
 
 

                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                               

                                                                              

  

                                                                                                     LAKTAT TAYĠNĠ ĠÇĠN 

                                                                                                        LAKTAT OKSĠDAZ TEMELLĠ 

                                                                                                     AMPEROMETRĠK ENZĠM 

                                                                                                        ELEKTROT HAZIRLANMASI 
 

 

       Ali Cihan ÇELĠK 

      Yüksek Lisans Tezi 

      KĠMYA Anabilim Dalı 

DanıĢman: Yrd. Doç. Dr. Funda ÖZTÜRK 

    2014 

                                                                                        

                                                 



 
 

                                                 T.C.  

  

                          NAMIK KEMAL ÜNĠVERSĠTESĠ  

  

                            FEN BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ  

  

  

                                YÜKSEK LĠSANS TEZĠ 

  

  

LAKTAT TAYĠNĠ ĠÇĠN LAKTAT OKSĠDAZ TEMELLĠ 

AMPEROMETRĠK ENZĠM ELEKTROT HAZIRLANMASI  

 

                                           Ali Cihan ÇELĠK 

  

                                     KĠMYA ANABiLiM DALI  

  

                    DANIġMAN: Yrd. Doç. Dr. Funda ÖZTÜRK  

  

  

  

                                        TEKĠRDAĞ-2014  

                                        Her hakkı saklıdır 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bu tez Namık Kemal Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri tarafından 

NKÜBAP.00.10.YL.12.04 No’lu proje olarak desteklenmiĢtir. 



 
 

Yrd. Doç. Dr. Funda ÖZTÜRK danıĢmanlığında, Ali Cihan ÇELĠK tarafından 

hazırlanan ve 04.09.2014 tarihinde savunulan ―Laktat tayini için laktat oksidaz 

temelli amperometrik enzim elektrot geliĢtirilmesi ‖ isimli bu çalıĢma aĢağıdaki jüri 

tarafından Kimya Anabilim Dalında Yüksek Lisans olarak oy birliği ile kabul 

edilmiĢtir.  

 

 

 

  

Jüri BaĢkanı: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGĠNTÜRK   İmza :  

 

Üye: Yrd. Doç. Dr. Funda ÖZTÜRK    İmza :  

 

Üye: Doç. Dr. Elife Zerrin BAĞCI     İmza :  

 

 

 

 

  

  

  

  

                        Fen Bilimleri Enstitüsü Yönetim Kurulu adına  

  

 

 

  

                                     Prof. Dr. Fatih KONUKCU  

                                              Enstitü Müdürü  

                                                      



i 
 

ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

LAKTAT TAYĠNĠ ĠÇĠN LAKTAT OKSĠDAZ TEMELLĠ AMPEROMETRĠK 

ENZĠM ELEKTROT HAZIRLANMASI 

 

Ali Cihan ÇELĠK 

 

Namık Kemal Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

DanıĢman: Yrd. Doç. Dr. Funda ÖZTÜRK 

 

 Laktik asidin hızlı ve güvenilir analizi, klinik analizler, gıda endüstrisi ve 

spor hekimliği gibi alanlarda önemli bir rol oynar. Laktik asit tayini için HPLC, iyon 

kromatografisi veya enzimatik kitler kullanılmaktadır ancak bu yöntemler genellikle 

pahalı, zaman alıcı ve zahmetlidir. Laktik asidin doğrudan hızlı, ucuz, seçici ve 

güvenilir tayini için biyosensör kullanımı diğer tayin yöntemlerinin iyi bir 

alternatifidir.. Bu çalıĢmada laktik asit tayini için benzo[c]sinnolin, laktat oksidaz ve 

çok duvarlı karbon nanotüp (ÇDKNT) ile modifiye edilmiĢ karbon pasta enzim 

elektrot geliĢtirildi. Elektrodun çözelti/elektrot arayüzeyindeki elektron aktarım 

özellikleri dönüĢümlü voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi 

yöntemleri kullanılarak incelendi. Daha önce yapılan elektrokimyasal çalıĢmalar 

sonucunda medyatör gibi etki gösterebileceği düĢünülen benzo[c]sinnolin, bu 

çalıĢmada laktik asit tayini için yeni bir medyatör olarak araĢtırıldı ve laktat oksidaz 

için iyi bir elektron alıcısı (medyatör) olduğu ve laktik asit tayininin -0,40 V 

(Ag/AgCl‘a karĢı) gibi düĢük bir potansiyelde gerçekleĢmesini sağladığı görüldü. 

Hazırlanan enzim elektrodun optimum elektrot bileĢimi ve en iyi çalıĢma koĢulları 

araĢtırıldı. %16 benzo[c]sinnolin, %24 ÇDKNT ve %60 grafit tozu ile hazırlanan 

enzim elektrodun pH‘sı 7,0 olan 0,05 M fosfat tamponunda laktik aside en iyi cevabı 

verdiği bulundu. Bu Ģartlar altında enzim elektrodun doğrusal çalıĢma aralığı, tekrar 

üretilebilirlik, tekrarlanabilirlik, cevap zamanı, raf ömrü gibi performans faktörleri 

incelendi. ÇalıĢmada ayrıca enzim elektrodun serumda laktik asit tayinine 

uygulanabilirliği araĢtırıldı. GeliĢtirilen enzim elektrot ile geniĢ bir deriĢim 

aralığında, giriĢim etkisi olmadan, tekrarlanabilirliği yüksek ve hızlı laktik asit tayini 

gerçekleĢtirildi. 

 

Anahtar kelimeler: Laktik asit, amperometri, benzo[c]sinnolin, çok duvarlı karbon 

nanotüp, karbon pasta  

                                                    2014, 95 sayfa  
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ABSTRACT 

 

MSc. Thesis 

 

LACTATE OXIDASE BASED AMPEROMETRIC ENZYME ELECTRODE 

DEVELOPMENT FOR LACTATE DETERMINATION 

 

Ali Cihan ÇELĠK 

 

Namık Kemal University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemistry 

Supervisor:  Assist. Prof. Dr. Funda ÖZTÜRK 

  

Fast and reliable analysis of lactic acid plays an important role in fields such 

as sports medicine, clinical analysis and food industry. HPLC, ion chromatography 

or enzymatic kits are used for lactic acid analysis but these methods are often 

expensive, time consuming and laborious. The use of biosensors for direct, rapid, 

cheap, reliable and selective lactic acid determination is a good alternative to other 

detection methods. In this study for the determination of lactic acid, benzo [c] 

cinnoline, lactate oxidase and multi-walled carbon nanotube (MWCNT) modified 

carbon paste electrode was developed for the determination of lactic acid. Electron 

transfer properties of the electrode at solution/electrode interface were investigated 

using impedance spectroscopy and cyclic voltammetry methods. According to the 

previous electrochemical studies benzo [c] cinnoline, was investigated as a new 

mediator for lactic acid determination and it was used as an useful electron acceptor 

(mediator) for lactate oxidase and allowed lactic acid determination to be carried out 

at -0.40 V (Ag / AgCl against). The optimum electrode composition and the best 

working conditions of the constucted enzyme electrode were investigated. Enzyme 

electrode prepared by 16% benzo [c] cinnoline, 24% MWCNT and 60% graphite 

powder was found to give the best response to lactic acid in 0.05 M phosphate buffer 

at pH 7.0. Performance factors of the enzyme electrode such as linear working range 

reproducibility, repeatability, response time, shelf-life were determined under 

optimal working conditions. The applicability of the enzyme electrode was also 

evaluated in this study. Rapid and high reproducible lactic acid determination was 

performed with the constructed enzyme electrode in a wide concertration range with 

no interference effects.  

 

Keywords: Lactic acid, amperometry, benzo [c] cinnolin, multi walled carbon 

nanotubes, carbon paste 
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SĠMGELER DĠZĠNĠ 

 

A                : Amper 

BCC                  : Benzo (c) sinolin 

cm
2
     : Santimetre kare 

ÇDKNT            : Çok duvarlı karbon nanotüp  

DKE    : Doygun kalomel elektrot 

DV                    : DönüĢümlü voltametri 

Eind     : ĠndirgenmiĢ enzim 

Eyük     : YükseltgenmiĢ enzim 

FET     : Alan etki transistörleri 

GA     : Glutaraldehit 

H2O2     : Hidrojen peroksit 

HPLC     : Yüksek performanslı sıvı kromatografisi 

ISFET     : Ġyon seçici alan etki transistörleri 

Km     : Michaelis-Menten sabiti 

KPE                  : Karbon pasta elektrot 

LOD     : Laktat oksidaz 

M    : Molar 

mA     : Miliamper 

mg     : Miligram 

Mind     : ĠndirgenmiĢ medyatör 

mM     : Milimolar 

mmol     : Milimol 

mV     : Milivolt 

Myük     : YükseltgenmiĢ medyatör 

nm     : Nanometre 

nM     : Nanomolar 

N2                     : Azot 

O2                               : Oksijen 

Pt    : Platin 

S    : Substrat 
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s                    : Saniye 

TRIS           : Tris(hidroksimetil)aminometan 

U            : Enzim ünitesi 

V                   :Volt 

μA                 : mikroamper 

μM                : mikromolar 

μmol             : mikromol 
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1.GĠRĠġ 

 

Laktik asit (C3H6O3, MA: 90,08 g/mol, Erime noktası: 53 
o
 C); polar, suda 

kolaylıkla çözünebilen, renksiz ya da sarımsı renkte olabilen bir organik asittir. Ġlk 

olarak ekĢimiĢ sütten elde edildiği için süt asidi olarak da bilinir. Laktik asit çözelti 

ortamında bir protonunu kaybettiğinde laktat iyonunu oluĢturur (CH3CH(OH)COO
- 
). 

     

      2323 COOHCHCHHHCOOHCHCH         Ka= 1.38 x 10
-4       

               (1) 

 

Laktik asit insan vücudunda çeĢitli ve önemli proseslerde görev almaktadır. 

Ġnsan vücudunda, normal metabolizma hızında veya egzersiz durumunda 

fermantasyon prosesi ile laktat dehidrogenaz enziminin piruvata etki etmesi 

sonucunda L-laktat oluĢur. Kandaki L-laktat deriĢimi genellikle                                 

1–2 mmolL
-1

 civarındadır (Habermüller ve ark. 2000, Gispen ve ark. 2000). 

Laktik asit birden çok amaç için kullanılan bir kimyasaldır. Asitlendirici, 

tatlandırıcı ve koruyucu madde olarak gıda, tekstil, deri endüstrisinde kullanılması ve 

indirgenebilir polilaktik asit polimerizasyonu için hammadde niteliği taĢıması bu 

kullanım alanlarına verilecek en basit örneklerdir (ToptaĢ 2011). 

Bir amperometrik biyosensörün spesifik özellikleri; yüksek oranda 

immobilize edilen enzimin aktif merkezi ile uygun bir çalıĢma potansiyelinin 

uygulandığı bir elektrot yüzeyi arasındaki elektron transfer sürecinin kinetiğine 

bağlıdır. Yüksek duyarlılık ve hızlı cevap özelliklerine sahip bir amperometrik 

biyosensör geliĢtirmenin temel ön koĢulu; biyobileĢenden elektroda hızlı bir elektron 

transferini mümkün kılmaktır (Habermüller ve ark. 2000, Gispen ve ark. 2000).  

 

Oksidaz temelli biyosensörler, fizyolojik elektron alıcısı olarak davranan 

oksijene bağlı olduklarından; bu aygıtlar, oksijen miktarının çözelti içerisinde azalıp 

artmasına bağlı olarak yanlıĢ sonuç vermeye yatkındırlar. Bu yanlıĢlıklar 

biyosensörün cevap akımlarındaki değiĢiklik ve lineerliğin en üst limitinin 

azalmasını içermektedir. Bu durum, oksijen ile elektronları enzimin redoks 



2 
 

merkeziyle elektrot yüzeyi arasında taĢıma kapasitesine sahip bir elektron alıcısının 

yer değiĢtirmesi sağlanarak düzeltilebilir. Bu amaçla elektron transfer aracıları 

(medyatörler) kullanılmaktadır. Medyatörler, ortamda çözünmüĢ olarak bulunan 

oksijen ile yarıĢarak, elektronları enzimin aktif merkezinden elektrot yüzeyine 

taĢırlar. Medyatör kullanmanın bir sonucu olarak, medyatörün düĢük redoks 

potansiyeli sebebiyle endojen türlerin yükseltgenmesi de minimuma indirilebilir. 

Ancak bu yükseltgenmeler tamamen ortadan kaldırılamaz (özellikle askorbik asit 

için). Bu endojen türler yükseltgenerek cevap akımlarında hataya ayrıca kullanılan 

medyatörü harcayarak ek hatalara sebep olabilmektedir (Beskan 2011). 

 

Literatür incelendiğinde; medyatör kullanımına, hazırlanan farklı nitelikteki 

amperometrik enzim elektrotlara ve laktik asit tayinine iliĢkin bilgiler edinilebilir. 

Paz Zanini ve ark. (2012) laktik asit tayini için laktat oksidaz enziminin 

laponit/kitosan hidrojelleri ile modifiye edilmiĢ camsı karbon elektroda immobilize 

edilmesi ile bir biyosensör hazırlamıĢlardır. Medyatör olarak ise ferrosen–metanol 

kullanılmıĢtır. Haccoun ve ark. (2004) L-Laktat tayini için poli (5-hidroksi-1,4-

naftakinon-co-5-hidroksi 3- tiyoasetik asit-1,4-naftakinon) kopolimer filmine 

kovalent olarak bağlanmıĢ laktat oksidaz enzimini kullanarak amperometrik bir 

biyosensör hazırlamıĢlardır. Wang ve ark. (2008) tarafından laktat tayini için negatif 

yüklü laktat oksidaz enziminin pozitif yüklü nanoboyuttaki kobalt fitalosiyanin ile 

elektrostatik çekiminden yararlanılarak immobilize edildiği kolloidal biyokompozite 

dayalı bir biyosensör geliĢtirilmiĢtir. Garjonyte ve ark. (2011)  flavositokrom b2 

kaynağı olarak kullanılan ekmek mayası Saccharomyces cerevisiae ile modifiye 

edilmiĢ karbon pasta elektrotların laktik asit biyosensörü olarak kullanımını 

araĢtırmıĢlardır. Piano ve ark. (2010) tarafından laktik asit tayini için Meldola‘s Blue-

Reinecke tuzu ile modifiye edilmiĢ perde baskılı karbon elektrot geliĢtirilmiĢtir. 

Perde baskılı elektrot laktat dehidrogenaz enzimi ve NAD
+

 

ile kaplanmıĢ ve elektrot 

yüzeyine yarıgeçirgen membran olarak seluloz asetat tabakası biriktirilmiĢtir. 

 

Bu çalıĢmada laktik asit tayini için elektron transfer aracısı (medyatör) olarak 

benzo[c]sinnolinin (ġekil 1.1) kullanıldığı amperometrik enzim elektrot hazırlanması 

amaçlandı. Bu amaçla laktik asit tayini çok duvarlı karbon nanotüp, BCC ve laktat 

oksidazın belirlenen optimum miktarlarda karıĢtırılmasıyla hazırlanan karbon pasta 
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elektrot  (KPE/BCC/ÇDKNT/LOD)yüzeyindei, enzimatik reaksiyon sonucu oluĢan 

indirgenmiĢ durumdaki medyatörün - 0,4 V elektrot potansiyelinde tekrar 

yükseltgenmesi esasına dayanılarak yapıldı. Enzim elektrodun en iyi çalıĢma 

koĢulları belirlendi ve elektrodun çalıĢmasını etkileyen faktörler incelendi.  

 

 

ġekil 1.1 BCC‘nin molekül yapısı 
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2.KURAMSAL TEMELLER  

  2.1 Organik Asit  

Laktik asit diğer tüm organik asitler gibi karboksilli asitler grubuna giren bir 

zayıf asittir (Ka 1,38x10
-4

 ). Laktik asit molekülü geometrik olarak düzlemseldir ve 

moleküldeki açılar yaklaĢık 120º dir (ġekil 2.1). 

 

 

ġekil 2. 1 Karboksilli asitlerin geometrik yapısı  

 

Molekülde oksijenden kaynaklanan polarlık vardır. Yüksek enerjili p 

orbitallerinden ve tepkimeye açık olan sterik durumdan dolayı kimyasal etkinlik 

gösteren kısım polar olan karboksil grubu üzerindedir. Tepkimelerde molekülün 

diğer kısmı fazla etkili değildir. Laktik asit mineral asitlerine göre (HCI, HNO3 vb.) 

zayıf bir asittir. Mineral asitlerde pKa ≈ 1 veya daha küçük, organik asitlerde ise pKa 

lar yaklaĢık beĢ dolayındadır. Laktik asit mineral asitlerden daha zayıf olmasına 

rağmen alkollerden ve fenollerden daha kuvvetli bir asittir çünkü karboksilat iyonları 

rezonansla kararlı duruma gelir ( ġekil 2.2 ) (Asıldağ 2006). 
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ġekil 2. 2 Karboksilli asitlerin asitliği 

 

             Küçük molekül ağırlıklı karboksilli asitler kokuludur. Karboksilli asitler 

(RCO2H) hidrojen bağları yardımıyla dimerler oluĢturabilirler (Asıldağ 2006). 

2.2 Laktik Asit  

Laktik asit kimyasal olarak alfa hidroksi asit veya 2- hidroksipropiyonik asit 

olarak adlandırılan bir organik asittir. Laktik asit; asit grubunun yanındaki karbon 

atomunda bir hidroksil grubu olan alfa hidroksi asittir. Eğer hidroksil grubu, asit 

grubunun ikinci karbonunda ise bu durum beta-hidroksi asit olarak 

adlandırılmaktadır. Merkezi karbon atomu; dört farklı gruba bağlandığından laktik 

asit, D (dextro) ve L (levo) olmak üzere iki tane optik izomeri oluĢturmaktadır (ġekil 

2.3). L (+) ve D (-) izomerleri bakteriyel sistemlerde üretilmektedir. Bu izomerlerden 

sadece L formu hayvansal metabolizmada yer almaktadır ( Dizdar 2012). 

Laktik asit veya ∞-hidroksi propiyonik asit, suda çözüldüğünde laktat ve H
+
 

iyonları verir. Bu bir tersinir reaksiyondur ve bu denge aĢağıda gösterilmiĢtir.  

      2323 COOHCHCHHHCOOHCHCH  
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ġekil 2. 3 :  Laktik asidin kimyasal yapısı 

 

2.2.1 Laktik Asidin Tarihçesi 

 

 Laktik asidin kimyasal bir bileĢik olarak keĢfi, 18. yy ın ortalarında yaĢamıĢ 

ünlü bir kimyager olan  Carl Wilhelm Scheele tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Carl 

Wilhelm Scheele organik kimya alanında çalıĢan ilk kimyager olarak bilinmektedir 

(H. Benninga 1990). Laktik asit, 1881'de ticari olarak büyük ölçüde ekĢimiĢ sütten 

elde edilirdi; bu yüzden laktik aside süt asidi de denir. Sütte bulunan laktoz, laktik 

maya denilen bakteriler tarafından laktik aside dönüĢtürülür (Dutta 2006; Chahal ve 

Starr 2006). 

 

2.2.2 Laktik Asidin Özellikleri 

 

 Kimyasal adı:  2-hidroksipropanoyik asit  

 Kimyasal formülü: C3H6O3 

 Moleküler ağırlığı: 90,08 g/mol 

 Erime noktası: 53 °C 

 Kaynama noktası: 122 °C (12 mmHg) 

 Görünüm: renksiz ya da sarımsı 

 pKa: 3,86    (Ullmann 1990) 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Carl_Wilhelm_Scheele
http://tr.wikipedia.org/wiki/Carl_Wilhelm_Scheele
http://tr.wikipedia.org/wiki/Carl_Wilhelm_Scheele
http://tr.wikipedia.org/wiki/1881
http://tr.wikipedia.org/wiki/Laktoz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bakteriler
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2.2.3 Laktik Asidin Ġnsan Vücudu için Önemi  

 

Laktik asit hayvan, bitki veya mikroorganizma gibi değiĢik hayat formlarında  

bulunan bir bileĢik olup, karbonhidrat ve amino asit metabolizmasının bir ara ürünü  

olarak kendisini göstermektedir (Bogaert ve Naidu 2000). 

