asit (11-MUA, HS(CH2)10CO2H),                                        

N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-etilkarbodiimid hidroklorid (EDC, (C8H17N3)),     

N-Hidroksisüksinimit (NHS, (C4H5NO3) % 98), magnezyum klorür (MgCl2), üre 

(CH4N2O), sodyum klorür (NaCl), kalsiyum klorür (CaCl2), D-glukoz (C6H12O6) 

Sigma-Aldrich Co. LLC (USA)’dan, 2-(N-Morfolino)-etan sülfonik asit (MES) 

Carl Roth GmbH + Co. KG firmasından temin edildi. 

 

 Denemelerde kullanılan biyolojik maddeler: 

 Ferritin (F6879, insan dalağından izole), insan serum albümini (HSA) ve 

insülin Sigma-Aldrich Co. LLC (U.S.A.)’dan temin edildi. rekombinant insan 

ferritin ağır zincir protein (ab158472), rekombinant insan ferritin hafif zincir 

protein (ab158473), Anti-Ferritin antikoru (ab10060) ABCAM (U.S.A.) 

firmasından temin edildi.  

  

 Denemelerin tamamında ultra saf su kullanıldı.  
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 Kullanılan çözeltilerin tamamı, denemelerden hemen önce taze olarak 

hazırlandı. 

ABCAM firmasından temin edilen anti-ferritin antikorları ve ferritin 

antijenleri belirli hacimlerde porsiyonlanarak sırasıyla -20°C ve -80°C’de 

saklandı. Her denemeden önce yeni bir porsiyon ile çalışıldı.   

Sigma-Aldrich firmasından temin edilen ferritin antijeni +4°C’de saklandı.  

Kullanılan cam malzemeler Isolab firmasından temin edildi.  

 

 

2.1.2 Kullanılan cihaz ve sistemler 

 Ferritin tayini için elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli 

impedimetrik biyosensörün geliştirilmesine yönelik denemelerde konvansiyonel 

üçlü elektrot sistemi, ölçüm hücresi ve potansiyostat/galvanostat cihazını 

kapsayan ölçüm sistemi kullanıldı.  

Çalışma elektrodu, referans elektrot ve yardımcı elektrot olarak sırasıyla 

Metrohm marka 6.1204.320 model altın elektrot, Metrohm marka 6.0733.100 

model Ag/AgCl (3 M KCl) elektrot ve 6.1248.000 model platin elektrot kullanıldı. 

Ölçümler Metrohm marka ve 6.1418.110 model ceketli cam ölçüm hücrelerinde 

gerçekleştirildi. Ölçüm hücrelerine bağlanarak sabit sıcaklıkta ölçüm alınmasına 

olanak sağlamak amacıyla LAUDA marka ve RE 120 model soğutmalı su 

sirkülatörü kullanıldı.   

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi ölçümleri ve döngüsel 

voltammogramlar NOVA (sürüm 1.11) yazılımı içeren bilgisayarın bağlı olduğu 

FRA modüllü Metrohm marka AUTOLAB PGSTAT302 

Potansiyostat/Galvanostat cihazı ile gerçekleştirildi.   

Elde edilen ölçümler, ölçüm cihazının bağlı olduğu bilgisayar sistemine 

kurulu ve Metrohm firmasının geliştirdiği NOVA (sürüm 1.11) yazılımı ile 

değerlendirildi.  
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Şekil 2.1 Ölçüm düzeneği. (Üst sıra, soldan sağa: Güç kaynağı, bilgisayar, yazıcı, 

karıştırıcı, potansiyostat/galvanostat. Alt sıra, soldan sağa: Monitör, ölçüm 

hücresi ve elektrotlar, soğutmalı su sirkülatörü) 

Altın elektrotların temizlik prosedüründe kullanılan 0,05 ve 1 mikron 

parçacık boyutlarına sahip alümina çözeltileri Buehler firmasından, aynı aşamada 

kullanılan parlatma kumaşları BASI firmasından temin edildi. 

Deneysel çalışmaların elektrot hazırlama aşamalarında ultrasonik su 

banyosu (Elma Schmidbauer GmbH., E 120), ortibal karıştırıcı (Heideldolph 

Unimax1010/incubator 1000), pH metre (Hanna HI 221), ısıtıcılı manyetik 

karıştırıcı (IKA Combimag RET), buzdolabı (+4°C ve -20°C, Whirlpool 

ARC8140/1/IX), dondurucu (-80°C, Thermo Electron Corporation, Model 702) ve 

buz makinası (Kleo KBM025) kullanıldı. 
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2.2  Yöntem 

 

2.2.1 Elektrot temizliği 

 Her çalışma öncesinde elektrot yüzeyi temizlendi. Kullanılan elektrodun 

yüzey temizliği her çalışmadan önce sağlanmalıdır ve bu temizliğin derecesi, 

tekrarlanabilir sonuçların elde edilebilmesi açısından eşit olmalıdır. Bu nedenle 

uygulanan temizlik adımlarına özen gösterilmelidir.   

 Temizlik adımları aşağıdaki gibidir:  

 

1. Adım: Fiziksel Temizlik 

 

Bu adımda elektrot yüzeyi kadife yüzey üzerine damlatılan sırasıyla 1 

ve 0,05 mikron parçacık boyutlarına sahip alümina (alüminyum oksit) 

süspansiyonları üzerinde ∞ simgesi çizilecek şekilde ayrı ayrı 

gezdirildi. Bu şekilde altın yüzeydeki kirlilik mekanik olarak giderildi. 

 

2. Adım: Kimyasal Temizlik (Y. Xiao, Lai, and Plaxco 2007)  

 

Altın elektrot ölçüm hücresine yerleştirildi ve aşağıdaki adımlar 

sırasıyla uygulandı: 

a. 0,5 M NaOH çözeltisi içerisinde 2 V/s tarama hızında -0,35 / -1,35 

V potansiyel aralığında 500 tekrarlı döngüsel voltammogramlar 

alındı. 

b. 0,5 M H2SO4 çözeltisinde 5 s boyunca 2 V potansiyelde 

oksidasyon ve 10 s -0,35 V redüksiyon gerçekleştirildi. 

Aynı çözeltide 4 V/s tarama hızında -0,35 / 1,5 V potansiyel 

aralığında 20 tekrarlı döngüsel voltammogramlar alındı. 

Aynı çözeltide 0,1 V/s tarama hızında -0,35 / 1,5 V potansiyel 

aralığında 4 tekrarlı döngüsel voltammogramlar alındı. 
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c. 0,01 M KCl / 0,1 M H2SO4 çözeltisi içerisinde 0,1 V/s tarama 

hızında 10’ar döngü olacak şekilde  

i. 0,2 – 0,75 V 

ii. 0,2 – 1,0 V 

iii. 0,2 – 1,25 V 

iv. 0,2 – 1,5 V potansiyel aralıklarında döngüsel 

voltammogramlar alındı. 

 

 

2.2.2 Biyosensörün ölçüm sistemi 

EİS’de, elektrokimyasal hücreye, ölçülebilir akımsal yanıt ile sonuçlanan 

küçük bir genlikte sinüzoidal voltaj uygulanır. Elektrotlarda gerçekleşen 

elektrokimyasal değişimler, materyallerin rezistif veya kapasitif özelliklerini 

belirtir. Bu özellikler de impedans diye tanımlanır. İmpedans, sistem voltaj 

vektörünün, U (jω), ve akım vektörünün oranı, I(jω), ile hesaplanır. Bu değerler 

ise potasiyostata bağlı bulunan frekans analizörü tarafından üretilir (Eşitlik 1). 

Z(jw) = U(jw)/I(jw) = Zre(w) + jZim(w)    (1) 

Eşitlik 1’den de anlaşılabileceği gibi, impedans ölçümleri sonucunda 

impedansın gerçek (reel) (Zre) ve sanal (imajinel) (Zim) kısımları, elektrot – 

elektrolit ara yüzeyinin karakteristik rezistans ve kapasitans bileşenlerinin 

tanımlayıcıları olarak ortaya çıkarlar. Elektrot yüzeyinin kalınlığındaki bir 

değişim, kendini kapasitansa ilişkin bir değişiklik ile gösterir. Bu değişimler 

yüzeyler arası elektron transfer rezistansındaki (Ret) artışlar tarafından aynı şekilde 

yansıtılabilir. Ret’nin elektrot yüzeyindeki redoks belirteçlerinin elektron transfer 

karakteristiklerini kontrol etmesinden dolayı, makromolekülün birlikte 

bağlanacağı bağlanma eşiyle (örnek: antijen – antikor) etkileşiminden 

kaynaklanan ayırıcı bir tabakanın oluşumu, elektronların elektrot yüzeyine akışını 

aksatacak ve artan elektron transfer direnci geliştirecektir. Dolayısıyla bu 

çalışmada, modifikasyon basamakları ve antijen – antikor kompleksleşmesinin 

düzeyi, Ret değeri üzerinden dolaylı olarak takip edildi.  

Altın elektrodun temizliği sonrasında yüzey temizliğinin değerlendirilmesi 

ve her bir modifikasyon aşamasının ardından modifikasyon adımlarının 
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başarısının ölçülmesi amacıyla elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EİS) ve 

döngüsel voltammetri (CV) tekniklerinden yararlanıldı. Antijen 

konsantrasyonlarına bağlı olarak, elektrot yüzeyindeki antijen – antikor bağlanma 

düzeyleri ve buna bağlı olarak yüzeye bağlanan antijen konsantrasyonlarının 

tayini yine EİS ve CV teknikleriyle gerçekleştirildi.  

CV ölçümleri -0,3 V – 0,5 V potansiyel aralığında, 20 mV adım büyüklüğü 

ve 50 mV/s tarama hızında yapıldı. EİS ölçümleri 10000 Hz – 0,05 Hz frekans 

aralığında ve 15 mV değerindeki alternatif akımda yapıldı. Gerek elde edilen CV 

sonuçlarından gerekse de NOVA yazılımı içerisindeki OCP (Open Circuit 

Potential) komutundan elde edilen bilgi sonucunda tüm impedans ölçümleri 0 

V’luk bias potansiyeli ile gerçekleştirildi.  

Hem yalın elektrot ile hem de biyoafinite esaslı yüzey oluşumunun her 

aşamasında her kademedeki tasarlanan bağlanmaların başarısının ölçümlerinde ve 

ferritin miktarlarının tayininde, fosfat tamponu (50 mM pH 7,4) içerisinde 

hazırlanan 5 mM K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 (1:1) + 0,1 M KNO3 çözeltisi redoks 

belirteci olarak kullanılarak EİS ve CV ölçümleri yapıldı.  

 

2.2.3 Verilerin değerlendirilmesi 

 Yukarıda da bahsedildiği gibi, her aşamadaki modifikasyon işlemlerinin 

başarı düzeyinin ölçülebilmesi, antikor immobilizasyonunun gerçekleşip 

gerçekleşmediğinin belirlenmesi ve ferritin tayininin gerçekleştirilebilmesi için 

impedans ölçümleri gerçekleştirildi. Bu ölçümler sonucunda elde edilen Nyquist 

eğrileri uygun bir eş değer devre yardımıyla değerlendirildi. Bu sayede, elektrot – 

elektrolit ara yüzeyinde meydana gelen çeşitli elektrokimyasal özelliklerdeki 

değişimler, okunabilir sayısal verilere dönüştürüldü.  
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2.2.4 Uygun eş değer devre modeli ile ölçümlerin 

değerlendirilmesi 

İmpedans ölçümleri sonucunda elde edilen Nyquist eğrileri, yukarıda verilen 

frekans aralığındaki 60 farklı frekans değerindeki Z’ (reel impedans) ile Z” 

(imajinel impedans) büyüklüklerinin bileşke değerlerinin meydana getirdiği 

noktalardan oluşur. Bu eğriler, uygun bir eş değer devre sistemi ile 

yorumlanabilir.  

 

Şekil 2.2 Denemeler sonucu elde edilen tipik bir Nyquist eğrisi. 

