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ÖZET 
 

Polinvinilferrosen Modifiye Elektrodunu Temel Alan Glukoz Biyosensörünün 
Geliştirilmesi 

 
Kolay  ve hassas voltametrik glukoz enzim elektrodunun tasarlanmasõ için yeni bir 
yöntem tanõmlanmõştõr. Polivinilferrosen (PVF) kaplõ Pt elektroda dayanan enzim 
elektrodunun geliştirilmesini sağlayacak basit bir enzim tutuklama yöntemi 
araştõrõlmõş, bu çalõşmada iki yeni glukoz enzim elektrodu geliştirilmiştir. 
 
Çalõşmanõn birinci adõmõnda, PVF kaplanmõş Pt elektrot enzim çözeltisine 
daldõrõlarak glukoz oksidaz enziminin (GOD) polimer matriks içerisinde 
tutuklanmasõ sağlanmõştõr ve bu enzim elektrot PVF-GOD enzim elektrodu olarak 
tanõmlanmõştõr. Elektrot cevabõ üzerine polimerik film kalõnlõğõ, pH, sõcaklõk, substrat 
ve enzim konsantrasyonu etkisi araştõrõlmõştõr. 25°C sõcaklõkta pH 7,4 olarak 
bulunmuştur. Lineer çalõşma aralõğõnõn üst sõnõrõ 73,86 mM glukoz derişimidir. 
Tutuklanmõş enzim sistemi için görünür Michaelis-Menten sabiti (Kmg) ve 
aktivasyon enerjisi sõrasõyla 417,57 mM glukoz ve 14,48 kJ/mol olarak bulunmuştur.  
 
Çalõşmanõn ikinci adõmõnda GOD, PVF kaplanmõş ve ardõndan Au biriktirilmiş Pt 
elektrot üzerinde aynõ yöntemle tutuklanmõştõr ve bu enzim elektrot PVF-Au-GOD 
enzim elektrodu olarak tanõmlanmõştõr. Enzim elektrot cevabõ üzerine Au etkisi 
araştõrõlmõştõr. 25°C sõcaklõkta pH 7,4 olarak bulunmuştur. Lineer  çalõşma aralõğõnõn 
üst sõnõrõ 105,26 mM glukoz derişimidir. Tutuklanmõş enzim sistemi için görünür 
Michaelis-Menten sabiti (Kmg) ve aktivasyon enerjisi sõrasõyla 371 mM glukoz ve 
18,76 kJ/mol olarak bulunmuştur.  
 
Girişim yapabilecek maddelerin etkisi ve enzim elektrodunun kararlõlõğõ 
araştõrõlmõştõr.  
 
Anahtar Kelimeler: Polivinilferrosen, Altõn biriktirme, Oksijenin indirgenmesi 
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ABSTRACT 
 

Development of The Glukoz Biosensor Based on PVF Modified Electrode 
 
A novel strategy to construct a simple and sensitive voltammetric glucose enzyme 
electrode were described. A simple method of enzyme immobilization was 
investigated which is useful for devolopment of enzyme electrodes based on 
polyvinylferrocene (PVF)coated, Pt electrodes. Two novel glucose enzyme electrode 
were investigated. 
 
In the first step of this study, the glucose oxidase enzyme (GOD) was incorporated 
into the polymer matrix by immersing PVF coated Pt electrode in enzyme solution 
for several times, and this enzyme electrode was called as PVF-GOD enzyme 
electrode. The effects of the thickness of the polymeric film, pH, temperature, 
substrate and enzyme concentration on the response of the enzyme electrode were 
investigated. The optimum pH was found to be 7,4 at 25°C. The upper limit of the 
linear working portion was found to be 73,86 mM glucose concentration. The 
apparent Michaelis-Menten constant (Kmg) and the activation energy of this 
immobilized enzyme system were found to be 417,57mM glucose and 14,48 kJ/mol, 
respectively.  
 
In the second step of this study, GOD was immobilized on PVF coated and then Au 
deposited Pt electrode by the same strategy, and this enzyme electrode was called as 
PVF-Au-GOD enzyme electrode. The effects of the amount of Au on the response of 
the enzyme electrode were investigated. The optimum pH was found to be 7.4 at 
25°C. The upper limit of the linear working portion was found to be 105,26 mM 
glucose concentration. The apparent Michaelis-Menten constant (Kmg) and the 
activation energy of this immobilized enzyme system were found to be 317 mM 
glucose and 18,76 kJ/mol, respectively. 
 
 
The effects of interferents and stability of the enzyme electrode were also 
investigated.  
 
Keywords:  Polyvinylferrocene, Gold deposition, Oxygen reduction  
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1.GİRİŞ 

 
Metalik bir elektrodu, elektroaktif ince bir filmle kaplayarak modifiye elektrot 

hazõrlamak oldukça uygun ve çok kullanõlan bir yöntemdir. Polimer film ile kaplanan 

elektrotlarõn yüzey özellikleri kontrol edilebildiğinden bu elektrotlar elektroanaliz, 

elektrokataliz ve enerji dönüşümü amacõyla kullanõlabilir. Modifiye edilmiş 

elektrotlar, eser miktardaki iyonlarõn seçimli ve duyarlõ olarak belirlenmesinde 

kullanõlan analitik yöntemlerin geliştirilmesinde önemli bir potansiyel 

oluşturmaktadõr. Bunun yanõnda uygun modifiye edici ve kontrollü elektrot gerilimi 

sayesinde elektrokimyasal tepkime hõzõnõn denetlenmesi ve seçimliliği gibi özellikler 

elde edilebilmektedir. 

 

Son yõllarda enzim elektrotlarõn biyosensörlerde kullanõmõ ile ilgili önemli çalõşmalar 

yapõlmõştõr. Glukoz tayini ile ilgili olarak geliştirilen enzim elektrotlar GOD�õn 

uygun yüzeyde tutuklanmasõ temeline dayanõr. 

 

Biyosensörler sağlõk alanõnda tõbbi teşhislerde  (glukoz, fruktoz, üre) kan analizleri 

ile çeşitli hastalõklarõn teşhisi ve tedavisi amacõyla kullanõlmaktadõr. Biyolojik 

reaksiyon sõrasõnda elektron gibi elektrokimyasal taneciklerin harcanmasõ veya 

oluşumu, elektrokimyasal sinyali oluşturur ve elektrokimyasal dedektörle ölçülür. Bu 

biyosensörler bulanõk ortamda çalõşabilir, hassastõr ve minyatürize edilebilirler. 

Elektrokimyasal biyosensörlerde  genellikle potansiyometrik ve amperometrik 

yöntemler kullanõlõr. 

 

Çalõşmamõzda kimyasal olarak hazõrlanan polyvinilferrosen (PVF) modifiye 

elektroduna altõn biriktirilmiş ve ardõndan glukoz oksidaz (GOD) enziminin 

tutuklanmasõyla glukoz tayininin basit ve güvenilir bir şekilde gerçekleştirilmesi için 

voltametrik glukoz biyosensörünün geliştirilmesi amaçlanmõştõr. 
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İlk aşamada polivinilferrosen (PVF), vinilferrosenin kimyasal polimerizasyonuyla 

hazõrlanmõş ve elektrodun kaplanmasõnda metilen klorürdeki PVF çözeltisi 

kullanõlmõştõr. Çalõşma elektrodunun polimerle kaplanmasõ daldõrma kurutma 

yöntemi ile yapõlmõştõr. Pt elektrot belirli derişimdeki polimer çözeltisine belirli bir 

süre bekletilip çõkarõldõktan sonra kurutularak yüzeyin polimer film ile kaplanmasõ 

sağlanmõştõr. Daha sonra PVF modifiye elektrot  altõn çözeltisinde bekletilerek 

aşağõdaki reaksiyona göre altõnõn elektrot yüzeyinde önderiştirmesi yapõlmõştõr. 

 

3PVF +Au+3 →3PVF+ +Au 

 

Au tanecikleri biriktirilmiş modifiye elektrotta glukoz oksidaz enzimi tutuklanarak 

glukoz  biyosensörü hazõrlanmõştõr. Glukoz, glukoz oksidaz (GOD) enziminin 

yükseltgenmiş formu olan GOD(FAD) ile reaksiyona girer ve enzim indirgenirken 

glukoz yükseltgenir. 

Glukoz + GOD(FAD) → glukonolakton + GOD(FADH2) 

Enzimin indirgenmiş formu olan GOD(FADH2) ise oksijen varlõğõnda tekrar 

yükseltgenerek GOD(FAD)�ye dönüşür.  

GOD(FADH2) + O2 → GOD(FAD) + H2O2  

Böylece katalitik döngü devam ederken O2 harcanõr. Bu enzimatik reaksiyonlarda 

harcanan O2 ve oluşan H2O2  derişimi glukoz derişimi ile orantõlõdõr. Bundan 

yararlanõlarak ya O2 derişimdeki azalmanõn ya da H2O2 derişimindeki artmanõn 

incelenmesi ile glukoz tayini yapabilmek amacõyla O2 derişimindeki azalmanõn 

glukoz derişimi ile orantõlõ olmasõndan yararlanõlmõştõr. Bu amaçla öncelikle 

hazõrlanan elektrotda O2�nin indirgenme reaksiyonu incelenmiştir. O2�nin indirgenme 

reaksiyonuna modifiye yüzeyin etkisi araştõrõlmõştõr. Hazõrlanan biyosensöre PVF 

derişimi, kaplama süresi, altõn derişimi, altõnda bekletme süresi, ortam pH sõ gibi 

çeşitli deneysel parametrelerin etkileri araştõrõlarak optimum koşullar saptanmõştõr. 

Tüm bu çalõşmalar  oksijence doygun ortamda yapõlmõştõr. Biyosensörün 

hazõrlanmasõnda glukoz oksidaz enzimi tutuklanmõş olarak kullanõlmõştõr. Deneylerin 

sonucunda tutuklanmõş enzim için Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek görünür 

Michaelis-Menten sabiti, elektrot aktivitesinin sõcaklõkla artõş gösterdiği aralõktaki 

deneysel veriler kullanõlarak Arrhenius eşitliğine göre reaksiyonun aktivasyon 
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enerjisi hesaplanmõştõr. Tutuklanmõş enzim için yapõlan çalõşmalar  serbest enzim 

sistemi içinde tekrarlanmõş ve serbest enzim için en uygun çalõşma koşullarõ 

belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar tutuklanmõş enzim için bulunan sonuçlarla 

karşõlaştõrõlarak tutuklama işleminin enzim yapõsõnda herhangi bir deformasyona 

neden olup olmadõğõ yorumlanmõştõr. Oksijenin indirgenme akõmõnõn ölçülmesine 

dayanan glukoz tayini için altõn biriktirilmiş PVF modifiye elektrodu ilk kez bu 

çalõşmada geliştirilmiştir. Ayrõca bu çalõşmada hazõrlanan enzim elektrodunun 

özellikleri literatürde verilen çalõşmalarla karşõlaştõrõlarak değerlendirilmiştir. 

 

1.1. Kuramsal Temeller 

 

1.1.1.Enzim Teknolojisinin Tarihsel Gelişimi 
 
 
Enzimler konusundaki ilk bilgiler ve çalõşmalar sindirim ve fermantasyonla ilgili 

olmuştur. Van Helmont (17. yüzyõlda yaşamõştõr.), üstün bir sağduyu ile sindirim 

olayõnõn �ferment� adõ verilen maddeler aracõlõğõ ile gerçekleştirilen ve gõdalarõn 

parçalanmasõnõ sağlayan kimyasal bir dönüşüm olayõ olduğunu ileri sürmüştür. 

Sindirim konusunda ilk çalõşma Spallanzani (1729-1799) tarafõndan 

gerçekleştirilmiştir. Daha sonra Kirchhoff 1814 yõlõnda, nişastanõn buğday ekstraktõ 

kullanõlarak basit şekerlere parçalanabileceğini göstermiştir. Payen ve Persoz ise, 

1833 yõlõnda, malt ekstraktõnõn etil alkol presipitantõnda nişastayõ basit şekerlere 

dönüştüren termolabil bir maddenin varlõğõna işaret etmiştir. Bu madde daha sonra 

diyastaz olarak adlandõrõlmõştõr. Benzeri aktivitenin varlõğõ daha sonralarõ tükrükte de 

ortaya konmuştur. 

 

Enzimlerin canlõ hücrelerden izole edilmesini takiben, 1920�li yõllarda, bir enzim 

karõşõm sisteminden belli bir enziminin ayrõlõp saf enzim preparatõnõn elde edilmesi 

çalõşmalarõna ağõrlõk verilmiştir. Bu çerçevede Sumner 1926 yõlõnda jack 

fasulyesinden  üreaz enzimini kristal formda ve saf olarak elde etmeyi başarmõştõr. 

Sumner bu  enzimin protein yapõsõnda olduğunu da göstermiştir. Bu çalõşmalarõ 

Sumner�e Nobel ödülü kazandõrmõştõr. 
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Enzimlerin izolasyonu ve saflaştõrõlmasõyla birlikte bunlarõn karakterizasyonu, 

spesifikliği ve kinetiği üzerinde de yoğun çalõşmalar başlamõştõr. Bugüne kadar izole 

edilen ve saflaştõrõlan bütün enzimlerin protein yapõsõnda olduğu ortaya çõkmõştõr. 

Fischer, 1984 yõlõnda, enzimlerin spesifikliğini �anahtar-kilit�  modeliyle açõklamõştõr. 

Koshland, 1959 yõlõnda, enzim spesifikliği konusunda �uyum meydana getirme� 

modelini öne sürmüştür. Enzim kinetiği konusu, Michaelis ve Menten tarafõndan 

1913 yõlõnda bugün de geçerliliğini koruyan temeller üzerine oturtulmuştur. 

 

Uluslar arasõ Biyokimya  Birliği (International Union of Biochemistry)�nin  

oluşturduğu Enzim Komisyonu, 1956 yõlõnda, enzimlerin gelişi güzel 

isimlendirilmesi ve sõnõflandõrõlmasõnõ engellemek ve olayõ daha sistematik hale 

getirmek için yeni bir sõnõflandõrma, isimlendirme ve numaralandõrma sistemi 

önermiştir. Bu sistem günümüzde de geçerliliğini korumaktadõr. 

 

Çok yakõn bir geçmişi olan tutuklanmõş enzim ve tutuklanmõş hücre konularõna  

günümüzde de büyük bir ilgi duyulmakta ve üzerinde yoğun çalõşmalar 

yapõlmaktadõr. Günümüzde değişik endüstrilerde ve alanlarda serbest ve tutuklanmõş 

enzimlerden çok yaygõn bir şekilde faydalanõlmaktadõr (Saldamlõ 1998). 

 

1.1.2. Enzimler 

 

Enzimler, canlõ için yaşamsal önemi olan pek çok fonksiyonun kontrolünde rol alan, 

bir yandan da organizmada hemen hemen bütün kimyasal tepkimelere katõlarak, 

oluşumlarõnõ inanõlmaz boyutlarda hõzlandõran biyolojik katalizörlerdir. Etki ettiği 

maddenin sonuna "Ase = Az" eki getirilerek ya da katalizlediği tepkimenin çeşidine 

göre adlandõrõlõrlar (Örneğin, kitine etki eden kitinaz enzimi vs ). Çok defa 

renksizdirler, bazen sarõ, yeşil, mavi, kahverengi ya da kõrmõzõ olabilirler. Suda ya da 

tuz çözeltisinde çözülebilirler. İşlem sonunda, tepkimeye girdikleri ilk hallerinde 

tepkimeden çõkarlar. Bu nedenle, her enzim bir biyokatalizördür. Başka bir deyişle, 

enerji açõsõndan normal koşullarda hiç gerçekleşemeyecek ya da çok yavaş 

gerçekleşebilecek kimyasal tepkimelere katõlarak, kendileri bir değişikliğe 

uğramadan, bu tepkimelerin çok hõzlõ bir şekilde gerçekleşmesini sağlarlar. Kuramsal 
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olarak bir enzim belli bir tepkimeye girip, bir değişikliğe uğramadan çõktõğõ için, 

sürekli olarak aynõ türden tepkimelere katõlabilmelidir. Ancak gerçekte durum böyle 

değildir, çünkü enzimlerin de bir ömrü vardõr (Arnold, 1999). 

 

Enzimler birer proteindir ve bu nedenle de amino asit denen temel yapõ taşlarõndan 

oluşmuşlardõr. Amino asitler bir tane karbon atomuna (C) bağlanmõş bir amino grubu 

(NH2), bir hidrojen (-H), bir karboksil grubu (-COOH) ve bir de değişken yan 

gruptan (-R) oluşurlar. Yirmi amino asitin hepsi de bu temel yapõya sahiptir. Onlarõ 

farklõ yapan tek şey, taşõdõklarõ yan gruplarõn büyüklük, şekil, elektrik yükü, suya 

duyulan ilgi ve aktiflik açõsõndan farklõ olmalarõdõr. İşte enzimi oluşturan bu amino 

asitler birbirleriyle etkileşerek, zincirin kõvrõlõp bükülmesine ve sonuçta da üç 

boyutlu bir yapõ kazanmasõna neden olurlar. Yapõdaki bazõ amino asitlerin taşõdõklarõ 

yan gruplar, enzimin üç boyutlu yapõsõnda bir bölgede toplanarak "aktif bölge" denen 

bir alan oluştururlar. İşte enzimlerin tepkimeleri kataliz etme ve çok seçici 

olmalarõnõn sõrrõ bu bölgedir. Bölgenin oluşturduğu boşluğun şekli o kadar özeldir ki, 

sadece o enzimin katalize edeceği tepkimeye girecek madde, başka bir deyişle 

enzimin substratõ, bu boşluğa girebilir. Bir kez enzimin içõne girdikten sonra, 

substratla enzimin bu aktif bölgesinde bulunan kimyasal gruplar arasõnda kimyasal 

etkileşimler meydana gelir. Sonuçta substrat, "geçiş durumu yapõsõ" denen ve 

normalde çok kararsõz olan bir yapõya dönüşür. Daha sonra bu yapõ ya ürünü 

oluşturacak, yada substrata geri dönecektir. Enzimin saniyede etki ettiği substrat 

molekül sayõsõna Enzimin Etkinlik Değeri = Turnover Sayõsõ denir. 

 

Substrat  +  Enzim                   Ürünler 

 

İşte enzimin aktif bölgesinde oluşan bağlar, bu kararsõz yapõyõ kararlõ kõlmaya yarar 

ve böylece, ürünün oluşmasõ için enzime daha fazla zaman tanõnmõş olur. Normalde 

kimyasal tepkimenin oluşmasõ için bu geçiş durumu yapõsõnõn oluşmasõ, bunun için 

ise aktivasyon enerjisi denen bir miktar enerjinin sağlanmasõ gerekir. Katõldõklarõ 

tepkimelerde enzimler, aktif bölgelerinin üç boyutlu özel şekilleri sayesinde, bu geçiş 

durumunun oluşumunu kolaylaştõrõr ve dolayõsõyla gerekli enerjiyi azaltõrlar. 