 

Laktik asit genel olarak hemen hemen her dokuda mevcut olup, özellikle 

biyolojik salgılarda miktar olarak daha fazla bulunmaktadır. Örneğin; laktik asit 

kanda 1,4 µmolml
-1

,  spermde 4,1 µmolml
-1

, ürinde 0,3 µmolml
-1

 olarak tayin 

edilmiĢtir. Ġnsan vücudunda laktik asidin L (+) formunun daha baskın olduğu 

görülmekle beraber, ürinde laktik asidin D (-) formuna da rastlanmıĢtır. Laktik asidin 

D (-)  formu, karaciğer tarafından metalobize edilmekte olup, laktik asidin bu yüzden 

hepatik yetmezlik yaĢayan ve özellikle üç yaĢın altı çocuklara gıda olarak 

verilmemesi tercih edilmektedir (Gülseren 2012). Biyolojik sistemlerde, laktik 

asidin L (+) formu,  pürivik asidin indirgenmesi ile oluĢmaktadır. Bu hidrojen 

transferi NADH bazlı enzim olan, laktat dehidrogenaz enzimi ile gerçekleĢmekte ve 

laktik asit seviyesi piruvat deriĢimine göre ve NADH/NAD
+
 oranına göre 

değiĢmektedir. Ayrıca,  laktik asit bileĢen deriĢimlerinin bazı özel dokulara göre 

değiĢmesinin yanında, bir istisna olarak, iskelet kaslarındaki tüm hücrelerde 

laktat/piruvat oranı her zaman sabit olmaktadır. Yeteri kadar oksijenin bulunduğu 

ortamlarda, laktat 12 mol, pürivat ise 1 mol oluĢmakta ve bu oran hep sabit 

kalmaktadır. Laktat ve pürivat moleküllerinin hidrofobik doğası gereği, bu 

moleküller hücre zarına kolaylıkla girebilmektedir. Hücre zarı kandaki bu iki 

molekülün deriĢimi ve NADH/NAD
+
  redoks dengesi arasında bir iliĢki kurmaktadır 

(Çoban 2008). Ortamda eğer oksijen varsa, kas hücreleri için gerekli enerji, 

adenozin trifosfat (ATP)  ya da kreatin fosfat gibi enerji bileĢiklerini sentezleyen 

glikozun oksidatif indirgenmesiyle sağlanmaktadır. Eğer ortamda gerekli oksijen 

mevcut değilse veya fiziksel aktivite gibi ihtiyaç olunandan daha fazla miktarda 

enerji gerektiğinde,  gerekli olan enerji glikoliz yolu ile sağlanmaktadır. Glikoliz 

reaksiyonu, kaslardaki laktik asitin artmasına sebep olmaktadır. Bununla beraber, 

fazla asit kan akıĢına diffuz ederek karaciğer ve böbrek tarafından absorbe edilir. 

Fazla asit, karaciğer ve böbrek tarafından emildikten sonra, burada glikoz ve 
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glukojen sentezi için kullanılır ve bu metabolik durum laktik asitin oksidatif 

indirgenmesi sonucunda açığa çıkan enerjiyi kullanır (R. Garjonyte ve ark. 2006). 

 

1930 yılında, Meyerhof, kullanılan laktik asit ile okside olan laktik asit 

oranının beĢe bir oranında olduğunu bulmuĢtur. Laktik asit, karaciğerde veya 

böbrekte yeniden bir senteze gidildiği taktirde, glikoz molekülü kan akıĢına sirküle 

olarak enerjiye veya laktik asite dönüĢümün sağlandığı kas hücrelerine ulaĢır. Bu 

döngüye, ‗Cori’ döngüsü adı verilmektedir. Yapılan çalıĢmalarda, laktik asidin 

yetiĢkin bir erkekteki günlük geri dönüĢüm oranının 120-150 g arasında olduğu 

belirtilmiĢtir (Gülseren 2012). 

 

Laktik asit doğal yollar ile veya sentetik olarak üretilebilir (Paz Zanini ve 

ark. 2011). 

 

2.2.4 Laktik Asidin Kullanım Alanları  

 

Birçok uygulama alanına sahip bir kimyasal olan laktik asidin endüstride 

oldukça önemli bir yeri vardır. Laktik asidin Ģu anki kullanımı ve uygulama alanları 

dört temel sınıfa ayrılır; 

 Gıda  

 Kozmetik 

 Ġlaç 

 Kimyasal uygulamalar 

  1982‘den beri laktik asit pazarı, gıda ve içecek sanayisi tarafından 

oluĢturulmaktadır ve bugün de bu durum devam etmektedir. Üretilen laktik asidin  

%50‘den fazlası hazır gıda ürünlerinde emülsifiye edici ajan olarak kullanılmaktadır. 

Laktik asit bakterileri, özellikle pH‘yı düĢürmeleri, rekabetçi olarak davranmaları ve 

bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler üretmeleri nedeniyle gıda muhafazasında 

çok fazla yararlanılan mikroorganizmalardır (ToptaĢ 2011). 

 



9 
 

Teknik kalitedeki laktik asit, asitliği düzenleyici olarak sebze ve deri 

endüstrisinde kullanılmaktadır. Laktik asidin kullanıldığı diğer alanlar ise eczacılık 

ve kozmetiktir (ToptaĢ 2011). 

 

Laktik asit kozmetik uygulamalarında doğal katkı maddesi olarak kullanılır.  

Öncelikli olarak nemlendirici ve pH düzenleyici olmasına rağmen, antimikrobik 

aktivitelerde, derinin temizlenmesinde ve derinin sulandırılmasında da kullanılır. 

Nemlendirici etki doğrudan laktik asidin su tutma kapasitesine bağlıdır ve laktik 

asidin cilt parlatıcı etkisi tirozinaz oluĢumunu önlemesinden kaynaklanır. Ġnsan 

bedeninin doğal bileĢenleri olduğundan, laktik asit ve onun tuzu olan laktat, doğal ve 

daha güvenli formüllerden yana olan modern eğilimlere kusursuzca uyar ve onları 

kozmetikte çok faydalı aktif maddeler yapan cilt parlatıcı ve yeniden gençleĢtirme 

gibi etkilere sahiptir  (Oban 2008). 

 

2.3 Biyosensörler 

 

Biyosensörler, ölçümü istenen bileĢen (analit) ile uygun bir biyoajan  

(biyomolekül) arasındaki fizikokimyasal etkileĢimin, dönüĢtürücüler (transduser) 

yardımı ile elektrik sinyallerine dönüĢtürüldüğü ve bu sinyallerin elektronik 

yöntemlerle analit deriĢimi cinsinden ifade edildiği analitik cihazlardır.  

 

Biyosensör sistemleri genel olarak üç temel bileĢenden oluĢur. Bunlar, seçici 

tanıma mekanizmasına sahip biyoajan (biyomolekül), bu biyoajanın analit ile 

etkileĢimi sonucu oluĢan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere dönüĢtüren 

çevirici (tranduser) ve elektronik bölümler olarak sıralanabilir (Dursun 2009). 

 

Biyosensör, enzim, antikor, reseptör, nükleik asit, hücre gibi bir biyobileĢenin 

uygun iletim ve sinyal sistemi ile birleĢtirilmesi ile hazırlanan analitik bir sistem 

olarak da tanımlanabilir ( Castillo ve ark. 2004). 
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Biyosensörler için uygulama alanları aĢağıdaki maddeler ile özetlenebilir; 

 Klinik diyagnostik 

 Biyomedikal sektör  

 Tarla tarımı, bağ-bahçe tarımı ve veterinerlik  

 Bakteriyel ve viral diyagnostik  

 Ġlaç analizi  

 Endüstriyel atık kontrolü  

 Çevre koruma ve kirlilik kontrolü  

 Maden iĢletmelerinde toksik gaz analizleri  

 Askeri uygulamalar  

 

Biyosensörler; gıda maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaçlar gibi 

organik maddeler, bazı anorganik bileĢikler yanında enzimler, virüsler ve 

mikroorganizmaların tayininde kullanılırlar. Bunların dıĢında, biyolojik oksijen 

gereksinimi (BOD), toksisite ve mutajenite testlerinde de baĢarı ile 

kullanılmaktadırlar (Yılmaz 2011). Çizelgede gıda maddelerindeki çeĢitli bileĢenler 

için biyosensör uygulamaları özetlenmiĢtir ( Çizelge 2.1 ). 

 

Çizelge 2. 1 Gıda maddelerindeki çeĢitli bileĢenler için biyosensör uygulamaları 

(Bartlett ve P.N. 1990)  
 

Analit Uygulama BiyobileĢen DönüĢtürücü Tayin Aralığı 

 

 

Glikoz 

YumuĢak 

içkiler, 

Meyve 

suları ve Süt 

 

 

Glikoz oksidaz 

 

 

Amperometrik 

 

 

50-500 mmolL
-1 

 

 

Glikoz, 

Fruktoz, 

 

 

  

ġarap 

 

Glikoz oksidaz, 

D-fruktoz 

dehidrogenaz, 

 

 

 

Amperometrik 

0,03-15 mmolL
-1

 

(Glikoz) 

0,01-10 mmolL
-1

 

(fruktoz) 
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Etanol, 

L-Laktat, 

L-Malat, 

Sulfit 

Alkol 

dehidrogenaz, 

L-malat 

dehidrogenaz, 

Sulfit oksidaz, 

Diyaforaz 

0,014-4 mmolL
-1

 

(etanol) 

0,011-1,5  

mmolL
-1

 

(L-laktat) 

0,015-1,5  

mmolL
-1

  

(L-malat) 

0,01-0,1 mmolL
-1 

(sulfit) 

 

 

Fruktoz 

 

 Bal, Süt, 

Meyve suyu 

ve ġarap 

 

 

D-fruktoz 

dehidrogenaz 

 

 

Amperometrik 

 

50 × 10
-3

- 10 

mmol
-1 

NiĢasta Buğday unu 

örnekleri 

α- amilaz, 

Amiloglikosilaz 

ve glikoz 

oksidaz 

Amperometrik  

5 × 10
-3

-5 ×10
-1

 

mmolL
-1 

Etanol Bira 

 

Alkol oksidaz Amperometrik 0,12- 2,00 

mmolL
-1 

 

Aset aldehit 

 

Alkollü 

içecekler 

 

Alkol 

dehidrogenaz 

 

Amperometrik 

 

500-33×10
4
 

mmolL
-1

 

Polifenol YeĢil çay, 

üzüm ve 

Zeytin 

ekstraktlari 

 

Tyrosinaz 

 

Amperometrik 

 

10×10
3
-10×10

4
 

mmolL
-1

 

 

Sitrik asit 

 

Meyve suyu 

ve Sporcu 

içecekleri 

 

Sitrat Liyaz 

 

Amperometrik 

 

0,015-0,5  

mmolL
-1

 

 

L-malat 

ġarap, 

Meyve 

suları ve 

Cider 

L-malat 

dehidrogenaz ve 

Salsilat 

hidroksilaz 

 

Amperometrik 

 

0,01-1,2 mmolL
-1
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Askorbik 

asit 

Meyve 

suları 

Askorbat 

oksidaz 

 

Amperometrik 

 

5,0×10
-2

-1,2  

mmolL
-1

 

 

L-amino 

asitler 

Sentetik 

örnekler 

L-amino asit 

oksidaz ve 

Horseradis 

peroksidaz 

 

Potansiyometrik 

         

 

         - 

L-glutamat Gıda 

aromaları 

L-glutomat 

oksidaz ve 

NADH oksidaz 

 

Amperometrik 

 

0,05-1,0 mmolL
-1

 

Aminler Balık Diamin oksidaz  

Amperometrik 

<6 mmolL
-1

 

Biyojenik 

aminler 

Balık Diamin oksidaz  

Amperometrik 

<9,5×10
-4

  

mmolL
-1

 

Histamin Deniz 

ürünleri 

Histamin 

oksidaz 

 

Amperometrik 

0,01 -0,02 

mmolL
-1

 

Hipoksantin  Balık Ksantin oksidaz  

Amperometrik 

0,005-0,03 

mmolL
-1

 

Nitrat Sentetik 

örnekler 

Nitrat reduktaz  

Amperometrik 

< 0,1 mmolL
-1

 

nitrat 

 

Oksalat 

Ispanak 

örnekleri 

Oksalat oksidaz  

Amperometrik 

0,012-0,1  

mmolL
-1

 

 

Oksalat 

 

Ispanak 

örnekleri 

Oksalat oksidaz 

ve horseradish 

peroksidaz 

 

Amperometrik 

0,1-2,0 mmolL
-1

 

 

 

2.3.1 Biyosensörlerin Yapısı ve Fonksiyonu 

 

Biyosensörler yüzeye immobilize edilmiĢ biyolojik sistemler ve bu 

sistemlerden gelen bilgiyi ölçülebilir bir sinyale dönüĢtüren cihazlardan oluĢur (ġekil 
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2.4). Biyolojik bileĢen sayesinde belirli bir analite veya analitlere karĢı seçici cevap 

alınır ve böylece giriĢim etkisi en aza indirgenir. Biyosensörlerin içerdiği biyolojik 

bileĢenler, seçici olarak hedef analitle reaksiyona girer ve analit deriĢimine bağlı 

olarak elektriksel sinyal oluĢtururlar (Yılmaz 2012). 

 

DönüĢtürücünün temel görevi, analit ile biyolojik olarak aktif materyal 

arasındaki etkileĢim nedeniyle meydana gelen fizikokimyasal değiĢiklikleri elektrik 

sinyaline dönüĢtürmektir. 

 

 

ġekil 2. 4 Biyosensör bileĢenlerinin Ģematik gösterimi (Yılmaz 2012) 

 

2.3.2 BiyobileĢenler 

 

Biyosensörlerin yapısında görev alan biyobileĢenler çoğu kez biyoreseptör 

olarak da adlandırılırlar. Bunların içinde en yaygın kullanılanlar enzimler, dokular, 

mayalar, antibadi/antijenler ve antikorlardır. Enzim –substrat ve antikor – antijen 

arasındaki etkileĢimin ilk adımı analitlerin protein moleküllerine bağlanmasıdır.  

 

2.3.2.1 Enzim Biyosensörleri 

 

Biyosensör teknolojisinin tarihsel geliĢimine bakıldığında bu alandaki ilk 

çalıĢmaların enzim sensörleriyle baĢladığı görülmektedir. 1962‘de Clark ve Lyons ve 
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1967‘de Updike ve Hick tarafından rapor edilen glukoz tayinine yönelik ―glukoz 

oksidaz enzim elektrodları‖ bu konudaki ilk örnekleri oluĢturmaktadır (Yücel 2013). 

Biyosensör hazırlamada enzimleri kullanmak; spesifiklik bakımından avantajlı ancak 

saf enzimin pahalı oluĢu açısından da dezavantajlıdır. Temel bilimlerdeki ilerlemeler 

enzimlerin yanı sıra diğer biyolojik materyallerin fonksiyonlarının da çok daha 

ayrıntılı bir Ģekilde ortaya çıkarılmasına imkân vermiĢtir. Bu ilerlemelerin doğal bir 

sonucu olarak farklı biyolojik materyallerin ve iletim sistemlerinin kombinasyonuyla 

çok çeĢitli biyosensörler geliĢtirilmiĢ ve geliĢtirilmeye devam edilmektedir.  

 

Bugünkü sonuca bakıldığında, hangi temel iletim sistemi söz konusu olursa 

olsun pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrotlarının büyük bir üstünlüğü göze 

çarpmaktadır. Bilinen enzimlerin yanı sıra bilinmeyenlerin potansiyel varlığı, 

piyasada yüzlerce ticari enzim preparatının bulunabilirliği ve bu sayının her geçen 

gün yükselmesi enzim sensörlerinin tartıĢılmaz üstünlüğünün devam edeceğinin bir 

göstergesidir (Yücel 2013) 

 

2.3.2.2 Doku Biyosensörleri 

 

Ġlk defa 1981 yılında bitki dokusu temelli elektrot hazırlanmasından itibaren,  

birçok bitki dokusu temelli biyosensör geliĢtirilmiĢtir. Bitkisel doku materyalleri 

kullanılarak oluĢturulan biyosensörler, izole enzimlerle oluĢturulan biyosensörlere 

bir alternatiftir (Sidwell ve Rechnitz 1986).  

 

Doku biyosensörlerinde enzimin saflaĢtırılması gerekliliği ortadan kalkar, 

ayrıca bu biyosensörler bazı enzimler için doğal ortamda artan kararlılık ve düĢük 

maliyet gibi avantajlara sahiptirler. 

 

Doku kesitleri kullanıldığında biyosensörün cevap süresi genellikle uzundur. 

Bu süreyi kısaltmak için direkt doku kesiti yerine, doku ezilerek veya iyice 
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homojenize edilerek hazırlanır. Böylece difüzyon problemi de azaltılmıĢ olur 

(Toprakkıran 2012). 

 

2.3.2.3 Mikrobiyal Biyosensörler 

 

Enzimler yerine mikroorganizmalarla hazırlanan sensörlere mikrobiyal 

sensörler denir. Mikrobiyal sensörlerin enzim sensörlerine göre bazı avantajları 

vardır bunlar aĢağıda yer alan maddeler ile özetlenebilir:  

 Enzimler doğal ortamlarında bulunacaklarından dıĢ etkilere karĢı daha az 

dayanıklıdır. 

 Mikrobiyal sensörler enzim elektrotlardan genelde daha uzun ömürlüdür. 

 Saf enzim yerine hücre kullanılması daha ekonomiktir.  

Ancak mikrobiyal sensörler enzim sensörlerine göre bazı dezavantajlara da 

sahiptir. 

 Hücre membranı difüzyon bariyeri oluĢturduğundan membrandan geçemeyen 

moleküller için uygun sensör hazırlanamaz.  

 Mikrobiyal sensörlerin cevap süresi enzim sensörlerinden daha uzundur.  

 Hücre birçok enzim içerdiğinden hedef reaksiyonunun diğer enzimlerden 

etkilenmesi söz konusudur (Karadağ 2012). 

 

2.3.2.4 DNA Biyosensörleri 

 

Tanıma yüzeyi olarak DNA‘nın kullanıldığı biyosensörlere DNA 

biyosensörleri adı verilir ( McGown ve ark. 1995). DNA biyosensörleri, dizisi 

bilinen hibridizasyon olaylarının izlenmesinde (Mikkelsen ve S.R. 1996) veya bu 

yüzey ile etkileĢime giren maddelerin tayininde kullanılabilir. Bu maddeler, DNA ―1 

‗‘ ile; elektrostatik olarak, DNA çift sarmal yapısının küçük ve büyük oluklarına 

bağlanarak ya da doğal yapılı DNA‘nın baz çiftleri arasına birikerek etkileĢebilir. 
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Bunun sonucunda da DNA‘da bulunan elektroaktif bazların sinyallerinde düĢüĢe 

veya yükseliĢe neden olabilirler. Bu sonuca göre de maddenin DNA ile etkileĢimi 

hakkında yorum yapılabilir ( Wang ve ark. 2001). 

 

Kullanılan klasik yöntemlere alternatif bir yöntem olarak, DNA 

biyosensörlerinin yüksek hassasiyetli, küçültülebilir olmaları, taĢınabilir ve tek 

kullanımlık modellerinin tasarlanabilmesi, ucuz olmaları, düĢük miktarda güç ve 

ürün gereksinimleri olması gibi avantajlarının olması nedeniyle günümüzde DNA 

biyosensörlerinin kullanımı oldukça artmıĢtır ( Lukasova ve ark. 1982). 

 

DNA biyosensörleri kullanılarak DNA–ilaç etkileĢimleri baĢarılı bir Ģekilde 

algılanabilmektedir. Bu algılama DNA‘ya ait elektroaktif bazlar olan guanin/adenin 

sinyali üzerinden ya da analizi yapılacak ilacın elektrokimyasal sinyali üzerinden 

yapılabilir. Bu sinyallerdeki değiĢimlere göre DNA–ilaç etkileĢimleri hakkında 

yorumlar yapılabilir (Erdem ve ark. 2002). 

 

2.3.2.5 Ġmmünosensörler 

 

Ġmmünosensörler, biyospesifik duyar element olarak immünoaktif maddelerin 

kullanıldığı bir biyosensör tipidir ve uygun antijen ile antikorun kompleks oluĢumu 

esasına dayanır. Antikor-antijen reaksiyonu son derece seçicidir (Parkinson ve 

Pejcic 2005). Çok çeĢitli immünanaliz yöntemleri vardır ve bu teknikler toksikoloji 

ve patojen algılanması alanlarıda dahil yaygın olarak kullanılmaktadır (Yousef A.E 

2008) . 

 

Ġmmünosensörlerin kullanım potansiyellerinin nedeni; genel olarak 

kullanılabilmeleri, antijen-antikor reaksiyonunun spesifik ve seçici olması ve 

yöntemin yüksek hassasiyetidir. Antijen-antikor kompleksi her tür algılayıcıda 

kullanılabilir. (Alocilja ve Tahir 2008).  

 



17 
 

2.3.3 Elektrokimyasal Biyosensörler 

 

2.3.3.1 Amperometrik Biyosensörler 

 

Amperometri; potansiyel uygulanmıĢ elektrokimyasal bir hücreden geçen 

akım yoğunluğunun saptanmasıdır. Bu akım yoğunluğu elektrokimyasal olarak aktif 

taneciklerin (çalıĢma elektrodunda yükseltgenen ya da indirgenen türlerin) 

deriĢiminin bir fonksiyonu olarak tanımlanır. ÇalıĢma elektrodunda indirgenen veya 

yükseltgenen madde katyon, anyon veya yüksüz bir tanecik olabilir. Ġkinci elektrot 

referans elektrot olarak iĢ görür.  

 

Bir elektrot tepkimesinin hızı; 

 Çözeltiden elektrot yüzeyine doğru akan kütle transfer (difüzyon) hızına 

 Tepkimeye girecek olan maddenin bir kimyasal tepkime ile oluĢtuğu 

durumlarda çözelti tepkimesinin hızına 

 Adsorplanan türler olması durumunda, yüzeye tutunma ve yüzeyden koparak 

çözeltiye geçme hızına 

 Elektrot yüzeyindeki madde ile elektrot arasındaki yük aktarımı yani elektron 

aktarım hızına bağlıdır. Bu ise tepkimeye giren madde türüne, deriĢimine, 

elektrot malzemesinin türüne ve uygulanan gerilime bağlıdır. 