 

Yapılan impedans ölçümleri sonucunda elde edilen Nyquist eğrileri Şekil 

2.2’de gösterildiği gibidir. Bu eğrilere göre, ölçüm sırasında uygulanan tüm 

frekans değerleri boyunca, impedansın ara yüzey elektron transferi tarafından 

kontrol edildiği anlaşılmaktadır (Katz and Willner 2003b). Frekans değerleri 
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eğrinin solundan sağına doğru azalmaktadır. Şekilde, elektrolit çözeltinin direnci 

Rs, elektron transfer direnci ise Ret ile gösterilmiştir.  

 

   Elde edilen Nyquist eğrilerine en uygun eş değer devre sistemi Şekil 

2.3’de verilmiştir:  

 

 Şekil 2.3 NOVA yazılımı kullanılarak elde edilen eş değer devre modeli. 

 

Bu devre sisteminde Rs çözelti direncini, CPE sabit faz elemanını, Ret ise 

elektron transfer direncini ifade eder. CPE, elektrot yüzeyinde oluşturulan 

tabakanın homojen olmadığını ifade eder. Elektrot yüzeylerinde protein 

katmanlarının varlığında, CPE elemanının eş değer devre modellerine 

yerleştirilmesi, daha doğru sonuçların elde edilmesine olanak tanır (Katz and 

Willner 2003b).  

Ret, redoks belirtecinin elektrot ara yüzeyindeki elektron transfer kinetiğini 

kontrol eder. Dolayısıyla elektrot yüzeyinde kullanılan yalıtkan modifiye edici 

maddenin ara yüzey elektron transfer kinetiğinin hızını kesmesi ve elektron 

transfer direncini arttırması beklenir. Elektron transfer direnci, 

 Ret= RAu + Rmod  

eşitliği ile ifade edilir. Bu eşitlikte RAu ve Rmod -redoks belirteçlerinin varlığında- 

sırasıyla yalın elektrodun sabit elektron transfer direncini ve modifiye edici 

maddeden kaynaklanan değişken elektron transfer direncini ifade eder.  Şekil 

2.2’de görülen büyük yarım daire şeklindeki eğriler, çok yavaş gerçekleşen 

elektron transferleri sonucunda ortaya çıkar. Bu yarım dairelerin çapları elektron 

transfer direncine, Ret’ye eşittir. Özetle bu değer, Nyquist eğrilerinde meydana 

 

 

 

 

CPE 

Rs 

Ret 
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gelen yarı dairenin çap değerine de karşılık gelen, elektrot – çözelti ara yüzeyinde 

oluşan redoks belirteç elektronunun transfer kinetiğini doğrudan kontrol 

ettiğinden (Cai et al. 2017), ölçümlerin değerlendirilmesinde Ret değerleri ele 

alındı. Ölçümler alındıktan sonra seçilen en uygun eş değer devre modelindeki 

tüm bileşenlerin sayısal değeri, NOVA yazılımı tarafından otomatik olarak 

hesaplanıp kullanıcıya sunulmaktadır.  

Yapılan ölçümler sonucunda, antikorun immobilizasyonu basamağına kadar 

geliştirilen biyosensör için elde edilen Ret değeri (R0), her bir ferritin 

konsantrasyonu için elde edilen Ret değerinden (R1) çıkarılır ve aradaki fark (ΔRet) 

kullanılır. 

 

 

2.2.5 Ferritin tayinine yönelik hazırlanan elektrokimyasal 

impedans spektroskopisi temelli biyosensörün 

hazırlanması 

 

Biyosensör sisteminin geliştirilmesinde elektrot türü olarak altın elektrot 

kullanıldı. Bu elektrot 2,5 mM 11 – merkaptoundekanoik asit (11 – MUA)’nın 

etanolde hazırlanmış çözeltisi içerisinde 16 saat inkübe edilerek, yüzeyinde 

kendiliğinden oluşan tek tabaka (SAM) oluşturuldu. Ardından elektrot 50 mM 

derişiminde ve pH 6,0 değerindeki MES tamponunda çözülmüş EDC-NHS 

(sırasıyla 0,3-0,1 M) çözeltisine daldırılarak 1 saat boyunca karanlık ortamda 

çalkalayıcı içerisinde inkübe edildi. Böylece 11 karbonlu zincire sahip SAM 

tabakasının serbest uçlarındaki karboksil grupları N-hidroksi süksinimid 

esterlerine aktive edildi. Son aşamada elektrot ferritine spesifik antikor olan 

antiferritinin 10 ng/mL’lik çözeltisi ile 30 dakika boyunca muamele edildi.  

Antikorun yüzeye immobilizasyonunun ardından, ferritin çözeltisinden 

alınan 150 µL’lik hacimler biyosensör yüzeyine mikro pipet ile pipetlendi ve 30 

dakika boyunca yüzeyde tutuldu. 30 dakika sonunda elektrodu ultra saf suya 

daldırıp çıkarmak suretiyle yıkama işlemi gerçekleştirildi. Yıkamanın ardında 

elektrot ölçüm hücresine yerleştirildi ve ölçüm alındı. Ölçüm sonunda elektrot 

ultra saf su ile aynı şekilde yıkandı ve bir sonraki ferritin çözeltisiyle işlemler 
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tekrar edildi. Bu işlemler tüm farklı konsantrasyonlardaki ferritin çözeltileri için, 

en küçük derişimden en yükseğine doğru olacak şekilde, sırasıyla tekrarlandı.  

Gerek çıplak elektrot ile gerekse de biyoafinite esaslı membran oluşumunun 

her aşamasında her kademedeki tasarlanan bağlanmaların başarısının 

ölçümlerinde ve ferritin miktarlarının tayininde, fosfat tamponu (50 mM pH 7,4) 

içerisinde hazırlanan 5 mM K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 (1:1) + 0,1 M KNO3 çözeltisi 

redoks belirteci olarak kullanılarak döngüsel voltammogramlar (CV) alındı. 

Döngüsel voltammogramlar -0,3 – 0,5 V potansiyel aralığında, 50 mV tarama 

hızında alındı. Benzer amaçla her aşamaya ilişkin elektrokimyasal impedans 

ölçümleri yapıldı. Elektrokimyasal impedans ölçümleri ise 15 mV alternatif 

akımda gerçekleştirildi. İmpedans spektrumları 10,000 – 0,05 Hz aralığında ve 60 

frekans değeri olacak şekilde düzenlendi. 

 

Şekil 2.4 Ferritin biyosensörünün modifikasyon basamaklarının şematik gösterimi. 
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2.2.6 Kullanılacak olan anti ferritin – ferritin proteinlerinin test 

edilmesi 

 

Tez çalışmalarının yürütülmesi amacıyla sipariş edilen anti-ferritin antikoru 

ile ferritin antijeninin birbirleri ile bağlanıp bağlanmadığını test etmek amacıyla, 

optimizasyon çalışmalarından önce ilk olarak ELISA (Enzyme-

Linked ImmunoSorbent Assay) yöntemi uygulandı. Bu yöntem sonucuna göre, 

eldeki antikor – antijen çiftinin bundan sonra devam edecek olan biyosensör 

çalışmaları için uygun olup olmadığına karar verildi. Bu işlem için kullanılan 

prosedür (Noah et al. 2011) aşağıdaki gibidir: 

• 700 ng/mL ferritin (pH 7,6 50 mM fosfat tamponunda) mikrotabaka 

kuyucuklarına eklendi (5 standart kuyucuğu+1 kontrol kuyucuğu olacak 

şekilde) 

• +4°C’de 1 gece boyunca inkübasyon gerçekleştirildi 

Ertesi gün:  

• Tabaka boşaltıldı ve yıkandı (pH 7,6 50 mM fosfat tamponu içinde 1 

mg/mL BSA ve %0,03 Tween 20 ile hazırlanan çözelti ile)  

• 5 farklı konsantrasyonda (0,14 – 0,7 – 2,8  - 14,0  - 700,0 ng/mL) antikor 

eklendi (pH 7,6 50 mM fosfat tamponu içinde 10 mg/mL BSA ve %0,03 

Tween 20 ile hazırlanan çözelti ile)  

• Kontrol kuyucuğuna antikorsuz tampon eklendi 

• 75 dakika inkübasyon yapıldı 

• pH 8 50 mM Tris-HCl tamponu içinde 1 mg/mL BSA ve % 0,03 Tween 

20 olan çözelti ile yıkama yapıldı 

• Alkalen fosfataz konjuge sekonder antikor (Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 

Cross Adsorbed Secondary Antibody, AP conjugate) ile inkübasyon 

gerçekleştirildi  
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• Ana stok pH 8 50 mM Tris-HCl tamponu içinde 10 mg/mL BSA ve % 

0,03 Tween 20 çözeltisi ile 1000 kat seyreltildi. 

• pH 8 50 mM Tris-HCl tamponu ile yıkama yapıldı 

• Substrat (p-nitrofenil fosfat) ile 30 dakika reaksiyon 

• 405 nm’de spektrofotometrik ölçüm alındı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

 

 

2.2.7 Ferritin tayinine yönelik elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi temelli biyosensörün immobilizasyon 

aşamalarının optimizasyonu 

 

 

2.2.7.1 Altın elektrot yüzeyine anti-ferritin immobilize edilerek 

geliştirilen biyosensör için en uygun ferritin türünün 

belirlenmesi 

 

 İmmobilize edilecek olan anti-ferritin antikoru ile en uygun bağlanmayı 

gerçekleştirecek ferritin protein türüne karar vermek amacıyla ferritinin L ve H 

zincirleri ile tam ferritin proteininin kullanıldığı denemeler yapıldı. Bu denemeler 

ile hangi ferritin formunun antikor ile en iyi şekilde etkileştiği belirlendi. Bu 

optimizasyon çalışmasının diğer immobilizasyon adımlarında 5 mM 11 – MUA 

(16 saat inkübasyon), EDC-NHS derişimleri sırasıyla 0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0 

MES tamponunda) (1 saat inkübasyon), 1000 ng/mL antiferritin antikoru (1 saat 

inkübasyon) kullanıldı. Ferritin konsantrasyonları: 10 – 50 – 100 – 200 – 300 – 

400 pg/mL (30 dakika inkübasyon). 

 

 

2.2.7.2 Antikor ve antijen için en uygun çözgen türünün 

belirlenmesi 

 

Kullanılacak antijen ve antikor sisteminin en iyi cevap vereceği çözgen 

türünü belirlemek amacıyla pH 7,4 fosfat tampon sistemi, pH 6,0 MES tamponu 

ve ultra saf su kullanıldı. Çalışmanın diğer immobilizasyon adımlarında 5 mM   

11 – MUA (16 saat), EDC-NHS derişimleri sırasıyla 0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0 

MES tamponunda) (1 saat inkübasyon), 1000 ng/mL antiferritin antikoru (1 saat 

inkübasyon) kullanıldı.  H-Ferritin konsantrasyonları: 10 – 50 – 100 – 200 – 300 – 

400 pg/mL (30 dakika inkübasyon). 
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2.2.7.3 11 – Merkaptoundekanoik asit konsantrasyonunun 

optimizasyonu 

 

Literatürde yapılan çalışmalar, uzun zincirli (n>9) alkantiyollerin daha 

düzgün ve kararlı tekli tabakalar oluşturduğunu göstermektedir (Ulman n.d.). 

Alkil zincirleri bir arada tutan Van der Waals, dipol – dipol vb. etkileşimlerin 

artmasından ötürü, uzun zincirli alkan tiyoller SAM oluşumu için daha çok tercih 

edilir. Bunun yanı sıra, kısa zincirlerde zincirler arası Van der Waals çekim 

kuvveti azalacağından, tekli tabakaların oluşum süresi de uzamaktadır (Ulman 

n.d.).  

Basit düz zincirli yapıların kullanılması durumunda, SAM oluşumu 

sürecinin ilk aşamalarında meydana gelen düzensiz dağılmış zincirlerin 

adsorpsiyon bölgelerini maskelemesi önemli bir sorun değildir. Ancak, büyük 

grupları ihtiva eden zincirlerin kullanılması durumunda, düzensiz dağılmış 

zincirlerin maskeleme etkisi, kemisorpsiyon kinetiğini önemli derecede engeller. 

Bu nedenle düzenli ve sıkı paketlenmiş özellikteki SAM oluşumu, basit düz 

zincirlerinkine nazaran daha başarısızdır.  