Böylece, tepkimenin daha az enerjiyle daha çabuk gerçekleşmesini sağlarlar.  
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Asitler, bazlar ya da metal oksitler gibi inorganik katalizörlerin tersine enzimler, son 

derece seçicidir. Başka bir deyişle, her enzim tek bir madde, ya da birbiriyle çok 

yakõn ilişkili olan bir grup madde üzerinde etkilidir. Bazõ durumlarda bu seçicilik 

öyle boyutlardadõr ki, enzim tepkime için maddenin yalnõzca belli bağlarõnõ seçer. 

Enzimlerin bu seçicilikleri sayesinde, endüstriyel uygulamalarda, istenilen ürün çok 

büyük miktarlarda ve saf olarak üretilirken, işlem sonucunda oluşabilecek 

istenmeyen maddeler de en az düzeye indirilmiş olur.  

 

Enzimlerin başka bir özelliği de son derece verimli çalõşmalarõdõr. Örneğin, karaciğer 

ve kõrmõzõ kan hücrelerinde bol miktarda bulunan katalaz enzimi o kadar etkindir ki, 

bir enzim molekülü bir dakika içinde 5.000.000 hidrojenperoksit (H2O2) molekülünü 

su (H2O) ve oksijene (O2) parçalayabilir. Enzimlerin önemli olan başka bir 

özelliğiyse õlõmlõ şartlar altõnda çalõşõyor olmalarõdõr. Canlõlarda çalõştõklarõ için, 

atmosferik basõnç altõnda ve çok uç olmayan sõcaklõk ve asiditedeki ortamlarda 

etkinlerdir.  

 
1.1.2.1. Enzimlerin Sõnõflandõrõlmasõ 

 

Her enzimin 4 rakamlõ bir numarasõ vardõr, örneğin, 3.6.1.3. �de birinci numara 

sõnõfõnõ, ikinci numara alt sõnõfõnõ, üçüncü numara grubunu, dördüncü numara da 

kendine özgü sõra numarasõnõ verir. Buna göre enzim sõnõflarõ şunlardõr: 

 

1. Oksidoredüktazlar: Redoks tepkimelerini katalizler. 

 

a) Dehidrogenazlar: Elektron kazandõrõcõ tepkimeleri etkilerler. 

b) Oksidazlar: Elektron kaybeden tepkimeleri etkilerler. 

c) Redüktazlar: Substratõ bir redüktör aracõlõğõyla indirgeyen enzimlere denir. 

Örneğin,  asetaldehit redüktaz, asetaldehiti alkole indirger. 

d) Transhidrogenazlar: Bir molekülden diğerine hidrojen taşõyarak onu indirgerler. 

e) Hidroksilazlar: Substratlarõna bir hidroksil ya da su molekülü katan enzimlere 

denir, örneğin, fenilalanin hidroksilaz bir hidroksil grubunu fenilalanine ekleyerek 

onu tirozine dönüştürür. 
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2. Transferaz Enzimler: Hidrojenin dõşõnda bir atomun veya atom grubunun (metil, 

karboksil, glukozil, amino, fosfat gruplarõ) bir molekülden diğerine aktarõlmasõnõ 

sağlarlar. 

Dekarboksilazlar: Karboksilik asitlerden CO2 çõkmasõnõ sağlarlar. 

3. Hidrolaz Enzimler: Bir molekül su katmak suretiyle ya da su molekülü 

aracõlõğõyla moleküllerin yõkõlmasõnõ sağlayan enzimlerdir. Ester, peptit, asetanhidrit 

ve glukozidik bağlarõna etki ederler. 

 

a) Esterazlar: Ester bağõnõ yõkan enzimlerdir (lipaz, ribonükleaz, fosfataz, 

pirofosfataz, glukozidaz). 

b) Proteazlar: Peptit bağõnõ yõkan enzimlerdir (proteinaz). 

 

4. Liazlar: Su molekülü çõkarmadan molekülleri yõkan enzimlerdir, örneğin C-C 

bağõ, aldolaz ve dekarboksilazla yõkõlõr. Keza C-O ve C-N bağõnõ yõkanlar da vardõr. 

 

5. İzomerazlar: Molekül içinde değişiklik yaparak onun uzayda dizilişini değiştiren 

enzimlerdir. Örneğin razemaz, epimeraz. 

 

6. Ligazlar (Sentetazlar): Enerji kullanarak substrat moleküllerinin birbirine 

bağlanmasõnõ sağlarlar. 

 

1.1.2.2. Enzimlerin Çalõşma Mekanizmasõ 

 

Enzimin hangi substratla çalõşõlacağõnõ saptayan kõsmõ apoenzim kõsmõdõr. Demek ki 

apoenzim kõsmõyla substrat arasõnda bir ilişki vardõr. Alman kimyacõsõ EMIL 

FISCHER tarafõndan bunun kilit anahtar uyumu gibi olacağõ savunulmuştur. 

Koenzim kõsmõ daha çok kimyasal bağa yakõn olarak işlev gösterir, örneğin ester 

bağlarõnõ parçalar. Enzimin apoenzim kõsmõ bir ya da birkaç yerinden (aktif 

bölgelerden) substrat molekülüne yapõşõr ya da bağlanõr (yani bir enzim-substrat 

kompleksi oluşturuyor) ve bu arada koenzim kõsmõ substrat üzerindeki bağlarla 

gerçek anlamda birleşmeye veya bağlanmaya giderek onu parçalar. Enzimlerin 

kimyasal yapõlarõ, özellikle üçüncül yapõlarõ tam olarak bilinmediğinden (ilk yapõsõ 
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açõklanan enzim ribonükleaz, 124 amino asitten meydana gelmiştir) çalõşma 

mekanizmalarõ da hala tam anlamõyla açõklõğa kavuşturulamamõştõr (Arnold vd., 

1999). 

 

1.1.2.3. Enzim Reaksiyonlarõnõn Kinetiği 

 

Enzimler reaksiyon kinetiği ve mekanizmasõ yönünden kimyasal katalizörlere 

benzerler. Reaksiyonda önce enzim ile substrat arasõnda bir ara bileşik oluşur. Bu 

kararsõz ara bileşiğin oluşma hõzõ enzim ve substrat derişimine bağlõdõr. Reaksiyon 

koşullarõ ve enzim derişimi sabit tutulurken substrat derişimi arttõrõlõrsa reaksiyon 

hõzõ belli bir maksimum değere erişir. Bu değerden sonra, substrat derişimi artõrõlsa 

bile reaksiyon hõzõnda bir değişme gözlenmez. Bunun nedeni, ortamdaki enzim 

moleküllerinin ortam substrat moleküllerini karşõlayamamasõdõr. Başka bir deyişle 

enzim-substrat ara bileşiğinin oluşum hõzõnda enzim derişiminin kõsõtlayõcõ rol 

oynamasõdõr. Enzimlerin bu davranõşõ 1913 yõlõnda L. Michaelis ve M. Menten 

tarafõndan önerilen bir mekanizmayla açõklanmõştõr. 

 

            E  +  S                       ES                    P  +  E                                    (1.1) 

 

Burada; E enzimi, S substratõ, ES arabileşiği ve P ürünü göstermektedir. Bu 

mekanizmanõn kinetik analizi 1926�da Brips ve Haldane tarafõndan yapõlmõştõr.  

 

Reaksiyon hõzõ için; 

                                             Vm.[S] 

                                  v =                                     (1.2) 

                                             Kmg+S          

 

eşitliği elde edilir. Bu eşitlik (2.2)�de görüldüğü gibi belli bir değerden sonra substrat  

derişiminin artõrõlmasõyla tepkime hõzõnõn artmayõp sabit değerde kalmasõnõ sağlar. 

Bu denklem Michaelis-Menten eşitliği ve �Kmg� de Michaelis-Menten sabiti diye 

tanõmlanõr. Fiziksel olarak Kmg katsayõsõ enzim ve substratõn birbirine olan ilgisini 
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göstermektedir. Enzim ve substrat arasõndaki ilgi fazla ise oldukça düşük substrat 

derişimlerinde enzimi substrat ile doyurmak mümkün olur (Devlin, 1997). 

 

Lineerleştirmek için eşitlik (1.2)�nin tersi alõnõr ve düzenlenirse; 

 

    1          Kmg           1             1 

           =             ×           +                            (1.3) 

     v         Vm           S            Vm      

denklemi elde edilir. (1/[S])�e karşõ (1/v) grafiği çizildiğinde doğru elde edilir.  

         

                v 

 

 

 

                                              S 

 
Şekil 1.1. Reaksiyon Hõzõnõn Substrat Derişimi ile Değişimi  (Devlin, 1997). 
        

                     1/v 

 

 

 

                                                   

                                                      1/S 

Şekil 1.2 Lineweaver-Burk Grafiği (Devlin, 1997).  
 

Enzimin Kmg değeri bulunurken Şekil 1.2.�de görünen ve (1.3) denklemi ile 

tanõmlanan Lineweaver-Burk çiziminden yararlanõlõr.  

 

Michaelis-Menten eşitliği, çözünmüş substratlar ve kütle aktarõm kõsõtlamasõ 

olmayan sistemler için geçerlidir. Bu nedenle çözünmez substrat sisteminde ve 

immobilize enzimlerde difüzyon kõsõtlamalarõndan ötürü görünür Kmg değerleri 

verilir (Bailey ve Ollis, 1997). 
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Enzim reaksiyonlarõnõn hõzõ kimyasal kinetikten farklõlõk göstererek, sõcaklõkla önce 

artar; sonra azalõr (Şekil 1.3). Başka bir deyişle enzim aktivitesi belirli bir optimum 

sõcaklõğa kadar artar, sonra õsõsal deaktivitasyon nedeniyle düşer. Enzimatik 

reaksiyonlar, kimyasal reaksiyonlarda olduğu gibi bu optimum sõcaklõğa kadar 

Arrhenius kanununa uyar. Bu bölgede reaksiyon hõz sabiti ve maksimum hõz için; 

 

k=A.e-Ea/RT                                                                                                              (1.4) 

Vm=k3[E]o                                                                                                               (1.5) 

 

yazõlabilir. Bu eşitlikler birleştirilirse; 

 

Vm=Eo.A.e-Ea/RT                                                                               (1.6) 

[Eo].A= α sabit ise 

lnVm=lna-Ea/RT                                                                                                     (1.7) 

 

bulunur. Belirli sõcaklõk değerlerine karşõ gelen maksimum reaksiyon hõzlarõ eşitlik 

1.7�ye göre grafiğe geçirilirse elde edilen doğrunun eğiminden enzimin aktivasyon 

enerjisi hesaplanõr (Şekil 1.4.).  

    

 Vm 

                                     

           T opt                                     

        T 

Şekil 1.3. Sõcaklõkla reaksiyon hõzõnõn değişimi  (Devlin, 1997). 

 

                               lnVm 

 

 

 1/T 

 
Şekil 1.4 Aktivasyon enerjisinin belirlenmesi (Devlin, 1997). 
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1.1.2.5. Enzim İmmobilizasyon Yöntemleri  

 

Enzimler suda çözünen spesifik katalizörlerdir. Biyosensör sisteminde en yaygõn 

kullanõlan biyokatalizörler enzimlerdir. Serbest enzim reaksiyon ortamõndan istenilen 

anda uzaklaştõrõlamadõğõndan uygulamalarda reaksiyonu kontrol etmek oldukça 

güçtür. Ortama inhibitör katõlmasõ düşünülebilir. Fakat buda reaksiyon ürünlerini 

yeni bir kirlilik unsuru olacaktõr. Ürünlerin arõtõlmasõ ek bir maliyet doğuracaktõr. 

Ayrõca enzimi reaksiyon ortamõnda aktivitesini yitirmeden çõkarmak olanaksõz 

olduğundan enzimin tekrar kullanõlmasõ söz konusu değildir. Enzimler  spesifik fakat 

pahalõ katalizörlerdir. 

 

Tüm bu problemleri ortadan kaldõrmak için enzimler immobilize edilmektedir. 

İmmobilize enzimlerin serbest enzime üstünlükleri;   

 

- Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklaştõrõlabilir. 

- Çevre koşullarõna karşõ daha dayanõklõdõr. 

- Birçok kez ve uzun süre kullanõlabilir. 

- Sürekli işlemlere uygulanabilir. 

- Doğal enzime kõyasla daha kararlõdõr. 

- Enzimin kendini parçalama olasõlõğõ azalõr. 

- Mekanistik çarpõşmalar için uygundur. 

- Bazõ durumlarda serbest enzimden daha fazla aktivite gösterebilir. 

 

Enzim immobilizasyon yöntemleri aşağõdaki şekilde sõralanabilir. 

1. Taşõyõcõya Bağlama: a. Kovalent Bağlama, b.İyonik Bağlama, c. Adsorpsiyon 

2. Çapraz Bağlama  

3. Tutuklama,  a. Polimer Kafeste Tutuklam, b. Mikrokapsülleme 
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1.2. Biyosensörler 

 

Sensör ölçüm yapõlacak türe duyarlõ kõsõm anlamõna gelir. Bir  sensör fiziksel 

boyuttaki değişmeleri elektriksel boyuttaki değişimler olarak ölçer. Bu değişimler 

akõm, gerilim, sõcaklõk vs olabilir. 

 

Gelişmekte olan eşsiz ilgi ve analitik aletlerin keşfi ve belirli kimyasal türlerin 

izlenmesi biyosensörlere dayandõrõlmaktadõr. Biyosensörler doğadaki canlõlarõn 

izlenip, gözlenmesinden sonra ortaya çõkmõştõr. Örneğin yõlan balõklarõnõn su içine 

atõlan çok az miktarda zehri bile algõlayabilmeleri gibi. 

 

Biyosensörler, diğer adõyla biyospesifik elektrotlar, biyoajanlarõ  immobilize halde 

kullanan, çeşitli gaz, iyon ve biyolojik maddelerin teşhisi, kantitatif tayini ve orjinal 

sistemlerde izlenmesi amacõyla geliştirilmiş problardõr. Biyosensörler klinik tõpta 

teşhis ve tayin amacõyla, fermantasyon analizi ve kontrolünde biyoloji, kimya, gõda 

endüstrisi, ziraat ve veterinerlikteki çeşitli analizlerde, endüstriyel gaz ve sõvõlarõn 

analizinde, çevre kirlenmesinin izlenmesinde, patlayõcõlar ve diğer askeri alanlarda 

kullanõlmaktadõr (Campanella ve Tomasetti, 1989). En basit tanõmõyla biyolojik 

katalizör taşõyan sensörler olarak tanõmlanõr. Biyosensörler canlõlardaki çeşitli 

maddelerin algõlanmasõnõ mümkün kõlan biyolojik maddelerin birleştirilmesiyle 

ortaya çõkmõştõr. Bu sistemler bir yandan biyolojik sistemin yüksek seçimliliğini 

diğer yandan sensörlerin tayin duyarlõlõğõnõ birleştirmiş ve çok geniş uygulama alanõ 

bulmuştur. 1962 yõlõnda Clark ve Lyons�un ilk enzim elektrot fikrini ortaya atmasõyla 

başlayan, sonraki yõllarda gelişen biyosensör teknolojisinin ürünleri günümüzde çok 

değişik alanlarda çok sayõda maddenin tayin ve izlenmesinde yaygõn olarak kullanõlõr 

hale gelmiştir. Aşağõdaki çizelgede biyosensörlerle tayin edilebilen maddeler 

verilmektedir. 
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Çizelge 1.1. Biyosensörlerle tayin edilebilen maddeler (Pişkin, 1986). 
 
Analizi Yapõlan Maddeler Örnekler 

Amino Asitler Alanin, arginin, asporjin, aspartik asit, 

sistin, glutamin, glutamik asit, glutation 

histidin, levsin, lisin, metionin, fenil 

alenin, sarkosin, serin, tayrosin, teitofan, 

valin 

Gazlar NH3, H2, CH4, SO2, NO 

Kofaktörler AMPT, ATP, NAD(P)H 

Amidler ve aminler Aminopirin, anilin, aromatik aminler, 

asetil kolin, kreatin, kreatinin, guanidin, 

guanosin, penisilin, spermin, ürik asit, 

üre, zantin 

Karboksilik asitler Asetik asit, formik asit, glukonik asit, 

izositrik asit, askorbik asit, laktik asit, 

malik asit, okzalik asit, pruvik asit, 

süksinik asit 

Kompleks maddeler Antibiotikler, mutojenler, vitaminler 

İnorganik iyonlar F-, NO2
-, NO3

-, PO3
-2, SO3

-2, SO4
-2, Hg+2, 

Zn+2 

 

Bir biyosensör algõlayõcõ ile bütünleşmiş veya tamamen birleştirilmiş hassas biyolojik 

element içeren bir alettir. Biyosensörler esas olarak üç temel bileşenden ibarettir. 

Birinci kõsõm biyolojik olarak duyarlõ materyal yani biyokatalizör tabakasõ. İkinci 

kõsõm kovalent bağlõ biyolojik bileşenlerle temas edecek şekilde olan algõlayõcõ 

(transducer,sensör). Bu kõsõm kovalent bağlõ aktif biyolojik bileşenlerin 

absorbsiyonuna ve eliminasyonuna izin veren yarõ geçirgen bir zar içerir. 

 

Biyosensörün üçüncü kõsmõ ise doğrudan biyokatalizör tabakasõna bağlõ elektronik 

aygõttõr. Bu kõsõmda biyokatalizör ile tayin edilecek maddenin temasõ sonucu ortaya 

çõkan biyokimyasal sinyal uygun bir mekanizmayla kantitatif olarak elektrik 

sinyaline dönüştürülür. Aşağõda bir biyosensörün şematik gösterilimi verilmiştir. 
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Şekil 1.5 Bir biyosensörün genel şematik gösterimi (Dinçkaya, 1998). 
 

Biyosensörler çeşitleri aşağõdaki şekilde sõralanabilir, 

1. Elektrokimyasal  Biyosensörler 

a. Amperometrik Biyosensörler 

b. Potansiyometrik Biyosensörler 

c. Kondüktometrik Biyosensörler 

2. Optik Biyosensörler 

3. Kalorimetrik Biyosensörler 

4. Piezoelektrik  Biyosensörler 

 

1.2.1. Biyosensörlerde Kullanõlan Biyokatalizörler 

 

Biyokatalizör, enzim ve enzim sistemleri, dokular (hayvansal, bitkisel), bakteriler, 

mayalar, antibadiler, antijenler, organeller, biyolojik membran bileşenleri olabilir. 