Ġletici sistem olarak bir amperometrik biyosensörün kullanılması durumunda 

potansiyometrik biyosensörlerde olduğu gibi enzim, elektrot sistemini saran bir 

membran içinde tutuklanmıĢtır ve bu ikisi arasındaki en büyük fark, ürünlerden 

sinyal oluĢturan türün elektrot yüzeyinde tüketilmesidir. 

 

Amperometrik esaslı ve biyoaktif bileĢen olarak enzimlerin kullanıldığı bazı 

biyosensörlere iliĢkin örnekler aĢağıda verilmiĢtir (Emre 2007); 

 

KolesterolEsteriKolesterol EsterazKolesterol                                                                 (1) 

222 OHPirüvatOLaktatL dazLaktatOksi
                                                            (2) 
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2222 OHitGlukonikAsOHOGlikoz dazGlikozOksi
                                           (3) 

                                        

2.3.3.2 Potansiyometrik Biyosensörler 

 

Potansiyometrik analiz yöntemleri, elektrokimyasal hücrelerde fark edilebilir 

bir akım geçmezken yapılan potansiyel ölçümlerine dayanan yöntemlerdir. 

Potansiyometrik ölçümlerin gerektirdiği düzenekler basit ve ucuzdur ve bir referans 

elektrot, bir indikatör elektrot ve potansiyel ölçüm cihazını içerir (Skoog ve D.A. 

1998). 

 

Potansiyometrik sistem, bir voltametrik hücre (elektrolitik çözelti), buna 

bağlantılı olan indikatör elektrot (değiĢken potansiyel) ve karĢılaĢtırma elektrotu 

(sabit potansiyel) ile yüksek empedanslı bir potansiyometreden oluĢur.  

 

2.3.3.3 Yarı Ġletken Temelli Biyosensörler 

 

Temel sensör olarak metal oksit yarı iletken alan etki transistörlerini 

(MOSFET) ya da iyon duyar alan etki transistörlerini (ISFET) esas alan bu tür enzim 

sensörleri, enzim ile alan etki transistörlerinin birleĢtirilmesini ifade edecek Ģekilde 

enzim alan etki transistörleri (ENFET) olarak adlandırılırlar. MOSFET‘lerin, 

gazların ölçümüne uygun hale getirilmesiyle oluĢan gaz duyar sensörlerde 

(GASFET) adsorblanan gaz moleküllerinin disosiyasyonu ve oluĢan yükün oksit 

tabakasına transferi temel ilkeyi oluĢturur. Bu durum tabanın dielektrik sabitini 

değiĢtirerek ve drain akımda bir modifikasyona yol açarak ölçüme imkan verir 

(Yücel 2013). 
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2.3.3.4 Optik Temelli Biyosensörler 

 

Optik enzim sensörleri iletici sistem olarak optik lifler üzerine uygun bir 

yöntemle enzim immobilize edilerek hazırlanan ölçüm aygıtlarıdır. Enzimatik 

reaksiyon sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir değiĢimin 

ölçümünü esas alır. Sinyal, ıĢık yansıması, saçılımı ya da yayımı sonucu meydana 

gelir. Dolayısıyla optik lifin üzerine enzim immobilizasyonuyla gerçekleĢtirilen optik 

esaslı enzim sensörleri temelde absorbsiyon, fluoresans, biyolüminesans gibi temel 

ilkeler çerçevesinde iĢlev görürler. 

 

2.3.3.5 Piezoelektrik Temelli Biyosensörler 

 

Piezoelektrik sensörler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansındaki 

farklanmayı belirleyerek bir piezoelektrik kristal yüzeyinde toplanan örneğin 

kütlesinin ölçülmesi esasına göre çalıĢan gravimetrik aygıtlardır. Sensör seçimliliği, 

kristal yüzeyindeki madde ile spesifik bir etkileĢime sahip analitin birikimiyle 

iliĢkilidir. Sensör yüzeyinde bir madde adsorblandığı veya biriktiği zaman 

piezoelektrik kristalin rezonans frekansındaki farklanmanın ölçülmesiyle sonuca 

ulaĢılır ( Faccio ve ark. 1995) . 

 

Bir piezoelektrik sensörün üzerinde enzim immobilizasyonuyla gerçekleĢtirilen 

piezoelektrik enzim sensörlerinde, enzim moleküllerine substratların bağlanmasından 

dolayı meydana gelen kütle değiĢimlerinin, piezoelektrik kuartz diskin titreĢiminde 

sebep oldukları farklanmadan yararlanılarak madde miktarına ulaĢılır. ġekil 2.5‘de 

bir piezoelektrik sensörün Ģeması gösterilmiĢtir. 
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ġekil 2. 5 Bir piezoelektrik sensörü ( Faccio ve ark. 1995) . 

 

2.3.3.6 Kalorimetri Temelli Biyosensörler 

 

Hemen hemen tüm biyokimyasal reaksiyonlar ekzotermik karakterdedir. 

Enzimatik reaksiyon sonucu substratın ürüne dönüĢümü ısı üretimini de beraberinde 

getirir.  Termodinamiğin birinci yasası üretilen ısı ile molar entalpi arasında oransal 

bir iliĢkinin varlığını tanımlamaktadır. 

 

Q = - np ∑ ∆h                                                                                                      (1) 

 

Isı üretimi nedeniyle çevreleyen sistemin ısı kapasitesi olan Cs ‗ye bağlı 

olarak yerel bir sıcaklık değiĢimi, ∆T, gözlenmektedir.  

 

∆T = Q /Cs = - np ∑ ∆h/ Cs                                                                               (2) 

 

Enzimatik reaksiyon entalpileri -10 ile -100 kj/mol aralığındadır ve birkaç 

mK civarında yerel sıcaklık değiĢimlerine denen olurlar. Kalorimetrik biyosensörler 

bu sıcaklık değiĢimlerinin çok hassas polikristalin yarı iletken ve metal oksit karıĢımı 

termistörler tarafından algılanarak elektriksel sinyale dönüĢtürülmesi prensibinden 

yararlanır (Lammers ve Scheper 1999).  
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2.3.3.7 Biyosensörlerde Aranan Özellikler 

 

Ġdeal bir biyosensörün sahip olması gereken bazı özellikler aĢağıda 

özetlenmiĢtir: 

 Kalibrasyon özellikleri: Doğrusal çalıĢma aralığı, duyarlık ve gözlenebilme 

sınırı 

Ġdeal bir biyosensör analitin stok çözeltisinin çalıĢma ortamına ilave edilmesi 

yoluyla kolaylıkla kalibre edilebilmelidir. Kalibrasyon grafiği, bir denge akımına 

göre düzeltilmiĢ kararlı hal cevaplarının (∆I) belirlenmesi ve analit deriĢimine (C) 

veya logaritmasına (log C/C0) karĢı grafiğe geçirilmesi ile çizilebilir. Kalibrasyon 

grafiğinde substrat deriĢimi ile biyosensör cevabı arasındaki iliĢkinin doğrusal 

olduğu deriĢim aralığına doğrusal çalıĢma aralığı adı verilir. 

 

Duyarlık, genellikle analitin deriĢimindeki değiĢikliğe karĢı biyosensörün 

cevabındaki değiĢikliğin izlenmesi ile belirlenir. Duyarlık, kalibrasyon grafiğinin, 

doğrusal çalıĢma aralığından yararlanılarak belirlenen ∆I/C ya da ∆I/log C/C0 

oranından yani grafiğin eğiminden hesaplanır. 

 

Gözlenebilme sınırı, optimum çalıĢma koĢullarında sensör ile tayin edilebilen 

en düĢük deriĢim değeridir. 

 Seçicilik ve Güvenilirlik 

Bir biyosensörün seçiciliği hem enzimin özgüllüğüne hem de örnekte bulunan 

elektroaktif türlerin varlığına bağlıdır. Ġdeal bir biyosensör sadece hedef analitin 

deriĢimindeki değiĢikliklere cevap vermeli ve ortamda bulunan diğer türlerden 

etkilenmemelidir. Bir biyosensör seçiciliği iki Ģekilde belirlenebilir: Birincisi giriĢim 

yapan türün ortama eklenmesi ve biyosensörün cevabının ölçülmesini içerir. Her tür 

için kalibrasyon eğrisi çizilir ve aynı koĢullarda analit için çizilen kalibrasyon eğrisi 

ile karĢılaĢtırılır. Bu durumda seçicilik, analitin tek baĢına ve giriĢim yapan türün tek 
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baĢına olduğunda elde edilen sinyal oranı olarak ifade edilir. Ġkinci durumda ise, 

giriĢim yapan tür, belli deriĢimde analit içeren elektrokimyasal hücreye ilave edilir 

ve seçicilik, biyosensör cevabının varyasyon yüzdesi olarak ifade edilir.  

 

Güvenilir bir biyosensörün cevabı analit deriĢimi ile doğrudan iliĢkili olmalı 

ve örnek matriksi içinde bulunan giriĢim yapan türlerin deriĢimlerinden 

etkilenmemelidir. Bu sebepten, biyosensörler için muhtemel giriĢim yapabilen türler 

belirlenmeli ve etkilerinin nasıl olduğu tespit edilmelidir (UstabaĢ 2010 ).  

 Cevap süresi 

Ġdeal bir biyosensörün cevap süresinin kısa olması istenir. Cevap süresi 

çalıĢma ortamına analit eklemeleriyle kolaylıkla belirlenebilir. Cevap süresi, kararlı 

hal cevabının % 90‘ına veya % 95‘ine ulaĢılması için geçen süre olarak 

tanımlanabilir. Cevap süresi analit, kosubstrat ve ürünlerin farklı tabaka ve 

membranlar boyunca taĢınma hızına bağlıdır. Ayrıca, bu tabakaların kalınlığına ve 

geçirgenliğine de bağlıdır. 

 Tekrarlanabilirlik 

Tekrarlanabilirlik, bir zaman periyodu boyunca yapılan ölçüm sonuçlarınının 

bir serisinin saçılması ya da yayılmasının ölçüsüdür. Bu genellikle doğrusal çalıĢma 

aralığındaki analit deriĢimleri için belirlenir. Bir biyosensörün tekrarlanabilir cevaba 

sahip olması doğru ve güvenilir analiz için gereklidir. 

 Kararlılık 

Kararlılık çalıĢma periyodu boyunca biyosensörün performansının korunması 

yeteneğidir. Ġdeal olarak bir biyosensörün uzun süre kararlılığını koruması istenir. 

 Biyosensör Ömrü 

Biyosensörlerde kullanılan biyolojik elementler genellikle en az kararlı 

bileĢendir. Bir biyosensörün en önemli özelliklerinden biri normal çalıĢma 

koĢullarında ne kadar süre duyarlığını koruduğudur. Ömür, yapılan ölçüm sayısına 
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ya da ölçülen analit deriĢimine bağlı olarak değiĢebilir. Yüksek deriĢimler duyarlığın 

daha çabuk yitirilmesine yol açabilir. Ayrıca, örnekte bulunan bazı türlerin varlığı da 

deaktivasyona uğrama sürecini, hedef analitin deriĢiminden bağımsız olarak, 

hızlandırabilir. Uzun biyosensör ömrü için gerekli saklama koĢulları da önemlidir. 

Biyosensörün buzdolabında saklanması, biyolojik elementin özelliklerini 

korunmasını sağlayabilir (Koyuncu Zeybek 2010). 

 

2.4. Enzimler  

 

Enzimler, karbon, oksijen, hidrojen ve azottan oluĢan, hücrelerde 

biyokimyasal reaksiyonları katalize eden, biyokimyasal olayların vücutta yaĢam ile 

uyumlu bir Ģekilde gerçekleĢmesini sağlayan biyolojik sistemlerin reaksiyon 

katalizörleridir. Biyolojik katalizörler olarak da tanımlanan enzimler, besleyici 

moleküllerin yıkıldığı, kimyasal enerjinin depolandığı ve Ģeklinin değiĢtirildiği, basit 

öncü bileĢenlerden biyolojik makromoleküllerin yapıldığı metabolik yollarda 

yüzlerce reaksiyon basamağını katalize ederler. Enzimler iĢlevlerini kendileri 

değiĢikliğe uğramadan yerine getirir (Karademir ve ark. 2002). 

 

Enzimler, ileri derecede organize olmuĢ protein moleküllerdir. Hayat canlı 

hücre içerisinde zincirleme devam eden biyokimyasal reaksiyonlar dizisi sonunda ya 

hücre gerekli olan makro moleküllerin inĢa edildiği ya da büyük moleküllerin 

parçalanarak enerjinin açığa çıkarıldığı bir süreçtir. Burada enzimlerin görevi gerek 

büyük moleküllerin yıkımında, gerekse büyük moleküllerin yapım süreci olan 

biyokimyasal reaksiyon olan basamaklarında substrat dediğimiz moleküllere 

kimyasal bir grubu eklemektir.  

 

Bu kimyasal gruplar çok farklı ve değiĢik olabilir. Metilen (CH3), amin 

(NH2), hidroksit (OH), hidrojen (H), aldehit (O=C-H) ve karbondioksit (CO2) bu 

kimyasal gruplara örnek olarak gösterilebilir (Aydın 2012). 
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2.4.1 Enzimlerin Tarihçesi 

 

Enzim moleküllerinin varoluĢları bir yüzyılı aĢkın süredir bilinmektedir. 

Enzimlerle ilgili ilk çalıĢmalardan biri; 1835 yılında, Ġsveç asıllı kimyacı Jon Jakob  

Berzelius‘un bazı kimyasal katalizörleri adlandırmasıdır. Ġlk enzim ise saf halde 

Cornell Üniversitesi ‗nde James B. Sumner tarafından baĢarıyla elde edilmiĢtir.  

Sumner, üreaz enzimini erkek tavĢandan izole ve kristalize etmeyi baĢarmıĢtır. Bu 

çalıĢması Sumner‘e 1947‘de Nobel ödülünü kazandırmıĢtır (Bilen 2009). 

 

Ġlk ticari enzim 1914 yılında Alman Röhm tarafından üretilmiĢtir. 

Hayvanlardan üretilen bu tripsin enzimi proteinleri parçalayıcı etkisi sebebiyle 

deterjanlara katılmıĢtır. Gıda endüstrisinde, 1930 yılında enzimler meyve suyu 

sanayinde kullanılmaya baĢlanmıĢ, 1960‘larda niĢasta sanayinde mikrobiyal 

enzimlerden en yüksek düzeyde yararlanılmıĢtır. NiĢasta endüstrisi, deterjan 

sanayinden sonra enzimlerin kullanıldığı en büyük üçüncü sanayi dalıdır. 

 

 Endüstriyel olarak üretilen enzimlerin % 37‘si deterjan, % 12‘si tekstil, % 

11‘i niĢasta, % 8‘i fırıncılık ürünleri ve % 6‘sı hayvan yemi sanayi dallarında 

kullanılmaktadır. Günümüzde enzim firmaları geliĢen teknoloji sayesinde artan bir 

hızla çok geniĢ uygulama alanları için enzim ticareti yapmaktadır. Endüstriyel 

enzimlerin % 75‘ inden fazlasını hidrolazlar oluĢturmaktadır. Protein parçalayan 

enzimler ise toplam enzim satıĢının yaklaĢık % 40‘ını oluĢturmaktadır (Altınel 

2008). 

 

2.4.2 Enzimlerin Yapısı ve özellikleri  

 

Bilinen enzimlerin hepsinin yapısı proteinden meydana gelmektedir. Bazı 

enzimlerin yapısı sadece proteinden meydana gelse de, birçok enzim proteinlere ilave 

olarak karbonhidrat, lipit, metal, fosfat veya diğer organik bileĢenleri de 

içermektedir. 
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Enzim yapısının bütünü ―haloenzim‖; protein kısmı ―apoenzim‖; ve protein 

olmayan kısmı da ―kofaktör‖ olarak adlandırılmıĢtır. Biyokimyasal reaksiyonlarda 

enzimlerin etkiledikleri veya kullandıkları moleküller ise ―substrat‖ ismiyle 

anılmaktadır ( GöğüĢ ve Fadıloğlu 2006). 

 

Enzimler dört temel açıdan çok güçlü katalizörlerdir:  

 Enzimler son derece etkilidirler.  

 Sıradan kimyasal katalizörlere göre tepkimeleri 10
8
 –10

11
 kez daha hızlı 

gerçekleĢtirebilmektedirler. Enzimler gösterdikleri bu hıza ulaĢırken pH, 

sıcaklık,  basınç açısından oldukça ılımlı koĢullarda çalıĢabilmeyi mümkün 

kılarlar.  

 Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlar fazla enerji gerektirmezler. Ayrıca en 

kolay bulunan, en ucuz,  en emniyetli çözücü olan su içerisinde çalıĢmak 

enzimler için mümkün olmaktadır.  Mesela amonyak elde etmek için 

kullanılan Haber prosesinde azot bağlamak için 200- 1000 atm basınç ve 500 

ºC sıcaklık gereklidir. Ama azot bağlayan bir bakterinin bu iĢlemi yaparken 

yüksek basınç ve sıcaklığa ihtiyacı yoktur.   

 Enzimler kimyasal katalizörlere göre çok daha değiĢik kimyasal reaksiyonları 

katalizleyebilirler.  

 Enzimler reaksiyonun tipine ve substrata son derece spesifiktirler. Böylece 

yüksek verim ve çok az sayıda yan ürün meydana gelir.  

 Enzimlerin çok çeĢitli doğal kontrol mekanizmaları vardır.  

Enzimlerin aktivitesi, içinde bulundukları Ģartlara göre düzenlenebilir. Ayrıca 

kontrol edici küçük moleküller de enzimatik aktiviteyi azaltabilir ya da arttırabilir. 

Enzimler tepkimenin baĢlaması için gerekli olan aktivasyon enerjisini düĢürürler. Bir 

enzim daima bir çeĢit tepkimeyi kontrol eder. Hücre içinde üretilmelerine rağmen 

hücre dıĢında da etki gösterebilirler. Enzimlerin kontrol ettiği tepkimelerin çoğu çift 

yönlüdür. Genellikle protein yapılı olmalarından dolayı proteinlerin etkilendiği 

faktörlerden etkilenirler (Telefoncu 1986). 
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Enzimlerin spesifikliği veya özgüllüğü, katalize ettikleri belirli reaksiyonlar 

ile ilgili özellikleridir. Enzimler için çeĢitli spesifiklikler (özgüllükler) 

tanımlanmıĢtır: 

 Mutlak spesifiklik: Bir enzimin, yalnızca spesifik bir substratın spesifik bir 

reaksiyonunu katalize etmesi özelliğidir. 

 Grup spesifikliği: Bir enzimin, amino, fosfat ve metil grupları gibi benzer 

fonksiyonel grupları içeren substrat ile reaksiyonlaĢması özelliğidir. 

 Bağ spesifikliği: Bir enzimin proteinlerin peptid bağı gibi belli bağ tipleri 

üzerine etkili olması özelliğidir. 

 Stereokimyasal spesifiklik: Bir enzimin bir bileĢiğin sadece bir 

stereokimyasal Ģekli üzerine etkili olması özelliğidir. Örneğin; arjinaz 

enzimi, L-arjinini etkilerken D- arjinini etkilemez (Sümengen 2011 ). 

2.4.3 Enzimlerin Sınıflandırılması ve Numaralandırılması  

 

IUPAC‘ a göre enzimler 6 sınıfta incelenir. 

 

Enzim sınıfı 1: Oksidoredüktazlar 

Oksidoredüktazlar, oksidasyon (yükseltgenme) ve redüksiyon (indirgenme) 

reaksiyonlarını katalizleyen enzimlerdir. Yükseltgenme; moleküle oksijen eklemekle 

veya molekülden hidrojen ayrılmakla, böylece + değerin artmasıyla olur. Ġndirgenme 

ise; molekülden oksijen ayrılmakla veya moleküle hidrojen eklemekle yani + değerin 

azalmasıyla olur. Bu tepkimeleri düzenleyen enzimler 2 gruba ayrılmıĢtır. 

 Dehidrogenaz: Hidrojen taĢıyan ve aktaran enzimlerdir. 

 Oksidazlar: Elektron kaybeden ve aktaran enzimlerdir. 

Enzim sınıfı 2: Transferazlar 

Transferazlar, molekülden H
+
 dıĢında, baĢka grupların (C, N ve P taĢıyan 

gruplar) bir molekülden diğerine transferini katalizleyen enzimlerdir. 
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Enzim sınıfı 3: Hidrolazlar 

Hidrolazlar, su katılması suretiyle bağların parçalandığı hidroliz 

reaksiyonlarını katalizleyen enzimlerdir. 

Enzim sınıfı 4: Liyazlar 

Liyazlar, C-C, C-O, C-N ve C-S bağlarını yükseltgenme ve hidroliz dıĢında 

bir mekanizma ile kıran enzimlerdir. 

Enzim sınıfı 5: Ġzomerazlar 

Ġzomerazlar, optik ve geometrik izomerlerin rasemizasyonunu katalizleyen 

diğer bir deyiĢle molekül içinde değiĢiklik yaparak onun uzayda diziliĢini değiĢtiren 

enzimlerdir. 

Enzim sınıfı 6: Ligazlar 

Ligazlar, yüksek enerjili fosfatların enerjisini kullanarak karbon ile C, O, S, N 

arasında bağ oluĢumunu katalizleyen enzimlerdir. (MEGEP 2007). 