Bu bilgiler ışığında altın elektrot yüzeyinde SAM oluşturmak için               

11 – MUA tercih edilmiştir. Bu yöntemde, altın elektrodun yüzeyinde                   

1 – 2,5 – 5,0 mM derişimlerde 16 saatlik inkübasyonlar sonucunda 11 – MUA ile 

kendiliğinden oluşan tek tabaka (SAM) oluşturuldu. Bu işlem sonrasında elektrot 

yüzeyi EDC-NHS derişimleri sırasıyla 0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0 MES 

tamponunda) (1 saat inkübasyon), 1000 ng/mL antiferritin antikoru (1 saat 

inkübasyon) kullanılarak modifiye edildi. H-Ferritin konsantrasyonları:               

10 – 50 – 100 – 200 – 300 – 400 pg/mL (30 dakika inkübasyon). 
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2.2.7.4 11 – Merkaptoundekanoik asit çözeltisinde en uygun 

inkübasyon süresinin belirlenmesi 

  

En uygun inkübasyon süresinin belirlenmesi için, 11 – MUA çözeltisine 

daldırılan altın elektrodun 1 – 2 – 4 – 16 saatlik immobilizasyonları 

gerçekleştirildi. Bu işlem sonrasında elektrot yüzeyi 2,5 mM 11 – MUA (16 saat 

inkübasyon), EDC-NHS derişimleri sırasıyla 0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0 MES 

tamponunda) (1 saat inkübasyon), 1000 ng/mL antiferritin antikoru (1 saat 

inkübasyon) kullanılarak modifiye edildi. H-Ferritin konsantrasyonları: 10 – 50 – 

100 – 200 – 300 – 400 pg/mL (30 dakika inkübasyon). 

 

 

2.2.7.5 EDC – NHS derişimlerinin optimizasyonu 

 

EDC/NHS çifti altın elektrot yüzeyinde oluşturulan SAM’in serbest 

uçlarında bulunan karboksil gruplarının N-hidroksi süksinimid esterlerine aktive 

edilmesi amacıyla kullanıldı. Denemelerde, 50 mM pH 6,0 MES tamponunda 0,03 

mM EDC – 0,01 M NHS, 0,3 M EDC – 0,1 M NHS,    0,75 M EDC – 0,25 M 

NHS konsantrasyonlarında çözeltiler hazırlandı ve elektrot bu çözeltilerde 1 saat 

inkübe edildi. Diğer aşamalarda kullanılan materyaller 2,5 mM 11 – MUA (16 

saat inkübasyon), 1000 ng/mL antiferritin antikoru (1 saat inkübasyon) olacak 

şekilde sabit tutularak, elektrot yüzeyi modifiye edildi. H-Ferritin 

konsantrasyonları: 10 – 50 – 100 – 200 – 300 – 400 pg/mL (30 dakika 

inkübasyon). 
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2.2.7.6 EDC-NHS sisteminin inkübasyon yöntemi 

 

EDC-NHS derişimlerinin en uygun değerinin belirlenmesinin ardından, bu 

çözeltide gerçekleştirilen inkübasyonun çalkalamalı ortamda daha iyi sonuç verip 

vermeyeceğine ilişkin denemeler yapıldı. Diğer aşamalarda kullanılan materyaller 

2,5 mM 11 – MUA (16 saat inkübasyon), EDC-NHS derişimleri sırasıyla 0,3-0,1 

M (50 mM pH 6,0 MES tamponunda) (1 saat inkübasyon),  1000 ng/mL 

antiferritin antikoru (1 saat inkübasyon) olacak şekilde sabit tutularak, elektrot 

yüzeyi modifiye edildi. H-Ferritin konsantrasyonları: 10 – 50 – 100 – 200 – 300 – 

400 pg/mL (30 dakika inkübasyon). 

 

 

2.2.7.7 Antikor derişiminin optimizasyonu 

 

Modifikasyon aşamalarının optimizasyonuna yönelik çalışmaların bu 

bölümünde, kullanılan SAM ile modifiye edilmiş ve EDC/NHS kimyasıyla 

karboksil uçları aktive edilmiş elektrot yüzeyine immobilize edilecek ferritine 

spesifik monoklonal anti - ferritin antikorunun en uygun miktarı belirlendi.        

1,0 – 10,0 – 50,0 – 1000,0 ng/mL anti-ferritin konsantrasyonları ile 1 saat 

boyunca muamele edilerek hazırlanan elektrotların ferritine yönelik cevapları 

incelendi. Diğer aşamalarda kullanılan materyaller 2,5 mM 11 – MUA (16 saat 

inkübasyon), EDC-NHS derişimleri sırasıyla 0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0 MES 

tamponunda) (1 saat inkübasyon) kullanılarak elektrot yüzeyi modifiye edildi. H-

Ferritin konsantrasyonları: 10 – 50 – 100 – 200 – 300 – 400 pg/mL (30 dakika 

inkübasyon). 
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2.2.7.8 Antikor inkübasyon süresinin optimizasyonu 

 

Antikorların aktive edilmiş SAM uçlarına kovalent bağlanmasında, antikor 

inkübasyon süresinin önemi büyüktür. Optimum süre, antikor oryantasyonu ve 

bağlanan antikor miktarı üzerinde etkilidir. Bu aşamada, immobilize edilen 

antikorun en verimli şekilde yüzeye immobilize olması amacıyla inkübasyon 

süresinin optimizasyonuna yönelik denemeler yapıldı. 0,5 – 1,0 – 2,0 saatlik 

antikor immobilizasyonu gerçekleştirildi. Diğer aşamalarda kullanılan materyaller 

2,5 mM 11 – MUA (16 saat inkübasyon), EDC-NHS derişimleri sırasıyla         

0,3-0,1 M (50 mM pH 6,0 MES tamponunda) (1 saat inkübasyon), 10 ng/mL 

antiferritin antikoru (1 saat inkübasyon)  kullanılarak elektrot yüzeyi modifiye 

edildi. H-Ferritin konsantrasyonları: 10 – 50 – 100 – 200 – 300 – 400 pg/mL (30 

dakika inkübasyon). 

 

 

2.2.7.9 Ferritin ile etkileşim süresinin optimizasyonu 

 

Modifikasyon aşamaları tamamlanan biyosensör yüzeyinin ferritinle 

muamele edilmesi sonrasında en iyi yanıtın alınabilmesi için, ferritin ile etkileşim 

süresinin optimizasyonuna yönelik çalışma gerçekleştirildi. Bu amaçla elektrot 

yüzeyine mikro pipet vasıtasıyla eklenen ferritinin 15 – 30 – 60 dakikalık 

inkübasyonları gerçekleştirildi.  Diğer aşamalarda kullanılan materyaller 2,5 mM 

11 – MUA (16 saat inkübasyon), EDC-NHS derişimleri sırasıyla 0,3-0,1 M (50 

mM pH 6,0 MES tamponunda) (1 saat inkübasyon), 10 ng/mL antiferritin 

antikoru (1 saat inkübasyon)  kullanılarak elektrot yüzeyi modifiye edildi. H-

Ferritin konsantrasyonları: 10 – 50 – 100 – 200 – 300 – 400 pg/mL. 
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2.2.8 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EİS) yöntemi 

ile ferritin tayinine yönelik olarak geliştirilen afinite 

temelli biyosensörün karakterizasyon çalışmaları 

 

 

2.2.8.1 Doğrusal tayin aralığının belirlenmesi 

 

Geliştirilen biyosensörün doğrusal tayin aralığını belirleyebilmek amacıyla 

çalışmalar yapıldı. Gerçekleştirilen çalışmalarda, optimizasyon adımları 

sonucunda belirlenen değerler (2,5 mM 11 – MUA, 16 saat 11 – MUA 

inkübasyonu, çalkalamalı ortamda 0,3/0,1 M EDC/NHS çözeltisi, 30 dakika 

antikor immobilizasyonu ve 30 dakika antijen immobilizasyonu) kullanılarak 

hazırlanan biyosensörler ile ölçümler alındı. Ölçümlerin tamamı, optimizasyon 

basamaklarında belirtilen koşullar altında yapıldı. 

 

 

 

 

2.2.8.2 Tekrar üretilebilirlik  

 

Bu aşamada, tamamen aynı koşullarda hazırlanan (2,5 mM 11 – MUA, 16 

saat 11 – MUA inkübasyonu, çalkalamalı ortamda 0,3/0,1 M EDC/NHS çözeltisi, 

30 dakika antikor immobilizasyonu ve 30 dakika antijen immobilizasyonu)  5 

farklı biyosensör ile standart grafikleri oluşturuldu. Bu standart grafiklerinin eğim 

ve R2  değerleri karşılaştırılarak biyosensörün tekrar üretilebilirlik özelliği 

değerlendirildi. 
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2.2.8.3 Tekrarlanabilirlik 

 

 Tekrar üretilebilirlik denemelerinden elde edilen veriler ışığında, her bir 

konsantrasyon değerine ilişkin elde edilen sinyal değerlerinin ortalaması (𝑋) 

alındı. Elde edilen ortalama değerler ile standart grafiği elde edildi. Ayrıca söz 

konusu verilerin standart sapma (S.S.) değerleri ve varyasyon katsayıları (V.K.) 

belirlendi. 

 

 

2.2.8.4 Seçimlilik 

 

 Geliştirilen biyosensörün antiferritin için non-spesifik özellikteki 

proteinler karşısındaki seçimliliği belirlendi. Bu amaçla belirli 

konsantrasyonlardaki insan serum albümini (HSA), insülin ve ferritin-HSA-

insülin karışımından oluşan çözeltiler ile ölçümler alındı. Alınan biyosensör 

yanıtları ile sadece ferritinden alınan biyosensör yanıtı karşılaştırıldı.  

 

 

2.2.8.5 Yapay serumda örnek uygulaması 

 

Bu aşamada kullanılacak çözgen olarak yapay serum hazırlandı (Sonuç and 

Sezgintürk 2014). 4,5 mM KCl, 5 mM CaCl2, 1,6 mM MgCl2, 4,7 mM (D+)-

glukoz,  2,5 mM üre, % 0,1 HSA ve 145 mM NaCl ile hazırlanan yapay serum 

örneğinde çözülen ferritin çözeltileri ile EİS ölçümleri alındı. Ferritin 

konsantrasyonları, doğrusal tayin aralığındaki değerlere göre hazırlandı. Ölçümler 

sonucunda yapay serum bileşenlerinin alınan biyosensör cevabına etkisi incelendi.   
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3.  SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

 

3.1 Ferritin tayinine yönelik geliştirilen biyosensörün 

modifikasyon basamaklarına ilişkin bulgular 

 

Ferritin biyosensörünün her bir modifikasyon basamağından sonra oluşan 

modifiye yüzeyler için elde edilen döngüsel voltammogramlar ve EİS verileri 

(Nyquist eğrileri) Şekil 3.1, Şekil 3.2 (A) ve 3.2 (B)’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 3.1 Elektrot yüzeyinin modifikasyon basamaklarına ait döngüsel voltammogramlar. 
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Şekil 3.2 Elektrot yüzeyinin modifikasyon basamaklarına ait Nyquist eğrileri (A), bu 

eğrilerin yakından görünümü (B). 

A 
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Yalın elektrot ile yapılan impedans ölçümü sonrası ve modifikasyon 

basamaklarından sonra yapılan impedans ölçümleri sonrasında elde edilen Ret 

değerleri Tablo 3.1’deki gibidir.  

 

 

Tablo 3.1 Modifikasyon basamakları öncesi ve sonrasına ait Ret değerleri. 

Modifikasyon basamakları Ret (Ohm) 

Yalın Au elektrot 49,5 

Au-MUA 636 

Au-MUA-EDC/NHS 281 

Au-MUA-EDC/NHS-Antiferritin 495 

Au-MUA-EDC/NHS-Antiferritin-Ferritin 618 

 

 

Şekil 3.1’de biyosensörün modifikasyon aşamalarına ilişkin döngüsel 

voltammogramlar yer almaktadır. Mavi voltammogram, yalın elektrota ait olan 

karakteristik indirgenme ve yükseltgenme piklerini göstermektedir. SAM ile 

modifikasyon aşamasının ardından anodik ve katodik piklerin değerlerinde 

belirgin bir düşüş görülmektedir. Bu durum 11 – MUA ile oluşturulan SAM’in 

elektron iletimini bloke etme özelliğinden ileri gelmektedir. Bunun sebebi 

muhtemelen artan yüzey kalınlığı ve yoğunluğudur (Ding et al. 2005b).    