Biyokatalizör seçimliliği ve duyarlõlõğõ  probun özellikleri yönünden en önemli 

noktalardan birisidir. Biyokatalizör kullanan sensörlerin diğerlerine göre önemli 

avantajlarõ seçimli ve duyarlõ olmalarõdõr. Biyomolekülleri tanõmayõ kapsayan 

biyosensör mükemmel düzeyde seçiciliğe sahiptir. Fakat  sõcaklõk, pH, iyonik kuvvet 

gibi aşõrõ uç olan durumlarda sorun yaşanabilir. 

 

Ölçüm Cihazõ 

İletici 

Biyoaktif Tabaka 

Analit 
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1.2.2. Biyosensörlerin Çalõşma Mekanizmasõ 

 

Biyosensörlerin çalõşmasõ sõrasõnda ilk önce substratõn  çözelti içerisinden  

biyosensör yüzeyine taşõnmasõ gerçekleşir. Subsratõn taşõnmasõ difüzyon, karõştõrma 

vb. gibi çeşitli şekillerde olabilir. Subsrat biyokatalizörün aktif bölgesine difüzlenir. 

Biyokatalizör polimerik gözenekli membrana (selülozik diyaliz membranõ gibi) 

emdirilmiş veya algõlayõcõ ile polimerik membran (selofan, selüloz asetat/nitrat, 

polivinil alkol, poliüretan vb) arasõna sandviç edilmiş veya polimerik bir jel içinde 

hapsedilmiş olabilir. Bu hapsetme işlemi için poliakrilamid, jelatin, kalojen, agaroz 

vb gibi doğal veya sentetik polimerler kullanõlabilir. Biyokatalizör ve substrat 

arasõnda reaksiyon meydana gelir. Bu etkileşme sonucu gaz molekülleri (O2, CO2, 

NH3, vb) salõnabilir veya kullanõlabilir, seçimli iyonlar oluşabilir. (H+, NH4
+, diğer 

tek değerlikli anyon ve katyonlar), õsõ ortaya çõkar veya kaybolur, optik yoğunluk 

değişebilir, elektron salõnabilir veya kullanõlabilir. Biyokatalizör ve substrat 

reaksiyonu sonucu oluşan ürün  algõlayõcõ yüzeyine taşõnõr. Algõlayõcõ yüzeyinde 

yukarõda bahsedilen değişimler algõlanõp elektriksel devrelerle ölçülebilecek bir 

boyuta dönüştürülür. Ölçülen elektriksel sinyal analit  derişimiyle orantõlõdõr. 

 

1.2.3. Biyosensör Performans Kriterleri 

 

Biyosensör cevaplarõnõn karekterize edilmesi önemlidir. Verilen bir ortamda 

biyosensör optimizasyonunu kolaylaştõrmak ve doğal olan hõz basamaklarõnõ 

göstermekteki parametreler bunu daha da önemli kõlmõştõr. Bu bölümde temel 

performans kriterleri kõsaca listenecektir. Performans kriterleri biyosensörlere özgü 

değildir. Fakat yaygõn olarak kimyasal sensör tiplerinin çoğunda veya analitik 

metotlarda bahsedilir. 

 

1.2.3.1. Kalibrasyon Karekteristikleri  

 

Elektrokimyasal sensörler her zaman üst limitte lineer konsantrasyon aralõklara 

sahiptirler. Bu limit biyolojik reseptör veya biyokimyasal reseptörlerdeki 

biyokompleksler veya biyokatalizörlerle doğrudan ilişkilidir. 
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1.2.3.2. Seçicilik ve Güvenirlik 

 

Biyosensör  seçiciliği Mc Naught ve Willimsan tarafõndan, potansiyometrik sensörler 

veya amperometrik sensörler için ölçülmüş ve denenmiştir. Seçicilik algõlayõcõ veya 

biyolojik reseptör seçimine bağlõ olarak değişir. Enzimlerin çoğu seçicidir. Buna 

karşõn alkol, şeker gruplarõ veya aminoasit oksidaz, peroksidaz, laktaz, tirosinaz gibi 

bazõ sõnõf enzimler gelişmekte olan biyosensör sõnõflamasõ için kullanõlabilir. Bakteri 

ve doku kültürleri genellikle seçici değillerdir. Biyosensörlerin güvenirliği verilen  

numune için seçicilik ve tekrarlanabilirliğinin her ikisine birden bağlõ olarak değişir. 

Diğer açõdan analiz güvenirliği verilen numune için,  biyosensör cevaplarõ doğrudan 

analit konsantrasyonuna bağlõ olmalõdõr. 

 

1.2.3.3. Tekrarlanabilirlik, Kararlõlõk ve Ömür 

 

Biyosensör cevaplarõnõn tekrarlanabilir olmasõ büyük önem taşõr. Biyosensörlerdeki 

biyoaktif bileşen kararlõ olmalõdõr. Biyoaktif bileşenin kararlõ olmasõ çok sayõda 

analize imkan vereceği için biyosensörün ekonomik olmasõnõ sağlar.  

 

1.2.3.4. Kararlõ Hal ve Geçiş Cevap Süreleri  

 

Kararlõ hal cevap süresi ölçüm hücresine her bir analit eklenmesi için kolaylõkla 

belirlenebilir. Kararlõ hal cevabõ çõkõş sinyali %90�nõn oluşmasõ için gerekli süre 

olarak tanõmlanõr. Geçiş cevap zamanõ analit eklenmesini izleyen çõkõş sinyalinin 

maksimum değerinin birinci türevi {dR/dt}max için gerekli süreye karşõlõk gelir. Her 

iki cevap süresi analit, substrat ve ürünün farklõ tabaka yada membranlardan aktarõm 

hõzlarõna bağlõdõr. Bu yüzden film kalõnlõğõ ve geçirgenliği esas parametrelerdir. Her 

iki cevap süresi ayrõca kullanõlan biyomoleküllerin aktivitesine bağlõdõr. Bu 

aktivitenin yüksek olmasõ cevap süresini kõsaltõr. Son olarak cevap süreleri ölçüm 

hücresine numunenin eklenme ve karõştõrõlma koşullarõna bağlõdõr. 
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1.2.4. Biyosensörlerde Kullanõlan Metal-Nanotanecikleri 

 

Metal-nanotanecikler farklõ reaksiyonlar için katalizör gibi hareket ederler. Bazõ 

metal-nanotanecikler (örneğin platin) bazõ moleküllerin redoks özelliklerini katalizler 

bu etki elektroanalitik teknikler kullanõlarak izlenir. Diğer taraftan metal-

nanotanecikler elektronik geçişi kolaylaştõrõr ve ayrõca ligandlar ve biyomoleküller 

modifiye edilebilir. Sonuçta elektroanalitik teknikler, metal-nanoparçacõklarõn 

elektrokimyasal özellik-lerinin tanõmlanmasõnda faydalõ bir araç olan elektrotlara 

sahiptir. 

 

Metal-nanoparçacõklarõn diğer önemli bir uygulamasõ enzimatik sensörlerin 

yapõmõdõr ki bunlarõn çoğunda altõn nanoparçacõklarõ kullanõlmõştõr. Kolloidal altõn 

ana parçacõklar olarak adlandõrõlan çok küçük oktahedral birimlerden oluşmuş 

metalik kolloid parçacõklarõdõr. Altõn parçacõklarõnõn büyüklüğü esas olarak kolloidal 

altõnõn oluşturulma yoluna bağlõdõr. Altõn nanoparçacõklarõ net negatif yük taşõrlar. 

Bir protein ve diğer biyolojik molekül kolloidal altõna eklendiğinde bu negatif yük 

parçacõklarõn yüzeyine, bu moleküllerin fiziksel adsorpsiyonuyla nötralize edilir. 

Elektron mikroskopisi ile yapõlan işlemler kolloidal altõnõn yaygõn bir şekilde 

kullanõlmasõnõ açõklamakta kullanõlmõştõr ki pek çok makromolekül kolloidal altõn 

üzerine adsorplandõğõnda biyolojik aktivitelerini kaybetmemişlerdir. Bu gözlemler 

altõnõn iletkenliğinin de dikkate alõnmasõyla araştõrma gruplarõnõ kolloidal altõn 

üzerine adsorplanmõş enzimleri temel alan biyosensör elektrotlarõnõ hazõrlamaya 

sevketmiştir (Santoz vd., 2002). 
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2.KAYNAK BİLGİSİ 

 

2.1. Metal Nanotaneciklerin Kullanõldõğõ Bazõ Uygulamalar  

 

González-García ve Costa-García, karbon pasta elektrotta kolloidal altõn ve kolloidal 

altõn etiketlenmiş antihuman IgG (immunogold)�nin elektrokimyasal davranõşlarõnõ 

incelemişlerdir. Her iki kolloid elektrot yüzeyinde kuvvetle adsorplanmõştõr. Onlar 

HCI ortamõnda AuCI4
- komplekslerinin oluşmasõyla yüksek potansiyellerde 

yükseltgenmişlerdir. Bundan sonra Ag/AgCI�e karşõ +0.4 V civarõnda 

indirgenmişlerdir. Bu yöntem ve diferansiyel puls voltametrisi elektrokimyasal 

tekniğinin kullanõlmasõyla düşük tayin sõnõrlarõna ulaşmõştõr. Ayrõca bu yöntem 

streptavidin-biyotin etkileşmelerinin incelenmesinde kullanõlmõştõr. Bu durumda 

karbon pasta elektrotu biyoince tabaka albumin ile modifiye edilmiştir ve 

streptavidin tayini için kullanõlmõştõr (González-García ve Costa-García, 2000). 

 

Dequaire ve çalõşma grubu tek kullanõmlõk karbon pasta elektrotunda anodik sõyõrma 

voltametrisiyle indirekt tayin için kolloidal altõn etiketlenmiş elektrokimyasal 

immunoölçüm cihazõ kullanmõşlardõr. İmmunoglobulin G�nin yarõşmasõz heterojen 

immunoölçümü gerçekleştirilmiştir. Anodik sõyõrma voltametrisi yöntemiyle 

kolloidal altõn etiketinin tayini için immunoölçümün son basamağõnda altõn metali 

salõverilmiştir. Bu salõverilme tutuklanmõş bağlõ kõsmõn çözünebilir iyonik Au3+ 

formuna yükseltgemesi yoluyla gerçekleştirilmiştir. Tayin sõnõrõ pikomolar 

düzeyindedir (Dequaire vd., 2000). 

 

Raj ve çalõşma grubu yaptõklarõ çalõşmada polikristalin altõn elektrot üzerindeki amin 

mono tabakalarõna immobilize edilmiş altõn nanoparçacõklarõnõ, askorbat içinde 

bulunan dopaminin seçici bir şekilde ölçümü için başarõlõ bir şekilde kullanmõşlardõr. 

Altõn nanoparçacõk immobilize edilmiş elektrotla dopamin ve askorbat için 

voltametrik pikler ayrõ ayrõ gözlenmiştir. Altõn nanoparçacõklarõnõn yüksek katalitik 

aktivitesi yüzünden askorbat için yükseltgenme potansiyeli daha düşük pozitif 

potansiyele kaymõştõr. Altõn nanoparçacõklõ elektrot mükemmel hassaslõk ve iyi 
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seçicilik göstermiştir. Altõn nanoparçacõklõ elektrotla askorbat içinde mikromolar 

seviyede bulunan dopaminin ölçümünü yapmak mümkündür (Raj vd., 2003). 

 

Endo ve arkadaşlarõ dendrimer-stabilize altõn nanoparçacõklarõnõn GCE (camsõ 

karbon elektrot) üzerindeki elektrokimyasal aktivasyonunu incelemişlerdir. Bunun 

için sodyum hipokloratõn dönüşümlü voltamogramlarõnõ kullanmõşlardõr. Dendrimer-

stabilize altõn nanoparçacõklarõ elektroforez ile GCE yüzeyine depolanmõş ve 

depolanma TEM (geçirimli elektron mikroskopisi) ve X-õşõnlarõ fotoelektron 

spektroskopisi kullanõlarak incelenmiştir. Dendrimer-stabilize altõn 

nanoparçacõklarõnõn depolanmasõndan sonra anodik ve katodik pik akõmlarõnõn arttõğõ 

bulunmuştur. GCE yüzeyine dendrimerlerin depolanmasõndaki akõm büyüklüğü, 

dendrimer-stabilize altõn nanoparçacõklarõnõn depolanmasõndakinden daha küçüktür. 

Bu, elektroliz hõzõnõ altõn nanoparçacõklarõnõn arttõrdõğõnõ göstermiştir (Endo vd., 

2004). 

 

Zhang ve arkadaşlarõ Au nanoparçacõklarõnõn sulfhidril-terminated monotabakalar 

aracõlõğõ ile GCE yüzeyine bağlandõğõnõ bulmuşlardõr ve bu olayõ X-ray fotoelektron 

spektroskopisi, atomik kuvvet mikroskopisi, eleektrokimyasal empedans 

spektroskopisi ve voltametri yöntemleri ile karekterize etmişlerdir. Altõn 

nanoparçacõklarõ hemoglobini, yaklaşõk 2,1x10-10 mol/cm2�lik bir monotabaka yüzeyi 

ile adsorbe etmiştir. Altõn nanoparçacõklarõ, elektron transferinde bir köprü gibi 

hareket etmişler ve modifiye GCE ile hemoglobin arasõnda direkt elektron 

transferine, başka bir elektron aracõsõnõn yardõmõna ihtiyaç duyulmaksõzõn katkõda 

bulunmuştur. pH 6,8 fosfat tamponunda, formal potansiyel yaklaşõk -0,085V�ta, 

hemoglobin bir çift redoks piki gösterir. İmmobilize olmuş hemoglobin biyolojik 

aktivitesini devam ettirmiştir. Yüzey kontrollü elektrot prosesi ile heterojen elektron 

transfer hõzõ 1,05/s olarak ölçülmüş ve transfer yük katsayõsõ 0,46 olarak 

bulunmuştur. H2O2�nin elektrokatalitik indirgenmesi peroksit özellikleri göstermiştir. 

H2O2 konsantrasyonu 2x10-6 ile 2,4x10-4 M arasõnda iken sabit akõm cevabõ doğrusal 

olarak artmõştõr. H2O2 için tayin sõnõrõ 9,1x10-7M�dõr (Zhang vd., 2004). 
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2.2. Glukoz Biyosensörleri ile Yapõlan Bazõ Uygulamalar 

 

Saito ve arkadaşlarõ yaptõklarõ  çalõşmada radikal kopolimerizasyonla hazõrlanan 

polivinil ferrosen ve co-2 hidroksietil metakrilat, amperometrik glukoz sensörleri için 

polimerik aracõ olarak kullanõlmõştõr. GOD ve redoks kopolimerleri karbon pasta ile 

karõştõrõlmõş ve karbon pasta enzim elektrodu glukozun amperometrik ölçümü için 

hazõrlanmõştõr. Bu kopolimerler GOD�õn aktif merkezi ve elektrot arasõnda polimerik 

aracõlar olarak görev almõşlardõr. Biyosensörün cevap süresi 20 saniyedir (Saito ve 

Watanabe, 1997). 

 

Chuang ve arkadaşlarõ yaptõklarõ çalõşmada karbon pasta ve grafit elektrot gibi iki tip 

elektrot kullanmõşlardõr. Her iki elektrotta da glukoz oksidaz ve polietiliminin 

ferrosen içeren bölümü (B-PEI) birleştirilmiştir. B-PEI yüksek konsantrasyonda 

birincil amino gruplarõ içermiş ve basit enzim ve taşõyõcõ aracõlar oluşturmak için 

kolayca modifiye edilebilmiştir. Polietiliminin ekstra avantajõ esnek karakterinden 

dolayõ etkili bir elektron aracõsõ olmasõdõr. Her iki elektrotta da ferrosen içeren 

polietilimin polimerine kovalent bağla GOD�õn hidrofilik polimer matris içinde 

modifiye edilmiştir. Hazõrlanan elektrotlar glukoz konsantrasyonlarõnõ hõzlõ bir 

şekilde yanõtlamõş ve kararlõ hal akõm cevaplarõ 10 s�den daha az sürede elde 

edilmiştir. Amino gruplarõnõ kapsayan polietilimin polimerinin yüksek glukoz tepki 

hõzõ, yükseltgenme indirgenme polimerinin amino gruplarõ ile enzim arasõnda 

etkileşiminden dolayõ polimer ve enzimin yakõn ilişkisinin elektron transfer hõzõnõ 

değiştirdiğini göstermiştir (Chuang vd., 1997). 

 

Xu ve Chen yaptõklarõ çalõşmada etakridin potansiyostatik ve dönüşümlü voltametri 

yöntemleri ile Pt elektrotta başarõlõ bir şekilde polimerleştirilmiştir. GOD ince 

polietakridin matriksi içine tutuklanmõş ve bu elektrot 2 s içinde glukoza 

amperometrik cevap sergilemiştir. Michealis-Menten sabiti ve maksimum akõm 

sõrasõyla 15,7 mM ve 209 µA/cm2 olarak bulunmuştur. Polietakridin seçici geçirgen 

özelliğinden dolayõ L-askorbik asit, ürik asit, asetaminofenol ve L-sistein gibi 

elektroaktif maddelerin girişimlerini azaltmõştõr. Hazõrlanan bu elektrot bazõ türlerin 
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girişim etkisini azalttõğõnõ ve 18 mM kadar glukoz konsantrasyonunda geniş bir 

doğrusal cevap aralõğõna sahip olduğu bulunmuştur (Xu ve Chen, 1999). 

 

Xu ve arkadaşlarõ glukoz oksidaz varlõğõnda platin elektrotta p-klorofenolün 

elektrokimyasal polimerizasyonu ile yeni amperometrik glukoz biyosensörü 

geliştirmişlerdir. Biyosensörün amperometrik cevabõ enzimatik reaksiyonun hidrojen 

peroksitin yükseltgenme geriliminde (+0,6V�da) fosfat tamponunda 

ölçülmüştür.Sensörün performansõ farklõ monomer konsantrasyonlarõnda ve 

polimerizasyon potansiyellerinde incelenmiştir. Biyosensör optimum şartlar altõnda 

2,4x10-4 ile 1,5x10-2 M arasõnda doğrusal cevap vermiş ve cevap süresinin iki 

saniyeden daha az olduğu bulunmuştur. Askorbik asit ve ürik asit için girişmlere 

bakõlmõş ve fark edilebilir bir girişim gözlenmemiştir. 90 gün sonra biyosensörün 

cevabõ neredeyse hiç değişmemiştir (Xu vd., 2001). 