 

2.4.4 Enzimlerin çalıĢma mekanizması 

 

Enzimin apoenzim kısmı bir ya da birkaç yerinden (aktif bölgelerden) 

substrat molekülüne yapıĢır ya da bağlanır ve bu arada koenzim kısmı substrat 

üzerindeki bağlarla gerçek anlamda birleĢmeye veya bağlanmaya giderek onu 

parçalar. Enzimlerin kimyasal yapıları, özellikle üçüncül  yapıları tam olarak 

bilinmediğinden (ilk yapısı açıklanan enzim ribonükleaz, 124 amino asitten meydana 

gelmiĢtir) çalıĢma mekanizmaları da halen tam anlamıyla açıklığa  

kavuĢturulamamıĢtır (Yavuz 2005).  
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2.4.5 Enzimatik reaksiyon hızını etkileyen faktörler 

 

2.4.5.1 Substrat deriĢimi 

 

Ortamdaki substrat miktarı sürekli arttırılırsa; reaksiyon önce hızlanır, daha 

sonra sabit bir hızla devam eder. Burada anlatılan duruma iliĢkin grafik aĢağıda 

verilmiĢtir (ġekil 2.6). 

 

 
ġekil 2. 6 Substrat deriĢimi ile tepkime hızı arasındaki iliĢki 

2.4.5.2 Enzim deriĢimi 

 

Ortamdaki enzim miktarı sürekli arttırılırsa; reaksiyon önce hızlanır, daha 

sonra sabit bir hızla devam eder. Burada anlatılan duruma iliĢkin grafik aĢağıda 

verilmiĢtir (ġekil 2.7). 

 

 

ġekil 2. 7 Enzim deriĢimi ile tepkime hızı arasındaki iliĢki 
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2.4.5.3 Sıcaklık  

 

Enzimler ısıya duyarlı olup, ısıl iĢlemler enzimlerin katalitik özelliklerinin 

azalmasına veya kaybolmasına sebep olabilmektedir. Sıcaklık artıĢı enzimlerin 

aktivitesini arttırmakla birlikte yüksek sıcaklıklarda enzimlerin inaktivasyon hızı da 

artar. Gıda proseslerinde kullanılan enzimlerin çoğu 45 ° C nin üzerinde inaktive 

olur. Bazı enzimler yüksek sıcaklara direnç gösteririler. Küf ve maya kaynaklı 

proteazlara göre ısıya daha dayanıklı olan papain etin yumuĢatılmasında önemli rol 

oynamaktadır. Benzer Ģekilde fungal amilaza kıyasla ısıya daha dirençli olan malt 

amilazı unlu mamüllerde kullanılmaktadır ( Fadıloğlu ve ark. 2004). 

 

ġekilde sıcaklığa bağlı olarak enzimlerle gerçekleĢen tepkimelerin hızına 

iliĢkin grafik verilmiĢtir (ġekil 2.8). 

 

 

ġekil 2. 8 Sıcaklığa bağlı olarak enzimlerle gerçekleĢen tepkimelerin hızına iliĢkin 

grafik 

 

2.4.5.4 Ortam pH’sı 

 

Enzim, substrat ve koenzim moleküllerinde asidik veya bazik gruplar vardır. 

ES (enzim-subsrat) kompleksinin en kararlı bir Ģekilde oluĢması (yani hızının 

maksimum olması için gruplarının belli bir iyonlaĢma durumunda olması) gereklidir. 



30 
 

Bunun dıĢındaki iyonlaĢmalarda ES kompleksi zayıflar ve reaksiyon hızı düĢer. Bu 

optimum bir pH'da reaksiyon hızının en yüksek olması demektir. Her enzimin 3 ila 8 

arasında değiĢen bir optimum pH'ı vardır. Ancak pek çok enzimin pH'ı, 7 

dolayındadır. Çok asidik veya çok bazik ortamlarda enzim molekülü denatüre 

olacağından, reaksiyon hızı tersinmez olarak sıfıra düĢer.  

 

Enzimlerle yapılan in vitro çalıĢmalarda reaksiyon ortamın tampon çözeltisini 

hazırlamak için öncelikle enzimin optimum pH'ının bilinmesi veya tayin edilmesi 

gereklidir. Canlı hücrelerde ortamın pH'ının nötrale yakın olduğu bilinir. Ancak, 

biyokimyasal reaksiyonlar sırasında her enzimin yerel pH' nı tayin etmek mümkün 

değildir. Bu yerel pH'larda küçük değiĢikliklerin meydana gelerek bu yolla da 

reaksiyon hızlarının ayarlandığı sanılmaktadır (Develioglu ve ark. 1998). AĢağıdaki 

Ģekilde (ġekil 2.9 ) farklı pH larda çalıĢan enzimlere ait tepkime hızı pH grafiği 

verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 2. 9 Farklı pH larda çalıĢan enzimlere ait tepkime hızı  pH grafiği 

 

2.4.5.5 Ortamdaki su miktarı 

 

Enzimlerin çalıĢabilmesi için ortamda  minimum %15 oranında  su bulunması 

gereklidir. Ortamdaki su oranının  %70' e kadar artması enzimin 

çalıĢmasını hızlandırır. %70' ten sonra reaksiyon sabit bir hızla devam eder. 
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AĢağıdaki Ģekilde de yukarıda bahsedilen durum grafik olarak ifade edilmiĢtir (ġekil 

2.10). 

  

 

ġekil 2. 10 Tepkime hızının ortamdaki su miktarı ile iliĢkisi 

 

2.4.5.6 Aktivatörler 

 

Enzimin çalıĢmasını hızlandıran maddelere aktivatör denir. BileĢik 

enzimlerde vitamin ve mineraller aktivatör olarak görev yapar. Ortamdaki aktivatör 

miktarının artması enzimin çalıĢmasını hızlandırır. Bu duruma iliĢkin grafik aĢağıda 

verilmiĢtir (ġekil 2.11). 

 

 

ġekil 2. 11 Aktivatör miktarı ve tepkime hızı arasındaki iliĢki 

 

2.4.5.7 Ġnhibitörler 
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Enzimin çalıĢmasını engelleyen maddelere inhibitör denir. Ġnhibitörler 

enzimin substrata bağlanacağı aktif bölgeye bağlanarak, enzimin 

çalıĢmasını engeller.  

Siyanür, arsenik, kurĢun ve civa gibi maddeler enzimler için inhibitör etki 

yapar. Ortamdaki inhibitör miktarı artarsa, reaksiyon durur. Bu duruma iliĢkin grafik 

aĢağıda verilmiĢtir (ġekil 2.12). 

 

  

ġekil 2. 12 Ġnhibitör miktarı ve tepkime hızı arasındaki iliĢki 

  

2.4.6 Ġmmobilize Enzimler  

 

Ġmmobilizasyon; suda çözünen ve çözeltide serbest hareket edebilen enzim 

moleküllerinin suda çözünmeyen reaktif polimerik destek materyaller kullanılarak 

hareketlerinin sınırlandırılmasına denir.  

  

Ġmmobilize olmuĢ enzimlerde, enzimin hareketleri sınırlandırılmıĢ ve belli bir 

desteğe veya polimerik matrikste alıkonularak tekrar tekrar katalitik aktivite 

göstermesi amaçlanmıĢtır. Ġmmobilizasyon uygulamaları sadece enzimlere değil 

ayrıca hücresel organellere, mikrobiyal hücrelere, bitki hücrelerine ve hayvan 

hücrelerine vb. uygulanabilir. 

  

Ġmmobilize enzimlerin ilk endüstriyel uygulaması 1969 yılında Chibata 

tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir ve yine ilk olarak hücre immobilizasyonu Chibata ve 

çalıĢma arkadaĢlarınca 1973 yılında yüksek seviyede aspartaz aktivitesine sahip E. 

coli ‗yi poliakrilamit jelinde hapsetmiĢlerdir ( Bozkurt ve B.A. 2004). 
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2.4.7 Enzim immobilizasyon yöntemleri 

 

      Enzim immobilizasyonu yöntemleri için çok farklı sınıflandırmalar olmakla 

beraber ġekil 2.13 ‘de olduğu gibi bir sınıflandırma yapmak mümkündür. 
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ġekil 2. 13 Enzim immobilizasyon yöntemleri (Yalçın 2013)  
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2.4.7.1 Kovalent bağlama  

  

Kovalent bağlı enzim sistemleri ile ilgili ilk çalıĢmalar Gruphofer ve Schleith 

tarafından 1953 yılında diazoaktiflenmiĢ poliamino stirene; α-amilaz, pepsin ve 

ribonükleazın immobilizasyonu ile baĢlamıĢtır. Kovalent bağlanma genellikle 

enzimin yapısının ve fonksiyonel gruplarının bilindiği durumlarda kullanılır. 

  

Kovalent bağlama ile immobilizasyon, destek yüzeylerde uygun bir yöntemle 

etkin bölgeler oluĢturarak enzim molekülleri ile destek yüzeyler arasında kovalent 

bağ oluĢturur.  

  

Kovalent bağlanma yönteminin en büyük avantajı, bağların çok kuvvetli 

olması, böylece her türlü akıĢ ortamında kullanılabilirliğidir. Enzim destek materyali 

üzerinde yer aldığından substrat ile teması kolaydır. Ayrıca enzim molekülü ve 

destek materyali birlikte genellikle ısıl kararlılık gösterirler.  Yöntemin dezavantajı, 

destek materyali ile enzim arasındaki sıkı etkileĢimin enzimin doğal 

konformasyonunu bozabilmesidir (Bal 2012). 

 

2.4.7.2 Adsorbsiyon  

  

Ġmmobilizasyon için kullanılan en basit yöntemlerden biridir. 

Biyokomponentin transduser yüzeyine non-kovalent etkileĢimler (hidrojen bağları, 

çoklu tuz köprüleri, elektron geçiĢ kompleksleri ve Van der Walls kuvvetleri) ile 

tutturulması prensibine dayanır. Adsorbsiyonda kullanılan baĢlıca adsorbanlar; 

selüloz, silikajel, cam, hidroksiapatit, kollajen, kil, polimerik aromatik reçinelerdir  

(ġahin 2012) . 
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2.4.7.3 Çapraz Bağlama (Enzimlerin Birbirine Bağlanması) 
 

Bu yöntemde küçük moleküllü bi veya multi- fonksiyonel reaktifler enzim 

molekülleri arasında bağlar yaparak suda çözünmeyen komplekslerin oluĢmasını 

sağlarlar. Ġmmobilizasyon ve çapraz bağlanma derecesi, protein ve reaktif 

deriĢimine, pH‘a ve immobilize edilecek enzime çok bağımlıdır. En çok kullanılan 

çapraz bağlama reaktifleri; gluteraldehit, klorformat ve karbonildiimidazol, 

heterosiklik halojenürler, bioksiranlar, divinilsulfonlar, pbenzokinon, geçiĢ metal 

iyonları ve epiklorhidrinlerdir. 

 

Çapraz bağlama yöntemi ile enzim immobilizasyonu dört farklı Ģekilde 

gerçekleĢtirilir. 

 Enzimin yalnız bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu, 

 Enzimin ikinci bir protein varlığında bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu, 

 Enzimin suda çözünen bir taĢıyıcıda adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel 

reaktif ile reaksiyonu, 

 Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafından aktivite edilmiĢ polimer taĢıyıcı ile 

reaksiyonu. 

Çapraz bağlama reaksiyonları çok yumuĢak koĢullarda gerçekleĢmediğinden 

bazı durumlarda önemli ölçüde aktivite kaybı söz konusudur (Acar 2009). 

 

2.4.7.4 Tutuklama  

 

Yüksek molekül kütleli biyomoleküller sentetik veya doğal jel matrikslerde, 

yarı geçirgen membranlarda, misellerde ve mikro kapsüllerde tutuklanarak etkin bir 

Ģekilde immobilize edilebilirler. Jel matriste tutuklamada kullanılan baĢlıca 

malzemeler akrilamit polimerleri, jelâtin tabakaları, niĢasta, kalsiyum aljinat jelleri, 

silikon  lastiği, polivinil klorür, polivinil alkoldür (Asav 2009). 
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2.4.8 Laktat Oksidaz Enzimlerinin Özellikleri  

 Stabilite : -20℃ de yaklaĢık 6 ay  

 Moleküler ağırlık: 160,000  

 Ġzoelektrik nokta: 4,3±0,2 

 Michaelis sabiti: 1,0×10－
3
 molL

-1
 (L-Laktat) 

 Ġnhibitörler: Fe＋＋＋, SDS 

 Optimum pH: 7,5  

 Optimum sıcaklık: 35－40℃ 

 pH Stabilitesi: 4,0－9,8 (25℃, 16 saat) 

 Termal stabilit : 50℃ altında (pH 7,0 ; 10 dakika) 

2.4.9 Amperometrik Enzim Elektrotlar 

 

Amperometrik biyosensörlerin hazırlanmasında kullanılan bazı enzimler ve 

etki ettikleri subsratlara Çizelge 2.2‘ de yer verilmiĢtir. 

  

Çizelge 2. 2 Amperometrik biyosensörlerin hazırlanmasında kullanılan bazı enzimler 

(Yılmaz 2012) 

 

Enzim                                                            Substrat  

Glukoz oksidaz              Glukoz 

Laktat oksidaz                           Laktat 

Peroksidaz                H2O2 

Kolin oksidaz                Kolin 

Üreaz                            Etanol, metanol, formaldehit 

Alkol oksidaz                                       Alkol 

Lakkaz                            Fenolik bileĢikler 

Glutatiyon redüktaz                             ĠndirgenmiĢ glutatiyon 

Tirozinaz                                             Fenolik bileĢikler 

Pironaz oksidaz                                   Piran halkasına sahip Ģekerler 

Glutaminaz                                          Glutamin 
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2.4.9.1 Birinci nesil enzim elektrotlar 

 

Birinci nesil enzim elektrotlar, sadece biyolojik tanıma elementi olan enzim 

ve ileticiden oluĢur ve moleküler oksijeninin indirgenmesinin ya da reaksiyon sonucu  

oluĢan hidrojen peroksidin yükseltgenmesinin belirlenmesini esas alırlar. Sabit 

potansiyelde kaydedilen akım substrat deriĢimi ile orantılıdır. Clark ve Lyons 

tarafından glukoz tayinine yönelik geliĢtirilen enzim elektrot birinci nesil enzim 

elektrotlara örnek olarak gösterilebilir:  

 

22222 . OHasitGlukonikOHOGlukoz                                                                         (1) 

 

Böyle bir sistem bir platin katot ve bir Ag/AgCl referans elektrottan oluĢur ve 

Pt katoda Ag/AgCl elektroda karĢı -0,60 V‘luk bir potansiyel uygulandığında, 

oksijen deriĢimi ile orantılı bir akım oluĢur. Bu durumda oksijenin elektrokimyasal 

indirgenme hızı oksijenin ana çözeltiden difüzyon hızına bağlıdır. 

 

  eAgClClAg 4444  

OHeHOkatotPt 22 244:.    

Birincil nesil enzim elektrotlarda reaksiyon ürünü olan hidrojen peroksitin 

+0,68 V‘luk sabit potansiyelde aĢağıdaki reaksiyona göre yükseltgenmesinden de 

yararlanılabilir (Erden 2010). 

 

2.4.9.2 Ġkinci nesil enzim elektrotlar 

 

Ġkinci nesil elektrotlarda analit ve biyolojik tanı materyali arasındaki tepkime 

sonucu ortaya çıkan elektroaktif türler bir medyatör aracılığı ile elektroda iletilir. 

Yapay veya doğal elektron transfer aracıları olan medyatörler (M) iyon aktarımını 

kolaylaĢtıracağı ve hızlandıracağı için daha düĢük potansiyellerde çalıĢma imkanı 

sunar ve bu sayede ortamda giriĢim yapabilecek türler engellenir. Medyatörlü enzim 

elektrodunun çalıĢma prensibi glukoz üzerinden aĢağıdaki eĢitliklerde verilmiĢtir: 
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(Erden 2012) 

       
 HMMGOGOMGO indxyükxyükindx 2222  

 

   indxyükx GOtonGlikonolakGOGlukoz   

                                                                       

   
 eMM yükind 222  

 

2.4.9.3 Üçüncü nesil enzim elektrotlar  

 

Üçüncü nesil enzim elektrotlarının temelini, enzim ve elektrot arasındaki 

doğrudan elektron aktarımı oluĢturur. N-metilfenotiyazin ve 

tetrasiyanokinodimetandan hazırlanan (NMP
+
 TCNQ

-
) gibi organik iletken tuzlar bu 

tip elektrotlarda elektrot materyali olarak kullanılabilir (Erden 2010). 

2.5 Elektron Transfer Aracısı (Medyatör) Sisteminin Önemi 

 

Elektron transfer aracısının kullanıldığı enzim elektrotların, daha düĢük 

elektrot potansiyeli sebebiyle giriĢim yapan maddelere karĢı daha az duyarlı olduğu 

bilinmektedir. Medyatörler, biyobileĢen ile redoks reaksiyonuna kolayca katılabilen 

ve böylece hızlı elektron transferine yardımcı olan yapay ajanlardır. Elektron 

transfercisi olan redoks aracıları, elektronları enzimin redoks merkezinden 

elektrodun yüzeyine taĢıyan, düĢük molekül ağırlıklı redoks çiftidir (ġekil 2.14). 
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ġekil 2. 14 Medyatörlü ve medyatörsüz elektrotta elektron transferi 

(Beskan 2011) 

 

Ġdeal bir medyatörde aranılacak özellikler Ģu Ģekilde sıralanabilir:  

 ĠndirgenmiĢ enzimle hızlı reaksiyon vermesi, 

 Kararlı indirgenmiĢ ve yükseltgenmiĢ formlarının olması,  

 ĠndirgenmiĢ formunun oksijenle reaksiyon vermemesi, çalıĢma koĢullarında 

kararlı olması ve elektron aktarımı sırasında yan reaksiyonlara katılmaması,  

 Numunedeki diğer elektroaktif türlerden daha düĢük bir redoks potansiyeline 

sahip olması ve toksik olmaması (Chaubey ve Malhotra 2002). 

 

2.6 Karbon Pasta Elektrotlar  

 

Karbon pasta elektrot ilk kez 1958‘de Adams ve grubu tarafından 

yayınlanmıĢtır. Rapor edilen bu sensörde kullanılan ve karbon tozu ile elektroaktif 

olmayan sıvı bağlayıcıdan oluĢan karıĢım karbon pasta olarak adlandırılmıĢtır. 

(Švancara ve ark. 2001) 
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Modifiye karbon pasta elektrotlar ise suyla karıĢmayan çeĢitli organik 

bağlayıcılarla grafit tozunun karıĢtırılmasıyla hazırlanırlar. Bu sayede kolayca 

yenilenebilir modifiye yüzeyler elde edilebilir.  Modifiye edici ajan genellikle tek bir 

maddeden oluĢurken pasta iki ya da daha fazla bileĢen içerebilir.  

 

Modifiye edici madde basitçe grafit ve pasta karıĢımıdır. Modifiye edicinin 

pasta içersindeki bileĢimi genellikle % 10 ile 30 arasında değiĢmektedir. Bu durum 

modifiye edici maddenin pasta yüzeyindeki aktif kısımlarının kapasitesine bağlıdır. 

Modifiye karbon pasta elektrotların hazırlanması oldukça kolaydır ve modifiye 

elektrodun hazırlanması için birden çok yöntem bulunmaktadır. Modifiye edicilerin 

fonksiyonu 4 farklı sınıfta toplanabilir.  

• Arzu edilen türlerin seçimli tuzaklaması  

• Bazı moleküllerin immobilizasyonu ile elektrot reaksiyonuna aracılık 

kazandırılması  

• Katalitik reaksiyonda rol oynaması  

• Karbon pasta elektrodun yüzey özelliklerinin değiĢimi ( ġar 2008) 

2.7 Alternatif akım (A.C.) impedansı yöntemi 

   

Elektrot direncini belirleme yöntemlerinden birisi de elektrodun yüzey 

yapısını bozmayan elektrokimyasal bir teknik olan alternatif akım (AC) impedans 

tekniğidir. Yüksek dirençli ortamlarda da ölçme yapılabilmesi, diğer yöntemlere göre 

üstünlük sağlamaktadır. Yöntemin özü, metal/çözelti ara yüzeyinde oluĢan çift 

tabakanın uygulanan alternatif akım impedansının ölçülmesine dayanmaktadır. 

Elektrot yüzeyine değiĢik frekans aralığında küçük genlikli, düĢük frekanslı alternatif 

akım belli sürelerde uygulanmaktadır. AC impedans tekniği ile ölçülen polarizasyon 

direnci (Rp) toplam dirence eĢittir. Polarizasyon direnci; yük transfer direncine (Rt= 

Rf faradik direnç de denir) ek olarak çift tabakanın kapasitif direncini (Rc), difüz 

tabaka boyunca oluĢabilecek indüktif direnci (Rd) ve dıĢa doğru birikintilerin 

oluĢturduğu birikinti direncini (Ra) vb. içermektedir (McCafferty 2005). AC 

impedans yöntemiyle değiĢik ortamlarda elde edilen kompleks diyagramlar 

incelendiğinde genel olarak yarım daireden sapan koniklerin (basık yarı-daire: 
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depressed semi-circle) elde edildiği görülür. Sapma daha çok düĢey eksen boyunca 

gösterilen kompleks impedans üzerinde yoğunlaĢmaktadır. 