İmpedans ölçümlerin tamamında Nyquist eğrileri yarım daire şeklindedir. 

Bu durum bize tüm [Fe(CN)6]
3−/4−’e ilişkin prosesin elektron transfer limitli 

gerçekleştiğini göstermektedir. Yarım daireye ilişkin çapın değeri, elektrot 

yüzeyindeki yük transfer direncinin hesaplanmasında kullanılır. Bu hesaplamada 

kullanılacak eşdeğer devre modeli ise Şekil 2.3’te gösterildiği gibidir. Söz konusu 

eşdeğer devre modelinde, elde edilen Nyquist diyagramlarından daha doğru bir 

sonuç alabilmek için, kapasitans yerine sabit faz elemanı (CPE) kullanıldı; çünkü 

11 – MUA’nın uzun zincirli molekülleri sadece elektron transfer bariyeri olarak 

değil, aynı zamanda kapasitör olarak da işlev görür (Ding et al. 2005b). Daha önce 

de belirtildiği gibi (bkz. sayfa 49), CPE yüzeyin heterojenliğini ve defekt 

alanlarını da ifade eder (Hleli et al. 2006). Bu devre elemanı antiferritin/elektrolit 

ara yüzündeki alanın yük kapasitansına karşılık gelir (Tlili et al. 2005). Rs değeri, 

elektrolit çözeltinin özellikleri ile ilgili bir değerdir. Bu değer, elektrot yüzeyinde 
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meydana gelen modifikasyonlardan etkilenmez (Ding et al. 2005b). Diğer taraftan 

Ret ve CPE ise elektrot/elektrolit ara yüzündeki yalıtkanlık ve dielektrik özellikleri 

ile ilgilidir. Faradaik impedans için Ret değeri, çalışma elektrodunun yüzeyinde 

meydana gelen olayların karakterizasyonunda kullanılabilecek en hassas ve basit 

parametredir. CPE’deki değişimler ise Ret’ye kıyasla neredeyse fark edilmeyecek 

düzeydedir.     11 – MUA ile oluşturulan SAM’in ardından, Ret değerinde yalın 

Au elektrot yüzeyine nazaran bir artış söz konusudur (Şekil 3.2(A) ve 3.2(B)). Bu 

artış [Fe(CN)6]
3−/4− ’ün gerçekleştirdiği redoks reaksiyonuna SAM’in bloke etme 

yeteneğinin bir yanıtıdır. Buna ek olarak,          -COOH terminal gruplarına sahip 

olan SAM’ler negatif yüklü tabakalar meydana getirirler ve bu negatif yüklü 

tabakalar [Fe(CN)6]
3−/4− anyonlarının altın elektrot yüzeyine nüfuz etmesini 

önemli ölçüde engellerler (Ding et al. 2005b). Paralel bir şekilde, 11 – MUA ile 

modifikasyon basamağının ardından yapılan CV ölçümlerinde, pik akımları 

azalmıştır. Modifikasyon sonrasında yüzey artık yalıtkan hale gelmiş ve altın 

yüzeye ulaşan redoks probu sayısı azalmıştır. Dolayısıyla altın yüzeyde redoks 

reaksiyonları sonucu açığa çıkan elektron miktarı azalmış, buna bağlı olarak da 

ölçülen akım değeri düşmüştür.  

SAM ile modifikasyon aşamasının ardından, oluşturulan tabakanın 

uçlarında bulunan -COOH gruplarının aktive edilerek, bu gruplara protein 

bağlama işlevinin kazandırılabilmesi amacıyla EDC/NHS kimyası ile 2. 

modifikasyon adımı gerçekleştirildi. Bu adım sonrasında Ret değeri 281 kOhm 

seviyesine kadar geriledi. EDC/NHS kimyası karboksilat gruplarının amin-reaktif 

esterlerini oluşturmada kullanılır. Bu reaktif esterler oluşturulduktan sonra, bir 

başka değişle SAM uçları aktive edildikten sonra, proteinlerin primer amin 

grupları ile amid bağı oluşturulabilir. Karboksilat grupları ilk olarak EDC ile 

reaktif kararsız bir ara ürüne dönüşür (o-açilizoüre esteri). Bu kararsız ara ürünün 

NHS ile reaksiyonu sonucunda yarı kararlı NHS esterleri oluşur ki bu sayede 

proteinlerin primer amin (-NH2) grupları ile reaksiyon gerçekleşir ve amid bağları 

oluşur. Oluşan yarı kararlı ara ürün pozitif yüklüdür ve redoks probu anyonlarının 

yüzeye nüfuz etmesini kolaylaştırır (Sam et al. 2010a; Su and Li 2004). Neticede 

yüzeyde bir önceki aşamaya göre daha fazla [Fe(CN)6]
3−/4− prosesi gerçekleşir. 

Yapılan impedans ölçümlerinde, Nyquist eğrilerinin çaplarında gözlenen artış, bu 

durumun bir sonucudur. Bu eğri (bordo renkli eğri), yük transfer direncinin 

düştüğünün bir ifadesidir. CV ölçümlerinde, [Fe(CN)6]
3−/4−  türleri için  

karakteristik olan indirgenme ve yükseltgenme piklerinde gözlenen akım artışı, 

impedans ölçümü sonuçlarıyla uyumludur.    
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 Antiferritin immobilizasyonu sonrasında, elektrot yüzeyinin kalınlığı iyice 

artmıştır. Antikor gibi büyük moleküllerin yüzeye immobilizasyonu sonucunda 

Ret değeri 495 kOhm olarak bulundu. Bu büyük orandaki artış, yüzey 

kalınlığındaki artışın ve dolayısıyla elektron transfer direncindeki artışın 

matematiksel karşılığıdır. Antikor immobilizasyonu ile tekrar kalın ve yoğun bir 

hal alan elektrot yüzeyi, redoks türlerinin altın yüzeye doğru hareketini 

zorlaştırmakta de buna bağlı olarak Ret değerini arttırmaktadır. Döngüsel 

voltammogramlardan elde edilen sonuçlara bakıldığında, redoks türlerinin 

karakteristik piklerine ait akım değerlerinde oldukça büyük düşüş gerçekleştiği 

rahatlıkla görülebilmektedir.  

 2,5 pg/mL’lik ferritin immobilizasyonu, Ret değerini 618 kOhm seviyesine 

yükseltti. Çünkü antiferritin-ferritin kompleksi, yüzey kalınlığına ve yoğunluğuna 

katkıda bulunmuş ve elektron transfer direncini daha da arttırmıştır. CV sonuçları, 

bir önceki aşamaya ait sonuçlar ile neredeyse aynıdır. Yüzeyde meydana gelen 

söz konusu sebeplerden ötürü, redoks türlerine ait karakteristik pikler neredeyse 

gözlenememektedir.  

Ret değerlerindeki artış ve CV ölçümleri sonrasında gözlenen pik akım 

değerlerindeki azalma, ferritin konsantrasyonu arttıkça devam etmiştir. 
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3.2  ELISA testine ilişkin bulgular 

 

 Antiferritin antikoru ile ferritin tayinine yönelik olarak yeni geliştirilecek 

olan elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli biyosensör sistemi ile ilgili 

deneysel çalışmalara başlamadan önce, ilk olarak literatürde (Noah et al. 2011) 

var olan ve geçerliliği kanıtlanmış ELISA prosedürüyle antijen – antikor 

etkileşimin gerçekleşip gerçekleşmediği test edildi. Tez çalışmalarının bu ilk 

safhasında, ticari olarak temin edilen antijen – antikor çiftinin birbirine karşı 

afinitesi olup olmadığının belirlenmesi amaçlandı. Şekil 3.3’te gösterilen 

polisitiren malzemeden üretilen bir mikro tabakada, 1, 2, 3, 4, 5 ve K 

kuyucuklarına eklenen 700 ng/mL derişimindeki ferritin proteinlerinin 1 gece 

boyunca inkübe edilmesiyle kuyucuklara fiziksel adsorpsiyonları gerçekleştirildi. 

(Stevens, Hansberry, and Kelso 1995). Ardından, 1. kuyucuktan 5. kuyucuğa 

doğru sırasıyla 0,14 – 0,70 – 2,80 – 14,0 – 700 ng/mL derişimlerindeki antiferritin 

çözeltileri pipetlendi. Bu şekilde 5 ayrı kuyucukta 3 tekrarlı çalışılmış oldu. 6. 

kuyucuk kontrol kuyucuğu olarak kullanıldı ve bu kuyucuğa antikor ilave 

edilmedi. Bu işlem ile antiferritin – ferritin etkileşimi gerçekleştirilmiş oldu. 

Alkalen fosfataz konjuge sekonder antikorun ortama eklenmesiyle, antiferritin – 

ferritin komleksi sayısı kadar alkalen fosfataz konjuge sekonder antikor tabakada 

tutunmuş oldu. Tutunamayan sekonder antikorun fazlası, yıkama ile ortamdan 

uzaklaştırıldı. Son aşamada eklenen p-nitrofenil, alkalen fosfatazın substratıdır ve 

gerçekleşen reaksiyon sonucunda sarı renkli p-nitrofenol oluşur. Oluşacak rengin 

şiddeti, reaksiyona girecek kuyucuktaki enzim miktarıyla ve dolayısıyla sekonder 

antikor miktarıyla doğru orantılı olduğundan, spektrofotometrik ölçüm sonucunda 

antiferritinin artan konsantrasyonuna bağlı olarak artan absorbans değerleri elde 

edildi.  
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Şekil 3.3 ELISA yöntemi ile antijen - antikor etkileşiminin test edilmesi. 

 

 

 

 

Tablo 3.2 ELISA testi sonucu elde edilen absorbans değerleri. 

  

 
1 2 3 4 5 K 

 

A 
0,134 0,178 0,211 0,355 0,565 0,144 

 

B 
0,111 0,21 0,305 0,302 0,562 0,156 

 

C 
0,124 0,237 0,166 0,229 0,594 0,131 
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Tablo 3.2’de, her sütunun başındaki rakam, kuyucuk numarasını, her satırın 

başındaki harf ise tekrarlanan ölçümleri göstermektedir. 1. kuyucuktan 5. 

kuyucuğa doğru konsantrasyon artışına bağlı olarak artan renk şiddetine paralel 

bir şekilde, absorbans değerlerinin de arttığı görülmektedir. 

Bu değerler ile elde edilen standart grafiği şekil 3.4’te sunulmuştur. 

 

 

Şekil 3.4 ELISA testinden elde edilen standart grafiği. 

 

Elde edilen standart grafiğine göre, sabit antijen konsantrasyonunun (700 

ng/mL) bulunduğu şartlarda artan antikor konsantrasyonuna bağlı olarak 

absorbans değerlerinde de artış elde edildi. Bu durum, denemelerde kullanılacak 

olan antijen- antikor çiftinin birbirine karşı afinite gösterdiğini ifade etmektedir. 

Buradan elde edilen sonuçlar ışığında biyosensör geliştirilmesine yönelik 

denemelerin, temin edilen ferritin – antiferritin proteinleri ile yapılabileceği 

anlaşılmış oldu. 
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3.3 Ferritin tayinine yönelik elektrokimyasal impedans 

spektroskopisi temelli biyosensörün immobilizasyon 

aşamalarının optimizasyonuna ilişkin bulgular 

 

 

3.3.1 Antijen türünün biyosensör cevabına etkisi 

 

Serum ferritin proteini, salındığı dokuya bağlı olarak farklı kompozisyonlara 

sahip olabilir. Birtakım sebepler sonucunda H veya L alt birimleri ferritin 

proteininde daha baskın olabilir. Normal şartlarda ise alt birimler neredeyse eşit 

bir dağılım göstermektedir (W. Wang et al. 2010). Dolayısıyla denemelerin 

yapılacağı antiferritin antikorunun hangi özellikteki ferritin ile en iyi biyosensör 

cevabını vereceğinin bilinmesi çok önemlidir. Bu amaçla, ferritinin H ve L 

zincirleri ile tüm protein olarak saflaştırılmış ferritin proteinine yönelik denemeler 

yapıldı. Bu denemeler ile hangi protein formunun antikor ile en iyi şekilde 

etkileştiği belirlendi.     
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Şekil 3.5 Optimum antijen formu. Antijen konsantrasyonlarının logaritmasına karşı Ret 

değerlerinin değişim grafiği 

Tablo 3.3 En uygun ferritin türünün belirlenmesine yönelik yapılan denemelerden elde 

edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı değerleri. 