 

Yang ve arkadaşlarõ biyosensör uygulamalarõnda enzimin yüzeye kovalent 

bağlanmasõ için, gözenekli organik-inorganik sol jel bileşiklerini kullanmõşlardõr. Bu 

bileşikler grafit tozu, ferrosen, amino ve metil silikattan oluşmuşlardõr. Grafit tozu 

elektrot için iletkenlik sağlarken, ferrosen ise yüzey ve enzimin aktif bölgesi arasõnda 

aracõlõk yapmõşõr. Amin gruplarõ ise karboimid reaksiyonu üzerinden enzim için 

kovalent bağ oluşturmuşlardõr. Deneyler pH=7 ve 26oC�de yapõlmõştõr. Glukoz 

biyosensörünün seçiciliğini değerlendirmek için sukroz, fruktoz, maltoz, ksiloz, 

sülfit, oksalat, ürik asit gibi girişim yapabilecek maddelerin etkisi araştõrõlmõştõr. 

Fruktoz, maltoz, ksiloz, sukroz, oksalat (0,5 mM) çalõşõlan şartlarda %2 

bulunduğunda hiçbir girişime yol açmadõğõ bulunmuştur. Asetaminofenol ve ürik asit 

0,5 mM konsantrasyonda girişim yapmõştõr. Sülfit ve askorbik asit elektrot yüzeyinde 

doğrudan okside olduğundan  ciddi bir girişime sebep olduğu bulunmuştur. Elektrot 

yüzeyindeki hidrofilik ve hidrofobik davranõşlar silikat yapõsõndaki amin ve metil 

gruplar tarafõndan kontrol edilmiştir. Glukoz için optimal elektrot cevabõ 0,1-27 mM 

arasõnda doğrusal,  hassaslõk 1,3 µA mM-1, kararlõlõk 2 ay ve tespit sõnõrõ 26 µM 

olarak bulunmuştur (Yang vd., 2002). 
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Sung ve Bae yaptõklarõ çalõşmada yeni bir glukoz biyosensörü hazõrlamak için pirol 

ile birlikte polianyon, polietilen glikol ve GOD konjugatlarõnõn elektrokimyasal 

polimerizasyonunu kullanmõşlardõr. Pt elektrot yüzeyinde polipirol matriksi içinde 

tutuklanan GOD, PEG (polietilen glikol) üzerinden polianyon ile birleşmiştir. 

Çalõşmada PEG 1000, 2000,  3000, 4000 gibi dört farklõ zincir uzunluğu denenmiş, 

bunlarõn enzim immobilizasyonu ve elektrot işlevi üzerindeki etkisi incelenmiştir. 

Enzim elektrodun hazõrlanmasõnda 800mV potansiyel ve 225 mC/cm2  film kalõnlõğõ 

kullanõlmõştõr. Elektrot üzerindeki immobilize enzimin aktivitesi 119-209 mU/cm2 

arasõnda değişmiş biyoaktivite daha uzun PEG�lerde artmõştõr. Amperometrik cevap 

270 nA mM-1cm-2 kadar değişen duyarlõlõk ile 20 mM glukoz konsantrasyonuna 

kadar doğrusallõk  gözlenmiştir (Sung ve Bae, 2002). 

 

Bir başka çalõşmada GOD, enzim ile poli-lizin zinciri arasõnda araya eklenilen peptit 

bağlayõcõsõ ile genetik olarak değiştirilmiştir. Duyarlõlõk ve glukoz biyosensörünün 

kararlõlõğõnõ geliştirmek amacõyla GOD�a ferrosen karboksilik asit ilave edilmiştir. 

Glukoz biyosensörü gen düzeyinde değiştirilen GOD ile geliştirilmiştir. Bu 

değişiklik sinyal düzeyi, cevap hõzõ, glukoz alõcõsõnõn ömrünü geliştirmiştir (Chen 

vd., 2002). 

 

Uang ve Chou yaptõklarõ çalõşmada birçok enzimle uyum gösteren, pirol 

monomerinden kolayca sentezlenen polipirol kullanmõşlardõr. Pt çalõşma elektrodu 

yüzeyinde galvanostatik elektropolimerizasyonla hazõrlanan polipirol filmi 

hazõrlanmõş ve GOD bu film içinde tutuklanmõştõr. Biyosensörün amperometrik 

akõmõ H2O2 konsantrasyonuna bağlõ olarak değişmiştir. Glukoz biyosensörünün 

hassaslõğõ tutuklanan enzim miktarõ ve film kalõnlõğõna bağlõ olarak değişmiştir. 

Girişime neden olan askorbik asitin girişim etkisi ise film kalõnlõğõ artõkça azalmõştõr. 

Geliştirilen  sensörün doğrusal aralõğõ 0-10 mM ve duyarlõlõk 7 nA/mM olarak 

ölçülmüştür. Cevap süresi 15s ve Michaelis�Menten sabiti 37,6 mM olarak 

bulunmuştur (Uang ve Chou,  2003). 

 

Bir başka çalõşmada poliglutamat�GOD kompleksi hazõrlanmõş ve hazõrlanan 

kompleks sisteamin modifiye altõn elektrodu üzerine damlatõlmõştõr. Elektrot 
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yüzeyindeki sisteamin ve poliglutamat arasõnda elektrostatik bağ oluşumu sonucunda 

GOD�õn elektroda bağlanmasõ sağlanmõştõr. Hazõrlanan enzim elektrodu <15 s gibi 

oldukça hõzlõ cevap göstermiştir çünkü enzim tabakasõ oldukça incedir. Poliglutamat-

GOD yerine modifiye edilmemiş GOD kullanõldõğõ zaman enzim elektrodunun 

hassaslõğõ oldukça düşmüştür. Bu da kompleksteki poliglutamat zincirlerinin 

modifiye elektrot yüzeyindeki immobilizasyon için gerekli olduğunu açõkça 

göstermiştir. 5-100 µM arasõnda glukoz konsantrasyonu ve kompleks immobilize 

edilen elektrodun akõm cevabõ arasõnda doğrusal bir ilişki vardõr. Yapõlan deneylerin 

sonucu bu immobilizasyon tekniği biyoçiplerin ve biyosensörlerin hazõrlanmasõnda 

kullanõlabileceğini göstermiştir (Yabuki vd., 2003). 

 

Luo ve arkadaşlarõ glukozun nicel tayini için kolay hazõrlanabilen ve homojen bir 

biokompositi temel alan amperometrik bir biyosensör yapmõşlardõr. Bu biokompozit 

chitosan hidrojel, glukoz oksidaz ve altõn nanoparçacõklarõnõn direkt ve kolay 

elektrokimyasal tutuklanma methodlarõndan yaralanõlarak hazõrlanmõştõr. 

Biyosensörün cevap süresi çok kõsa ve glukoz için tayin sõnõrõ 2,7µM, 5,0 ile 2,4 mM 

arasõnda doğrusallõk sergilemektedir (Luo vd., 2004). 

 

Yeni bir yaklaşõma göre, PB-modifiye camsõ karbon elektrot üzerindeki glukoz 

oksidaz immobilizasyonu silika sol-jel dõş tabaka ile sağlanabilir olarak 

tanõmlanmõştõr. Biyosensör sandwich biçimindedir. Sensör düşük potansiyel ve sol-

jel mikroortamõnda H2O2 için PB-modifiye elektrodunu elektroindirgenmesi ile 

yüksek seçimlilik ve hassaslõk göstermektedir. Sol-jel film enzim tabakasõnõn dõş 

yüzeyinde kararlõlõk ve hassalõğõn artmasõna katkõda bulunmuştur. Biyosensör 

0,475mM glukoz konsantrasyonunda yükses hassaslõk, 1,182µAmM-1 eğim ve 

0,02mM tayin sõnõrõ bulunmuştur. Biyosensör diyabetik hastalarõn kan şekeri 

tayininde kullanõlmak üzere denenmiştir (Li vd., 2004). 

 

Bakõr modifiye edilmiş altõn elektrotundaki elektrokimyasal olarak polimerize olmuş 

iletken olmayan poli(o-aminofenol) filmi içerisinde, glukoz oksidaz'õn 

immobilizasyonuna dayalõ amperometrik glukoz biosensörü geliştirilmiştir. Pürüzlü 

yüzey ve elektrokimyasal olarak Cu nanoparçacõklarõnõn glukozu elektrokimyasal 
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oksidize etme yeteneği, tayin sõnõrõnõn gelştirilmesi ve maksimum cevap akõmõ ve 

hassasiyetinin artõşõyla sonuçlanmõştõr. Au/Cu/POAP/GOD elektrotuna dayalõ 

biyosensor'ün, Au/POAP/GOD elektrotuna dayalõ biosensor'den 2 kat daha düşük 

tayin sõnõrõ, üç kat daha büyük maksimum akõm ve 2.5 kat daha yüksek hassaslõğõ 

vardõr. İlaveten, hõzlõ yanõt alma süresi ve askorbik asit, ürikasit ve asetaminofen için 

de iyi seçicilik elde edilebilmektedir. Diğer taraftan, Cu'õn elektrokimyasal 

depolanma süresinin, uygulanan potansiyelin etkileri ve enzimatik sensörün 

amperometrik cevabõna ortamdaki elektroaktif bileşiklerin etkileri incelenmiş ve 

tartõşõlmõştõr. Biyosensor'ün kararlõlõğõ ve mükemmel yeniden üretilebilirliği de 

gözlenmiştir (Pan vd., 2005). 

 

Hu ve arkadaşlarõ tarafõndan kolloidal altõn modifiye edilmiş karbon pasta elektrot 

üzerine absorplanmõş GOD�õn elektrokimyasõ araştõrõlmõştõr. Adsorplanmõş GOD�õn 

0,1 M pH=5 tamponunda 449±1 mV formal potansiyelde bir çift indirgenme piki 

görülmüştür. 10-100 mV/sn arasõndaki tarama hõzõnda yüzey kontrollü elektrot 

prosesi ile sabit elektron transfer hõzõ (38,9±5,3)/s olarak ölçülmüştür. Altõn 

nanoparçacõklarõ üzerinde adsorplanmõş GOD�õn biyoaktivite ve kararlõlõğõ 

incelenmiştir. İmmobolize GOD�õn indirgenmesinde çözünmüş O2 indirgenme pik 

akõmõnõ artõrmõştõr. Glukoz ilavesi ile indirgenme pik akõmõ düşmüştür. Hazõrlanan 

sensör 8,4 µA/mM hassaslõkta 0,004-0,28 mM doğrusal çalõşma aralõğõ ve 0,01 mM 

tespit sõnõrõnda glukoz ölçümü için kullanõlabilmiştir. Ayrõca hazõrlanan sensör ürik 

asit ve askorbik asit gibi girişime neden olabilecek maddelerin girişim etkisini 

dõşlamaktadõr (Liu ve Ju, 2003). 

 

Huang ve arkadaşlarõ CdS nanoparçacõklarõ modifiye edilmiş pirolitik grafit elektrot 

üzerine adsorblanmõş glukoz oksidazõn direkt elektrokimyasõnõ incelemişlerdir. CdS 

nanoparçacõklarõna tutuklanmõş GOD�õn biyoaktivitesi ve yapõsõ bozulmamõş ve 

çözünmüş oksijenin indirgenmesini elektrokatalizlemiştir. İndirgenme pik akõmõnda 

büyük bir artõş olmuştur. Glukoz eklenmesi ile indirgenme pik akõmõ azalmõş ve bu 

sonuç glukoz tayini için kullanõlmõştõr. Üretilen glukoz biyosensörünün performans 

ve karekterisitik özellikleri, kararlõlõk, hassaslõk, tayin sõnõrõ incelenmiştir. Sonuçlar 

üretilen biyosensörün hassas ve glukoz tayini için uygun olduğunu göstermiştir. CdS 



 25

nanoparçacõklarõnõn  glukoz biyosensörü yapõmõnda enzim immobilizasyonu için iyi 

bir materiyal olduğu gözlenmiştir (Hung vd., 2005) 

 

Wu ve arkadaşlarõ yumurta kabuğu membranõ kullanarak bir glukoz biyosensörü 

yapmayõ denemişlerdir. Bu membranõ  enzim immobilizasyon platformu ve bir 

çözünmüş oksijen elektrodunu dönüştürücü gibi kullanmõşladõr.  Mükemmel gaz ve 

su geçirgenliği ve enzim ile iyi biyolojik uyumu yüzünden yumurta kabuğu 

membranõn enzim immobilizasyonu için ideal bir platformdur. Ayrõca yumurta 

kabuğu membranõ diğer membran materyallerine göre daha ucuz ve kolay elde 

edilebilirdir. Glukoz oksidaz öncelikle yumurta kabuğu membranõnõn yüzeyine 

tutuklanmõş, sonra çözünmüş oksijen sensörünün yüzeyine tutuklanmõştõr. Birçok 

araştõrmacõ grup glukozun enzimatik dönüşümü sõrasõndaki oksijen 

konsantrasyonundaki değişimi ölçmek için halen Clark elektrotlarõnõ kullanmaktadõr. 

Bu çalõşmada daha ucuz ve Clark oksijen elektrodundan geliştirilmiş bir biyosensör 

geliştirilmiştir. Elektrokimyasal yöntemler kullanõldõğõnda glukoz konsantrasyonu 

arttõkça çözünmüş oksijen seviyesi azalmõştõr. Tutuklanmõş enzim membranõ 

analitiksel değişimlere hassastõr. Glukoz tayini için biy sensörün doğrusal cevabõ 

1x10-5 � 1,3x10-3 M arasõndadõr. Biyosensör kullanõlmadõğõ zamanlarda +4 0C�de 

buzdolabõnda saklanmõş ve raf ömrünün uzun olduğu bulunmuştur. 

  

2.3. Polivinilferrosen Modifiye Elektrotlar ile İlgili Bazõ Uygulamalar 

 

Ferrosen tersinir bir elektron aktarõmõyla kolaylõkla ferrosenyum katyonuna 

yükseltgenebilen fonksiyonel bir moleküldür. Ferrosen içeren doymamõş 

bileşiklerden vinilferrosenin radikal homo ve kopolimerizasyonu, serbest radikal 

başlatõcõlarla polimerleştiği bulunmuştur. (Aso vd., 1969). 

 

Kimyasal polimerizasyonla elde edilmiş polivinilferrosenin (PVF) elektrot yüzeyine 

kaplanmasõnda metilen klorürdeki PVF çözeltisinden; a) Elektrot yüzeyine 

elektrokimyasal çöktürme; b) Daldõrõp kurutma ya da damlatma-döndürerek 

buharlaştõrma yöntemleri kullanõlabilir. Elektrokimyasal çöktürme yönteminde 

polimer çözeltisine daldõrõlan elektroda uygun bir gerilim uygulanarak yapõlan 
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elektrolizle polimerin yükseltgenmiş formu elektrot yüzeyinde biriktirilir. Daldõrõp-

kurutma yönteminde elektrot polimer çözeltisinde bir süre bekletildikten sonra 

kurutulur, damlatma-döndürerek buharlaştõrma yönteminde ise elektrot yüzeyine 

polimer çözeltisi damlatõlõp elektrodun döndürülmesi yoluyla çözücü buharlaştõrõlõr. 

PVF bir redoks polimeridir, yani polimerin kendisi de elektroaktiftir. Elektriksel 

iletkenlik polimerin yapõsõndaki yükseltgenmiş ve indirgenmiş gruplar arasõnda 

elektron atlamasõ yolu ile sağlanõr. Değişik yöntemler kullanõlarak PVF ile kaplanan 

elektrotlarda yüzeye bağlanmõş bir ferrosen polimerinin tersinir bir yükseltgenme 

indirgenme tepkimesi verdiği bulunmuştur (Umana, 1980; Gülce, 1993). 

                  
 
Şekil 2.1. Ferrosen Polimerinin yükseltgenme-indirgenme tepkimesi (Umana, 1980). 
 

Elektrokimyasal olarak katkõlanmõş PVF filmleri, metilen klorürde çözünmüş 

PVF'nin sabit gerilimdeki anodik elektrolizi ile hazõrlanmõştõr. Elektrot yüzeyine 

biriktirilen polimerin CIO4
- karşõt anyonu ile ferrosen ve ferrosenyum gruplarõnõ 

içeren kõsmen yükseltgenmiş bir yapõda olduğu ileri sürülmüştür (Shirota vd., 1984). 
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Şekil 2.2. Elektrokimyasal olarak katkõlanmõş PVF (Shirota vd., 1984). 
 

Elektrokimyasal olarak biriktirilmiş PVF'nin dağõlmõş yansõma (elektronic diffuze 

reflection) spektrumunda, 460 ve 625 nm' de ferrosen ve ferrosenyuma ait 

adsorbsiyon pikleri gözlenmiştir. Bu polimerin oda sõcaklõğõndaki yaklaşõk iletkenliği 

l.105 cm-l olarak ölçülmüştür. Bu iletkenliğin katkõlama derecesine bağlõ olduğu %60 

katkõlama ile en büyük iletkenlik değerinin elde edildiği belirtilmiştir. 

 

Gülce ve çalõşma grubu yaptõklarõ bir çalõşmada dönüşümlü voltametri ve 

diferansiyel pulse anodik sõyõrma metodunu kullanarak polivinilferrosenyum kaplõ Pt 

elektrotlarla iyodür, tiyosiyanat ve siyanürün elektroyükseltgenme davranõşlarõnõ 

incelemişlerdir. IR ve UV spektroskopik data ve diferansiyel tarama kalorimetri 

(DSC) ölçümleri bu anyonlarõn polimerik yapõda anyon değişiminin sonucu olarak 

biriktirilmekte olduğunu göstermiştir. Bu anyonlarõn filmden anodik sõyõrma ile 

ayrõlmalarõ önderiştirmeden sonra gerçekleştirilmiştir. Tiyosiyanat ve iyodür iyonlarõ 

karşõt iyonlar olarak film yapõsõ içinde biriktirilirken, siyanürün fazlasõ filmin fiziksel 

özelliklerinde geri dönüşümü olmayan değişikliklere neden olmuştur. Buradan 

anlaşõldõğõ gibi PVF modifiye yüzeylerin elektrokimyasal özelliklerinin anyonik 

çözeltilerde oldukça duyarlõ olduğu ve fosfat gibi diğer elektroinaktif anyonlarõn 

polimerik filmin elektroaktifliğini kaybetmesinde etkili olduğu belirlenmiştir (Gülce 

vd., 1993).        
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Gülce ve arkadaşlarõnõn başka bir çalõşmasõnda antrasen ve bunun bazõ türevlerinin 

polivinilferrosenyum kaplõ Pt elektrot yüzeyindeki elektroindirgenme davranõşlarõ 

incelenmiş ve kaplanmamõş Pt yüzeyde asetonitril/0,1 M TBAP çözeltisinde 

dönüşümlü voltametri yöntemi kullanõlarak karşõlaştõrõlmõştõr. Filmde elektrot 

reaksiyonlarõndan sonra meydana gelen yapõsal değişiklikler IR spektroskopi ve DSC 

ölçümleri ile takip edilmiştir. Antrasen türevlerinin katalitik indirgenmesi elektrot 

reaksiyonlarõnõn kaplanmõş yüzeyde yapõlmasõyla meydana gelmiştir. Bu çalõşma, 

PVF+ClO4
- �nin çözeltideki türlerin indirgenmesi için kimyasal olarak modifiye 

edilmiş elektrot olarak kullanõldõğõnda katalitik özelliklerinin ne kadar önemli 

olduğunu göstermiştir (Gülce vd., 1994-a).        