 

        Yapay elektronik bir eĢdeğer devre yardımıyla elde edilen kompleks 

diyagramlar teoriden beklenen yarım daire biçimine tam uymakta, alüminyum ile 

elde edilen diyagramlar ise yarım daireye çok yaklaĢmaktadır. Yapay hücrelerde 

gerçek kondansatörler kullanılmakta, alüminyum yüzeyinde oluĢan ince oksit filmi 

de gerçek bir kondansatöre yakın özellik göstermektedir. Alüminyum yüzeyindeki 

ince oksit filmi dıĢında kalan poröz oksit ve difüz tabakanın toplam kapasiteye 

katkısı önemsiz kalmaktadır. Oysa herhangi bir basit sistemde, örneğin Fe/çözelti 

sisteminde difüz tabakanın etkisi önemli olmakta ve metal/çözelti ara yüzeyinin 

temsil ettiği kondansatör gerçek bir kondansatörden farklı davranmaktadır. Gerçek 

bir kondansatörün plakalarında yükler elektron hareketleri ile denetlenirken 

metal/çözelti ara yüzeyinde; metal tarafını elektronlar çözelti tarafını ise iyonlar 

denetlemektedir. Elektron ve iyonların büyüklük ve hareketlilik bakımından 

farklılıkları, teoriden beklenen değerlerin sapmasına neden olmaktadır. AC 

impedansı yönteminde küçük alternatif akım frekanslarında gözlenen indüktif 

lupların oluĢması da aynı nedenlere dayanıyor olmalıdır (Erbil 1987). 

 

       Nyquist diyagramlarında düĢük ve yüksek frekanslardaki reel impedans farkı Rt 

çift tabakanın yapısına göre; iyonik kısımda metal yüzeyine adsorbe olan iyonlar ile 

metal yüzeyinden çözeltiye doğru en az 10
-9

 – 10
-8

 m uzakta bir OHP (dıĢ Helmholts 

tabakası) tasarlanabilir. Lugin kapilerinin metal yüzeyinden en fazla 10
-4

 m uzakta 

olduğu varsayıldığında, Lugin kapileri ve OHP arasında önemli bir mesafe vardır 

(OHP‟nin kalınlığından 10
4
 – 10

5
 kat daha fazla uzağında). Difüz tabakada 

adsorplanmıĢ türler (herhangi bir molekül ya da iyon varlığı) ve çözelti bölgesine 

karĢılık gelen her bir katkı, ölçülen dirençte hesaba katılmak zorundadır (ġekil 2.15). 

Bu görüĢe göre, direnç, metal/OHP arasında Rt‗ye eĢit olmak zorundadır. Diğer 

bütün dirençler akım üzerinde basit (küçük) dirençler olarak düĢünülmelidir. Öyle ise 

ölçülen Rp-Rt iliĢkisi ġekil 2.15‘de verildiği gibidir, burada akıma karĢılık gelen 

toplam potansiyel düĢmesi, Vtoplam ve difüz tabakadaki potansiyel düĢmesi, Vdl‘dir. 

Nyquist diyagramlarında düĢük ve yüksek frekanslardaki reel impedans farkı, Rp 
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olarak değerlendirilmektedir ve Rp bütün dirençlerin toplamı olarak alınmaktadır 

(Tüken 2000 ve Özcan 2004) . 

 

 

                        ġekil 2. 15 Ġmpedans eğrilerinin Ģematik yaklaĢımı 

 

               AC impedans yönteminin uygulanmasında, çift tabaka kapasitesi ve metal 

yüzeyi ile çözeltinin iç kısmı arasındaki dirençlerden oluĢan bir ―Elektronik eĢdeğer 

devre tasarlanarak polarizasyon direnci belirlenir (ġekil 2.16). 
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                                     ġekil 2. 16 EĢdeğer devre modeli 

 

Rc: elektrolit direnci, Rp: polarizasyon direnci, Cdl: çift tabakanın kapasite eĢdeğeri 

(kapasitans) dir. ġekil 2.16, bir elektrokimyasal sistemde metal/elektrolit ara 

yüzeyinde oluĢan çift tabakayı temsil etmektedir. Çift tabaka, kapasitesi ―C‖ olan bir 

kondansatöre eĢdeğer kabul edilmektedir. Ġmpedans spektroskopinin temelini 

oluĢturmaktadır. 

 

Bu devrenin impedansı: 

 

dlp

p

cir
CiwR

R
RİZZZ




1
 

12  fiw                                                                                 (1) 

                                          

Burada denklem (1)‘in son teriminin pay ve paydası 1-iωRpCdl ile çarpımı 

 

222

2

222 11 dlp

dlp

dlp

p

c
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CRw

R
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                                                                                                         (2) 

Denklem (1) ve (2) karĢılaĢtırılırsa, Zr ve Zi aĢağıdaki eĢitliklere eĢit olduğu kolayca 

görülür:  
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R
RZ                                                  (3)      

 

Denklem (3) merkezi (Rc + Rp/2,0) ve yarıçapı Rp/2 olan bir çember 

denklemidir. Bu denklemin grafiği Zr yatay eksen ve Zi dikey eksen üzerinde 

gösterilerek bir grafik çizilirse ġekil 2.17‘de verilen Nyquist diyagramı elde edilir. 

ġekil 2.16‘de görüldüğü gibi Nyquist diyagramları, iki bölümden oluĢmaktadır. 

Yüksek frekans bölgesinde diyagram yarım daireseldir: ½ Rp, Zimax‘a eĢittir 

(Gabrieli 1992) Denklem (1) ve (2)‘den, frekans sıfıra yaklaĢtıkça Zr‘nin Rc + Rp‘ye 

eĢit olduğu, frekans sonsuza yaklaĢtıkça Zi‘nin Rc‘ye eĢit olduğu kolayca görülür. 

Nyquist diyagramında büyük çaplı yarım daireler, polarizasyon direncinin sayısal 

olarak dairenin çapına eĢit olduğunu gösterir. Bu durumda, korozyon hızı küçük 

olmaktadır. Korozyon arttıkça, yük transfer direnci değerleri azalır, dolayısıyla, 

Nyquist diyagramlarında yarı dairelerin çapı azalır. Teorik olarak elde edilen 

denklem (1) ve (2)‘ye göre deneysel bulgular bir yarım dairesel eğriyi vermelidir. 

Ancak, gerçek deneysel sonuçlarda bazı düzeltme faktörleri gerekmektedir. 

            

ġekil 2. 17 ġekil 2.16‘de verilen elektrik devresinin impedansının Nyquist diyagramı 
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2.7. Kaynak Özeti 

 

2.7.1. Medyatörler ile ilgili çalıĢmalar 

 

Casero ve ark. (2000) hidrojen peroksitin substrat ve 1,4-benzokinonon 

medyatör olarak kullanıldığı amperometrik bir nitrik oksit enzim elektrodu 

hazırlamıĢlardır. Peroksidaz enziminin aktivitesi nitrik oksit varlığında inhibe olur, 

bu nedenle enzim aktivitesindeki düĢüĢ çözeltideki nitrik oksit deriĢimi ile orantılıdır. 

ÇalıĢmada dönüĢümlü voltametri ile çeĢitli medyatörlerin enzimden elekroda 

elektron transfer kabiliyeti duyarlılık ve güvenilirlik değerlendirilerek araĢtırılmıĢ ve 

1,4-benzokinon ve 1,4-naftakinonun metil viyolojen ve 

[Ru(phendion)2bpy](PF6)2‘den daha uygun olduğu ve daha yüksek verim için 

kullanılabileceği görülmüĢtür. Biyosensör nitrik okside 2,7×10
-6

−1,1×10
-5

 molL
-1

 

aralığında dogrusal cevap göstermiĢ ve gözlenebilme sınırı 2,0×10
-6

 molL
-1

 olarak 

rapor edilmiĢtir. 

 

B. Serra ve arkadaĢları 1999 yılında yaptıkları bir çalıĢmada laktat tayini için, 

laktat oksidaz ve peroksidaz enzimleri ve medyatör olarak ferrosenin kullanıldığı bir 

grafit- teflon kompozit biyosensör geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirilen biyosensörü süt, 

Ģarap ve yoğurt gibi gıda maddelerindeki laktik asit miktarını ölçmek için 

kullanmıĢlardır. Bu bienzim biyosensör, enzimlerin ve medyatörün grafit-teflon 

matriks içine basit fiziksel bir bağla bağlanmasıyla elde edilmiĢtir. Teflon içeriği % 

70,0 olan elektrot ile pH 7,4 te ve 0,00 V da çalıĢılmıĢtır. Bu biyosensör dıĢ 

çevresinin parlatma yapılarak temizlenebilir olması nedeniyle yenilenebilir 

niteliktedir ve bu Ģekilde bu biyosensörün 6 ay süreyle kullanılabileceği belirtilmiĢtir. 

L- laktat için saptama limiti 1,4 mmolL
-1

 olarak verilmiĢtir. 

 

Garjonyte ve arkadaĢları flavositokrom b2 kaynağı olarak kullanılan ekmek 

mayası Saccharomyces cerevisiae ile modifiye edilmiĢ karbon pasta elektrotların 

laktik asit biyosensörü olarak kullanımını araĢtırmıĢlardır. YükseltgenmiĢ haldeki 
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flavositokrom b2 laktik asit ile reaksiyona girmiĢ ve laktik asit pirüvik aside 

dönüĢürken flavositokrom b2 indirgenmiĢtir. ĠndirgenmiĢ flavositokrom b2 

yükseltgenmiĢ haldeki medyatör ile reaksiyona girmiĢ ve flavositokrom b2 

yükseltgenirken medyatör indirgenmiĢtir. ĠndirgenmiĢ medyatör tekrar elektrot 

yüzeyinde yükseltgenmiĢ ve laktik asit tayini bu prensibe dayanarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmada fenazin metosülfat medyatör olarak kullanılmıĢ, 

optimum çalıĢma potansiyeli 0,0 V ve çalıĢma pH‘sı 7,2 olarak bulunmuĢtur. 

Biyosensörün glukoz, askorbik asit, asetaminofen, ve etanole karĢı seçiciliği 

araĢtırılmıĢ ve sadece askorbik asidin giriĢim etkisi gözlenmiĢtir. Biyosensör laktik 

aside 0,03-1 mmolL
-1

 aralığında doğrusal cevap göstermiĢ, hazırlanan biyosensörün 

süt, yoğurt gibi gerçek numunelerde laktik asit tayininde kullanılabilirliği 

incelenmiĢtir. 

 

2.7.2 Enzim Elektrotlar ile Ġlgili ÇalıĢmalar  

 

Gülce ve ark. (1995) sükroz tayini için glukoz oksidaz ve invertaz enzimlerini 

platin elektrot yüzeyine kaplanmıĢ poli(vinilferrosenyum) matrikse birlikte 

immobilize ederek amperometrik enzim elektrot hazırlamıĢlardır. Polimerdeki PVF
+
 

bölgeleri hidrojen peroksitin yükseltgenmesi için katalitik etki göstermiĢ ve bu da 

elektrodun duyarlılığının artıĢı ile sonuçlanmıĢtır. Elektrodun sükroza cevabı, DKE‘a 

karĢı +0,70 V‘luk sabit potansiyel uygulandıktan bir dakika sonra ölçülmüĢ ve 

elektrodun doğrusal çalıĢma aralığı 0−55 mmolL
-1

 olarak bulunmuĢtur. Elektrot 

kararlılığı 74 gün boyunca 166 ölçüm yapılarak incelenmiĢ elektrot cevabının ilk 

birkaç gün maksimum değer gösterdiği sonra azaldığı belirtilmiĢtir. 

 

Junko Motonaka ve ark. (1998) osmiyum kompleksiyle birlikte L- laktat 

dehidrogenaz ve D- laktat dehidrogenaz enzimlerini kullanarak L-laktik asit ve D- 

laktik asit miktarlarını ölçmek için bir biyosensör geliĢtirmiĢlerdir. Elektrodun 

karakterize edilmesi için döngüsel voltamogram alınmıĢ ve optimal koĢullar 

belirlenmiĢtir. Optimal koĢullar altında ölçümlerde L- laktik asit için 0,1±10 mmolL
-

1
 ve D-laktik asit için 1±20 mmolL

-1
 lineer aralık olduğu gözlenmiĢtir. Hazırlanan 

elektrodun hassasiyetinin bir ay süreyle korunduğu da çalıĢmada belirtilmiĢtir. 



48 
 

 

Paz Zanini (2004) ve arkadaĢları laktik asit tayini için laktat oksidaz 

enziminin laponit/kitosan hidrojelleri ile modifiye edilmiĢ camsı karbon elektroda 

immobilize edilmesi ile bir biyosensör hazırlamıĢlardır. Medyatör olarak ise 

ferrosen–methanol kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada en iyi hidrojel bileĢimi araĢtırılmıĢ ve 

loponit/kitosan için en uygun oran 25/50 olarak bulunmuĢtur. Laktik asit biyosensörü 

için doğrusal aralık 1,0-7,0×10
-5

 molL
-1

, alt tayin sınırı 3,8×10
-6

 molL
-1

, cevap 

zamanı 4 saniye ve duyarlılık (0,326±0,003) A cm
-2

M
-1

olarak rapor edilmiĢtir. 

Glukoz, metanol, etanol, sitrik asit, asetik asit, ürik asit gibi çeĢitli maddelerin 

biyosensör cevabına etkisi araĢtırılmıĢ ve sadece askorbik asidin giriĢim etkisi 

gözlenmiĢtir. Hazırlanan biyosensör bira, Ģarap ve sütte laktik asit tayininde 

kullanılmıĢ ve elde edilen sonuçlar standart spektrofotometrik metotla uyumlu 

bulunmuĢtur.  

 

Garjonyte ve arkadaĢları (2011) tarafından Prusya mavisi ve nafyon film 

içerisine farklı kaynaktan elde edilen laktat oksidaz enzimlerinin immobilize 

edilmesi ile hazırlanan amperometrik laktik asit biyosensörlerinin özellikleri akıĢ 

enjeksiyon analizi ile araĢtırılmıĢtır. Prusya mavisi camsı karbon elektrot yüzeyine 

FeCl3, KCl, HCl ve K3(Fe(CN)6 içeren çözeltiden 40 saniye boyunca 400 mV 

potansiyel uygulanarak biriktirilmiĢ, laktat oksidaz enzimi bu elektrot yüzeyine 

damlatılmıĢ ve oda sıcaklığında çözücünün buharlaĢmasından sonra elektrot yüzeyi 

nafyon film ile kaplanmıĢtır. Ölçümler Ag/AgCl‘e karĢı -50 mV potansiyelde 

gerçekleĢtirilmiĢ ve hazırlanan biyosensörlerin 0,8 mmolL
-1

 deriĢime kadar laktik 

aside doğrusal cevap verdiği bulunmuĢtur. ÇalıĢmada farklı kaynaktan elde edilen 

enzim ile hazırlanan biyosensörlerin çalıĢma aralığı açısından farklı davranıĢ 

göstermediği bulunmuĢtur. En düĢük alt tayin sınırı ise Enterococcus türleri kaynaklı 

liyofilize enzimden 0,6 Ünite içeren biyosensörle elde edilmiĢtir. Bu biyosensör ile 

0,02 mmolL
-1

 laktik asidin 80 kez enjeksiyonu sonucunda cevap akımında önemli bir 

değiĢiklik gözlenmemiĢtir.  

 

Arnaldo C. Pereira ve ark. (2007) laktat dehidrogenaz (LDH) ve Meldola 

mavisi (MB) ile oluĢturulan ve dönüĢtürücü, sabitleyici, immobilizasyon matriksi 
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olarak da çok duvarlı karbon nanotüpün kullanıldığı bir laktat biyosensörü 

geliĢtirmiĢlerdir. Amperometrik cevap, laktat dehidrogenazın katalizörlüğünde 

laktatın NAD
+
 ile verdiği enzimatik reaksiyon sonucunda alınmıĢtır. Enzim Meldola 

mavisi üzerine çapraz bağlarla bağlanmıĢ ve daha sonra da çok duvarlı karbon 

nanotüp üzerine adsorbe edilmiĢtir.  Optimum koĢulları elde etmek için pH , destek 

elektrolit, LDH ve NAD
+
 miktarları ve çalıĢma potansiyeli optimize edilmiĢtir. 

Amperometrik sensör mükemmel bir hassasiyet (3,46 Acm
−2

 mmol L
−1

) göstermiĢtir. 

Bu biyosensör oldukça geniĢ bir doğrusal aralığa (0,10–10 mmol L
−1

) sahiptir. Bu 

özellikleri nedeniyle bu biyosensör kan örneklerinde laktat tayini için son derece 

kullanıĢlıdır.  

 

2.7.3. L-Laktat Tayini ile Ġlgili ÇalıĢmalar 

 

Haccoun ve ark. (2004) L-Laktat tayini için poli (5-hidroksi-1,4-naftakinon-

co-5-hidroksi 3- tiyoasetik asit-1,4-naftakinon) kopolimer filmine kovalent olarak 

bağlanmıĢ laktat oksidaz enzimini kullanarak amperometrik bir biyosensör 

hazırlamıĢlardır. Laktat ölçümleri oksijenli ortamda film kaplı platin elektrotta 

Ag/AgCl elektroda karĢı +0,50 V‘luk bir potansiyel uygulanarak yapıldığında 

oksijen doğal medyatör olarak görev görmüĢ ve duyarlılık 350±50 μAmolL
-1

cm
-2

 

olarak bulunmuĢtur. Oksijensiz ortamdaki ölçümlerde ise polimerdeki kinon 

immobilize bir medyatör görevi görmüĢ ve film kaplı camsı karbon elektrot ile 

Ag/AgCl elektroda karsı -0,10 V‘luk düĢük bir potansiyelde duyarlılık 110±50 

μAmolL
-1

cm
-2

 olarak bulunmuĢtur. ÇalıĢmada laktatın son derece düĢük bir 

potansiyelde tayini filmdeki kinon grubunun medyatör olarak görev yapması ile 

açıklanmıĢtır ve kinon grubunun en büyük avantajı ise bu kadar düĢük bir 

potansiyelde giriĢim yapan türlerin yükseltgenmesinin önlenmesi olarak 

belirtilmiĢtir. 

 

M.M. Rahman ve ark. (2009), altın elektrot üzerine iletken polimer ( poli-

5,20-50,20 0-tertiyofen-30-karboksilik asit ) ve çok duvarlı karbon nanotüp 

kaplayarak amperometrik bir laktat biyosensörü geliĢtirmiĢlerdir. Bu elektrot üzerine 
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ayrıca laktat dehidrogenaz ve NAD
+
 nın oksidize formu immobilize edilmiĢtir. 

Polimer kaplı elektrot yüzeyine laktat dehidrogenazla birlikte amin grupları ve 

karboksilik asit eklenmesiyle elektrodun okuma sinyali arttırılmıĢtır. Kalibrasyon 

eğrisindeki r
2 

değeri
 
  0,9995 olarak bulunmuĢtur. Hassasiyet ise 0,0106 l A/l molL

-1
 

olarak ölçülmüĢtür. Hazırlanan bu elektrot süt ve insan serum örneklerinde baĢarılı 

sonuçlar vermiĢtir. 

 

Wang ve arkadaĢları (2009) tarafından laktat tayini için negatif yüklü laktat 

oksidaz enziminin pozitif yüklü nanoboyuttaki kobalt fitalosiyanin ile elektrostatik 

çekiminden yararlanılarak immobilize edildiği kolloidal biyokompozite dayalı bir 

biyosensör geliĢtirilmiĢtir. Bu biyokompozit camsı karbon elektrot üzerinde 

mükemmel film oluĢturabilme ve yüksek adsorplama özelliğinden dolayı laktat 

biyosensörlerinin hazırlanmasında kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada nanoboyuttaki kobalt 

fitalosiyanin sadece enzim immobilizasyonu amacı ile kullanılmamıĢ, aynı zamanda 

hidrojen peroksitin yükseltgenmesi için elektrokatalitik aktivite de göstermiĢtir. 

MnO2nanopartiküller içeren kitosan film ise askorbik asitten gelebilecek giriĢim 

etkisini azaltmak amacı ile bir dıĢ katman olarak biriktirilmiĢtir. Hazırlanan 

biyosensör 0,020–4,0 mmolL
-1

 aralığında laktata doğrusal cevap göstermiĢ ve yüksek 

doğrulukla gerçek numunede laktat tayininde kullanılmıĢtır.  

 

Fumio Mizutani ve arkadaĢları (1995), poliyon kompleks membran içine 

laktat oksidaz enziminin immobilize edilmesiyle laktat tayini için bir elektrot 

geliĢtirmiĢlerdir. Camsı karbon elektrot polilizin ve laktat oksidaz içeren sulu 

çözeltiye daldırılmıĢ ve daha sonra poli(4-stirenesülfonat) eklenerek kurumaya 

bırakılmıĢtır. Elektrodun laktik aside cevap süresi 5 s olarak belirtilmiĢtir. Alt tayin 

sınırı 0,1 pmolL
-1

 olarak verilmiĢtir. Bu Ģekilde hazırlanan elektrot laktik asit, 

asetominofen giriĢimlerini de elimine etmiĢtir. Elektrodun kullanım süresinin 

yaklaĢık iki ay olduğu belirtilmiĢtir.  

 

Huang ve arkadaĢları 2011 yılında çok duvarlı karbon nanotüplere ve platin 

nanopartiküllere dayanan bir amperometrik laktik asit biyosensör geliĢtirmiĢlerdir. 