Antijen türü (ferritin) Doğru Denklemi 
Doğrusallık Katsayısı 

(R2) 

H zincir y = 267,46x - 131,29 0,9631 

L zincir y = 214,45x - 137,24 0,9913 

Tüm protein y = 168,37x - 188,45 0,8608 

 

 

Total protein H ve L alt birimlerden oluşmaktadır. H ve L alt birimler ise 

birbirine benzerlikler gösteren amino asit dizilimine sahiptir (W. Wang et al. 

2010). Dolayısıyla antiferritin her üç ferritin türüne de cevap vermesi beklenilen 

bir durumdur. Ferritin kimi kanser türlerinde kanser biyobelirteci olarak kabul 

görür ve bu vakalarda dolaşımda ferritin miktarı artar. (HAZARD and 

DRYSDALE 1977; Kırkalı et al. 1999). Bazı durumlarda, dolaşımdaki ferritinin 

bu genel artışı, ferritinin daha fazla H-zengin türe dönüştürülmesi ile de ilişkilidir 
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(Cazzola et al. 1985). Örneğin malin histiyositozdaki serum ferritin, başlıca 

ferritin H'den oluşur (Lukina et al. 1993).  

Çalışmaların bu kısmında, kullanılan antikorun, H – alt birimli ferritine daha 

yüksek düzeyde biyosensör cevabı gösterdiği belirlendi. Bu sonuç, tez projesinin 

amaçlarından olan ferritin tayininin bir kanser biyobelirteci olarak 

kullanılabilmesine imkan vermesi açısından olumlu bir netice olarak tespit 

edilmiştir. Denemeler, bu antikorun H alt birimli ferritine daha yüksek düzeyde 

biyosensör cevabı elde edildiğini gösterdi. Bu sonuç, tez projesinin esas amacına 

yönelik bir biyosensörün başarılı bir şekilde gerçekleştirilebileceğini 

göstermektedir.  

 

 

3.3.2 Antijen ve antikor için seçilen çözgen türünün biyosensör 

cevabına etkisi 

 

 Antijen ve antikor etkileşimi afinite temellidir. Bu etkileşimin en iyi şekilde 

gerçekleşebilmesi, ortam şartlarına bağlıdır. Bu şartlardan biri de söz konusu 

proteinlerin çözüldüğü çözgen türü ve pH değeridir (Park, Kim, and Kim 2000; 

Zheng and Janis 2006). Çünkü çözgen türü ve pH değeri, proteinlerin yüzeyindeki 

iyonize olabilen grupların yük dağılımlarına etki eder ve bu da proteinlerin 

agregatlaşmasına dahi sebep olabilir (Dandliker et al. 1967). Birleşme – ayrışma 

düzeyleri de bu durumdan etkilenen başka bir parametredir; çünkü yapıdaki 

iyonlaşabilir gruplara sahip aminoasitlerde meydana yük dağılımı değişimlerinin 

derecesi, antikora spesifik olan antijene karşı gösterilen afiniteyi etkiler (Sharma 

et al. 2016).  
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Şekil 3.6 Antijen ve antikor için kullanılan çözgen türünün biyosensör cevabına etkisi. 

 

Bu adımda yapılan denemelerde ultra saf su dışında, 10 mM pH 5 sodyum 

asetat tamponu, 50 mM pH 6,0 MES ve pH 7,4 PBS tampon sistemleri kullanıldı. 

Sodyum asetat tamponu ve PBS ile yapılan çalışmalar sonucu elde edilen veriler 

anlamlı olmadığı için grafikte bu verilere yer verilemedi. MES ve ultra saf su ile 

yapılan çalışmalar sonucunda Şekil 3.6’dan da anlaşılacağı üzere, antijen ve 

antikorun ultra saf suda çözülerek kullanımına karar verildi. 

 

3.3.3 11 – Merkaptoundekanoik asit konsantrasyonunun 

optimizasyonu 

 

 En uygun 11 – MUA derişiminin belirlenebilmesi amacıyla 1,0 – 2,5 – 5,0 

mM konsantrasyonlarındaki 11 – MUA çözeltileri ile elektrot yüzeyinde SAM 

oluşturuldu ve diğer modifikasyon basamaklarının tamamlanmasının ardından 

ölçümler alındı. 
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Şekil 3.7 Optimum 11 – MUA derişimi. Antijen konsantrasyonlarının logaritmasına karşı 

Ret değerlerinin değişim grafiği. 

 

 

 

Tablo 3.4 En uygun 11 – MUA konsantrasyonunun belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. 

11 – MUA 

konsantrasyonu 
Doğru Denklemi 

Doğrusallık Katsayısı 

(R2) 

1,0 mM y = 480,33x – 212,00 0,9645 

2,5 mM y = 552,84x - 397,98 0,9932 

5,0 mM y = 267,46x - 131,29 0,9631 
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Uzun zincirli alkantiyol gruplarına sahip kimyasallar ile sensör yüzeyinde 

daha düzgün ve sıkı paketlenmeler elde edilebilmektedir. Bu sayede yüzeyin 

dayanıklılığı artmaktadır (Bedford et al. 2014; Chaki and Vijayamohanan 2002b; 

J. W. Lee et al. 2005; Wink et al. n.d.) . İyi bir SAM oluşumu aynı zamanda 

kullanılan konsantrasyona bağlıdır. Düşük konsantrasyon ile yeterince sıkı bir 

paketlenme elde edilemez. Bu da yüzeyin kararsız yapıda olmasına sebep olur. 

Yapılan çalışmalar belirli bir konsantrasyondan sonra SAM yoğunluğunun 

neredeyse sabit kaldığını göstermektedir (Su and Li 2004). Şekil 3.7’deki 

sonuçlara göre 5 mM 11 – MUA konsantrasyonundan daha yoğun 

konsantrasyonlarda yapılacak denemeler muhtemelen aynı sonuçları verecekti. 

Yüksek konsantrasyon aşırı yoğun bir SAM yüzeyi meydana getirdiğinden, 

biyosensör cevabı düşmüştür. Düşen biyosensör cevabı, elektron transferine karşı 

gösterilen aşırı direnç ile ilgilidir. 1 mM 11 – MUA ise, yüzeyde yeterince 

antikorun immobilize olmaması ve sıkı paketlenmiş düzenli bir SAM yapısının 

elde edilememesi nedeniyle doğrusallık katsayısı düşük olan sonuçlar vermiştir. 1 

mM ile yapılan az sayıdaki ölçümden sonra elektrot yüzeyinin bozulduğu, 

ölçümlerde meydana gelen sapmalardan anlaşılabilmektedir. Dolayısıyla  2,5 mM 

11 – MUA derişimleri kullanılarak geliştirilen biyosensörden alınan yanıtlar ile 

çizilen grafiğin gerek eğiminin gerekse de R2 değerinin en yüksek olması 

nedeniyle, optimum konsantrasyon değeri 2,5 mM 11 – MUA olarak kabul 

edilmiştir.  

 

 

3.3.4 11 – Merkaptoundekanoik asit çözeltisinde en uygun 

inkübasyon süresinin belirlenmesi 

 

 11 – MUA için en uygun derişim değerinin belirlenmesinin ardından, 

elektrot yüzeyinde kararlı bir SAM oluşturulması için gerekli olan optimum 

inkübasyon süresi belirlendi. Yüzeyin iyi paketlenmiş alkantiyol gruplarıyla 

kaplanabilmesinde, inkübasyon süresinin önemi büyüktür. Yapılan denemelerde  

1 – 2 – 4 – 16 saatlik inkübasyonlar gerçekleştirildi. 
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Şekil 3.8 Optimum 11 – MUA inkübasyon süresi. Antijen konsantrasyonlarının 

logaritmasına karşı Ret değerlerinin değişim grafiği. 

 

 

 

Tablo 3.5 En uygun 11 – MUA inkübasyon süresinin belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. 

11 – MUA çözeltisinde 

inkübasyon süresi 
Doğru Denklemi 

Doğrusallık Katsayısı 

(R2) 

1 saat y = 392,67x - 353,68 0,9546 

2 saat y = 411,4x - 353,89 0,9571 

4 saat y = 341,48x - 188,8 0,9906 

16 saat y = 257,84x - 113,42 0,9950 
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Düzenli ve kararlı SAM oluşumunda bir diğer önemli parametre inkübasyon 

süresidir. Yüksek konsantrasyonlarda kısa sürede düzenli bir yapı gözlenirken, 

düşük konsantrasyonlarda bu süre artar (Chaki and Vijayamohanan 2002b; Wink 

et al. n.d.). Çok uzun sürelerde ise (ör. 6 gün) çoklu tabakalar oluşumu 

gerçekleşebilir (Chaki and Vijayamohanan 2002b).  

Şekil 3.8, 11 – MUA içerisinde farklı sürelerde gerçekleştirilen 

inkübasyonlar sonucunda elde edilen sonuçları göstermektedir. Sonuçlar 

birbirlerine yakın görünse de, en iyi R2 değerleri 4 ve 16 saatlik denemelere ait 

olarak belirlendi. 4 saatlik inkübasyon süresi biyosensörün ardışık devam eden 

diğer modifikasyon adımlarının pratikçe uygulanabilmesi için uygun zamanlama 

süreci açısından pratik değildir. Bu nedenle yaklaşık aynı sonuçların elde edildiği 

16 saatlik inkübasyon süresi, en uygun inkübasyon süresi olarak seçildi. 

 

 

 

 

 

3.3.5 EDC – NHS derişimlerinin optimizasyonu 

 

 11 – MUA’nın serbest uçlarında bulunan –COOH gruplarının –COOSuc 

gruplarına dönüşümünü sağlamak ve bu sayede antijen üzerinde bulunan –NH2 

gruplarıyla amid bağı yapmak suretiyle antijenlerin elektrot yüzeyine 

immobilizasyonunu gerçekleştirmek (Sam et al. 2010b) amacıyla kullanılan 

EDC/NHS çiftinin optimum derişimleri belirlendi. 

Denemelerde 0,03/0,01 – 0,3/,01 – 0,75/0,25 M’lık EDC/NHS çözeltileri 

kullanıldı. 
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Şekil 3.9 Optimum EDC/NHS derişimi. Antijen konsantrasyonlarının logaritmasına karşı 

Ret değerlerinin değişim grafiği. 

 

 

Tablo 3.6 En uygun EDC -NHS konsantrasyonunun belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. 

EDC – NHS 

konsantrasyonu 
Doğru Denklemi 

Doğrusallık Katsayısı 

(R2) 

0,30 – 0,10 M y = 555,67x - 66,671 0,9807 

0,75 – 0,25 M y = 434,95x - 245,64 0,9787 

0,03 – 0,01 M y = 434,95x - 245,64 0,9897 

 

EDC – NHS kimyası ile yüzeyde meydana gelebilecek ara ürünler 

konsantrasyona bağlı olarak değişir (şekil 3.10). 
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Şekil 3.10 EDC-NHS konsantrasyonuna bağlı olarak değişebilen temel aktivasyon 

reaksiyonları (Sam et al. 2010b). 