 

Aynõ grup tarafõndan polivinilferrosenyum kaplõ Pt elektrodunda antrasen ve 9,10-

difenil antrasenin elektroyükseltgenme davranõşõ incelenmiş ve asetonitril / 0,1 M 

TBAP çözeltisinde dönüşümlü voltametri kullanõlarak kaplanmamõş Pt yüzeydeki 

cevap karşõlaştõrõlmõştõr. Elektrot reaksiyonundan sonra film yapõsõnda meydana 

gelen değişiklikler IR spektroskopisi ile tayin edilmiştir. Elektrot potansiyeli +1,5 ve 

0,00 V arasõnda döndürüldüğünde kinon ve hidroksi substite tipi ürünlerinin 

oluşumunun açõklanabileceği gösterilmiştir. Antrasenin katalitik yükseltgenmesi, 

potansiyel döngüsünün +1,50 ve �2,30 V arasõnda tutulmasõyla elde edilmiştir. Bu 

çalõşma ortamõnda PVF+ merkezlerinin antrasenin indirgenmesini katalizlediği ortaya 

çõkmõştõr (Gülce vd., 1994-b).  

 

Gülce ve arkadaşlarõ diğer bir çalõşmalarõnda aerobik çözelti koşullarõnda basit, 

duyarlõ, kararlõ, düşük maliyetli ve hõzlõ cevap alõnabilen bir glukoz sensörü 

tanõmlamõşlardõr. Elektrodun akõm cevabõ hem voltametrik pik akõmõ değerleri hem 

de kararlõ akõm değerleri elde edilerek tayin edilmiştir. Bu çalõşmada aerobik koşullar 

altõnda glukoz tayini için glukoz oksidazõn PVF redoks polimere immobilize edilerek 

kullanõlabileceği ilk kez belirlenmiştir. Polimerik materyalin ferrosenyum 

merkezlerinin, enzimatik reaksiyon boyunca üretilen hidrojenperoksitin 

yükseltgenmesi için görünür bir aracõ olduğu belirlenmiştir (Gülce vd., 1995-a).        
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Aynõ çalõşma grubu bir diğer çalõşmasõnda, glukoz oksidaz ve invertazõn polivinil 

ferrosenyum perklorat film içine birlikte immobilize edilmelerine dayanarak, basit, 

hassas, kararlõ ve düşük maliyetli bir sukroz sensörü geliştirmiştir. İnvertaz, α glukoz 

ve β fruktozun sukroza dönüşümünü katalizler. Sõk kullanõlan bir üçüncü enzim olan 

ve mutarasyon için kullanõlan mutorazõn kullanõmõnõ elimine eden ortam katalizörü 

olan fosfat iyonlarõ α glukoz ve β fruktoza dönüşümü sağlar. Glukoz oksidaz H2O2 

üreterek glukonik asitin β glukoza yükseltgenmesini katalizler. O2�nin indirgenme 

akõmõna dayalõ sukroz elektrotlarõnõn aksine H2O2�nin yükseltgenmesine dayanan 

akõmõ PVF+ merkezlerinin katalizlediğini ortaya çõkarmõşlardõr (Gülce vd., 1995-b).        

  

β galaktosidaz ve glukoz oksidazõn redoks polimeri olan polyvinilferrosenyum 

perklorat (PVF+CIO4
-) içinde birlikte immobilize edilmesiyle laktoz tayini için bir 

enzim elektrot geliştirilmiştir. Elektrodun amperometrik cevabõ enzimatik olarak 

üretilen H2O2�nin elektroyükseltgenmesini sağlayan +0,7 V�da ölçülmüştür. 

Optimum pH=7,8 olarak belirlenmiştir. Substrat, tampon derişimi ve pH�nõn elektrot 

cevabõna etkisi incelenmiştir. Laktoz tayini için polarimerik, kromatografik, 

spektroskopik ve titrimetrik metotlar çok kullanõlmaktadõr. Bu yöntemler genellikle 

yorucu, zaman alõcõ ve pahalõdõr. Enzim immobilizasyon tekniklerinin 

elektrokimyasal sensörlerle kullanõldõğõnda daha hõzlõ ve ucuz analiz metotlarõ olarak 

çok daha kullanõşlõ olduğu belirlenmiştir (Gülce vd., 2002-a).      

   

Polivinilferrosenyum perklorat kaplõ Pt elektrot yüzeyine galaktoz oksidaz 

immobilize edilerek galaktoz tayini için, yeni bir enzim elektrodu geliştirilmiştir. 

Enzim elektrodunun amperometrik cevabõ SCE�ye karşõ +0,70 V�da ölçülmüştür. 

Enzim elektrot cevabõ üzerine galaktoz derişimi ve sõcaklõğõn etkisi araştõrõlmõştõr. 

Doğrusal çalõşma aralõğõ 40,0 mM�a kadar ve cevap süresi 30-40 s olarak 

bulunmuştur (Gülce, 2002-b). 

 

Gülce ve çalõşma grubu diğer bir çalõşmasõnda, alkol tayini için polivinilferrosenyum 

perklorat kaplõ Pt elektrot yüzeyinde alkol oksidaz tutuklayarak, yeni bir enzim 

elektrodu geliştirmişlerdir. Enzimatik olarak üretilen H2O2�nin 

elektroyükseltgenmesi sabit +0,7 V�da ölçülerek amperometrik cevap alõnmõştõr. 
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Enzim elektroduna substrat tampon ve enzim derişimi, pH ve sõcaklõğõn etkisi 

araştõrõlmõştõr. Çalõşma sõcaklõğõ 30oC ve optimum pH=8,0 olarak belirlenmiştir. 

Enzim elektrodunun duyarlõlõğõ sõrasõyla: metanol > etanol > n-butanol > benzil alkol 

şeklindedir. Lineer cevabõn metanol için 3,7 mM, etanol için 3,0 mM, n- butanol için 

6,2 mM, benzil alkol için 5,2mM�a kadar olduğu belirlenmiştir. İmmobilize enzim 

sisteminde metanol için görünür Michaelis-Menten sabiti (KMapp) 5,78 mM ve 

aktivasyon enerjisi 38,07 kj/mol olarak bulunmuştur (Gülce vd., 2002-c). 

 

Bir diğer çalõşma grubu yaptõklarõ çalõşmada laktatõn amperometrik ölçümü için, Pt 

elektrot üzerine kaplanan PVF+ClO4
- de laktat oksidaz tutuklamõşlardõr. Geliştirilen 

elektroda sõcaklõk, pH, polimer film kalõnlõğõ ve enzim konsantrasyonu araştõrõlmõştõr. 

Bu enzim elektrodu için doğrusal konsantrasyon aralõğõ 0,05-0,6 mM olarak 

bulunmuştur. Bulunan maksimum akõm değeri diğer çalõşmalarda bulunan 

değerlerden daha yüksektir. Hazõrlanan enzim elektrot için günlük olarak ölçülen 

akõm değerlerine bakõlarak kararlõlõk 15 gün olarak bulunmuştur (Aydõn vd., 2002). 

 

Yõldõz ve çalõşma grubu organik peroksitler, t-bütilhidroperoksit, 2-bütanon peroksit, 

kümen hidroperoksit ve t-bütil perasetat ölçümü için amperometrik bir enzim 

elektrodu geliştirmişlerdir. Enzim elektrodu polivinilferrosenyum film içinde 

horseradish peroksidaz elektrostatik immobilizasyon ile hazõrlanmõştõr. PVF+ClO4
- 

film Pt elektrot üzerine 0,7 V�ta 0,1 M TBAP�daki metilenklorid içindeki 

polivinilferrosenin elektroyükseltgenmesi ile kaplanmõştõr. Modifiye enzim elektrodu 

pH=8,5 0,05 M fosfat tamponunda HRP�nin anyon değiştirmesi ile hazõrlanmõştõr. 

Film kalõnlõğõ, immobilizasyon sõrasõndaki enzim konsantrasyonu, sõcaklõk gibi 

parametrelerin enzim elektrodunun performansõ üzerine etkileri araştõrõlmõştõr (Yõldõz 

vd., 2002). 

 

Gülce ve arkadaşlarõ bir diğer çalõşmalarõnda kolin tayini için yeni bir enzim 

elektrodu geliştirmişlerdir. Enzim elektrodu polivinilferrosenyum perklorat kaplõ Pt 

yüzeyine kolin oksidaz tutuklanarak hazõrlanmõştõr. Kolin oksidaz, H2O2 üreterek 

kolinin betaine yükseltgenmesini katalizler. Polivinilferrosenyum merkezlerinin 

H2O2 yükseltgenmesini katalizlemesi ile akõm ölçülmüştür. Kolin derişimi, çalõşma 
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sõcaklõğõ ve pH�õn enzim elektrodun cevabõ üzerine etkileri çalõşõlmõştõr. Cevap süresi 

60-70 sn ve lineer çalõşma aralõğõ 1.2 mM kolin derişimi olarak bulunmuştur. 

Ölçülebilir akõmõ üreten minimum substrat derişimi 4.10-6 mM olarak bulunmuştur. 

Hazõrlanan bu enzim elektrot için Michaelis-Menten sabiti aktivasyon enerjisi 

sõrasõyla 2.32 mM ve 38.91 kJ/mol olarak bulunmuştur (Gülce vd., 2003). 

 

Bir başka çalõşmada Pt elektrot yüzeyindeki polivinilferrosenyum perklorat matriksi 

içerisinde asetilkolin esteraz ve kolin oksidaz tutuklanarak sulu çözeltide asetilkoline 

duyarlõ yeni bir enzim elektrot geliştirilmiştir. Enzim elektrot cevabõ üzerine 

polimerik film kalõnlõğõ, pH, sõcaklõk, substrat ve enzim konsantrasyonlarõnõn etkileri 

araştõrõlmõştõr. Optimum pH 7,4 ve çalõşma sõcaklõğõ 25 oC olarak kullanõlmõştõr. 

Cevap süresi 30-50 s, lineer çalõşma aralõğõnõn üst sõnõrõ 1,17 mM asetil kolin 

derişimi olarak bulunmuştur. İmmobilize enzim sistemi için görünür Michealis-

Menten sabiti ve aktivasyon enerjisi sõrasõyla 1,74 mM asetilkolin ve                  

14,92 kJ/mol�dur (Şen vd., 2004). 
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3. METARYAL ve METOT 

 

3.1. Kullanõlan Deneysel Yöntem 

 

3.1.1. Dönüşümlü Voltametri 

 
Voltametrik  yöntemlerde kullanõlan elektrokimyasal hücreler üç elektrotludur. 

Çalõşma elektrodu olarak mikro, yarõ mikro elektrotlar tercih edilir. Karşõlaştõrma 

elektrodu sulu ortamda kalomel, susuz ortamda Ag/AgCl elektrodudur. Karşõt 

elektrot olarak alanõ büyük Pt tel kullanõlõr.  

 

Dönüşümlü voltametri yönteminde zamanla artan potansiyel programõ uygulanõr ve 

istenilen gerilim değerine ulaşõnca uygulanan gerilimi zamanla doğrusal olarak 

azalacak şekilde ters çevrilir. Kütle aktarõmõ sadece difüzyon ile aktarõlõr. Bu yüzden 

pik şeklinde eğriler elde edilir ve bu eğrilere dönüşümlü voltamogram adõ verilir.  

 

Gerilim tarama yönü ters çevrildiğinde başlangõçta indirgenen tür yükseltgenir ve 

buna ait yükseltgenme piki gözlenir. Anodik ve katodik pik gerilimlerinin tam ortasõ 

o sistemin   Eo (formal gerilim) değerine eşittir. Tersinir sistemler için ileri yöndeki 

pik akõmõ geri yöndeki pik akõmõna eşit olmalõdõr.  

 

Dönüşümlü voltamogramlarõn ayrõntõlõ bir şekilde incelenmesi ile bir sistemin kaç 

adõmda ve hangi gerilimlerde indirgenip yükseltgenebileceğini, elektrot tepkimesinin 

tersinir olup olmadõğõnõ, tepkime ürünlerinin kararlõ olup olmadõğõnõ, elektrot 

tepkimesinin bir çözelti tepkimesi ile elele gidip gitmediğini, yüzeye tutunma olup 

olmadõğõnõ anlamak mümkündür. 

 

Tersinir bir sistem için pik akõmõ, ip, (3.1) eşitliği ile verilir (Bard ve Faulkner, 1944). 

 

İp= kn3/2 AD1/2 Cv1/2  (3.1) 

 

Burada; 

İp: Pik akõmõ (amper) 
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n: Elektrot tepkimesinde aktarõlan mol elektron sayõsõ  

A: Çalõşma elektrodunun alanõ (cm2) 

D: Difüzyon katsayõsõ (cm2/s) 

C: Elektroaktif maddenin derişimi (mol/cm3) 

v: Gerilim tarama hõzõ (volt/s) 

k: Randles-Sevcik sabiti (2,69.105)�dir. 

 

Gerilim tarama  programõ bir kez uygulanabileceği gibi ard arda istenilen sayõda da 

uygulanabilir. Tek program uygulandõ ise bu voltamograma tek döngülü 

voltamogram denir.  

 

Voltamogramda geri pik gözleniyor ve pik akõmõ tarama hõzõnõn karekökü ile 

artõyorsa elektrot  tepkimesinin tersinir olduğuna karar verilir. 

 

Akõm-potansiyel eğrileri, hem katodik hem de anodik olaylarõ gösterir. Tepkime 

tersinir olduğunda taramanõn bir yönünde indirgenme ve diğer yönünde de 

yükseltgenme olacağõ için, her iki olaya karşõn gelen katodik ve anodik pikler elde 

edilir. Bu piklerin yükseklikleri birbirine eşit olur ve pik potansiyelleri arasõnda da 

 

∆Ep = Epa - Epc = 0.0591 /n       (3.2) 

 

kadarlõk  fark oluşur. Olayõn tersinirliği  azaldõkça tersinmez olaya ilişkin pikin 

yüksekliği giderek azalõr  ve pik potansiyelleri arasõndaki fark da artar. Tamamen 

tersinmez durumlarda  tersinmez olaya karşõ  pik kaybolur. Böylelikle yöntem bu 

özelliğinden yararlanõlarak  elektrot tepkimesinin tersinir olup olmadõğõnõ belirlemek 

amacõyla kullanõlõ 
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Şekil 3.1 (a) Dönüşümlü voltametride elektroda uygulanan gerilim programõ 
 (b) Elde edilen akõm gerilim eğrisi (Yõldõz vd., 1993) 
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3.2. Deneysel Kõsõm 

 
3.2.1. Kullanõlan Çözücünün Saflaştõrõlmasõ 

 

Bu çalõşmada, polimer çözeltisinin hazõrlanmasõnda kullanõlan metilen klorür (Merck) 

önce H2SO4 ile daha sonra destile su ve %5�lik Na2CO3 ile son olarak da destile su ile 

tekrar yõkandõ. Metilen klorüre, CaCl2 eklenerek ön destilasyon yapõldõ. İki kez de 

P2O5 üzerinden destillenerek arõtõldõ. Enzim elektrot aktivitesinin belirlenmesinde 

çözücü olarak kullanõlan su, Millipore saf su cihazõndan alõndõ. 

 

3.2.2. Kullanõlan Elektrotlar 

 

Elektrokimyasal deneylerde çalõşma elektrodu olarak 2 mm çapõnda Pt disk elektrot              

(0,0314 cm2), karşõlaştõrma elektrodu olarak doygun kalomel elektrot ve karşõt elektrot 

olarak Pt levha elektrot (0,5 cm2) kullanõldõ. Pt disk elektrot her elektrokimyasal 

çalõşmada önce su ile bulamaç hale getirilen Cr2O3 ile düzgün bir yüzey üzerinde 

parlatõldõ. Bu elektrot daha sonra sõrasõyla destile su ve çalõşõlacak çözücü ile yõkanõp 

kurutulduktan sonra kullanõldõ. 

 

3.2.3. Kullanõlan Aletler 

 

Çalõşmada, potansiyostat olarak bilgisayar kontrollü CHI 660 A Electrochemical 

Analyzer kullanõlmõştõr. Sõcaklõk denetleyici sirkülatör Selecta 1000�dir. pH 

ölçümlerinde, pH/iyon analiz cihazõ ( Mettler Toledo MA 235 ) kullanõlmõştõr. pH 

ölçümlerinde sabit sõcaklõk banyosu kullanõlarak 25oC ± 0,1oC sõcaklõkta çalõşõlmõştõr. 

Manyetik karõştõrõcõ Snijiders 34532 markadõr. Oksijen Tüpü Habaş,tan.�den temin 

edilmiştir.  

 

3.2.4. Elektroliz Hücresi 

 

Elektrokimyasal çalõşmalar rodajlõ, beş girişi bulunan, ceketli bir cam hücrede yapõldõ 

(Şekil 3.2). Beş girişin üç tanesine; Pt çalõşma elektrodu, Pt karşõt elektrodu ve 
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karşõlaştõrma elektrodu yerleştirildi. Diğer iki girişten birine gaz giriş borusu, diğerine 

ise gaz çõkõş musluğu takõldõ. 

 

 
Şekil 3.2 Elektrokimyasal çalõşmalarõn yapõldõğõ hücre (Gülce, 1993). 
 

3.2.5. Enzim Çözeltisinin Hazõrlanmasõ 

 

Gerekli miktardaki glukoz oksidaz (E.C. 1.1.3.4, G-6125/G-7773, Sigma from 

Aspergillus niger), 1,00 mL, pH 7,4 olan 0,01 M fosfat tampon çözeltisinde 

çözülmüştür. Enzim çözeltisi buzlukta muhafaza edilmiştir. 

 

3.2.6. Tampon Çözeltinin Hazõrlanmasõ 

 

Tampon çözeltilerin hazõrlanmasõnda NaH2PO4 (Merck), NaOH (Merck) ve Millipore 

destile su kullanõlmõştõr. 

 

3.2.7. Glukoz çözeltisinin hazõrlanmasõ 

 

Glukoz (Merck) çözeltisi konsantrasyonu 0,5 M olacak şekilde pH�õ 7,4 olan 0,1 M 

fosfat tamponunda hazõrlanmõştõr. 
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3.2.8. KAuCl4 çözeltisinin hazõrlanmasõ 

 

Au3+ çözeltisi katõ KAuCl4�ün (Aldrich) 1 M NaCl çözeltisinde çözülmesiyle 

hazõrlanmõştõr. 