Çok duvarlı karbon nanotüp ve platin nanopartiküllerden oluĢan kompozit film camsı 
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karbon elektrot üzerine yayılmıĢtır. Enzim modifiye elektrot üzerine adsorpsiyon 

yöntemi kullanılarak immobilize edilmiĢtir. Enzim immobilize modifiye elektrot 

enzim kaybının önlenmesi amacı ile tetraetil ortosilikat ve HCl ile hazırlanan ince bir 

sol-gel film tabakası ile kaplanmıĢtır. ÇalıĢmada platin nanopartikül ve nanotüp 

kompozitinin sadece çok duvarlı karbon nanotüp ile hazırlanan elektroda kıyasla 

daha yüksek katalitik aktivite gösterdiği bulunmuĢtur. Biyosensör 0,50 V çalıĢma 

potansiyelinde laktik aside 0,2–2,0 mmolL
-1

 deriĢim aralığında doğrusal cevap 

göstermiĢ, cevap zamanı 5 saniye, duyarlılığı  6,36 μA mmolL
-1

olarak rapor 

edilmiĢtir. GiriĢim çalıĢmasında biyosensörün yaygın giriĢimcilere iyi bir seçicilik 

gösterdiği bulunmuĢ ve gerçek numune analizlerinde referans yöntem olarak seçilen 

spektrofotometrik yöntemle uyumlu sonuçlar elde edilmiĢtir.  

 

Piano ve arkadaĢları (2010) tarafından laktik asit tayini için Meldola‘s Blue-

Reinecke tuzu ile modifiye edilmiĢ perde baskılı karbon elektrot geliĢtirilmiĢtir. 

Perde baskılı elektrot laktat dehidrogenaz enzimi ve NAD
+

 

ile kaplanmıĢ ve elektrot 

yüzeyine yarıgeçirgen membran olarak selluloz asetat tabakası biriktirilmiĢtir. 

Modifiye elektrot çalıĢma potansiyeli olarak 0,05 V‘un kullanıldığı amperometrik 

akıĢ hücresine bağlanmıĢtır. Biyosensör laktik aside 0,55–10 mmolL
-1

 aralığında 

doğrusal cevap göstermiĢ ve alt tayin sınırı 0,55 mmolL
-1

 olarak rapor edilmiĢtir. 

Hazırlanan biyosensör serumda laktat tayininde baĢarı ile kullanılmıĢtır. 

 

Romero ve arkadaĢları (2011) laktat oksidaz enzimini platin elektrot 

üzerindeki albumin ve musinden oluĢan hidrojele immobilize ederek bir biyosensör 

hazırlamıĢlardır. Enzim daha sonra glutaraldehit aracılığı ile polikarbonat temelli 

polimer matrikse çapraz olarak bağlanmıĢtır. GeliĢtirilen biyosensörün çalıĢma 

potansiyeli 0,65 V, doğrusal çalıĢma aralığı 0,7 molL
-1

-1,5 mmolL
-1

, cevap zamanı 

90 saniye, alt tayin sınırı 0,7 molL
-1

 ve raf ömrü 30 gün olarak rapor edilmiĢtir.  

 

Kun Wang ve arkadaĢları 2005 yılında yaptıkları bir çalıĢmada negatif yüklü 

laktat oksidaz (LOD) ile zıt yüklü nano kobalt fitalosiyaninin elektrostatik 

etkileĢimle birbirlerine kendiliğinden bağlanarak oluĢan bir biyokompozit elde 

etmiĢlerdir. Bu biyokompozitin camsı karbon elektrot üzerinde mükemmel film 
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tabakası oluĢturma özelliğinden yararlanılarak laktat tayini için bir biyosensör 

geliĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmada nano kobalt fitalo siyanin sadece laktat oksidazın 

immobilize olması için değil aynı zamanda enzimatik reaksiyon sonucunda oluĢan 

H2O2‘nin oksidasyonu sırasında gösterdiği elektrokatalitik etkisinden de 

yararlanılmıĢtır.  Bu sensöre dıĢ katman olarak MnO2 nanopartikülleri içeren ve bu 

Ģekilde askorbik asidin giriĢimini engelleyen kitosan tabakası kaplanmıĢtır . 

Optimum koĢullar altında biyosensör geniĢ bir lineer aralığa ve yüksek hassasiyete 

(3,98 Acm
−2

 mmolL
-1

) sahiptir. Biyosensör aynı zamanda iyi bir tekrarlanabilirlik ve 

uzun bir raf ömrüne de sahiptir. Bu biyosensör gerçek örneklerde laktat tayini için 

kullanılmıĢtır. 

 

J. Haccoun ve arkadaĢları 2004 yılında laktat oksidazın elektropolimerize 

kopolimer film poli(5-hidroksi-1,4-naftakinon-co-5-hidroksi-3-tiyoasetik asit-1,4-

naftakinon) üzerine kovalent bağlarla bağlandığı bir laktik asit biyosensörü 

geliĢtirmiĢlerdir. Elektropolimerize film Pt elektrot üzerine kaplanmıĢtır. Bu 

biyosensörün hassasiyeti + 0,5 V da 350±50 AmolL
-1

cm
−2

 olarak verilmiĢtir.  

Biyosensör üzerine bir kinon grubunun medyatör olarak eklenmesiyle aynı 

çalıĢmalar bu kez camsı karbon elektrotta yapılmıĢ ve hassasiyet 110 ± 40 AmolL
-1

 

cm
−2 

olarak bulunmuĢtur. 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Cihazlar ve Malzemeler 

3.1.1. Elektrokimyasal analiz cihazı 

 

Amperometrik ölçme iĢlemleri Electrochemical Analyzer Dropsens 2.0 

(Ġspanya) marka elektrokimyasal çalıĢma sistemi kullanılarak yapıldı. Bu 

elektrokimyasal sisteme BAS C3 (Bioanalytical Systems, Inc., A.B.D.), elektrot 

hücre standı bağlanarak tüm deneyler bu hücrelerde gerçekleĢtirildi. Empedans 

ölçümleri bilgisayar bağlantılı IVIUM marka (Ivium Technologies, Hollanda) 

elektrokimyasal analiz cihazı ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.1.2. Hücre ve elektrotlar 

 

Amperometrik ölçme iĢlemlerinde ġekil 3.1‘de verilen üç elektrotlu ölçme 

sistemi kullanıldı. Referans elektrot olarak BAS MF-2052 no‘lu Ag/AgCl, karĢıt 

elektrot olarak BAS MW-1034 no‘lu platin tel ve çalıĢma elektrodu olarak 15 mg iç 

hacimli karbon pasta elektrot kullanıldı.  

 

 

 

     ġekil 3. 1 Ölçümlerde kullanılan hücre sistemi 
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3.1.3. pH metre 

Tampon çözeltilerinin pH‘larının ölçülmesinde Hanna Instruments HI 2211 

marka pH metre cihazı kullanıldı. 

 

3.1.4. Mikro pipet 

Çözelti ilaveleri için Autolab marka ± 0,05 μL hassasiyeti olan mikro pipetler 

kullanıldı. 

 

3.1.5. Azot gazı 

Çözeltide çözünmüĢ halde bulunan oksijeni uzaklaĢtırmak için Yalız Sınai 

Tıbbi gazlar A.ġ. firmasından temin edilen yüksek saflıktaki (% 99,99) azot gazı 

kullanıldı. 

 

3.1.6. Saf su 

Çözeltinin hazırlanmasında kullanılan saf su; Purelab Option Q DV 25 marka 

saf su cihazından sağlandı. 

 

3.2. Kullanılan Reaktifler ve Özellikleri 

ÇalıĢmada kullanılan kimyasal maddelerin adları ve temin edildikleri firmalar 

Çizelge 3.1 ‘de verilmiĢtir. 

Çizelge 3. 1 ÇalıĢmada kullanılan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar 

 

Kullanılan Kimyasal                                                               Temin Edildiği Firma 

 

Laktik asit (C3H6O3)                                       Sigma Aldrich                                          

BCC (Benzo[c]sinolin)          Sigma Aldrich                                          

Laktat oksidaz (pediococcus)          Sigma Aldrich                                          

Sodyum fosfat dibazik (Na2HPO4)         Tekkim 

Sodyum fosfat monobazik dihidrat (NaH2PO4.2H2O)               Tekkim 

Hidroklorik asit (HCl)           Sigma Aldrich                                          

Sodyum hidroksit (NaOH)           Tekkim %99  
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3.3 Hazırlanan Çözeltiler 

 

3.3.1. Fosfat Tampon Çözeltisi 

 

0,05 molL
-1

 fosfat tamponu hazırlamak için hesaplanan miktarlarda sodyum 

dihidrojenfosfat dihidrat ve disodyum monohidrojenfosfat tartılarak saf suda 

çözüldü. Hazırlanan fosfat çözeltilerini istenilen pH‘lara ayarlarken 0,10 M NaOH ve 

0,10 molL
-1

 H3PO4 çözeltileri kullanıldı. pH çalıĢmalarında kullanılmak üzere 

sırasıyla 0,05 molL
-1

 deriĢimde 5,0; 6,0; 7,0 pH‘ larda fosfat tamponları hazırlandı. 

Hazırlanan çözeltiler kullanılmadıkları zaman buzdolabında +4
o
C‘de muhafaza 

edildi. 

 

3.3.2. TRIS tamponu  

 

             0,05 molL
-1

 TRIS tamponu hazırlamak için hesaplanan miktarlarda tris 

(hidroksimetil) aminometan tartıldı ve 0,10 molL
-1

 HCl çözeltisi kullanılarak 

istenilen pH değerine ayarlandı. pH çalıĢmalarında kullanılmak üzere sırasıyla 0,05 

molL
-1

 deriĢimde 7,5; 8; 8,5; ve 9,0 pH‘larda TRIS tamponları hazırlandı. Hazırlanan 

çözelti buzdolabında +4
o
C‘de saklandı. 

 

3.3.3. Enzim çözeltileri  

 

             Laktat Oksidaz enzimi (LOD) belirli bir miktar tartılarak ultra saf suda 

çözüldükten sonra 10 μL‗lik (10ünite/10μL)(S1) porsiyonlara ayrıldı ve 

buzdolabında -20
o
C‘de muhafaza edildi. Kullanılacağı zaman S1 porsiyonlarını, S2 

(1ünite/10μL), S3 (0,1ünite/10μL) ve S4 (0,01ünite/10μL) Ģeklinde porsiyonlara 

ayrıldı. Elektrodumuzu hazırlarken S4 (0,01ünite/10μL) enzim çözeltisi alınarak 

karbon pasta enzim elektrot karıĢımına ilave edildi. 
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3.3.4. Laktik Asit Çözeltisi 

 

             ÇalıĢmalarda kullanılan 10
-3

 molL
-1

 laktik asit çözeltisi, laktik asidin gerekli 

miktarlarda tartılıp saf suda çözülmesiyle hazırlandı. Kullanılmadığı durumlarda çözelti 

buzdolabında +4
o
C‘de saklandı. 

 

3.3.5. GiriĢim çalıĢmalarında kullanılan çözeltiler  

 

Serumda bulunan bazı türlerin hazırlanan enzim elektrodun cevabına etkisinin 

araĢtırılması için bu türlerin stok çözeltileri hazırlanıp hücreye eklendi. Bu çözeltiler 

aĢağıda verildiği Ģekilde hazırlandı:  

 

 L- askorbik asit, ürik asit ve glikoz stok çözeltileri her birinin deriĢimleri 

1,0×10
–2

 molL
-1

 olacak Ģekilde ilgili katılarının tartılıp saf suda çözülmesi ile 

hazırlandı.  

 

Ürik asit stok çözeltisi ise deriĢimi 1,0x10
-2

 molL
-1

 olacak Ģekilde uygun 

miktarda tartılıp % 0,45 (k/h)‘lik Li2CO3 çözeltisinde çözülerek hazırlandı.  

 

GiriĢim çalıĢmalarında verilen maddelerin fizyolojik deriĢimleri, stok 

çözeltilerinin belirli miktarlarının içinde tampon bulunan elektrokimyasal hücreye 

katılmasıyla elde edildi. 

 

3.4. BCC ve ÇDKNT ile Modifiye EdilmiĢ Karbon Pasta Enzim Elektrotların 

Hazırlanması  

 

BCC ve ÇDKNT ile modifiye edilmiĢ karbon pasta enzim elektrot aĢağıda 

tarif edilen Ģekilde hazırlandı:  

Sade KPE hazırlanırken 15 mg grafit tozu tartıldı ve bu karıĢıma 10 μL 

parafin yağı eklendi. 
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BCC ile modifiye edilmiĢ eletrodumuzda 12,5 mg grafit tozu ve 2,5 mg BCC 

tartıldı ve 10 μL parafin yağı eklendi ve elektrot hazırlandı. 

 

           ÇDKNT ile modifiye edilmiĢ elektrodumuzda 11,5 mg grafit tozu ve 3,5 mg 

ÇDKNT tartıldı ve 10 μL parafin yağı eklendi ve elektrot hazırlandı. 

 

9,5 mg grafit tozu ve 2,5 mg BCC ve 3,5 mg ÇDKNT tartıldı. Grafit tozu, 

BCC ve ÇDKNT cam bir petri kabında homojen bir dağılım elde edilene kadar 

karıĢtırıldı. Bu karıĢıma 10 μL parafin yağı eklendi ve yaklaĢık 20 dakika spatül 

yardımıyla karıĢtırılmaya devam edildi. Hazırlanan pasta karbon pasta elektrot 

gövdesi içine yerleĢtirildi ve elektrot yüzeyi pürüzsüz bir yüzeyde düzleĢtirildi. 
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4. DENEY SONUÇLARI VE BULGULAR 

4.1. Biyosensörün Hazırlanma KoĢullarının Optimizasyonuna Ait Bulgular 

4.1.1 Biyosensörün Elektrokimyasal Özellikleri 

            

           Ġletken bir maddeyi içeren durgun bir çözeltide bir çalıĢma elektroduna 

zamanla doğrusal olarak artan bir potansiyel uygulandığında akım–potansiyel 

eğrisinin bir pik Ģeklinde oluĢtuğu görülür. Bu uygulamada potansiyel taraması ileri 

yönde belli bir potansiyel değerine ulaĢtıktan sonra yine doğrusal olarak azalacak 

biçimde ters çevrilirse, bu tekniğin adı dönüĢümlü voltametri (DV) olur.  

 

          Elektroda hızlı bir potansiyel taraması uygulandığı zaman potansiyel, standart 

indirgenme potansiyeline yaklaĢır ve madde indirgenmeye baĢlar. Potansiyel negatif 

değerlere ulaĢtıkça elektrot yüzeyindeki maddenin indirgenme hızı ve buna bağlı 

olarakta daha fazla madde indirgeneceğinden akım değeri artar. Ġndirgenme hızı 

arttıkça akımı, elektrot yüzeyine difüzyonla gelen madde miktarı kontrol etmeye 

baĢlar. Difüzyon tabakası zamanla kalınlaĢacağı için difüzyon hızı ve dolayısıyla 

akım azalır. (Tekin 2008) 

 

          Bu çalıĢmada kullanılan elektrotların elektrokimyasal özelliklerini incelemek 

amacıyla KPE, KPE-BCC ve KPE-BCC-ÇDKNT elektrotları ayrı ayrı hazırlanarak 

her bir elektrodun 0,05 molL
-1

 pH 7,0 fosfat tamponunda dönüĢümlü 

voltamogramları alındı. (ġekil 4.1). ġekil 4.1 incelendiğinde sade KPE yüzeyinde 

herhangi bir indirgenme veya yükseltgenme pikine rastlanmadı. BCC ile modifiye 

edilmiĢ KPE‘un tampon çözeltideki dönüĢümlü voltamogramı incelendiğinde 

sırasıyla -0.66 V ve -0,44 V potansiyellerinde BCC‘ye ait indirgenme ve 

yükseltgenme pikleri gözlendi. Elektrot BCC ve ÇDKNT ile modifiye edildiğinde 

indirgenme yükseltgenme piklerine ait pik akımlarında artıĢ görüldü. Bu sonuç 

ÇDKNT‘lerin yüksek iletkenliği ve geniĢ yüzey/hacim oranları ile açıklanabilir. 

BCC ve ÇDKNT ile modifiye elektroda enzim eklendiğinde pik akımlarında azalma 

görüldü.  
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ġekil 4.1 Modifiye edilmemiĢ ve modifiye edilmiĢ elektrotların dönüĢümlü                          

voltamogramları a) Sade KPE b) KPE-BCC c) KPE-BCC-ÇDKNT (0,05 

molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 Vs
-1

 tarama hızı) 

 

4.1.2 Empedans ölçümleri 

 

       Elektrokimyasal empedans spektroskopisi elektrotların modifikasyonu sırasında 

elektrot yüzeyindeki empedans değiĢimleri gösteren bir tekniktir. ÇalıĢmada bölüm 

2.7‗de anlatıldığı gibi sade KPE, KPE-BCC, KPE-ÇDKNT ve KPE-ÇDKNT-BCC 

elektrotlarının empedans ölçümleri alındı. ġekil 4.2 (A) ve Ģekil 4.2 (B)‘de modifiye 

edilmiĢ ve modifiye edilmemiĢ elektrotların 5.0 mmolL
-1

 Fe(CN)6
3-/4- 

içeren 0.10 

molL
-1

 KCl çözeltisindeki Nyquist eğrilerini göstermektedir. Nyquist eğrilerinde 

sanal empedans (Z") gerçek empedansa (Z') karĢı grafiğe geçirilir. Empedans 

spektrumunun Nyquist eğrisi, bir doğrusal ve bir yarım halka Ģeklinde iki kısımdan 

oluĢur. Yüksek frekanslardaki yarım halka elektron tranferinin sınırlı olduğu duruma, 

düĢük frekanslardaki doğrusal kısımda difüzyon prosesine karĢılık gelir. Yarım 

dairenin çapı elektrot yüzeyindeki elektron transfer direncine eĢittir (Wang 2008). 

ġekil incelendiğinde sade karbon pasta elektrot ile iyi tanımlanmıĢ bir yarım halka 

elde edildiği görüldü. Sade KPE‘nın oluĢturduğu halkanın çapının en büyük olması 
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çözelti/elektrot ara yüzeyinde direncin daha yüksek olduğu dolayısıyla elektron 

aktarımının en düĢük olduğu Ģeklinde yorumlandı. Sade KPE, BCC veya ÇDKNT ile 

modifiye edildiğinde elde edilen halkaların çapları sade KPE ile karĢılaĢtırıldığında 

çok daha düĢük bulundu. Bu durumda BCC ve ÇDKNT‘lerin çözelti/elektrot ara 

yüzeyinde elektron aktarım direncini düĢürdüğü düĢünüldü. KPE-BCC ve KPE-

ÇDKNT oluĢturdukları halkaların çaplarının birbirine yakın olmasına rağmen, KPE-

BCC-ÇDKNT‘nin oluĢturduğu halkanın çapının tüm elektrotlardan daha küçük 

olduğu görüldü. Bunun sebebi olarak; ÇDKNT ve BCC‘nin sinerjetik etkisi ile 

çözelti/elektrot ara yüzeyinin direncinin daha düĢük olması, bununla beraber elektron 

aktarım hızının daha büyük olduğu söylenebilir. Sonuç olarak KPE-BCC-ÇDNKT 

çapının en küçük olması elektron aktarımın hızlı olması ve çözelti/elektrot ara 

yüzeyinin direncinin daha da düĢük olduğunu gösterdi.  
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ġekil 4.2 (A) Sade KPE (B) a: KPE-BCC, b: KPE-ÇDKNT, c: KPE-ÇDKNT-BCC 

elektrotlarının Nyquist eğrileri (5,0 mmolL
-1

 Fe(CN)6
3-/4- 

içeren  0,10 

molL
-1

 KCl çözeltisinde) 

 

4.1.3 BCC’nin Medyatör Özelliğinin Ġncelenmesi 

 

ÇalıĢmada kullanılan Benzo [c] sinolinin (BCC) medyatör özelliği iki önemli 

nitelik araĢtırılarak tespit edildi. Bir molekülün medyatör olabilmesi için ilk koĢul 

elektrokimyasal reaksiyon mekanizmasının tersinir olmasıdır. (Nicholson ve Shain 

1964) Bu amaçla BCC‘ nin tersinirliği araĢtırıldı. BCC‘nin indirgenme 

reaksiyonunun tersinir, yarı tersinir veya tersinmez olup olmadığına karar vermek 

için DV deneylerinde elde edilen voltamogramından yararlanıldı. Bu amaçla BCC ile 

modifiye edilmiĢ KPE‘un 0,05 molL
-1

 pH 7,0 tamponunda 0,1 Vs
-1

 tarama hızında 

0,5 V - (-1,0) V potansiyel aralığında dönüĢümlü voltamogramı kaydedilidi. -0,66 V 

ta gözlenen indirgenme pikinden sonra geri tarama yapıldığında -0,44 ta bir 

yükseltgenme piki gözlendi (ġekil 4.3). Bu sonuç BCC‘nin indirgenme 

reaksiyonunun tersinir veya yarı tersinir olduğunu düĢündürdü.  