 

10 – 50 mM konsantrasyonlarındaki HEPES veya MES tamponları EDC – 

NHS kimyasının veriminin arttırılması için iyi birer seçenektir (Fischer 2010). Bu 

bilgi ışığında çözücü olarak MES tamponu kullanıldı. 11 – MUA pKa değeri 

yaklaşık 4,8’dir (Quan, Madura, and Hutchison n.d.; X. Zhao et al. 2008). pKa 

değerinin üzerindeki pH değerinde karboksilik asit grupları karboksilat 

anyonlarına dönüşürler. EDC – NHS aktivasyon reaksiyonu için kullanılan 

tamponun pH değeri pKa değerinden büyük olmalıdır (Nam, Kimura, and Kishida 

2008). Bunun sebebi karboksilat anyonlarının karboksil gruplarına nazaran daha 

yüksek oranda reaksiyon vermesidir (Nakajima and Ikada 1995). Bu nedenle MES 

tamponunun tamponlama aralığına uygun olan ve karboksil gruplarının pKa 

değerinin üzerinde olan pH 6,0 değerinde çalışıldı. 

O-açilüre ara ürünü doğrudan proteinlerin primer aminleriyle reaksiyona 

girerek istenilen amid bağlarını oluşturabilir; fakat reaksiyon verimi çok düşüktür. 

Bu verimi arttırabilmek için NHS kullanılır. Bu sayede daha kararlı bir ara ürün 

oluşur (-COOSuc) ve amid bağları yüksek verimle gerçekleşir. Sam ve 
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arkadaşları, NHS konsantrasyonunun EDC konsantrasyonundan büyük olduğu 

koşullarda, yüzey aktivasyonu için gerçekleşmesi gereken reaksiyonun 

tamamlanamadığını bildirmiştir. Dolayısıyla denemelerde EDC konsantrasyonu 

daha yüksek tutuldu. Aynı çalışmada, düşük EDC – NHS konsantrasyonunda 

yüzey aktivasyonunun tamamıyla gerçekleşmediği, yüzeyde asit gruplarının 

kaldığı ve anhidrit varlığının söz konusu olduğu rapor edilmiştir. Bu nedenle 

yüzeye bağlanan antikor miktarı az olur. Çok yüksek konsantrasyonlarda ise 

aktivasyon verimi büyüktür; fakat bu koşullarda üre türevleri (N-açilüre) oluşur ve 

bu ara ürün reaktif değildir  (Sam et al. 2010b). Dolayısıyla yüzeyin antikor 

bağlama kapasitesi düşük olur. Bu optimizasyon basamağında yapılan denemeler 

sonucunda, –COOSuc gruplarına dönüşümün en verimli şekilde gerçekleştiği 

konsantrasyon değerleri EDC – NHS için sırasıyla 0,3 – 0,1 M olarak bulundu.  

 

 

 

 

 

3.3.6 EDC – NHS sisteminin inkübasyon yönteminin biyosensör 

cevabına etkisi 

 

 EDC-NHS derişimlerinin en uygun değerinin belirlenmesinin ardından, bu 

çözeltide gerçekleştirilen inkübasyonun çalkalamalı ortamda daha iyi sonuç verip 

vermeyeceğine ilişkin denemeler yapıldı. Bu adıma ait sonuçlar Şekil 3.11’de 

sunulmuştur. Elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri ise Tablo 3.7’de sunulmuştur. 
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Şekil 3.11 EDC - NHS inkübasyon yönteminin biyosensör cevabına etkisi. 

 

 

 

Tablo 3.7 Çalkalamalı ve çalkalamasız ortamda gerçekleştirilen EDC-NHS reaksiyonları 

sonucu elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. 

EDC – NHS reaksiyon 

ortamı 
Doğru Denklemi 

Doğrusallık Katsayısı 

(R2) 

Çalkalamalı y = 89,032x - 14,072 0,9852 

Çalkalamasız y = 77,853x - 47,067 0,9753 

 

Literatürde sıkça rastlanan ((H.-J. Lee et al. 2009; Li et al. 2011; P. Ye et al. 

2006) EDC – NHS kimyası ile yüzey aktivasyonu sırasında çalkalamalı ortamın 
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kullanılması işlemi, bu prosesin verimini arttırmaktadır. Reaksiyon sırasında 

oluşan kabarcıklar elektrot yüzeyini kaplar ve yüzeyde gerçekleşecek reaksiyonlar 

bu sebeple zorlaşacağından, belirli bir sürede aktive edilecek -COOH grubu sayısı 

azalır. Kabarcıkların elektrot yüzeyinden uzaklaştırılıp, sebep oldukları bu 

olumsuz etkiyi bertaraf edebilmek için, EDC – NHS reaksiyon adımı sıcaklık 

kontrollü orbital karıştırıcıda 25°C’de 170 rpm’de gerçekleştirildi.  Çalkalamalı 

ortamda yapılan inkübasyon adımı sonrasındaki ileri modifikasyon adımları 

neticesinde, daha yüksek sinyal değerleri elde edildi. Geliştirilen biyosensörün 

EDC-NHS ile inkübasyonu aşamasında, aktive edilen –COOH grubu sayısındaki 

artışa paralel olarak çalkalamalı ortamın yüzeyde daha verimli bir şekilde 

modifikasyona yol açtığı ve bunun antijen tayininde daha yüksek sinyallerin 

alınmasını sağladığı belirlendi.  

 

 

 

 

 

 

3.3.7 Antikor derişiminin biyosensör cevabına etkisi 

 

1,0 – 10,0 – 50,0 – 1000,0 ng/mL anti-ferritin konsantrasyonları ile 

hazırlanan elektrotların ferritine yönelik cevapları incelendi. Yapılan ölçümler 

neticesinde elde edilen Nyquist eğrilerinden hesaplanan Ret değerleri ile değişen 

ferritin konsantrasyonlarının logaritma değerleri kullanılarak oluşturulan 

kalibrasyon grafikleri Şekil 3.12’de sunulmuştur. Bu grafiklerin doğru 

denklemleri ve doğrusallık katsayısı değerleri ise Tablo 3.8’de yer almaktadır. 

 



86 

 

 

 

 

Şekil 3.12 Optimum anti-ferritin derişimi. Antijen konsantrasyonlarının logaritmasına karşı 

Ret değerlerinin değişim grafiği. 

 

Tablo 3.8 En uygun antikor konsantrasyonunun belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. 

Anti ferritin 

konsantrasyonu 
Doğru Denklemi 

Doğrusallık Katsayısı 

(R2) 

1 ng/mL y = 411,20x - 150,830 0,9899 

10 ng/mL y = 647,25x – 140,550 0,9807 

50 ng/mL y = 368,96x - 98,4520 0,9627 

1000 ng/mL y = 552,84x - 397,980 0,9932 

 

 

Şekil 3.12’de yer alan sonuçlara göre, 1 ng/mL antiferritin kullanıldığında, 

duyarlı bir cevap alınabilmesi için yüzeye immobilize edilmesi gereken miktardan 
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daha düşük antikor miktarının immobilize edilmiş olduğu görüldü. 50 ve 1000 

ng/mL derişimindeki antiferritin konsantrasyonları ise, elektrot yüzeyinde kalın 

bir tabaka oluşturduğundan, elektrot – elektrolit ara yüzünden elektrot boyunca 

gerçekleşen elektron transferi için yüksek dirençli yani yalıtkan bir geçiş yolu 

meydana geldiği anlaşıldı. Ayrıca, yüksek antikor konsantrasyonlarında, yüzeye 

immobilize olan antikorların uzaysal konfigürasyonunun uygun olamamasından 

ötürü, antijenle uygun etkileşim gerçekleşememektedir (Mishra, Sharma, and 

Bhand 2015; Saberi et al. 2016). Bu durum, impedans ölçümü sonucunda elde 

edilen elektron transfer değerlerinin (Ret), 10 ng/mL antikor kullanılarak yapılan 

denemelerden elde edilen değerlere göre daha düşük olmasına sebep oldu. 10 

ng/mL derişiminde antiferritin kullanıldığında, biyosensörün ferritine verdiği 

cevap en yüksek seviyededir. Dolayısıyla, 10 ng/mL derişiminde antikor 

çözeltisinin en uygun değer olduğu kabul edildi.  

 

 

 

 

 

 

 

3.3.8 Antiferritin inkübasyon süresinin biyosensör cevabına 

etkisi 

 

 Gereksiz zaman kaybını önlemek ve en uygun miktarda antikorun yüzeye 

immobilizasyonunu sağlayabilmek amacıyla, optimum antikor immobilizasyon 

süresini belirlemeye yönelik denemeler yapıldı. 11 – MUA ile modifiye edilen 

elektrotlar üzerine eklenen 10 ng/mL konsantrasyonundaki antikor çözeltileri,        

15 – 30 – 60 – 120 dakikalık süreler boyunca inkübe edildi. Denemeler sonucunda 

elde edilen Nyquist eğrilerinden hesaplanan Ret değerleri ile ferritin 

konsantrasyonlarının logaritma değerleri kullanılarak oluşturulan grafik ve bu 

grafikte yer alan doğruların doğru denklemleri ile doğrusallık katsayısı değerleri 

sırasıyla Şekil 3.13 ve Tablo 3.9’da gösterilmiştir. 
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Şekil 3.13 Antikor immobilizasyonu süresi optimizasyonu 

 

Tablo 3.9 En uygun antikor inkübasyon süresinin belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. 

Anti ferritin 

inkübasyon süresi 
Doğru Denklemi 

Doğrusallık Katsayısı 

(R2) 

15 dakika y = 50,16x + 12,018 0,9794 

30 dakika y = 93,901x - 19,374 0,9887 

60 dakika y = 68,066x - 21,029 0,9222 

120 dakika y = 55,531x + 10,706 0,8249 

 

Sonuçlar Şekil 3.13 ve Tablo 3.9’da yer almaktadır. Elde edilen sonuçlar, 

antikor immobilizasyonu için en uygun inkübasyon süresinin 30 dakika olduğunu 

gösterdi. 15 dakikalık immobilizasyon süresinin, antikorun yüzeye 

immobilizasyonu için gerçekleşmesi gereken reaksiyon açısından kısa olduğu 
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tespit edildi. Bu kısa sürede antikor yüzeye etkin bir şekilde bağlanamamış ve bir 

miktarı ortamdan yıkamayla uzaklaşmıştır. Dolayısıyla elde edilen yanıtların 

düşük olduğu gözlendi. 60 ve 120 dakikalık süreler, elektrot yüzeyine eklenen 

antikor çözeltisinin kısmen buharlaşmasına sebep olduğu için (K. Xiao et al. 

2017), etkili bir immobilizasyon gerçekleşmemiştir. Buharlaşma nedeniyle yapısı 

değişen yüzeyde verimli bir antijen – antikor etkileşimi olmamıştır. Bu durum da 

sonuçlara düşük ve doğrusal olmayan cevaplar olarak yansımıştır. Sonuç olarak 

30 dakikalık inkübasyon süresi en uygun süre olarak kabul edildi. 

 

 

 

 

 

 

3.3.9 Ferritin inkübasyon süresinin biyosensör cevabına etkisi 

 

 Afinite temelli biyosensörlerde,  analitin biyosensör yüzeyindeki 

inkübasyon süresinin optimizasyonu oldukça önemlidir. Optimize edilen süre 

zarfında, antijen ile antikor etkileşimi en verimli şekilde olacaktır. 

 Tez çalışması kapsamındaki optimizasyon çalışmalarının son aşamasında, 

modifikasyon aşamaları tamamlanan biyosensörün ferritine vereceği cevabın daha 

yüksek, daha hassas, tekrarlanabilir ve daha doğrusal olmasını sağlayabilmek 

adına, ferritinin yüzeyde inkübasyon süresinin optimizasyonuna yönelik 

denemeler yapıldı.  
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Şekil 3.14 Ferritinin optimum inkübasyon süresi. 

 

 

Tablo 3.10 En uygun antijen inkübasyon süresinin belirlenmesine yönelik yapılan 

denemelerden elde edilen grafiklerin doğru denklemleri ve doğrusallık katsayısı 

değerleri. 