 

3.2.9. Vinilferrosenin Kimyasal Polimerizasyonu 

 

Polimerizasyon için Carius tüpü kullanõlmõştõr. 4,24 g vinilferrosen (Aldrich), 5,00 mL 

benzen ve katalizör olarak 0,0328 g AIBN (azobisizobutironitril) azot atmosferinde 

Carius tüpüne konulmuştur. Elde edilen çözelti birkaç kez sõvõ azotta dondurulup 

eritilerek gazsõzlaştõrõlmõş ve benzen ortamdan uzaklaştõrõlmõştõr. Daha sonra tüp 

vakumda kapatõlarak 70°C�da 24 saat süre ile polimerizasyon yapõlmõştõr. Tüpün ağõz 

kõsmõ kõrõlmõş ve PVF destile benzende çözülerek dõşarõ alõnmõştõr. Çözelti, içinde saf 

metil alkol bulunan behere aktarõlarak PVF çöktürülmüştür. Birkaç kez benzende 

çözme ve metil alkolde çöktürme işlemleri tekrarlanmõştõr. Elde edilen çökelek 

süzülerek ayrõlmõş ve vakum etüvünde 24 saat 60°C�da kurutulmuştur (Smith vd., 

1976). 

 

3.2.10. Serbest Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Temiz Pt elektrot serbest enzimin aktivitesinin belirlenmesinde kullanõlmõştõr. pH�õ 7,4 

olan 30,00 mL, 0,1 M fosfat tamponu elektroliz hücresine konularak O2 ile 

doyurulmuştur. Daha sonra 5,00 mg GOD/mL derişimdeki enzim çözeltisinden 

100µL�lik enzim çözeltisi  hücreye eklenmiştir. GOD enzimi eklendikten sonra boş 

çözeltide voltamogramlar alõnarak kararlõ hale ulaşmasõ sağlanmõştõr ve sonra da her 

defasõnda 200 µL glukoz eklenerek voltamogramlarõ alõnmõştõr. Akõm değerinde 

azalma gözlenmeyinceye kadar glukoz eklenmeye devam edilmiştir.  

 

3.2.11. Enzim Elektrodun Hazõrlanmasõ 

 
Enzim elektrodu hazõrlanõrken belirli derişimdeki polivinilferrosen (PVF) çözeltisine 

daldõrõlan Pt çalõşma elektrodu belirli bir süre bekletilerek elektrodun polimer filmle 

kaplanmasõ sağlanmõştõr. Polimer  filmle kaplanan elektrot glukoz oksidaz (GOD) 
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çözeltisinde bekletilerek enzimin elektrot yüzeyinde tutuklanmasõ sağlanmõştõr. 

Çalõşmamõzda bu yöntemle hazõrlanan elektrot PVF-GOD olarak tanõmlanmõştõr. 

Hazõrlanan PVF-GOD enzim elektroduna PVF derişimi, PVF�de bekletme süresi, 

enzim derişimi ve enzimde bekletme süresi gibi deneysel parametrelerin etkisi 

araştõrõlmõştõr.  

 

İkinci yöntemde  enzim elektrot hazõrlanõrken  ilk yöntemde olduğu gibi Pt çalõşma 

elektrodu polimer film ile kaplanmõştõr. PVF kaplanmõş elektrot belirli derişimdeki  

KAuCl4 çözeltisinde belirli bir süre bekletilerek aşağõdaki reaksiyona göre altõnõn 

elektrot yüzeyinde ön deriştirmesi yapõlmõştõr (Kavanoz vd.,  2001).    

 

3PVF + Au+3 → 3PVF+  + Au   

 

Au biriktirilmiş çalõşma elektrodu GOD çözeltisinde bekletilerek GOD�õn elektrot 

yüzeyinde tutuklanmasõ sağlanmõştõr. PVF-GOD enzim elektrodu ile saptanan 

optimum koşullar kullanõlarak PVF-Au-GOD enzim elektrodunda Au taneciklerinin 

etkisi araştõrõlmõştõr. Au taneciklerinin etkisi araştõrõrken  polimer kaplanmõş 

elektrotta altõn biriktirme işlemi GOD tutuklamadan önce yapõlmõştõr. 

 

3.2.12. Enzim Elektrot Aktivitesinin Belirlenmesi  

 

Bu deneylerde çalõşma elektrodu olarak önceden hazõrlanmõş enzim elektrodu, karşõt 

elektrot olarak Pt levha, karşõlaştõrma elektrodu olarak da doygun kalomel elektrot 

kullanõlmõştõr. 

 

Hücreye 30 mL tampon konularak hücre etrafõndaki ceket sayesinde çözeltinin sabit 

sõcaklõğa gelmesi sağlanmõştõr. Bu işlem yapõlõrken çözeltiye oksijen gönderilip, 

böylece çözeltinin oksijence doygun hale gelmesi sağlanmõştõr. Sonra oksijen giriş 

borusu kapatõlmõş ve gaz çõkõş borusu çõkarõlõp yerine parafilm takõlmõştõr. Çalõşma 

voltaj aralõğõ ayarlanarak elektrot voltametrik olarak işleme alõnmõştõr. Elektrodu 

kararlõ hale ulaştõrmak için substrat içermeyen çözeltide kararlõ hal akõm değerine 

ulaşõncaya kadar voltamogramlar alõnmõştõr. Kararlõ hal akõm değerine ulaştõğõnda 
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ölçüm ortamõna bilinen derişimlerdeki substrat (glukoz) çözeltisinden belli hacimde 

eklenmiş ve her glukoz eklemeden sonra voltamogramlarõ çekilerek oksijenin 

indirgenme akõmlarõ ölçülmüştür. Deneyler sõrasõnda manyetik karõştõrõcõ kullanõlarak 

karõştõrma işlemi yapõlmõş, karõştõrõcõ kapatõlarak akõmõn sabitlenmesi beklenmiş ve 

bu durumdaki difüzyon akõmõ ölçülmüştür. Oksijenin indirgenme akõm değeri 

sabitlenene kadar glukoz eklenerek voltmogram çekilmiştir. Enzim elektrodunun 

aktivitesine PVF derişimi, enzim derişimi, tampon derişimi, pH ve sõcaklõk gibi 

deneysel parametrelerin etkisi incelenmiştir. Enzim elektrodun tekrar kullanõmõndan 

kaynaklanabilecek hatalarõn önüne geçebilmek için deneysel parametrelerin her 

değiştirilişinde yeni enzim elektrodu hazõrlanarak, enzim elektrodunun en uygun 

çalõşma koşullarõ belirlenmiştir. 
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4. DENEYSEL BULGULAR ve TARTIŞMA 

 

Bu çalõşmada PVF modifiye elektrodunu temel alan yeni glukoz enzim elektrotlarõ 

geliştirilmiştir. Enzim elektrotlarõnõn hazõrlanmasõ iki şekilde gerçekleştirilmiştir.  

 

Bunlardan biri Pt elektrot yüzeyinde oluşturulan PVF filmine GOD enziminin 

tutuklanmasõyla hazõrlanan ve PVF-GOD enzim elektrodu olarak tanõmlanan enzim 

elektrodudur. Bu enzim elektrodunun aktivitesine enzim elektrodunun hazõrlanmasõ 

sõrasõnda kullanõlan PVF derişimi, PVF�de bekletme süresi, enzim derişimi, enzimde 

bekletme süresi, çalõşma pH�õ gibi deneysel parametrelerin etkileri araştõrõlarak 

elektrodun maksimum aktivite gösterdiği koşullar belirlenmiştir.  

 

Bu çalõşmada geliştirilen ikinci enzim elektrodu ise Au biriktirilmiş PVF modifiye 

elektroduna GOD enziminin tutuklanmasõyla hazõrlanan ve PVF-Au-GOD enzim 

elektrodu olarak tanõmlanan enzim elektrodur. Bu elektrodun hazõrlanmasõnda PVF-

GOD enzim elektrodu için bulunan optimum koşullar kullanõlarak yüzeyde altõn 

biriktirmesinin etkisi araştõrõlmõştõr. Bu amaçla PVF-Au-GOD enzim elektrodunun 

aktivitesine, elektrodun hazõrlanmasõ sõrasõnda kullanõlan çözeltideki Au3+ derişimi, 

Au3+ çözeltisinde bekletme süresi gibi deneysel parametrelerin etkileri araştõrõlarak 

optimum koşullar belirlenmiştir. Ayrõca her iki enzim elektrot için substrat derişimi 

ve sõcaklõğõn etkileri de araştõrõlarak tutuklanmõş enzim sistemi için görünür 

Michealis-Menten (Kmg) ve aktivasyon enerjileri (Ea) hesaplanmõştõr. 

 

Enzim elektrotlarõn hazõrlanmasõnda GOD enzimi tutuklanmõş olarak 

kullanõlmaktadõr. Tutuklama işleminin enzim yapõsõnda herhangi bir deformasyona 

yol açõp açmadõğõnõn belirlenmesi için yapõlan çalõşmalar serbest enzim içinde 

tekrarlanarak serbest enzim için optimum çalõşma koşullarõ belirlenmiş, Km ve Ea 

değerleri de hesaplanmõştõr. Bulunan değerler tutuklanmõş enzim için bulunan 

değerlerle karşõlaştõrõlarak değerlendirilmiştir. 
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Enzimatik reaksiyonlar sõrasõnda O2 harcanmaktadõr ve oksijenin indirgenme 

akõmõndaki azalma glukoz derişimi ile orantõlõdõr. Bu çalõşmada enzim elektrot 

cevabõ O2�nin indirgenme akõmõnõn ölçülmesiyle voltametrik olarak  belirlenmiştir. 

Deneysel parametrelerin etkileri araştõrõlõrken  herbir parametre için %∆i değerleri 

hesaplanmõştõr. %∆i değerleri hesaplanõrken glukoz eklemeden önceki oksijene ait 

indirgenme pik akõm değerleri ile oksijenin indirgenme  pik akõmõnõn sabitlendiği 

değer arasõndaki farkõn  glukoz eklemeden önceki oksijene ait indirgenme pik akõm 

değerlerine bölünmesi ile bulunmuştur. 

 

4.1. Serbest Glukoz Oksidaz Enzimi İçin Optimum Koşullarõn ve Kinetik 

Parametrelerin Saptanmasõ 

 

Enzim aktivitesini etkileyen en önemli faktörler,ortamõn pH�õ, sõcaklõğõ ve substrat 

konsantrasyonudur. Bu nedenle öncelikle bu faktörlerin serbest GOD aktivitesine 

etkileri incelenmiştir. Serbest enzim aktivitesinin belirlenmesi ile yapõlan 

çalõşmalarda kaplanmamõş Pt elektrot kullanõlmõştõr. Şekil 4.1�de  serbest enzim için 

elde edilen cevap eğrileri verilmiştir. 

 
Şekil 4.1 Kaplanmamõş elektrot için serbest enzim çalõşmasõnda elde edilen 
voltamogramlar (0,1 M 7,4 fosfat tamponu, 5 mg GOD, 25°C). 
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4.1.1. Serbest Enzim İçin Optimum pH Değerinin Belirlenmesi  

 

Enzim reaksiyon hõzõ farklõ hidrojen iyonu konsantrasyonuna bağlõ olarak 

değişmektedir. Enzimin en fazla aktivite gösterdiği pH� ya o enzimin optimum pH �sõ 

adõ verilmektedir. Enzimlerin   tipik pH eğrileri çan şeklindedir.  Enzimlerin 

optimum pH�larõ 2-10 arasõnda değişmektedir. Optimum pH� nõn her iki yanõnda 

enzim reaksiyonu yavaşlamaktadõr. Çok ekstrem uçlarda ise enzim ya in aktivite 

olmakta veya yõkõlmaktadõr. Bu nedenle enzim çalõşmalarõnda pH� yõ optimumda 

sabit tutmak veya en azõndan hidrojen iyonu konsantrasyonunu elverişli durumda 

tutmak için tamponlar kullanõlmaktadõr. pH aktivite eğrileri elde edilirken enzimin 

doymuş substrat konsantrasyonundaki aktivitesi ölçülür. Enzimlerin optimum pH �sõ 

çeşitli koşullara bağlõ olarak değişiklik gösterebilmektedir. Optimum pH�da 

değişikliğe neden olan faktörler; enzimin elde edildiği kaynak, enzimin kullanõldõğõ 

substratõn tipi ve konsantrasyonu, sõcaklõk, kofaktör tipi ve süresi olarak sõralanabilir. 

Enzimler bütün pH değerlerinde kararlõ değildirler. Her enzimin kararlõ kaldõğõ bir 

pH aralõğõ vardõr. Bir enzimin optimum pH�õnõn deneysel olarak belirlenmesi için 

daha önceden bu enzimin farklõ pH�larda kararlõ olup olmadõğõ test edilmelidir. 

Enzimlerin kararlõlõğõnõ belirlemek için çeşitli yöntemlerden yararlanõlabilmektedir. 

Optimum pH değerinin saptanmasõ için farklõ pH değerlerinde serbest enzim 

aktivitesi belirlenmiştir. Bu çalõşmalar sõrasõnda 0,1 M fosfat tamponu kullanõlmõş ve 

sõcaklõk 25°C�de sabit tutulmuştur. Çalõşma elektrodu olarak temiz Pt elektrot 

kullanõlmõştõr. Farklõ pH değerlerinde glukoz ilavesinden sonra ölçülen %∆i değerleri 

şekil 4.2�de verilmiştir. Şekil 4.2�deki grafikten görüldüğü üzere maksimum akõm 

değeri pH 7,4�de elde edilmektedir. Enzimlerin genel özelliklerinden beklendiği gibi 

optimum değerin dõşõndaki asidik ve bazik bölgelerde enzim de aktivasyonu 

gözlenmektedir. 
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Şekil 4.2 Serbest enzim için ortamõn pH değerinin reaksiyon hõzõna etkisi (0,1 M 
fosfat tamponu, 5,00 mg GOD, 25°C). 
 

4.1.2. Sõcaklõğõn Etkisi 
 

Sõcaklõk, enzimlerin kararlõlõğõnõ ve enzimatik reaksiyonlarõn hõzõnõ etkileyen önemli 

bir faktördür. Tepkime hõzõnõn artmasõ, sõcaklõkla doğru orantõlõdõr. Belirli bir 

noktadan sonra reaksiyon hõzõnda düşme meydana gelir. Enzimlerin maksimum 

aktivite gösterdiği bu dönüş noktasõna optimum sõcaklõk denir. Enzimlerin pek çoğu 

30-50°C�ler arasõnda optimum sõcaklõk gösterirler. Bunun yanõ sõra pek çoğu da     

60oC �nin üzerinde denatüre olup aktivitesini yitirmektedir. Düşük sõcaklõklar enzim 

etkinliğini azaltõr. 0oC� de enzim ya hiç ya da çok az işlev görür, fakat soğuğun 

enzim yapõsõnõ bozduğu görülmemiştir. Sõcaklõk eski hale döndüğünde etkinlik yine 

başlar. 

 

Serbest enzim ile glukoz arasõndaki reaksiyonun aktivasyon enerjisinin belirlenmesi 

amacõyla farklõ ortam sõcaklõklarõnda elde edilen akõm değerlerindeki maksimum 

yüzde azalma belirlenmiştir. Bu deneylerin yapõlmasõ sõrasõnda 0,1 M pH 7,4 fosfat 

tamponu kullanõlmõştõr. Sõcaklõk 15oC ile 40oC arasõnda değiştirilmiş ve her bir 

sõcaklõk için akõm değerlerindeki maksimum yüzde  azalma belirlenmiştir. Elde 

edilen sonuçlar şekil 4.3�de görülmektedir. Grafikten görüldüğü üzere maksimum 

%∆i  30oC�de gözlenmiştir.  
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Şekil 4.3 Serbest enzim için reaksiyon hõzõnõn sõcaklõkla değişimi (0,1 M fosfat 
tamponu, 5,00 mg GOD Enzim, 25°C). 
 

Reaksiyon hõzõnõn sõcaklõkla artõş gösterdiği aralõktaki deneysel veriler kullanõlarak 

serbest glukoz oksidaz ile yürütülen reaksiyonun aktivasyon enerjisi Arrhenius 

eşitliğinden yararlanõlarak bulunmuştur. Bu amaçla 1/T�ye karşõ ln%∆i  değerleri 

grafiğe geçirilmiştir (Şekil 4.4). Elde edilen doğrunun eğiminden serbest enzim için 

aktivasyon enerjisi 7,21 kJ/mol bulunmuştur. 

 

y = -867,38x + 6,9184
R2 = 0,9937

3,88
3,90
3,92
3,94
3,96
3,98
4,00
4,02
4,04
4,06
4,08

0,00325 0,00330 0,00335 0,00340 0,00345 0,00350

1/T (K)

ln
 (%

∆i
)

Şekil 4.4 Serbest enzim için Arrhenius bağõntõsõna göre çizilen ln%∆i değerine karşõ 
1/T grafiği 
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4.1.3. Substrat Derişiminin Etkisi 

 
 
Enzim konsantrasyonu ve diğer faktörlerin sabit tutulduğu koşullarda, enzimatik 

reaksiyon hõzõ artan substrat miktarõna bağlõ olarak belli bir artõş göstermekte ve 

maksimum bir düzeye eriştikten sonra da sabit kalarak devam etmektedir. 

Başlangõçta bu ilişki doğrusal devam etmekte ve daha sonra da hiperbolik bir şekil 

almaktadõr. Düşük substrat konsantrasyonlarõnda doğrusal bir ilişki vardõr. Buna göre 

de, reaksiyon hõzõ substrat konsantrasyonundaki artõşa paralel olarak artõşlar 

göstermektedir. Bu noktada ortamdaki enzimlerin ancak belli bir kõsmõ substrat ile 

birleşebilmektedir. Bu durum enzimatik reaksiyonun denge sabitinin sonsuz derecede 

büyük olmamasõndan kaynaklanmaktadõr. Başlangõçtaki bu ilişkide sõnõrlayõcõ faktör 

substrat konsantrasyonudur. Substrat konsantrasyonundaki artõş veya düşüşler 

enzimatik reaksiyon hõzõnda artõş ve düşüşlere neden olur.  