 

Bu amaçla, farklı tarama hızlarında alınan dönüĢümlü voltametri 

deneylerinden yararlanıldı (Çizelge 4.1). Tarama hızı arttıkça pik akımlarının 

(B) 
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artması, pik potansiyellerinin daha negatif değerlere kayması ve pik geniĢlemesinin 

görülmesi BCC nin sulu ortamda yarı tersinir bir reaksiyonla indirgendiğini 

destekledi (Nicholson ve Shain 1964, Greef vd. 1990, Bard ve Faulkner 2001) 

 

Çizelge 4.1 BCC ile modifiye edilmiĢ KPE yüzeyinde 0,05 molL
-1

 fosfat 

tamponunun pH 7,0 de dönüĢümlü voltamogramlarından elde edilen pik 

potansiyellerinin ve pik akımlarının tarama hızı ile değiĢimi 

 

Tarama hızı (v) Vs
-1

 Ep
k
 / V ip

k
 / µA Ep

a
 / V ip

a
 / µA 

0,1 -0,66 -29,031 -0,44 58,872 

0,2 -0,69 -77,354 -0,39 100,661 

0,5 -0,76 -115,918 -0,35 117,812 

0,7 -0,77 -115,506 -0,32 147,397 

1,0 -0,79 -101,370 -0,31 170,785 
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ġekil 4. 3 KPE-BCC‘ nin sulu ortamda kaydedilen DV‘si (0,05 molL
-1

, pH 7,0 fosfat 

tamponu, oda sıcaklığı, 0,1 Vs
-1

 tarama hızı) 

 

            BCC nin elektrokimyasal reaksiyonunun yarı tersinir olduğunun 

belirlenmesinden sonra, BCC ile modifiye edilmiĢ KPE nin laktik asite duyarlılığı 

araĢtırıldı. Bu amaçla, azot ortamında sırasıyla KPE - ÇDKNT - LOD ve KPE – 
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BCC – ÇDKNT - LOD elektrotları hazırlandı. Her bir elektrot 0,05 molL
-1

 pH 7,0 

fosfat tamponu içerisinde -0,4 V potansiyelde kararlı hal akımları elde edilene kadar 

bekletildi. Stok laktik asit çözeltisinden belirli hacimlerde içinde tampon çözelti 

bulunan hücreye eklendi ve amperometrik ölçümler alındı. Akım farkları laktik asit 

deriĢimlerine karĢı grafiğe geçirilerek duyarlılıkları karĢılaĢtırıldı. 
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ġekil 4.4  KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘nin laktik aside duyarlılığı (N2 ortam) (0,05 

molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sıcaklığı) 

 

   KPE-ÇDKNT-LOD elektrodu kullanılarak azotlu ortamda -0,4 V‘ta alınan 

ölçümlerden uygun bir kalibrasyon eğrisi elde edilemedi. Sebebinin ise ortamda 

medyatör özelliği gösterecek bir türün bulunmaması olduğu düĢünüldü. KPE-BCC-

ÇDKNT-LOD‘nın kullanılarak azotlu ortamda laktik asit ilaveleri sonunda elde 

edilen akım farkları deriĢime karĢı grafiğe geçirildiğinde yüksek duyarlılığa sahip bir 

eğri elde edildi. Duyarlılıktaki bu artıĢın nedeninin BCC olduğu sonucuna varıldı. 

Elde edilen bilgiler ıĢığında bu çalıĢmada laktik asit tayini için BCC‘nin medyatör 

olarak kullanılmasına karar verildi. 

 

ġekil 4.5‘de laktik asit tayini için hazırlanan KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘de 

gerçekleĢen olaylar özetlendi. 
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ġekil 4.5 Laktik asit tayini için hazırlanan KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘nin çalıĢma 

ilkesi (Eind ve Eyük enzimin indirgenmiĢ ve yükseltgenmiĢ halleri, BCCind ve 

BCCyük BCC‘nin indirgenmiĢ ve yükseltgenmiĢ halleri) 

 

ÇalıĢmada kullanılan BCC aĢağıdaki reaksiyona göre LOD enziminin 

yükseltgenmesinde medyatör olarak rol oynadı. LOD enzimi yükseltgenirken BCC 

indirgendi. Ġndirgenen BCC -0,4 V‘ta tekrar yükseltgendi. 

 

indyük LODPirüvatLODlaktat-L 
 

indyükyükind BCCLODBCCLOD 
 

yük

V) 0.40(Elektrot 

ind BCCBCC   
 

 

4.1.4. Biyosensör Cevabına Enzim Miktarının Etkisi 

 

Enzim miktarının elektrot cevabına etkisini incelemek amacı ile diğer 

bileĢenler sabit tutularak 0,0005; 0,001; 0,005; 0,01; 0,05 ve 0,1 U LOD içeren 

enzim elektrotlar hazırlandı. Her bir elektrot 0,05 molL
-1

 pH 7,0 fosfat tamponu 

içerisinde -0,4 V potansiyelde kararlı hal akımları elde edilene kadar bekletildi. 

Laktik asit çözeltisinden hesaplanan miktarlarda içinde tampon çözelti bulunan 

hücreye eklendi ve amperometrik ölçümler alındı. Enzim miktarının biyosensör 

cevabı üzerine etkisi Ģekil 4.6‘da verildi. En uygun enzim ünitesi 0,01 ünite olarak 

belirlendi. (ġekil 4.6 ). ġekil 4.6 incelendiğinde 0,01 ünite enzim miktarından sonra 

% aktivitedeki azalma, elektrota immobilize olmuĢ enzimin elektrot yüzeyini bloke 

etmesiyle açıklandı.. 
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ġekil 4.6 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabı üzerine enzim miktarının etkisi (0,05 

molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sıcaklığı) 

 

4.1.5 Biyosensör Cevabına Çok Duvarlı Karbon Nanotüp Miktarının Etkisi 

 

          Bu çalıĢmada kullanılan KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘nin hazırlanmasında 

kullanılacak en uygun çok duvarlı karbon nanotüp miktarının belirlenmesi için 2,5 

mg; 3 mg; 3,5 mg; ve 4 mg ÇDKNT kullanılarak dört farklı enzim elektrot 

hazırlandı. Bu elektrotların 0,05 molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponunda ve -0,4 V‘ta 

laktik asit ilavelerine karĢı cevapları belirlendi ve ÇDKNT miktarının biyosensör 

cevabı üzerine etkisi Ģekil 4.7‘de gösterildi. Elde edilen sonuçlara göre optimum 

ÇDKNT miktarı 4 mg olarak belirlendi. ġekil 4.7 incelendiğinde 3,5 mg ile 4 mg 

ÇDKNT ün kullanıldığı elektrotların duyarlılıklarının birbirine çok yakın olduğu 

görüldü. Karbon nanotüpün pahalı bir malzeme olması nedeni ile çalıĢmanın 

devamında 3,5 mg karbon nanotüp kullanılmasına karar verildi. 
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ġekil 4.7 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabı üzerine ÇDKNT miktarının etkisi            

(0,05 molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sıcaklığı) 

 

4.1.6 Biyosensör Cevabına Benzo [c] sinnolinin Miktarının Etkisi 

 

BCC miktarının enzim elektrodunun aktivitesine etkisini incelemek için diğer 

bileĢenlerinin miktarı sabit tutulurken BCC miktarı 1,5 mg; 2 mg; 2,5 mg ve 3 mg 

olarak değiĢtirilerek dört farklı enzim elektrot hazırlandı. Enzim elektrotlar 0,05 

molL
-1

 pH 7,0 fosfat tampon içerisinde daldırıldı ve Ag/AgCl‘e karĢı - 0,4 V‘da 

dengeye gelene kadar bekletildi. 1,0×10
-3

 molL
-1

 stok laktik asit çözeltisinden 

hücreye belirli hacimlerde ilaveler yapıldı ve enzim elektrodun amperometrik cevabı 

ölçüldü. Elde edilen en yüksek amperometrik cevap 100 kabul edilerek hesaplanan % 

aktivite değerleri laktik asit deriĢimine karĢı grafiğe geçirildi. En uygun BCC miktarı 

2,5 mg olarak belirlendi (ġekil 4.8 ). ġekil 4.7 ve ġekil 4.8 incelendiğinde optimum 

BCC ve ÇDKNT miktarlarından sonra % aktivite değerlerinde meydana gelen 

azalma, BCC ve ÇDKNT‘ün elektrot yüzeyini bloke ederek laktik asitin LOD 

enzimine ulaĢmasını engellemesi ile açıklandı. 
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ġekil 4.8 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabı üzerine BCC miktarının etkisi            

(0,05 molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sıcaklığı ) 

 

4.2 Biyosensörün ÇalıĢma KoĢullarının Optimizasyonuna Ait Bulgular 

 

4.2.1 Optimum Sıcaklık 

 

             Enzim aktivitesi güçlü bir Ģekilde sıcaklığa bağlıdır; çünkü çok yüksek ve 

düĢük sıcaklık değerleri enzimin inaktivasyonuna yol açabilir. Literatür 

incelendiğinde laktik asit tayini için geliĢtirilen pek çok biyosensör çalıĢmasında 

sıcaklığın amperometrik cevap üzerine etkisinin incelenmesine rağmen, çalıĢmaların 

çoğunun pratik olması nedeniyle oda sıcaklığında gerçekleĢtirildiği görüldü. Bu teze 

ait çalıĢmalar da oda sıcaklığında (25°C) gerçekleĢtirildi. 

 

4.2.2 Optimum pH 

 

pH‘nın amperometrik cevap üzerine etkisini belirlemek amacıyla KPE-BCC-

ÇDKNT-LOD, hazırlanan 0,05 molL
-1

 farklı pH değerlerindeki fosfat tamponları 

içinde Ag/AgCl‘e karĢı - 0,4 V potansiyelde kararlı hal akımları elde edilene kadar 

bekletildi. Stok laktik asit çözeltisinden belirli hacimlerde ilaveler yapılarak 
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amperometrik cevaplar belirlendi. Elde edilen değerler pH‘ya karĢı grafiğe geçirildi 

ve optimum pH 7,0 olarak belirlendi (ġekil 4.9).  

 

Literatür incelendiğinde serbest enzimin (LOD) pH‘sının 7,5 olarak rapor 

edildiği görüldü. (Suman ve Pundir 2005) Bu çalıĢmada belirlenen optimum pH 

değeri literatürdeki pH değeri ile karĢılaĢtırıldığında 0,5 birimlik kayma olduğu 

görüldü. Bu kaymanın, enzimin karbon pasta içinde BCC ve ÇDKNT ile 

hapsedilmesinden dolayı mikro çevresinin farklanması sonucu fizikokimyasal 

karakteristiklerinin değiĢmesinden kaynaklandığı düĢünüldü.  
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ġekil 4.9 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabı üzerine pH‘nın etkisi (0,05 molL
-1

, pH 

7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sıcaklığı) 

 

4.2.3 ÇalıĢma Potansiyeli 

 

Hazırlanan enzim elektrodun (KPE-BCC-MWCNT-LOD) en uygun çalıĢma 

potansiyelinin belirlenmesi için -0,2 V, -0,3 V, -0,4 V ve -0,5 V‘da kalibrasyon 

eğrileri çizildi. Elde edilen sonuçlara göre en uygun çalıĢma potansiyeli -0,4 V olarak 

belirlendi (ġekil 4.10). Bu potansiyelin oldukça düĢük bir değerde olmasının diğer 

türlerin giriĢim etkisini de önemli ölçüde azaltacağı düĢünüldü. 
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ġekil 4.10 KPE-BCC-MWCNT-LOD cevabı üzerine çalıĢma potansiyelinin etkisi 

(0,05 molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sıcaklığı) 

 

4.2.4 Substrat DeriĢiminin Etkisi 

 

0,05 molL
-1

 pH 7,0 PBS tamponunda -0,4 V‘da dengeye getirilen enzim 

elektodun laktik aside cevabının, gözlenebilme sınırının ve doğrusal çalıĢma 

aralığının belirlenmesi için 1,0×10
-4 

- 1,0×10
-2 

molL
-1

 deriĢim aralığında olacak 

Ģekilde stok laktik asit çözeltisinden belirli hacimlerde tampon çözeltiye ilaveler 

yapıldı. Enzim elektrodun laktik aside amperometrik cevabı ölçüldü ve kalibrasyon 

grafiği çizildi. Kalibrasyon grafiğinden yaralanarak doğrusal çalıĢma aralığı ve 

gözlenebilme sınırı tayin edildi. Gözlenebilme sınırı 1,96×10
-7

 molL
-1

 doğrusal 

çalıĢma aralığı ise 1,96×10
-7

 – 1,1×10
-4

 molL
-1

 olarak bulundu (ġekil 4.11). 
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ġekil 4.11 Subsrat deriĢimine bağlı olarak farklanan akım değerlerine ait kalibrasyon 

grafiği, (içinde: 1,96×10
-4

 – 1,27×10
-2

 mmolL
-1

 deriĢim aralığına ait 

kalibrasyon grafiği; 0,05 molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda 

sıcaklığı) 

 

4.3 Enzim Elektrotla Yapılan ÇalıĢmalara ĠliĢkin Sonuçlar  

 

4.3.1 Cevap süresinin belirlenmesi  

 

KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘nin cevap süresini belirlemek için enzim elektrot 

0.05 molL
-1

 pH 7,0 fosfat tamponuna daldırıldı ve -0,4 V potansiyelde kararlı hal 

akımları elde edene kadar bekletildi. Laktik asit deriĢimi 1,96×10
-4

 molL
-1

 olacak 

Ģekilde elektrokimyasal hücreye stok laktik asit çözeltisinden belirli hacimde ilave 

yapıldı. Belirli bir süre boyunca amperometrik cevaplar kaydedildi. Akım farkları 

zamana karĢı grafiğe geçirildi. Akım farkının hemen hemen sabit kaldığı süre 

elektrodun cevap süresi olarak belirlendi. Bu sürenin KPE-BCC-ÇDKNT-LOD için 

100 saniye olduğu tespit edildi (ġekil 4.12). 
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ġekil 4.12 Enzim elektrodun cevap süresinin belirlenmesine iliĢkin akım-zaman 

grafiği (0,05 molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sıcaklığı) 

 

4.3.2 Tekrar kullanılabilirlik ve tekrar üretilebilirlik  

 

KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘nin tekrar kullanılabilirliğini incelemek için, 

hazırlanan enzim elektrodun ard arda 5 kez laktik aside cevabı ölçüldü. Ölçümler 

sonucunda elde edilen akım farklarına karĢı laktik asit deriĢimine ait kalibrasyon 

grafikleri çizildi ve elde edilen duyarlılıkların bağıl standart sapması (BSS) 

hesaplandı. Elde edilen sonuçlara göre % BSS 4,5 olarak bulundu (ġekil 4.13). Bu 

sonuç hazırlanan enzim elektrodların laktik asit tayininde tekrarlanabilirliği yüksek 

cevaplar verdiğini gösterdi.  

 

Elektrotun operasyonel kararlılığını belirlemek için ġekil 4.13‘de çizilen 

kalibrasyon grafiklerinden yararlanıldı. 2,4×10
-3

 molL
-1

 laktik asit çözeltisine karĢılık 

gelen akım değerleri okundu. Alınan ilk ölçümün aktivitesi % 100 kabul edilerek ard 

arda alınan ölçümlerdeki aktivite kayıpları ġekil 4.14 verildi. Söz konusu Ģekil 

incelendiğinde 5 ölçüm sonunda biyosensörün aktivite kaybetmediği görüldü. 

 

Enzim elektrodun tekrar üretilebilirliğinin belirlenmesi için optimum olarak 

belirlenen bileĢimde 7 ayrı enzim elektrot hazırlandı. Bu elektrotlarının her birinin 

laktik aside karĢı cevabı belirlendi. Bu amaçla her bir elektrot için elde edilen 
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kalibrasyon eğrilerinin duyarlıklarının bağıl standart sapma değeri hesaplandı. Elde 

edilen sonuçlara göre % BSS 2,46 olarak bulundu (ġekil 4.15). Bu sonuç geliĢtirilen 

enzim elektrodun tekrar üretilebilirliğinin yüksek olduğunu gösterdi. 
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ġekil 4.13 KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘ nin tekrar kullanılabilirliğine iliĢkin 

kalibrasyon eğrileri (0,05 molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda 

sıcaklığı) 
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ġekil 4.14 KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘e ait operasyonel kararlılık (0,05 molL
-1

, pH 

7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sıcaklığı) 
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ġekil 4.15 KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘ nin tekrar üretilebilirliğine iliĢkin kalibrasyon 

eğrileri (0,05 molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sıcaklığı) 

 

4.3.3 Raf ömrü  

 

KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘ nin raf ömrünü belirlemek amacı ile hazırlanan 

enzim elektrot 0,05 molL
-1

 pH 7,0 fosfat tamponu içinde -0,4 V potansiyelde denge 

akımına ulaĢana dek bekletildi. 1,0×10
-3

 molL
-1

 stok laktik asit çözeltisinden 

hesaplanan miktarlarda ortama ilaveler yapıldı ve amperometrik cevaplar kaydedildi. 

Akım farkları laktik asit deriĢimine karĢı grafiğe geçirilerek duyarlık belirlendi. Aynı 

enzim elektrot kullanılarak 2 gün arayla aynı Ģekilde amperometrik ölçümler alındı. 

Bulunan duyarlıklar günlere karĢı grafiğe geçirildi ve elektrodun duyarlığının 

zamanla nasıl değiĢtiği incelenerek elektrot ömrü belirlendi (ġekil 4.16). KPE-BCC-

ÇDKNT-LOD ‘nin 15 gün sonunda duyarlılığında %25‘lik bir azalma olduğu tespit 

edildi. 
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ġekil 4.16 KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘ nin laktik aside duyarlılığının zamanla      

değiĢimi (0,05 molL
-1

, pH 7,0 fosfat tamponu, -0,4 V, oda sıcaklığı) 

 

4.3.4 CPE -BCC-ÇDKNT-LOD ile insan serumunda laktik asit tayini  

 

KPE-BCC-ÇDKNT-LOD ile kanda laktik asit tayini yapmak için 2 farklı 

serum numunesinde çalıĢıldı. Kan örnekleri 1:50 ve 1:100 oranında fosfat tamponu 

ile seyreltilerek analiz için kullanıldı. KPE-BCC-ÇDKNT-LOD kan örneklerinde 

laktik asit tayini, standart katma yöntemi kullanılarak yapıldı. Bunun için hazırlanan 

enzim elektrot, 5,0 mL 0,05 molL
-1

 pH 7,0 fosfat tamponu içerisine daldırıldı ve 

Ag/AgCl‘e karĢı -0,4 V‘da kararlı hal akımları elde edilene kadar bekletildi. Kan 

örneğinden 100 μL hücreye eklendi ve -0,4 V‘da amperometrik ölçüm alındı. 

Ardından aynı hücreye belli hacimlerde stok laktik asit çözeltisinden ilaveler yapıldı. 

Hesaplanan akım farkları laktik asit deriĢimine karĢı grafiğe geçirildi. Standart katma 

yöntemi ile kandaki laktik asit deriĢimi hesaplandı. Hesaplanan laktik asit miktarı ile 

örnek kanda bulunan laktik asit miktarı karĢılaĢtırılarak geri kazanımlar hesaplandı 

(Çizelge 4.2).  
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Çizelge 4.2 Ġnsan serumundaki laktik asidin geri kazanım değerleri 

Kan numunesi Laktik ait deriĢimi (mgL
-1

) 

 
Enzimatik kolorimetrik 

yöntem  
 

Enzim elektrot
*
 

1 0,0207 0,0221  ± 0,00568 

2 0,0306 0,0312  ± 0,00718 

*
: sonuçlar 3 değerin ortalaması olarak verildi. 

 

4.3.5 GiriĢim etkisinin incelenmesi 

        

          KPE-BCC-ÇDKNT-LOD elektrodun cevabına giriĢim yapan türlerin bölüm 

3.3.5 anlatıldığı Ģekilde laktik asit deriĢimi 5×10
-6 

molL
-1

 olan hücreye giriĢim etkisi 

incelenecek türün belirli deriĢimde eklenmesi ve -0,4 V‗da önce laktik asidin cevap 

akımının sonra laktik asit ve giriĢim yapan türlerin toplam akımının ölçülmesi ve 

toplam akımdan laktik asidin neden olduğu akımın çıkarılarak giriĢim yapan türe ait 

cevap akımının hesaplanmasıyla belirlendi. GiriĢim yapan maddelerin giriĢim 

yüzdesi Çizelge 4.3 verildi. Çizelge incelendiğinde glukozun giriĢim etkisinin en 

yüksek olduğu, askorbik asit ve ürik asitin giriĢim etkisinin ise çok daha az olduğu 

tespit edilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.3 GiriĢim yapan maddelerin giriĢim yüzdesi 

 

GiriĢim 

Yapan Tür 

GiriĢim 

Yapan Türün 

DeriĢimi 

molL
-1

 

Toplam Cevap 

Akımı (µA) 

GiriĢim 

Yapan Türün 

Cevap Akımı 

(µA) 

GiriĢim 

Yüzdesi
a
 

Glukoz 
5,0×10

-5
   0,509735 

 

0,036425 %7,15 

1,5×10
-4

   0,691709 0,191233 %27,6 

Askorbik Asit 
5,0×10

-5
 1,540461 

 

-0,044450 - %2,89 

1,5×10
-4

   1,628431 0,079894 %4,90 

Ürik Asit 
5,0×10

-5
 2,259390 

 

-0,077290 - %3,42 

1,5×10
-4

    2,343395 0,192939 %8,23 

                   a GiriĢim yapan türün cevap akımının toplam cevap akımına oranı                
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ÇalıĢmada kullanılan enzim elektrodun yapısı, çalıĢma koĢulları ve alınan sonuçlara 

iliĢkin özet niteliğindeki bilgiler Çizelge 4.4‘ de verildi. 