Anti ferritin 

inkübasyon süresi 
Doğru Denklemi 

Doğrusallık Katsayısı 

(R2) 

15 dakika y = 65,347x - 54,522 0,9750 

30 dakika y = 105,08x - 55,370 0,9958 

60 dakika y = 89,514x + 16,458 0,9858 

 

Bu optimizasyon adımı ile, gereksiz zaman kayıplarının ve en iyi antijen – 

antikor etkileşim düzeyinin belirlenmesini amaçlandı.15 dakikalık inkübasyon 

süresi, antijen – antikor etkileşimi için yetersiz kalmıştır. Bu nedenle, yapılan 
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ölçümler ile diğerlerine kıyasla R2 değeri ve eğimi daha düşük bir grafik elde 

edildi. 60 ve 30 dakikalık inkübasyon süreleri sonucunda daha doğrusal grafikler 

elde edildi; fakat gerek 30 dakikalık deneme sonucu daha doğrusal ve daha 

yüksek eğimli bir grafik elde edilmesi, gerekse de kısa sürede denemelerin 

tamamlanabilmesinden ötürü, en uygun inkübasyon süresi olarak 30 dakika 

seçildi. Biyosensörler ile yapılan analizlerin, alternatif analiz yöntemleri 

karşısındaki en önemli üstünlüklerinden birisi, biyosensörlerin kısa sürede tayin 

olanağı sunmasıdır. Bu açıdan düşünüldüğünde, 30 dakikalık antijen inkübasyon 

süresinin optimum süre olarak seçilmesi oldukça anlamlıdır.  
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3.4  Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EİS) yöntemi 

ile ferritin tayinine yönelik olarak geliştirilen afinite 

temelli biyosensörün karakterizasyon çalışmalarına ilişkin 

bulgular 

 

 

3.4.1 Doğrusal tayin aralığının belirlenmesi 

 

 Bu bölümdeki denemeler için, ferritin tayinine yönelik biyosensör 

belirlenen optimal şartlar altında hazırlandı. Artan ferritin konsantrasyonları ile 

denemeler gerçekleştirildi. Bu denemeler kapsamında, her defasında artan 

konsantrasyonda ferritin çözeltileri biyosensör yüzeyinde inkübe edildi ve yüzeye 

immobilize edilen antiferritin antikorları ile antikor- antijen kompleksleşmesi için 

30 dakika beklenildi. Bu süre sonunda elektrot ultra saf su ile yıkandı ve impedans 

ölçümleri yapıldı. Elde edilen Nyquist eğrilerinden Ret değerleri bulundu. Yapılan 

çalışmalardaki tüm elektrokimyasal impedans ölçümleri 10000 – 0,05 Hz frekans 

aralığında ve 60 frekans adımında gerçekleştirildi. İlgili denemeler sonucu elde 

edilen Nyquist eğrileri, döngüsel voltammogramlar ve ferritin (pg/mL) 

derişimlerine karşılık gelen ΔRet (kOhm) direnç değerleri ile çizilen standart 

grafiği sırasıyla Şekil 3.15, 3.16 ve 3.17’de verilmiştir. 
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Şekil 3.15 Doğrusal tayin aralığı çalışmaları sonu elde edilen Nyquist eğrileri. 
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Şekil 3.16 Doğrusal tayin aralığı çalışmaları sonucu elde edilen döngüsel 

voltammogramlar. 
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Şekil 3.17 Doğrusal tayin aralığı. 

 

Şekil 3.17’de yer alan kalibrasyon eğrisinde y ekseninde belirtilen ΔRet 

değeri, ΔRet = Ret(ferritin – antiferritin kompleksi)  - Ret(antiferritin) değerinin bir 

ifadesidir. Kalibrasyon eğrisi, Ret değerlerine karşılık log[Ferritin](pg/mL) 

değerleri kullanılarak elde edildi. ΔRet ile log[Ferritin](pg/mL) arasında                  

2,5 pg/mL – 400 pg/mL ferritin konsantrasyonları aralığında doğrusal tayin 

gerçekleştirilebildi. 400 pg/mL değerinin üzerindeki ferritin konsantrasyonları 

kullanılarak yapılan ölçümler sonucunda neredeyse sabit değerler elde edildi.        

2,5 pg/mL ferritin konsantrasyonlarının altındaki değerlerde, elde edilen Nyquist 

eğrileri, ferritinsiz biyosensör ile elde edilen Nyquist eğrilerine göre anlamlı 

düzeyde bir farka sahip değildi. Dolayısıyla 2,5 pg/mL – 400 pg/mL aralığı, 

doğrusal tayin aralığı olarak belirlendi.  Ayrıca, elde edilen doğru eğimi ve 

doğrusallık katsayısı (R2) sırasıyla y = 49,11x + 35,483 ve 0,9955 olarak bulundu.  

 

y = 49,11x + 35,483

R² = 0,9955
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3.4.2 Tekrar üretilebilirlik 

 

 Tekrar üretilebilirlik aşamasında, optimize edilen değerler kullanılarak 

hazırlanan 5 farklı biyosensör ile doğrusal tayin aralığı sınırları dahilinde               

(2,5 pg/mL – 400 pg/mL) ölçümler alındı ve bu ölçüm sonuçları kullanılarak 

kalibrasyon eğrileri elde edildi. Elde edilen kalibrasyon eğrilerinin doğru 

denklemleri ve doğrusallık katsayıları hesaplandı. Bu veriler tablo 3.11’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.11 Ferritine yönelik geliştirilen biyosensörün tekrar üretilebilirliği. 

Hazırlanan 

Biyosensör 
Doğru Denklemi 

Doğrusallık Katsayısı 

(R2) 

1 y = 48,036x + 33,273 0,9971 

2 y = 48,558x + 31,339 0,9930 

3 y = 48,506x + 36,763 0,9964 

4 y = 46,100x + 35,93 0,9966 

5 y = 48,140x + 36,237 0,9960 

 

Farklı günlerde, aynı şartlarda hazırlanan biyosensörler ile alınan sonuçlar 

birbirine çok yakındır. Elde edilen eğim değerlerinin birbiriyle uyumlu olması, 

aynı ferritin konsantrasyonlarında yaklaşık olarak aynı Ret değerlerinin elde 

edildiğini göstermektedir. R2 değerlerinin tamamının 1’e çok yakın olması ise, 

tüm biyosensörlerin doğrusallık değerlerinin yüksek olduğunu ifade etmektedir.  
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3.4.3 Tekrarlanabilirlik  

 

 Afinite temelli biyosensörlerde, antijen – antikor kompleksi 

oluşturulduktan sonra, sensörün rejenere edilerek yüzeyin antijenlerden 

arındırılması işlemi zordur. Dolayısıyla ölçüm alınan bir afinite temelli 

biyosensörde, aynı konsantrasyondaki analitin tekrar tekrar ölçülebilmesi için, 

yüzeyin oldukça iyi bir şekilde rejenere edilmesi gerekmektedir.  

 Tez kapsamında geliştirilen ferritin biyosensörünün rejenerasyon 

denemeleri sonuçsuz kaldı. Yapılan denemeler sonrasında yüzeyin bozulduğu ve 

verilen cevabın büyük oranda düştüğü görüldü. Bu nedenle tekrarlanabilirlik 

özelliğinin belirlenmesi amacıyla, tekrar üretilebilirlik denemelerinden elde edilen 

veriler kullanıldı.  

 Bu amaçla, tekrar üretilebilirlik denemelerinde her bir ferritin 

konsantrasyonu için elde edilen Ret değerlerinin ortalaması alınarak yeni bir 

kalibrasyon eğrisi elde edildi. Her bir konsantrasyona karşılık 5 farklı deneme 

sonucu elde edilen 5 farklı Ret değerinin ortalaması alınarak, grafikte yer alan 

noktaların standart sapma değerleri hesaplandı. Ayrıca söz konusu noktalara hata 

çubukları eklendi. Elde edilen grafik Şekil 3.18’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.18 Ferritin biyosensörünün tekrarlanabilirliği. 

 

Biyosensörün tekrarlanabilirlik özelliğinin belirlenebilmesi için 2,5 pg/mL 

için elde edilen verilerin (n=5) ortalama değer (𝑋̅), standart sapma (S.S.) ve 

varyasyon katsayısı (V. K.) değerleri hesaplandı. Elde edilen sonuçlar sırasıyla 

2,51 pg/mL, ± 0,071 pg/mL ve % 2,82’dir. Sonuçlar, biyosensörün 

tekrarlanabilirlik için makul sınırlar içinde olduğunu, dolayısıyla ferritin 

biyosensöründen tekrarlanabilir sonuçlar elde edilebileceğini gösterdi. Geliştirilen 

biyosensör için tayin limiti değeri (limit of detection – LOD) 3 Sb/m formülüne 

göre hesaplandı (Vega et al. 2007). Formülde m kalibrasyon grafiğine ait olan 

doğru denkleminin eğimini, Sb ise söz konusu grafiğe ait olan en düşük 

konsantrasyonun standart sapma değerini ifade etmektedir. Tayin sınırı (LOD)  

4,4 fg/mL’dir. Bu da biyosensörün oldukça düşük tayin limitine sahip olduğunu 

göstermektedir.  
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3.4.4 Biyosensörün seçimliliği 

 

 Bir analit için yeni bir tayin yöntemi geliştirilirken, hedef madde için 

yüksek hassasiyete sahip bir sistem geliştirmek kadar, ilgilenilen maddeye yüksek 

düzeyde seçimli olması da oldukça önemli bir parametredir. Bir başka deyişle, 

geliştirilen biyosensör hedef madde için yüksek, bunun dışındaki diğer 

nonspesifik maddeler içinse düşük seçimlilik özelliği göstermelidir (Holford, 

Davis, and Higson 2012). Bu amaçla geliştirilen biyosensörün insülin ve insan 

serum albüminine (HSA) karşı seçimliliği test edildi.    

Tez çalışmasının bu aşamasında optimum koşullarda hazırlanan farklı 

biyosensörlere ferritin, insülin ve HSA çözeltileri 30’ar dakika boyunca inkübe 

edildi. Çözeltilerin konsantrasyonları, kullanılan proteinlerin serumdaki normal 

değerleri dikkate alınarak hazırlandı. Buna göre ferritin, insülin ve HSA 

konsantrasyonları sırasıyla 200, 1300 ve 3800 pg/mL olarak hazırlandı. 

Denemeler, her bir proteinin çözeltisiyle ayrı ayrı yapıldıktan sonra, tüm 

proteinlerin belirtilen konsantrasyonlardaki karışımını içeren farklı bir çözeltisi ile 

de tekrar edildi (n=3).  
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Şekil 3.19 Biyosensörün seçimliliği. 

 

Tablo 3.12 Biyosensörün ferritin, insülin, HSA ve bu üç proteinin karışımını içeren protein 

çözeltilerine karşı verdiği yanıt. 

Protein  Konsantrasyon 

(pg/mL) 

 ΔRet 

(%) 

 

Ferritin  200  79,95  

İnsülin  1300  30,57  

HSA  3800  16,66  

Ferritin+İnsülin+HSA  200+1300+3800  75,65  
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Her bir çözeltiye ait denemeler üç kez tekrar edildi. Elde edilen ΔRet 

değerlerinin ortalamaları alınarak standart sapmalar hesaplandı. Elde edilen 

verilerle Şekil 3.19’daki grafik elde edildi. Bu grafiğe göre 200 pg/mL ferritin 

proteini, antikor immobilize edilmiş biyosensörün cevabını % 79,95 oranında 

arttırdı. Bu denli yüksek bir artış insülin ve HSA için söz konusu olmasa da, 

insülinin girişim etkisi % 30,57 düzeyinde olup, göz ardı edilemeyecek 

büyüklüktedir. HSA ise diğer iki proteine göre %16,66’lık bir cevap artışıyla daha 

düşük bir etki gösterdi. Üç proteinin karışımından oluşan çözelti ile yapılan 

ölçümlerde ise %75,65 oranında bir artış kaydedildi. Bu sonuç ferritin ile elde 

edilen sonuca çok yakındır. Dolayısıyla insülin ve HSA, ferritin varlığında antikor 

ile etkileşim için yarışmalı bir tepkimeye girmiş; fakat ferritinin yüksek 

spesifikliği nedeniyle ferritin – antiferritin kompleksi oluşmuş ve bu nedenle 

neredeyse sadece ferritinin olduğu koşullarda gösterdiği sinyal artış oranını 

göstermiş olabilir.  