 

Temiz Pt elektrotta farklõ glukoz derişimleri için oksijenin indirgenme akõmõndaki 

azalmanõn ölçülmesiyle elde edilen akõm değerleri ölçülerek glukoz derişiminin 

enzim aktivitesine etkisi incelenmiştir. Bu deneyler sõrasõnda 0,1 M pH 7,4 tamponu 

kullanõlmõş ve ortam sõcaklõğõ 25°C olarak sabit tutulmuştur. Enzimle katalizlenen 

tepkimelerde Michaelis-Menten kinetiğine göre substrat derişimi arttõkça reaksiyon 

hõzõ artar ve sonuçta sabit bir plato değerine ulaşõr. Bunun sebebi, ortamdaki enzim 

miktarõnõn sabit olmasõdõr. Belli bir substrat konsantrasyonundan sonra reaksiyon 

hõzõ ortamdaki enzim miktarõ ile kõsõtlandõğõ için akõm sabit kalmaktadõr. Glukoz 

derişimine karşõ gözlenen akõm değerlerindeki değişme  şekil 4.5�de verilmiştir. 
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Şekil 4.5 Serbest enzim için gözlenen akõm değerlerinin glukoz derişimi ile değişimi 
(0,1 M fosfat tamponu, 5,00 mg GOD Enzim, 25°C). 
 
 
Serbest enzim için Michealis�Menten sabitinin hesaplanabilmesi için 1/C�ye karşõ 

1/∆i değerleri grafiğe geçirilmiştir. Elde edilen Lineweaver�Burk grafiği şekil 4.6�de 

verilmektedir. Bu grafiklere göre serbest enzim için Michealis�Menten sabiti   

212,21 mM olarak bulunmuştur. 

y = 39,514x + 0,1862
R2 = 0,9846
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Şekil 4.6 Temiz Pt elektordun serbest enzim için Lineweaver�Burk grafiği  
 
 
4.2.Enzim Elektrot Aktivitesine Deneysel Parametrelerin Etkisinin İncelenmesi 

 

Bu bölümdeki deneyler hazõrlanan enzim elektrodunun aktivitesine çeşitli deneysel 

parametrelerin etkilerini araştõrmak amacõyla yapõlmõştõr. Farklõ şekilde 
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hazõrladõğõmõz enzim elektrotlarõn aktivitesine etkili olabilecek faktörler elektrodun 

hazõrlanmasõ sõrasõnda kullanõlan çözeltideki enzim derişimi, yüzeyde altõnõn 

biriktirilmesi için kullanõlan çözeltideki Au3+ derişimi, yüzeydeki film kalõnlõğõ ve 

ölçüm ortamõ koşullarõdõr. Substrat derişimi, ortam pH�õ, enzim derişimi, enzim 

çözeltisinde bekletme süresi, altõn derişimi, altõnda bekletme süresi  ve sõcaklõk 

enzim elektrot aktivitesi üzerinde etkili olabilecek ortam şartlarõ olarak belirlenmiş 

ve bu faktörlerin etkileri incelenmiştir. Ayrõca optimum koşullarda hazõrlanan farklõ 

enzim elektrotlarõnõn glukoza verdiği cevaplar araştõrõlarak enzim elektrotlar için 

görünür Michealis-Menten sabitleri hesaplanarak karşõlaştõrõlmõştõr. Polimer ile 

kaplandõktan sonra Au biriktirilen elektrot için tutuklanmõş ve serbest formdaki 

enzim aktivasyon enerjileri hesaplanarak karşõlaştõrõlmõştõr. 

 

4.3. (PVF-GOD) Enzim Elektrot Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Pt elektrot üzerine kaplanmõş PVF yapõsõna GOD enziminin tutuklanmasõyla 

hazõrlanan PVF-GOD enzim elektrodunun aktivitesine çeşitli deneysel 

parametrelerin etkisi araştõrõlmõştõr. Bu çalõşmalar farklõ glukoz derişimleri için elde 

edilen kararlõ hal akõmlarõnõn ölçülmesi ile gerçekleştirilmiştir. Zamana karşõ akõm 

daki yüzde azalma izlenerek elde edilen cevap eğrileri şekil 4.7�de verilmiştir.    

Şekil 4.7�da verilen cevap eğrileri O2 ile doygun tampon çözelti ortamõnda elde 

edilen cevap eğrileridir.  

 

PVF-GOD enzim elektrodunda Pt elektrot yüzeyine kaplanan PVF yapõsõnda 

tutuklanmõş GOD enzimi varlõğõnda aşağõdaki tepkimeye göre yükseltgenirken 

glukoz oksidaz enzimi indirgenmektedir.  

 

Glukoz + GOD/FAD                         glukonolacton + GOD/FADH2  

 

İndirgenmiş olan GOD enzimi  O2 varlõğõnda tekrar yükseltgenmektedir. 

 

GOD/FADH2 + O2                   GOD/FAD + H2O2 
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Yukarõdaki tepkimeden görüldüğü gibi enzim yükseltgenmesi sõrasõnda O2 

harcanmaktadõr. Buna bağlõ olarak ortamdaki glukoz derişimi artõkça harcanan O2 

miktarõ artacaktõr. Böylece artan glukoz derişimi ile orantõlõ olarak O2�nin indirgenme 

akõmõndaki azalmanõn ölçülmesiyle elektrot aktivitesi belirlenmektedir. 

 

Şekil 4.7 PVF-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derişimi ile  (0,10 M fosfat 
tamponu,  pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL 10,00 mg GOD/mL enzim, 25°C). 
 

4.3.1. PVF Derişiminin Etkisi  

 

PVF-GOD enzim elektrodunun akõm cevabõnõ etkileyen parametrelerden birisi olan 

elektrot yüzeyindeki PVF filminin kalõnlõğõ incelenmiştir. Elektrot yüzeyindeki PVF 

filminin kalõnlõğõ elektrodun kaplanmasõ için kullanõlan PVF çözeltisinin derişimine 

bağlõdõr. Bu çalõşmada PVF�de bekletme süresi 5 dakika ve 10,00 mg GOD/mL 

enzim çözeltisinde 30 dakika bekletme süresi sabit tutulmuştur. Çalõşma sõrasõnda 

PVF derişiminin etkisini belirleyebilmek için 0,625 mg/mL ile 15,00 mg/mL PVF 

derişimleri arasõnda değişen  PVF miktarlarõ kullanõlmõştõr. Çalõşmalarda 0,1 M  pH 

7,40 tamponu kullanõlmõştõr. Glukoz ilavesinden sonra gözlenen akõmlardaki 

maksimum yüzde azalma değerleri PVF derişimine karşõ grafiğe geçirilmiştir.     

Şekil 4.8�de görüldüğü gibi kullanõlan PVF derişiminin artmasõ ile %∆i artmakta ve   
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10,00 mg/mL PVF derişiminde maksimum olmakta ve bu derişimden  sonra ise 

azalmaktadõr. Bundan sonraki yapõlan çalõşmalarda maksimum %∆i�nin elde edildiği 

değer olan  10,00 mg PVF/mL derişimi kullanõlmõştõr. 
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Şekil 4.8 PVF-GOD enzim elektrot aktivitesinin PVF derişimi ile değişimi  (0,10 M 
fosfat tamponu,  pH 7,40, 10,00 mg GOD/mL enzim, 25°C). 
 

4.3.2. PVF�de Bekletme Süresinin Etkisi 

 
PVF-GOD enzim elektrodunun akõm cevabõnõ etkileyen bir diğer parametrede  

elektrodun PVF çözeltisinde bekletme süresidir. Bu çalõşmada PVF�de bekletme 

süresinin elektrodun akõm cevabõna etkisini belirleyebilmek için 10,00 mg GOD/mL 

enzim çözeltisinde 30 dakika bekletme süresi sabit tutulmuştur. PVF çözeltisinde 

bekletme süresi 30 saniye ile   10 dakika arasõnda değiştirilmiştir. Kullanõlan her bir 

bekletme süresi için elektrot aktivitesi incelenmiştir. Glukoz ilavesinden sonra 

gözlenen maksimum akõm değerlerindeki azalma  PVF çözeltisinde bekletme süresine 

karşõ grafiğe geçirilmiştir. Şekil 4.9�de görüldüğü gibi PVF�de bekletme süresinin 

artmasõyla gözlenen akõm değeri artmõş ve 5 dakika bekletme süresinde en yüksek 

akõm elde edilmiştir. Bundan sonraki yapõlan çalõşmalarda PVF çözeltisinde bekletme 

süresi 5 dakika olarak kullanõlmõştõr. 
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Şekil 4.9 PVF-GOD enzim elektrot aktivitesinin PVF de bekletme süresi ile değişimi  
(0,10 M fosfat tamponu,  pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL 10,00 mg GOD/mL enzim, 
25°C). 
 

4.3.3. Enzim Derişiminin Etkisi 

 

Ölçüm koşullarõnda PVF-GOD enzim elektrodundan elde edilen akõm değerini 

etkileyen parametrelerden bir tanesi de polimerik yapõ içerisinde tutuklanan GOD 

miktarõdõr. Tutuklanan enzim miktarõ ise immobilizasyon işlemi sõrasõnda kullanõlan 

çözeltide bulunan  çözünmüş enzimlerin miktarõna bağlõdõr. Tutuklama işlemi 

sõrasõnda kullanõlan çözeltideki enzim miktarõ  0,625 mg/mL ile  25,00 mg/mL enzim 

derişimleri  arasõnda değiştirilerek hazõrlanan enzim elektrodunun aktivitesine enzim 

derişiminin etkisi incelenmiştir. Enzimde bekletme süresi 30 dakika olarak sabit 

tutulmuştur. Kullanõlan her enzim derişiminde enzim elektrot aktivitesi incelenmiştir. 

Bu çalõşmalar sõrasõnda 0,1M pH 7,4 tamponu kullanõlmõş ve sõcaklõk 25oC�de sabit 

tutulmuştur. Elde edilen sonuçlar kullanõlarak enzim derişimine karşõ akõm 

değerlerindeki maksimum yüzde azalmalar grafiğe geçirilmiştir. Şekil 4.10�den de 

görüldüğü gibi immobilizasyon işlemi sõrasõnda kullanõlan GOD derişiminin 

artmasõyla gözlenen maksimum %∆i değeri artmaktadõr. Daha yüksek enzim 

derişimlerinde ise maksimum %∆i değerinde önemli değişme olmamaktadõr. Düşük 

GOD derişiminde daha düşük akõm değerlerinin elde edilmesi polimerik yapõ 

içerisinde daha az miktarda enzim tutuklanmasõ nedeniyledir. Belli bir enzim 

derişiminden sonra ise polimer yapõ içerisinde maksimum miktarda enzim 

tutuklanmaktadõr. Çözeltideki GOD  miktarõnõn artõrõlmasõyla maksimum %∆i 



 51

değerinin önemli miktarda değişmediği görülmüştür. Bundan sonraki çalõşmalarda 

grafikten de görüldüğü gibi maksimum %∆i değerinin gözlendiği 5,00 mg/mL GOD 

derişimindeki çözeltiler kullanõlmõştõr. 
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Şekil 4.10 PVF-GOD enzim elektrodunda tutuklama işlemi sõrasõnda kullanõlan 

çözeltideki enzim derişimine karşõ elde edilen maksimum %∆i değerleri (0,10 M 

fosfat tamponu,  pH 7,40,  10,00 mg PVF/mL, 25°C). 

 

4.3.4.Enzimde Bekletme Süresinin Etkisi 

 

PVF-GOD enzim elektrodundan elde edilen akõm değerini etkileyen parametrelerden 

biri de enzim çözeltisinde bekletme süresidir. Hazõrlanan enzim elektrodunun 

aktivitesine enzim çözeltisinde bekletme süresinin etkisini incelemek amacõyla 

kullanõlan enzim çözeltisindeki bekletme süresi 5 dakika ile 30 dakika arasõnda 

değiştirilmiştir. Her bir bekletme süresinde elektrot aktivitesi incelenmiştir. Bu 

çalõşmalar sõrasõnda 0,1M pH 7,4 tamponu kullanõlmõş ve sõcaklõk 25oC�de sabit 

tutulmuştur. Elde edilen sonuçlar kullanõlarak enzim çözeltisinde bekletme süresine 

karşõ glukoz ilavesinden sonraki akõm değerlerindeki maksimum yüzde azalmalar 

grafiğe geçirilmiştir. Şekil 4.11�de görüldüğü gibi enzimde bekletme süresinin 

artmasõyla akõm değerlerinde gözlenen maksimum yüzde azalmalar artmakta ve belli 

bir bekletme süresinden sonra azalmaktadõr. Akõm değerlerindeki maksimum yüzde 

azalma 10 dakikada gözlenmiştir. Bundan sonraki çalõşmalarda  enzim çözeltisine 

bekletme süresi 10 dakika olarak kullanõlmõştõr. 
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Şekil 4.11 PVF-GOD enzim elektrodunda tutuklama işlemi sõrasõnda kullanõlan 
enzim çözeltisinde bekletme süresine karşõ elde edilen maksimum %∆i değerleri 
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 5,00 mg GOD/mL enzim, 
25°C). 
 

4.3.5. PVF-GOD Enzim Elektroduna Substrat Derişiminin Etkisi 

 

Hazõrlanan enzim elektrodu ile yapõlan ölçümlerin tutarlõ bir şekilde yapõlabilmesinin 

ilk koşulu çalõşma ortamõndaki substrat derişimi ile orantõlõ akõm değerlerinin elde 

edilmesidir. Bu koşulun sağlandõğõ substrat derişim aralõğõ enzim elektrodunun 

doğrusal çalõşma aralõğõ olarak tanõmlanõr ve bu aralõğõn geniş olmasõ istenir. PVF-

GOD elektrodu maksimum aktivitesinin ve doğrusal çalõşma aralõğõnõn saptanmasõ 

için ölçülen akõm değerlerine substrat derişimi etkisi incelenmiştir. Daha önce 

saptanan optimum koşullarda hazõrlanan PVF-GOD enzim elektrodunun 0,10 M pH 

7,40 fosfat tamponunda ve 25°C sõcaklõkta farklõ glukoz derişimlerinde verdiği akõm 

değerleri saptanmõştõr. Ölçülen akõm değerlerinin glukoz derişimi ile değişimi şekil 

4.12(a)�da  verilmiştir. 
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Şekil 4.12 (a) PVF-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derişimi ile değişimi    
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 5,00 mg GOD/mL enzim, 
25°C). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.12 (b) PVF-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derişimi ile değişimini 

veren doğrusal çalõşma aralõğõ 

 

Şekil 4.12 a/b den görüldüğü gibi geliştirilen enzim elektrodu 73,86 mM�a kadar 

glukoz derişimi ile orantõlõ akõm değerleri vermektedir. Bu nedenle hazõrlanan PVF-

GOD enzim elektrodunun pratik kullanõm aralõğõ 73,86 mM�a kadar glukoz derişimi 

olarak belirlenmiştir. Diğer taraftan glukoz derişimine karşõlõk elektrot cevabõ 

yaklaşõk 105,26 mM civarõnda sabit değere ulaşmakta ve daha yüksek derişimlerde 

akõm değerinde bir artõş olmamaktadõr. Bu durum hazõrlanan elektrot için ölçüm 

R2 = 0,9923
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ortamõndaki koşullarda 105,26 mM glukoz derişiminde, polimer film içerisindeki 

enzimin substrata karşõ doygunluğa ulaştõğõnõ göstermektedir. Dolayõsõyla bu 

koşullarda 105,26 mM ve daha yüksek glukoz derişimin de elektrot aktivitesinde 

difüzyon kõsõtlamasõnõn önemi olmayacaktõr.  

 
Tutuklanmõş enzim için Michaelis-Menten (Kmg) sabiti tayin edilmiştir (Şekil 4.13). 

y = 36,788x + 0,0881
R2 = 0,9853
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Şekil 4.13�deki verilere göre yapõlan hesaplamalar sonucu PVF kaplanmõş Pt çalõşma 
elektrodunda tutuklanan enzim için Kmg=417,571 mM glukoz değeri bulunmuştur. 
 

4.4. PVF-Au-GOD Enzim Elektrot Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Hazõrladõğõmõz enzim elektrodun aktivitesine yüzeyde biriktirilen altõnõn etkisini 

araştõrmak için polimer film ile kaplanan çalõşma elektroduna Au biriktirilip daha 

sonra GOD tutuklanmõştõr (PVF-Au-GOD). 

 

PVF-Au-GOD enzim elektrodunda glukoz eklenmesi ile O2 indirgenme akõmõnda bir 

azalma olmaktadõr. Elektrot aktivitesinin belirlenmesinde bu durumdaki difüzyon 

kontrollü akõm değerleri ölçülmüştür.  

 

Pt elektrot üzerine kaplanmõş PVF yapõsõna altõn biriktirilip, GOD enziminin 

tutuklanmasõyla hazõrlanan PVF-Au-GOD enzim elektrodunun aktivitesine Au 

derişimi, Au çözeltisinde bekletme süresi, çalõşma potansiyeli, ortam pH, sõcaklõk 

etkisi araştõrõlmõştõr. PVF-Au-GOD enzim elektrodu ile yapõlan çalõşmalarda diğer 
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parametreler için PVF-GOD enzim elektrodu ile bulunan optimum değerler 

kullanõlmõştõr. 

 

PVF-Au-GOD enzim elektrodu  için zamana karşõ akõm değişimi izlenerek elde 

edilen cevap eğrileri şekil 4.14�de verilmiştir.  

 

 
Şekil 4.14 PVF-Au-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derişimi ile değişimi 
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 0,50 mM KAuCl4, 5,00 mg 
GOD/mL enzim, 25°C). 
  

Hazõrladõğõmõz PVF-GOD ve PVF-Au-GOD enzim elektrotlarõnõn oksijence doygun 

tampon ortamõndaki akõm cevaplarõ dönüşümlü voltametri yöntemiyle incelenmiştir. 

Şekil 4.15�de PVF-GOD ve PVF-Au-GOD enzim elektrotlarõnõn dönüşümlü 

voltomogramlarõ verilmiştir. Voltomogramlardan görüldüğü gibi PVF-Au-GOD 

enzim elektrodu ile elde edilen akõm değeri PVF-GOD enzim elektrodu ile elde 

edilen akõm değerinden daha yüksektir.  
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Şekil 4.15 (I) PVF-Au-GOD enzim elektrodu, (II) PVF-GOD enzim elektrodunun 
dönüşümlü voltamogramlarõ. 
 
4.4.1. KAuCl4  Derişiminin Etkisi 
 
 
Hazõrlanan PVF-Au-GOD enzim elektroduna KAuCl4 derişiminin etkisini belirlemek 

için KAuCl4 derişimi 0,25 mM ile 10 mM arasõnda değiştirilmiştir. Kullanõlan her bir 

derişimde elektrot aktivitesi incelenmiştir. Bu çalõşmalar sõrasõnda 0,10 M pH 7,40  

fosfat tamponu kullanõlmõştõr. Bunun yanõ sõra enzim derişimi,  enzimde bekletme 

süresi ,    PVF derişimi, PVF�de bekletme süresi için PVF-GOD enzim elektrodu ile 

yapõlan çalõşmalarda saptanan optimum değerler kullanõlmõştõr. KAuCl4 çözeltisinde 

bekletme süresi 5 dakika olarak sabit tutulmuştur. Elde edilen sonuçlar kullanõlarak 

farklõ KAuCl4 derişimine karşõ glukoz ilavesinden sonraki akõm değerlerindeki 

maksimum yüzde azalmalar grafiğe geçirilmiştir. Şekil 8.16�de görüldüğü gibi KAuCl4 

çözelti derişiminin artmasõyla gözlenen akõm değeri artmakta ve belirli bir derişimden 

sonra akõm azalmaktadõr. Bundan sonra yapõlan çalõşmalarda 0,50 mM KAuCl4 

derişimi kullanõlmõştõr. 
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Şekil 4.16 PVF-Au-GOD enzim elektrodunda kullanõlan KAuCl4 derişimine karşõ 
elde edilen %∆i değerleri (0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 5,00 
mg GOD/mL enzim, 25°C). 
 

4.4.2. KAuCl4  Çözeltisinde Bekletme Süresinin Etkisi 
 

Hazõrlanan PVF-Au-GOD enzim elektrodunu akõm cevabõnõ etkileyen parametrelerden 

birisi olan KAuCl4 çözeltisinde bekletme süresinin etkisi incelenmiştir. KAuCl4  

çözeltisinde bekletme süresi etkisini belirlemek için bekletme süresi 30 saniye  ile 20 

dakika arasõnda değiştirilmiştir. Kullanõlan her bir bekletme süresinde elektrot 

aktivitesi incelenmiştir. Kullanõlan her bir bekletme süresi için elektrot aktivitesi 

incelenmiştir. Bu çalõşmalar sõrasõnda 0,10 M pH 7,40  fosfat tamponu kullanõlmõştõr. 

Glukoz ilavesinden sonra gözlenen akõm değerlerindeki maksimum yüzde azalma  

KAuCl4 çözeltisinde bekletme süresine karşõ grafiğe geçirilmiştir. Şekil 4.17�de 

görüldüğü gibi KAuCl4 bekletme süresinin artmasõyla gözlenen akõm değeri artmõş ve 

10 dakika bekletme süresinde en yüksek %∆i eğeri elde edilmiştir. Bundan sonraki 

yapõlan çalõşmalarda KAuCl4 çözeltisinde bekletme süresi 10 dakika olarak 

kullanõlmõştõr. 
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Şekil 4.17 PVF-Au-GOD enzim elektrodunda tutuklama işlemi sõrasõnda kullanõlan 
KAuCl4 çözeltisinde bekletme süresine karşõ elde edilen %∆i değerleri (0,10 M 
fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL, 0,50 mM KAuCl4, 5,00 mg GOD/mL 
enzim, 25°C). 
 
 
4.4.3. Çalõşma pH�nõn Etkisi  
 

Enzim elektrotlarõnõn aktivitesini etkileyen en önemli faktörlerden biri de çalõşma 

ortamõnõn pH�sõdõr. Çünkü enzimlerin aktivitesi pH�a bağlõ olarak değişmektedir. PVF-

Au-GOD enzim elektrodunun aktivitesine ortam pH�õnõn etkisini araştõrmak amacõyla 

pH 5,00�10,00 arasõnda değişen 0,10 M tampon çözeltisinde glukoz ilavesinden sonra 

elde edilen akõm değerlerindeki maksimum yüzde azalmalar ölçülmüştür. Farklõ pH 

değerlerinde glukoz ilavesinden sonra ölçülen akõm değerlerindeki maksimum yüzde 

azalmalar şekil 4.18�de görülmektedir. Bu grafikte enzim elektrodunun maksimum 

aktivite gösterdiği pH değeri 7,40 olarak belirlenmiştir.  
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Şekil 4.18 PVF-Au-GOD enzim elektrodunda kullanõlan tampon çözelti pH�õna bağlõ 
olarak elde edilen %∆i değerleri (0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg 
PVF/mL, 0,50 mM KAuCl4, 5,00 mg GOD/mL enzim, 25°C). 
 

4.4.4. Sõcaklõk Etkisi 

 

Sõcaklõk, enzimlerin kararlõlõğõnõ ve enzimatik reaksiyonlarõn hõzõnõ etkileyen önemli 

bir faktördür. Bütün diğer koşullarõn sabit olduğu durumlarda (özellikle pH�nõn tampon 

kullanõlarak sabit tutulduğu ortamlarda), reaksiyon ortamõnõn sõcaklõk arttõkça 

reaksiyon hõzõ da belli bir noktaya kadar artmaktadõr. Bu noktadan sonraki sõcaklõk 

artõşlarõnda enzimatik reaksiyon hõzõnda ani düşüşler meydana gelmektedir. Enzimlerin 

maksimum aktivite gösterdiği bu dönüş noktasõna optimum sõcaklõk denir.  0,1 M pH 

7,4 fosfat tamponunda PVF-Au-GOD ve PVF-GOD enzim elektrodlarõnõn her biri için, 

GOD enzimi ile glukoz arasõndaki aktivasyon enerjisinin belirlenmesi amacõyla farlõ 

ortam sõcaklõklarõnda deneyler yapõlmõştõr.  PVF-Au-GOD  enzim elektrodu için  

sõcaklõk 15oC ile 45oC arasõnda,  PVF-GOD enzim elektrodu için 25oC ile 65oC 

arasõnda değiştirilmiş ve her bir sõcaklõk için akõm değerlerindeki maksimum % azalma 

belirlenmiştir. Şekil 4.19 ve şekil 4.20�de görüldüğü gibi PVF-Au-GOD  enzim 

elektrodu için maksimum % azalma  30oC de, PVF-GOD enzim elektrodu için 55oC de  

elde edilmiştir. 
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Şekil 4.19 PVF-Au-GOD enzim elektrodu için reaksiyon hõzõnõn sõcaklõkla değişimi. 
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL enzim, 0,5 mM KAuCl4, 5,00 
mg GOD/mL enzim, 25°C).  
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Şekil 4.20 PVF- GOD enzim elektrodu için reaksiyon hõzõnõn sõcaklõkla değişimi. 
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL enzim, 5,00 mg GOD/mL 
enzim, 25°C). 
 

Deneysel veriler ve Arrhenius  eşitliğinden yararlanõlarak tutuklanmõş GOD ile 

yürütülen reaksiyonun aktivasyon enerjisi bulunmuştur. Bu amaçla 1/T�ye karşõ ln 
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%∆i değerleri grafiğe geçirilmiştir. Elde edilen doğrular şekil 4.19 ve şekil 4.20�de 

görülmektedir.  

 

Elde edilen doğrularõn eğiminden  PVF-Au-GOD için aktivasyon enerjisi           

18,76 kJ/mol, PVF-GOD için  14,48 kJ/mol olarak bulunmuştur. 
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Şekil 4.21 PVF-Au-GOD enzim elektrodu için Arrhenius grafiği. (0,10 M fosfat 
tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL enzim, 0,5 mM KAuCl4, 5,00 mg GOD/mL 
enzim, 25°C). 
 

y = -1741,6x + 9,5838
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Şekil 4.22 PVF-GOD enzim elektrodu için Arrhenius grafiği. (0,10 M fosfat tamponu, 
pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL enzim, 5,00 mg GOD/mL enzim, 25°C). 
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4.4.5. PVF-Au-GOD Enzim Elektroduna Substrat Derişiminin Etkisi 

 

Hazõrlanan PVF-Au-GOD elektrodunun maksimum aktivitesinin ve doğrusal çalõşma 

aralõğõnõn saptanmasõ için ölçülen akõm değerlerine substrat derişimi etkisi 

incelenmiştir. Daha önce saptanan optimum koşullarda 0,10 M pH 7,40 fosfat 

tamponunda ve 25°C sõcaklõkta farklõ glukoz derişimlerinde verdiği ∆i değerleri 

saptanmõştõr. PVF-Au-GOD ölçülen ∆i değerlerinin glukoz derişimi ile değişimi 

şekil 4.23�de verilmiştir. 
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Şekil 4.23 PVF-Au-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derişimi ile değişimi    
(0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL enzim, 0,5 mM KAuCl4, 5,00 mg 
GOD/mL enzim, 25°C). 
 

R2 = 0,9894
y = 0,0205x + 0,1807
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Şekil 4.24 PVF-Au-GOD enzim elektrot aktivitesinin glukoz derişimi ile değişimini 
veren doğrusal çalõşma aralõğõ. (0,10 M fosfat tamponu, pH 7,40, 10,00 mg PVF/mL 
enzim, 0,5 mM KAuCl4, 5,00 mg GOD/mL enzim, 25°C). 
 



 63

Şekilden de görüldüğü gibi hazõrlanan PVF-Au-GOD enzim elektrodu 105,26 mM�a 

kadar glukoz derişimi ile orantõlõ akõm değerleri vermektedir. Bu nedenle hazõrlanan 

PVF-Au-GOD enzim elektrodunun pratik kullanõm aralõğõ 105,26 mM�a kadar 

glukoz derişimi olarak belirlenmiştir. Diğer taraftan glukoz derişimine karşõlõk 

elektrot cevabõ PVF-Au-GOD enzim elektrodu için 117,34 mM civarõnda sabit 

değere ulaşmakta ve daha yüksek derişimlerde akõm değerinde bir artõş 

olmamaktadõr.  

 

Polimer yapõda difüzyon kõsõtlamasõ olup olmadõğõnõ ortaya koymak amacõyla çeşitli 

glukoz derişimlerinde alõnan akõm değerleri kullanõlarak PVF-Au-GOD enzim 

elektrodu için görünür Michaelis-Menten (Kmg) sabitleri tayin edilmiştir (Şekil 4.25).   

Michaelis-Menten (Kmg) sabiti 371 mM olarak bulunmuştur. 

R2 = 0,9835
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Şekil 4.25 PVF-Au-GOD enzim elektrot için Lineweaver-Burk grafiği (0,1 M fosfat 
tamponu, pH 7,40, 10,0 mg PVF/mL, 0,5 mM KAuCl4, 10,00 mg GOD/mL enzim, 
25°C) 
 

4.5. Geliştirilen Elektrodun Uzun Süre Kararlõlõğõ  

 

Enzim elektrotlarõnda aranan en önemli özelliklerden biri de elektrodun uzun ömürlü 

olmasõdõr. Bu çalõşmada enzim elektrodun uzun süre kararlõ olduğu gözlenmiştir. 

Elektrodun aktivitesi belirlenen optimum koşullarda ölçülmüş ve enzim enzim 

elektrodu kullanõlmadõğõ zamanlarda buzdolabõnda saklanmõştõr. Aynõ elektrodun 
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aktivitesine belirli aralõklarla 30 gün boyunca bakõlmõştõr. Bu süre sonunda elektrodun 

aktivitesini yitirdiği gözlenmiştir. Elde edilen sonuçlar kullanõlarak  zamana karşõ %∆i 

değerleri grafiğe geçirilmiştir (Şekil 4.26).  
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Şekil 4.26 Aynõ elektrot ile farklõ günlerde alõnan maksimum akõm değerleri (25°C, 
0,1 M Tampon, pH 7,4). 
 

4.6. Girişimler  

 

Ölçüm ortamõnda bulunabilecek bazõ maddelerin hazõrlanan enzim elektrodundaki 

cevaplarõ incelenmiştir. Bu çalõşmada glukoz derişimi ve girişim yapabilecek 

maddelerin derişimleri 0,5 M�da sabit tutulmuştur. Ölçüm ortamõnda bulunabilecek 

ve girişim yapabilecek maddeler metanol, asetilkolin, trietanolamin, formaldehit, 

dietanolamin, kolin ve askorbik asit olarak belirlenmiştir. Bu amaçla 0,5 M glukoz 

için kararlõ hal akõm değeri elde edildikten sonra hücreye girişim yapabilecek madde 

eklenmiş ve akõm değerlerindeki maksimum % azalma ölçülmüştür. Bu maddelerin 

hiçbirisi hazõrlanan enzim elektrodunda bir girişime neden olmamõştõr.  
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5. SONUÇLAR  

 

Oksijenin indirgenme akõmõnõn ölçülmesine dayanan glukoz tayini yapmak amacõyla 

yeni bir enzim elektrodunun geliştirildiği bu çalõşmada elde edilen sonuçlar aşağõda 

verilmiş ve diğer çalõşmalarla karşõlaştõrõlarak eleştirilmiştir. 

 

Hazõrladõğõmõz enzim elektrodunda GOD enzimi tutuklanmõş olarak kullanõlmõştõr. 

Çalõşmanõn ilk aşamasõnda, hazõrlanan enzim elektroduna referans oluşturmak üzere 

GOD enzimi için optimum çalõşma koşullarõ araştõrõlmõş ve serbest enzim için bazõ 

kinetik parametreler hesaplanmõştõr. Enzim elektrodunun hazõrlanmasõnda GOD 

enzimi PVF kaplanmõş elektrotta ve PVF kaplanmõş Au biriktirilmiş Pt elektrotta 

tutuklanmõştõr. Serbest enzim için yapõlan çalõşmalar kaplanmamõş Pt elektrot için 

yapõlmõştõr. Maksimum %∆i değerinin gözlendiği pH 7,4 ve sõcaklõk ise 30oC olarak 

bulunmuştur. Yapõlan bu çalõşmalar sonucunda serbest GOD enziminin glukozla 

reaksiyonu için Arrhenius grafikleri çizilmiştir. Bu reaksiyonun aktivasyon enerjisi 

kaplanmamõş Pt elektrot için 7,21 kJ/mol, Kmg değerleri ise 212,21 mM olarak 

bulunmuştur. 

 

Çalõşmanõn ilk aşamasõnda Pt elektrot yüzeyinde kaplanmõş PVF üzerine glukoz 

oksidaz (GOD) tutuklanmõştõr. PVF-GOD olarak tanõmladõğõmõz elektrotla PVF 

derişimi (10,0 mg/mL), PVF�de bekletme süresi (5 dakika), enzim derişimi         

(5,00 mg/mL), enzimde bekletme süresi (10 dakika) olarak saptanmõştõr. Çalõşmalar 

O2
� ce doygun ortamda yapõlmõştõr. 

 

Çalõşmada daha sonra  polimer ile kaplanmõş Pt elektrot yüzeyinde Au biriktirilerek 

ardõndan glukoz oksidaz (GOD) tutuklanmõştõr. PVF-Au-GOD enzim olarak 

tanõmladõğõmõz bu elektroda Au�nun etkisi araştõrõlmõştõr. Bu çalõşmalarda PVF-GOD 

enzim elektrodu ile saptanan optimum koşullar kullanõlmõştõr.  

 

PVF-Au-GOD enzim elektrodu için maksimum %∆i değerinin gözlendiği altõn 

derişimi 0,5 mM ve altõn çözeltisi içinde bekletme süresi de (10 dakika) olarak 

bulunmuştur. Ayrõca hazõrlanan PVF-Au-GOD enzim elektrodunun aktivitesine 
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sõcaklõğõn etkisi incelenmiş ve maksimum %∆i değerinin gözlendiği sõcaklõk 30°C 

olarak bulunmuştur. Enzimin substratõna doygun olduğu glukoz derişiminde sõcaklõk 

artmasõyla aktivitenin arttõğõ bölgedeki verilerin Arrhenius bağõntõsõna göre 

değerlendirilmesiyle PVF-Au-GOD enzim elektrodunda glukoz oksidaz ile glukoz 

arasõndaki reaksiyonun aktivasyon enerjisi 18,76 kJ/mol, PVF-GOD enzim 

elektrodunda ise 14,48 kJ/mol olarak bulunmuştur. Glukoz derişiminin etkisinin 

incelenmesi sõrasõnda elde edilen veriler kullanõlarak Lineweaver-Burk grafikleri 

çizilmiştir. PVF-Au-GOD enzim elektrodu ve PVF-GOD enzim elektrodunda 

tutuklanmõş enzimin pH�õ 7,4 olan 0,1 M fosfat tamponunda ve 25°C'da görünür 

Michealis-Menten sabitleri (Kmg) sõrasõyla 371 mM ve 417,57 mM glukoz olarak 

bulunmuştur.  

 

Serbest enzim sistemi için bulunan Ea değerleri kaplanmamõş Pt elektrotta 7,21 kJ/mol, 

tutuklanmõş enzim sistemi için ise PVF-GOD elektrotta 14,48 kJ/mol, PVF-Au-GOD 

elektrodunda 18,76 kJ/mol olarak bulunmuştur. Serbest enzim ve tutuklanmõş enzim 

reaksiyonlarõ için bulunan Ea değerleri karşõlaştõrõlacak olursa, Au biriktirilmiş 

elektrotta tutuklanmõş enzim sistemi reaksiyonu için aktivasyon enerjisinin daha 

yüksek olduğu görülmektedir.  

 

Serbest enzim sistemi için bulunan Michealis-Menten sabitleri kaplanmamõş Pt 

elektrotta 212,21 mM glukoz değeri olarak bulunmuştur. Tutuklanmõş enzim sistemi 

için ise, PVF-GOD elektrodu için 417,57 mM glukoz, PVF-Au-GOD elektrodu için 

371 mM glukoz olarak bulunmuştur. Serbest enzim ve tutuklanmõş enzim sistemleri  

için bulunan Kmg değerleri karşõlaştõrõlacak olursa tutuklanmõş enzim sistemi için 

bulunan Kmg değerlerinin daha büyük olduğu görülmektedir.  

 

Hazõrlanan PVF-GOD enzim elektrodunun glukoz için doğrusal çalõşma aralõğõ 73,86 

mM�a kadar, PVF-Au-GOD enzim elektrodu için ise 105,26 mM�a kadar bulunmuştur. 

Literatürde doğrusal çalõşma aralõğõ; 18 mM (Xu ve Chen, 1999), 9 mM (Chen ve 

Dong, 2002), 0,1-27 mM (Yang vd.,  2002), 20 mM (Sung ve Bae, 2002), 5-100 µM 

(Yabuki vd., 2003),  0,004-0,28 mM�a kadar  (Liu ve Ju, 2003) olarak verilmiştir.  
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Hazõrladõğõmõz enzim elektrodunun gözlenebilme sõnõrõ 5x10-4 M olarak bulunmuştur. 

Ayrõca bu enzim elektrodu ile 30 gün boyunca ölçüm yapõlmõş ve 28. günden sonra  

enzim elektrot aktivitesini kaybettiği gözlenmiştir.    

  

Sonuç olarak bu çalõşmada geliştirilen enzim elektrodu, literatürde verilen çalõşmalarla 

karşõlaştõrõldõğõnda hazõrlanmasõnõn kolay, ucuz, doğrusal çalõşma aralõğõnõn geniş 

olmasõ gibi avantajlara sahip olduğu söylenebilir. Kullanõlan enzim tutuklama yöntemi 

daha basittir ve enzim yapõsõnda deformasyona yol açmamaktadõr.  
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