Bu sonuç, biyosensörün ferritine karşı yüksek düzeyde seçimliliğe sahip 

olduğunu göstermektedir. 

 

 

3.4.5 Yapay serumda ferritin tayini 

 

Tez çalışmalarının son bölümünde, optimize edilmiş şartlarda hazırlanan 

biyosensör ile yapay serumda hazırlanan ferritinin farklı konsantrasyonları 

kullanılarak impedans ölçümleri yapıldı. Ölçümler sonucunda elde edilen Nyquist 

eğrileri Şekil 3.20’de gösterilmiştir. Bu eğrilerden hesaplanan ΔRet değerleri ve 

ferritin konsantrasyonlarının değerleri kullanılarak oluşturulan kalibrasyon grafiği 

Şekil 3.21’de yer almaktadır.  
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Şekil 3.20 Yapay serumda hazırlanan ferritin çözeltileri ile yapılan impedans ölçümlerinden 

elde edilen Nyquist eğrileri. 

 

Bu eğrilerden hesaplanan ΔRet değerleri ve ferritin konsantrasyonlarının 

değerleri kullanılarak oluşturulan kalibrasyon grafiği Şekil 3.21’de yer almaktadır.  
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Şekil 3.21Yapay serum kullanılarak oluşturulan kalibrasyon grafiği (n=3). 

 

Yapay serum ile hazırlanan ferritin çözeltilerinin farklı konsantrasyonları ile 

gerçekleştirilen ölçümler (n=3) soncunda, doğrusallık katsayısı yüksek bir 

kalibrasyon eğrisi elde edildi. Bu eğriye ilişkin eğim değeri 58,354’tür. Bu değer 

ultra saf suda hazırlanan ferritin ile yapılan ölçümler sonucunda oluşturulan 

kalibrasyon eğrisinin eğim değerine (48,794) yakındır; ancak bu değerden 

yüksektir.  
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Şekil 3.22 Yapay serum ve ultra saf suda çözülen ferritin ile oluşturulan kalibrasyon 

eğrilerinin karşılaştırılması. 

 

Şekil 3.22’de, farklı ortamlarda hazırlanan ferritin ile yapılan impedans 

ölçümleri sonucunda elde edilen kalibrasyon eğrileri yer almaktadır. Her iki 

denemede de doğrusallık katsayısı yüksek eğriler elde edilmektedir. İki eğrinin 

eğimleri arasında meydana gelen fark, yapay serum çözeltisinde yer alan tuzlar ve 

diğer biyomoleküllerin etkisiyle meydana gelmiştir.  Ancak 3 tekrarlı deneylerin 

birbirleriyle uyumlu sonuç vermesi ve aradaki eğim farkının az olması, geliştirilen 

biyosensörün doğal serum örneklerinde de kullanım potansiyelinin olduğunu, söz 

konusu örneklerde de hassas ve girişimci etkilerinden uzak tayin yapılabileceğini 

göstermektedir.  
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4. GENEL DEĞERLENDİRME 

 

 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EİS), elektrokimyasal 

sistemlerin karakterizasyonunda kullanılabilen bir deneysel yöntemdir. Bu 

yöntem, incelenen elektrokimyasal sistem üzerinde bir dizi frekans taraması 

yaparak impedans ölçümüne olanak tanır. Elektrokimyasal impedans spektroskopi 

yöntemi, elektrokimyasal sistemlerin elektrokimyasal karakteristikleri ile ilgili 

bilgi sağlama konusundaki en etkin ve en güvenilir yöntemlerden biridir. Elde 

edilen bilgiler söz konusu sistemlerin çift katman kapasitansı, difüzyon 

impedansı, yük aktarım ve yük taşıma işlemlerinin oranının belirlenmesi ve 

çözelti direnci ile ilgilidir. EİS, özellikle de birden fazla basamaklı reaksiyonların 

yer aldığı sistemlerde, sistemin elektron taşınım reaksiyonlarının, kaplamalı 

kimyasal reaksiyonların, adsorpsiyon proseslerinin ve bağlanma – ayrışma 

özellikli kimyasal proseslerin anlaşılmasına olanak tanıyan günümüzün en önemli 

tekniklerinden biri haline gelmiştir. 

Bu tez projesi kapsamında, ferritin proteininin tayine yönelik bir biyosensör 

sistemi geliştirildi. Yüzey modifikasyon çalışmalarının her basamağı, 

elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve döngüsel voltammetri ölçümleri ile 

test edildi ve sensör yüzey karakterizasyonlarındaki farklanmalar, duyarlı bir 

şekilde ölçülerek tespit edildi.  

Çalışmalarda, ilk olarak altın elektrodun modifikasyon yöntemleri 

geliştirildi. Bunun için elektrot yüzeyinde ilk olarak SAM tabakası oluşturularak, 

kullanılacak biyomolekülün elektrot yüzeyine iyi bir şekilde bağlanabilmesi için 

yüzey modifikasyonu gerçekleştirildi. Bu aşamada, 11 – MUA kullanıldı ve SAM 

oluşumunun optimizasyonu için optimum 11 – MUA derişimi ve optimum 

inkübasyon süreleri belirlendi. İkinci aşamada, 11 – MUA uçlarının aktivasyonu 

için EDC – NHS kimyasından yararlanıldı. Optimum EDC – NHS 

konsantrasyonları belirlendi. Son aşamada ise antiferritin yüzeye 

immobilizasyonu ile ferritin tayini yapıldı.  

Denemeler sonucunda optimum 11 – MUA konsantrasyonu, optimum 

inkübasyon süresi, optimum EDC – NHS konsantrasyonları sırasıyla 2,5 mM, 16 

saat, 0,3 M – 0,1 M olarak belirlendi.  
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EDC-NHS çözeltisinde gerçekleştirilen aktivasyondan en iyi verimi 

alabilmek için, işlemin sabit ve çalkalamalı ortamlarda ayrı ayrı denemeleri 

yapıldı. Sonuçlar, çalkalamalı ortamda yapılan inkübasyondan daha yüksek 

antijen immobilizasyonu verimi alındığını gösterdi. 

Antikorun en uygun konsantrasyonu ve en uygun inkübasyon süresi ise 

sırasıyla 10 ng/mL ve 30 dakika olarak belirlendi.  

Ferritinin tayini aşamasında, yüzeyde antikor – antijen etkileşimi için 

gerekli zamana yönelik çalışmalar yapıldı. Bu amaçla gerçekleştirilen denemeler 

neticesinde, en iyi yanıtların 30 dakikalık ferritin inkübasyonları ile alındığı 

anlaşıldı. 

Karakterizasyona ilişkin çalışmalarda, biyosensör sisteminin doğrusal tayin 

aralığı, tekrar üretilebilirliği ve tekrarlanabilirliği belirlendi. 2,5 – 400 pg/mL 

ferritin konsantrasyonu aralığında alınan sonuçların doğrusal olduğu saptandı. 

Literatürde Chou ve arkadaşları tarafından geliştirilen yüzey plazmon rezonansı 

(SPR) temelli biyosensör ile 0,2 – 200 ng/mL aralığında ferritin tayini 

yapılabilmektedir (S. F. Chou et al. 2004). Yang ve arkadaşları tarafından 

geliştirilen amperometrik biyosensör ile 1 – 5 ng/mL ve 5 – 120 ng/mL aralığında 

ferritin tayini gerçekleştirilmiştir (Yang et al. 2009).  

 5 tekrarlı denemelerde alınan birbirine yakın sonuçlar, tekrar üretilebilir ve 

tekrarlanabilir bir biyosensör sisteminin geliştirilebildiğini kanıtladı. 2,5 pg/mL 

ferritin konsantrasyonu için alınan 5 farklı ölçüm sonucunda ortalama değer (𝑋̅), 

standart sapma (S.S.) ve varyasyon katsayısı (V. K.) değerleri hesaplandı. Elde 

edilen sonuçlar sırasıyla 2,51 pg/mL, ± 0,071 pg/mL ve % 2,82’dir. Tayin sınırı 

(LOD)  4,4 fg/mL,  olarak bulundu. 

Geliştirilen biyosensör sisteminin seçimlilik özelliğine yönelik yapılan 

çalışmalarda, serumda bulunma potansiyeli olan proteinler olan insülin ve HSA 

ile ölçümler alındı. Bu ölçümler sonucunda biyosensörün Ret değerindeki artış 

oranı insüline ve HSA’ya karşı sırasıyla % 30,57 ve % 16,66 olarak kaydedildi. 

Aynı koşullarda hazırlanan biyosensörün Ret değerindeki artış oranı ferritin için  

% 79,95 düzeyindedir. Söz konusu proteinlerin birlikte bulunduğu çözelti 

ortamında Ret değerindeki artışın  % 75,65 düzeyinde olması, geliştirilen 

biyosensörün diğer proteinler varlığında ferritine karşı daha duyarlı olduğunu, 

diğer proteinlerin girişim etkilerinin zayıf kaldığını gösterdi.  
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Yapay serumda hazırlanan ferritin çözeltilerinin 2,5 - 10 – 50 – 100 – 200 – 

400 pg/mL’lik derişimleri ile yapılan ölçümler sonucunda elde edilen sonuçlarla 

doğrusal tayin aralığında belirlenen kalibrasyon eğimine yakın değerde bir eğim 

değeri elde edildi ve yüksek değerde doğrusallık katsayısı elde edildi. Bu sonuç, 

serum ferritin düzeylerini belirlemede kullanılma potansiyeli olan bir biyosensör 

geliştirildiğini göstermektedir.  

Geliştirilen biyosensörün optimizasyon ve karakterizasyon basamaklarına 

ilişkin  elde edilen sonuçlar Tablo 4.1’de verilmiştir. 

Tablo 4.1 Ferritin tayinine yönelik olarak geliştirilen biyosensörün optimizasyon ve 

karakterizasyon çalışmalarının sonuçları. 

Optimizasyon Adımları 

Antijen türü Ferritin H zinciri 

Çözücü Ultra saf su 

11 – MUA konsantrasyonu 2,5 mM 

11 – MUA inkübasyon süresi 16 saat 

EDC – NHS derişimi  0,3 – 0,1 M 

EDC – NHS inkünasyon yöntemi Karıştırmalı ortam 

Antikor derişimi 10 ng/mL 

Antikor inkübasyon süresi 30 dakika 

Ferritin inkübasyon süresi 30 dakika 

 

 

 



108 

 

 

 

Karakterizasyon Adımları 

Doğrusal tayin aralığı 
2,5 – 400 pg/mL ferritin 

y=49,11x+35,483               R2=0,9955 

Tekrar üretilebilirlik 

1  y = 48,036x + 33,273   R2=0,9971 

2  y = 48,558x + 31,339   R2=0,9930 

3  y = 48,506x + 36,763   R2=0,9964 

4  y = 46,100x + 35,93     R2=0,9966 

5  y = 48,140x + 36,237   R2=0,9960 

 

Tekrarlanabilirlik 
(𝑋̅)= 2,51, S.S.=  0,071 ve V. K.= % 

2,82 LOD= 4,4 fg/mL 

Seçimlilik  

ΔRetFerritin=%79,95  

ΔRetİnsülin=%30,57 

ΔRetHSA=%16,66 

ΔRetFerritin+İnsülin+HSA=%75,65 

Yapay serumda doğrusal tayin 

aralığı 

2,5 – 400 pg/mL ferritin 

y=58,345x+51,299              R2=0,9952 

 

Tez projesi kapsamında yapılan tüm deneylerin her aşamasında uygulanan 

impedans ölçümlerinde, EİS’nin duyarlı, hassas, herhangi bir işaretleyiciye ihtiyaç 

duymayan ve katalitik özellik göstermeyen moleküllerin de kullanıldığı 

sensörlerde cevap verme gibi üstün özelliklerinden yararlanıldı. Bu yöntemle 

geliştirilen biyosensör sistemi, hâlihazırda ferritin tayini için kullanılan 

yöntemlere düşük maliyeti, tekrarlanabilir sonuçları, düşük tayin alt sınırı ve hızlı 

tayin (yaklaşık 37 dakika) imkânı gibi özellikleriyle güçlü bir alternatif olma 

potansiyeli taşımaktadır. 
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