 

Çizelge 4.4 KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘ nin en uygun elektrot bileĢimi, çalıĢma 

koĢulları ve performans faktörleri 

 

Elektrot BileĢimi ÇalıĢma KoĢulları 

Grafit tozu / mg 9,5 Tampon Fosfat tamponu 

Enzim / U 0,01 Tampon deriĢimi / molL
-1

 0,05 

BCC / mg 2,5 pH 7,0 

Parafin yağı / µL 10 Sıcaklık / 
0
C 25 

ÇDKNT / mg 3,5 ÇalıĢma potansiyeli / V -0,4 

Performans Faktörleri 

Doğrusal çalıĢma aralığı / molL
-1

 1,96×10
-7

 – 1,1×10
-4

 

Gözlenebilme sınırı / molL
-1

 1,96×10
-7

 

Tekrar üretilebilrlik / % 2,5 

Tekrarlanabilirlik / % 4,5 

Raf ömrü / gün 15 

Cevap Süresi / s 100 
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5. SONUÇLAR  

 

Bu tez çalıĢmasında, laktik asit tayini için BCC ve ÇDKNT ile modifiye edilmiĢ 

amperometrik enzim elektrot geliĢtirildi. Bu amaçla, öncelikle BCC, ÇDKNT ve 

grafit tozu karıĢtırıldı ve daha sonra hazırlanan karıĢıma LOD enzimi immobilize 

edilerek karbon pasta elektrot gövdesi içine yerleĢtirildi. Hazırlanan enzim elektrot 

ile elde edilen sonuçlar aĢağıda kısaca özetlendi.  

 

 KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘nin optimum çalıĢma koĢullarının belirlenmesi için 

yapılan çalıĢmalar sonucunda en uygun tamponun 0,05 molL
-1

 pH 7,0 fosfat 

tamponu olduğu görüldü.  

 

 KPE-BCC/ÇDKNT/LOD‘nin en uygun grafit tozu, BCC, ÇDKNT ve enzim 

miktarlarının sırasıyla 9,5 mg, 2,5 mg, 3,5 mg olduğu belirlendi.  

 

 KPE-BCC-ÇDKNT-LOD ile yapılan çalıĢmaların pratik olması için 

çalıĢmalar oda sıcaklığında gerçekleĢtirildi.  

 

 KPE-BCC/ÇDKNT/LOD‘nin cevap süresinin yaklaĢık 100 saniye olduğu 

görüldü.  

 

 KPE-BCC-ÇDKNT-LOD‘nin tekrarlanabilirliğini belirlemek için aynı enzim 

elektrotla ard arda 5 ölçüm alındı ve ölçümlerin BSS değeri % 4,5 olarak 

bulundu. 

 

 Tekrar üretilebilirliğin değerlendirilmesi için ise aynı yolla hazırlanan 7 farklı 

enzim elektrodun laktik aside cevabı belirlendi ve elde edilen kalibrasyon 

eğrilerinin duyarlıklarının bağıl standart sapması % 2,46 olarak hesaplandı. 

 

 KPE-BCC/ÇDKNT/LOD‘nin doğrusal çalıĢma aralığının 1,96×10
-7

–1,1×10
-4  

molL
-1

 ve gözlenebilme sınırının 1,96x10
-7 

molL
-1

 olduğu belirlendi. 
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Çizelge 4.5 Laktik asit tayini için hazırlanan bazı biyosensörlerin özelliklerinin karĢılaĢtırılması /metal bileĢikleri(medyatör) 

No Yöntem/ Enzim 
Medyatör/ ÇalıĢma 

elektrodu 

Potansiyel  

/ pH / Sıcaklık  
Duyarlılık 

Alt tayin sınırı / Lineer 

aralık / Cevap Zamanı 

Tekrar 

kullanılabilirlik 

Raf Ömrü 

Bozucu türler Uygulama Ref. 

1 
Amperometrik/ 

D-LDH 

Hegzasiyanoferrat 

NAD
+3

 / Pt 

0,1 V / 

 pH 9 / 

 25 
O
C 

37/35/25 

µA mmol
-1

 L 

5/10/50µmolL
-1

/   

0,01-1mmolL
-1

 ; 

0,05-2mmolL
-1

 ; 

0,1-0,5mmolL
-1

 / 

100s-100s- 120s 

- - - 
Gros A. 

(2004) 

2 
Amperometrik/ L-

LDH 

hegzasiyanoferrat 

NAD
+
 / - 

0,8 V / - /  

25 
O
C 

1,1 µA mmol
-1

L 
- / 0,002-5mmolL

-1
 / 

 30 saniye 
- / 60 gün - - 

Montagne 

M. (1993) 

3 
Amperometrik/  

L-LDH 

Hegzasiyanoferrat / 

Au / Camsı Karbon  / 

Pt 

0,08 V /  

pH 7,2 / 

 21 
O
C 

- 
- / 0,1-8 mmolL

-1
 /  

1 dakikadan az 
150 deneme / - - kan 

Durliat H. 

(1999) 

4 
Amperometrik / 

LOD 

Osminyum 

kompleksi / Camsı 

karbon 

0 V / 

 pH 7,3 /  

37
  O

C 

- - 
160 saatte 

%90‘nunu korur. / - 

Asetominofen, 

askorbat,üre, 

düĢük 

potansiyellerde 

meldola mavisi 

- 
Kenausis 

G. (1997) 

5 
Amperometrik / 

LOD 

Ferrosen  / 

 Karbon pasta  

0,7 V / 

 pH 8,9 /  

25 
O
C 

117 µA  

mmol
-1

L /  

133 µA  mmol
-1

L 

-  /0,5-5,5mmolL
-1

 /  

20 saniye 
- / 5 aydan az - - 

Boujtita 

M. (1996) 

6 
Amperometrik / 

LOD 

Osminyum 

kompleksi  / Karbon 

pasta 

0,15 V / 

 pH 7,3 /  

21,3
 O

C 

69 µA  

mmol
-1

 L 
-/ 0-0,5mmolL

-1
 / - 

16 saatte %50 kayıp  

/ - 
Oksijen - 

Kenausis 

G.(1996) 

7 
Amperometrik / 

LOD  

Hidroksimetil-

ferrosen  / Au 

0,3 V / 

 pH 7 /  

20
 O

C 

0,77±0,08µA 

mmol
-1

 L  

0,01mmolL
-1

 /  

0-0,3 mmolL
-1

 /  

70 saniye 

-  / yaklaĢık 1 ay askorbat 
Bira, 

Ģarap 

Parra 

A.(2006) 
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Çizelge 4.5: Laktik asit tayini için hazırlanan bazı biyosensörlerin özelliklerinin karĢılaĢtırılması/metal bileĢikleri(medyatör)(devamı) 

 

 

 

  

8 Amperometrik/ 

LOD 

Kinon / Camsı 

karbon 

-0,1 / 6 / 25
 
 70  50  / 0,05-1,5 / - 9 hafta boyunca 

birçok deneme duyar 

yapılmıĢtır / - 

Asetiminofen, 

askorbat 

Glisin,O2,düĢük 

potansiyel 

Yoğurt Haccoun J. (2006) 

9 
Amperometrik / 

LOD 

Osminyum 

kompleksi / Karbon 

0,4 V /  

pH 7,13 /  

22
 O

C 

20 mA mol
-1

L  

-/   

0-1mmolL
-1

 /  

12 saniye 

6 saat boyunca %75 

duyar / 4 ay 
askorbat - 

Wang D L. (1993) 

 

10 
Amperometrik / 

LOD  

Prusya mavisi / 

Karbon 

-0,05 V /  

 pH 7 / - 

10,4 µA  

mmol
-1

L 

1µmol
-1

L  /  

0,01-0,5mmolL
-1

 /  

1-2 dakika 

- / 1 ayda %80 duyar 

ölçüm almaktadır 
Ca

+2
 

ġarap, 

yoğurt 
De Luca S.(2005) 

11 
Amperometrik / 

LOD 

Ferrisiyanür / 

Karbon screen 

printed  

0,4 V / 

 pH 7,8 / - 
  - 

1mmolL
-1

 /  

1-50mmolL
-1

 /  

50 saniye  

-/ 10 ay - 

Laktik asit 

içeren 

içeceklerde 

Sato N.(2006) 

12 
Amperometrik / 

LOD 

Hegzasiyanoferrat / 

Au 

0,2 V /  

 pH 9 /  

25
 O

C 

2µA  

mmol
-1

L  

5µmolL
-1

 / 0,005-

1,5mmolL
-1

 /  

2 dakika 

-/- - / DüĢük potansiyel - Gue A.M. (2002) 

13 
Amperometrik/ 

 D-LDH 

Hegzasiyanoferrat / 

Au 

0,2 V /  

 pH 9 /  

25
 O

C 

2-8 µA mmol
-

1
L  

0,01mmolL
-1

 /  

0,005-1,5 mmol L
-1

 /  

2-5 dakika 

Ard arda 10 ölçüm 

alındı / 

 3 hafta 

-/- - Tap H.(2000) 
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Çizelge 4.5: Laktik asit tayini için hazırlanan bazı biyosensörlerin özelliklerinin karĢılaĢtırılması/metal bileĢikleri(medyatör)(devamı) 

 

14 
Amperometrik /  

D-LDH 
Hegzasiyanoferrat / Pt 

0,1 V /   

pH 9 /  

30
 O

C 

3,8µA  

mmol
-1

L 

-/ 0,02-3 mmolL
-1

 /  

2 dakikadan daha az 

10 günde %70-80 

doğruluk(+4 
O
C  

saklandığında) /  

1 ay (+4 
O
C  

saklandığında) 

- 

Alkol içeren 

içecekler, 

süt 

Montagne M.(1995) 

15 
Amperometrik /  

D-LDH 
Hegzasiyanoferrat / Pt 

0,55 V /   

pH 9 /  

30
 O

C 

2,5 8µA  

mmol
-1

L 

-/ 0,04-1,5 mmolL
-1 

/  

2 dakikadan daha az 

10 günde %70-80 

doğruluk(+4 
O
C  

saklandığında) /  

1 ay (+4 
O
C  

saklandığında) 

- 
Alkol içeren 

içecekler,süt 
Montagne M.(1995) 

16 
Amperometrik /  

D-LDH 
Hegzasiyanoferrat / Pt 

0,8 V /   

pH 9 / 30
O
C 

500-570 nA  

mmol
-1

L 

-/ 0,01-1 mmolL
-1

 /  

2-3 dakika 

10 günde %70-80 

doğruluk(+4 
O
C  

saklandığında) /  

4 ay (+4 
O
C  

saklandığında) 

- 
Peynir,süt,yo

ğurt 
Montagne M.(1995) 

17 
Amperometrik/  

L-LDH 

Hegzasiyanoferrat / 

Au 

0,2 V /   pH 

9 /  

25
 O

C 

1,8µA  

mmol
-1

L 

10µmol
-1

L  /  

0,002-1,7 mmol
-1

L / 

3 dakika 

-/- -/DüĢük potansiyel - Gue A.M. (2002) 

18 
Amperometrik / 

LOD 

Osminyum kompleks / 

Camsı karbon 

-0,1 V /  pH 

7,4 /  

25
 O

C 

-/ - -/ 0,2-1,8  mmol
-1

L / - 

6-30 saat arasında 

%50 duyarlılığı 

azaldığı tespit 

edildi 

-/- - 
Ohara T J (1993) 

 

19 
Amperometrik / 

LOD 

Ferrosen / Grafit 

teflon 

-0,1 V /  pH 

7,4 /  

25
 O

C 

0,424 µA  

mmol
-1

L 

0,9µmolL
-1

,  

1,4 µmolL
- 
 /  

2 dakikadan az 

2 ayda %20‘lik 

duyarlılık kaybı 

taspit edildi / 

6 ay 

Askorbat,malat, 

Tartar,succinate 

ġarap, 

yoğurt 
Serra b.(1999) 

20 
Amperometrik / 

LOD 

Osminyum kompleks 

(redox polimeri)  / 

Camsı karbon 

0 V / 

 pH 7 / - 

9,16  µA  

mmol
-1

L 

-/0,025-0,5mmol
-1

L / 

- 
3 saat / - 

DüĢük 

poatnsiyellerdeki 

çok katmanlı 

yapılar 

Süt Corton E.(2001) 
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          Çizelge 4.6 Laktik asit tayini için hazırlanan bazı biyosensörlerin özelliklerinin karĢılaĢtırılması/organik boyar madde(medyatör) 

No 
Yöntem/ 

Enzim 

Medyatör/ 

ÇalıĢma elektrodu 

Potansiyel / 

pH / Sıcaklık  
Duyarlılık 

Alt tayin 

sınırı / 

Lineer 

aralık / 

Cevap 

Zamanı 

Tekrar 

kullanılabilirlik / 

Raf Ömrü 

Bozucu türler Uygulama Ref. 

1 
Amperometrik 

/ D-LDH 

Toluidin mavisi ve 

poli-etilenamin / 

Karbon pasta 

-0,05 V / 

 pH 7 / - 
- 

30µmolL
-1

 / 

0,05-5 

mmolL
-1

 / - 

230 denemede 

baĢlangıç 

aktivitesinin 

%70‘ni korur / 31 

gün( 4
O
C 

saklandığında) 

Pirüvat,DL-α-

hidroksi butyric 

asid 

Fermante et 

yada balık 

suyu 

Shu H-C. 

(1995) 

2 
Amperometrik 

/ L-LDH 

Meldola mavisi / 

Grafit screen priting 

0 V / - /  

25
 O

C 

1,02/3,0 

mmolL
-1

 

1030 

µmolL
-1

 /  

20-200 

µmolL
-1 

/  

30 saniye 

Tek kullanımlık / - - ġarap 
Avramescu 

A. (2002) 

3 
Amperometrik 

/ L-LDH 

Metilen mavisi / 

Camsı karbon 

-0,1 V /  

pH 8,8 /  

25
 O

C 

2,25 mA 

mol
-1

L  

1,0 µmol 

L
-1

 / - /  

20-30 saniye 

-/- - - 
Cosnier S. 

(1996) 

4 
Amperometrik/  

L-LDH 

Tetrasiyanokinon 

dimetan / Karbon 

pasta  

0,22 V / 

 pH 7,5 / 

 25
 O

C 

- 

0,2  

mmolL
-1 

/ - / 

15-30 saniye 

-/ %60-80  

1 hafta içinde,1 ay 

içindede %55 duyar 

ölçümlerini korur   

Sıcaklık,pH - 
Pandey 

P.C.(1994) 

5 
Amperometrik/  

L-LDH 

Poli-Matilen mavisi 

/ Camsı karbon 

0-0,1 V / pH 

8,5 /  

25
 O

C 

- 
- / - / 20-30 

saniye 
10 ölçümden az / - - - 

Karyakin 

A.A.(1994) 

6 
Amperometrik/ 

 L-LDH 

Mendola mavisi / 

Karbon screen 

printing 

-0,05V / pH 8 

/  

23
 O

C 

24,38nA 

mmol
-1

L 

0,5-8 

mmolL
-1

 / 1-

20 mmolL
-1 

/ 

- 

-/ Oda sıcaklığında 

3 günden az 
Askorbat,pürivat - 

Sprules S D 

(1995) 
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Çizelge 4.6: Laktik asit tayini için hazırlanan bazı biyosensörlerin özelliklerinin karĢılaĢtırılması/organik boyar madde(medyatör) 

7 
Amperometrik/ 

LOD 

Meldola mavisi / 

Karbon pasta 

0,05-0,25V 

/pH 7,9 /  

25
 O

C 

164µA 

mmol
-1

L 

-/ 0-2 

mmolL
-1

 / 

12 saniye 

-/- Askarbat - 

Kulys J. 

(1992) 

  

8 
Amperometrik/ 

LOD 

Kinon /  

Camsı karbon 

-0,1 V /  

pH 6 /  

25
 O

C 

70 µA 

mmol
-1

L 

50  

µmolL
-1

 / 

0,05-1,5 

mmolL
-1

 / - 

9 hafta boyunca birçok 

deneme duyar 

yapılmıĢtır / - 

Asetiminofen, 

askorbat 

Glisin,O2,düĢük 

potansiyel 

Yoğurt 
Haccoun J. 

(2006) 

9 
Amperometrik/ 

LOD 

Metilen-yeĢil / 

Karbon pasta 

0,15 V / 

 pH 7 /  

25
 O

C 

50,4 µA 

mmol
-1

L 

-/ 0-4;0-8 

mmolL
-1

 /  

30 saniye 

Az müddet /  

2 ay  

(4
 O

C) 

Askorbat Kan 

Kulys J. 

(1993) 

 

10 
Amperometrik / 

D-LDH 

Toludin / Karbon 

pasta 

-0,05 V /  

pH 7 / 

 25
 O

C 

- 
-/ 0,25-4 

mmolL
-1 

/ - 
-/- Pürivat  - 

Shu H C 

(2001) 

11 
Amperometrik / 

L-LDH 

2-metil 1,4 

naptokinon / Karbon 

pasta 

-0,15 V / 

pH 8,5 /  

25
 O

C 

- -/- -/- Oksijen - 
Miki K. 

(1989) 
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Çizelge 4.7 Laktik asit tayini için hazırlanan bazı biyosensörlerin özelliklerinin karĢılaĢtırılması/polimer(medyatör) 

No Yöntem/ Enzim 

Medyatör/ 

ÇalıĢma 

elektrodu 

Potansiyel / 

pH / 

Sıcaklık  

Duyarlılık 

Alt tayin 

sınırı / Lineer 

aralık / 

Cevap 

Zamanı 

Tekrar 

kullanılabilirlik / 

Raf Ömrü 

Bozucu türler Uygulama Ref. 

1 
Amperometrik / 

D-LDH 

Toludin mavisi 

ve poli-

etilenamin / 

Camsı karbon 

-0,05 V / 

 pH 7 / - 
- 

30 µmolL
-1 

/ 

0,05-5 mmolL
-

1
 / - 

230 denemede 

baĢlangıç 

aktivitesinin %70‘ni 

korur / 31 gün( 4
O
C 

saklandığında) 

Pirüvat,DL-α-

hidroksi butyric 

asid 

Fermante et 

yada balık 

suyu 

Shu H-C. 

(1995) 

2 
Amperometrik / 

D-LDH 

Poli etilenamin / 

Karbon pasta 

-0,05 V /  

pH 7 / - 
- 

-/ 0,02-0,3 

mmolL
-1

 / - 

200 denemeden daha 

az / - 

Asetiminofen, 

askorbat 

elektropolimerize 

o-fenildiamin 

tabakası 

Fermante et 

yada balık 

suyu 

Narasaiah 

D. (1996) 

3 
Amperometrik / 

L-LDH 

Poli-o-

fenildiamin / 

Karbon pasta 

0,15 V / 

pH 9,5 / -  

0,16 µA 

mmol
-1

L 

0,75 µmolL
-1 

/ 

1-40 µmolL
-1 

/ 

35 saniye 

-/- - - 
Lobo M. 

(1996) 

4 
Amperometrik / 

LOD 
Poli-pirol / Pt 0,8 V / - / - 

0,6 nA 

mmol
-1

L 
-/- / - -/- - - 

Trojanowic

z.M. (1995) 

5 
Amperometrik / 

LOD 
Poli-pirol / Pt 

0,2V-0,5V / 

pH 7 / - 
-/- 

0,5  mmolL
-1

/ 

- / 5-10 saniye 
-/- 

Askorbat,fruktoz, 

glukoz,oksijen,üre 
- 

Ross B. 

(1994) 

6 
Amperometrik / 

L-LDH 

Poli-o-

fenildiamin / 

Karbon pasta 

0-0,15 V / 

pH 9,5 / - 

0,56-1,1 µA 

mmol
-1

L 

0,03-0,6 

µmolL
-1

 / 

 0,5-77 

µmolL
-1

 /  

0,5-8,5 

µmolL
-1

 / 

40-80 saniye 

1 günde 10 deneme 

yapılabilmektedir / - 

Askorbat,üre,L-

sistin, 

parasetomol 

Elma Ģarabı 

Lobo-

Castanon 

M.J. (1997) 
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Çizelge 4.8 Laktik asit tayini için hazırlanan bazı biyosensörlerin özelliklerinin karĢılaĢtırılması/medyatörsüz 

No 
Yöntem/ 

Enzim 

Medyatör/ 

ÇalıĢma 

elektrodu 

Potansiyel / 

pH / Sıcaklık  
Duyarlılık 

Alt tayin sınırı / 

Lineer aralık / 

Cevap Zamanı 

Tekrar 

kullanılabilirlik / 

Raf Ömrü 

Bozucu türler Uygulama Ref. 

1 
Amperometrik 

/ L-LDH 

-/ Camsı 

karbon 

-0,1-0,2 V / 

pH 7 / - 
- 

-/ 0-0,3/0,5 

mmolL
-1

/  

1-1,5 dakika 

2-3 günde günde 50 

ölçümü %90 

duyarlılıkla ölçer 

Askorbat,düĢük 

potansiyel 

Kültür 

hücresi 

Staskeviciene S 

L. (1991) 

2 
Amperometrik 

/ LOD 
- / Pt 

0,65 V /  

pH 7 /  

25
 O

C 

300±10 nA 

mmol
-1

L 

2 µmolL
-1

 /  

0,002-1 mmolL
-1

 / 

21 saniye 

-/- 
Asetiminifen, 

askorbat,üre 

Süt ve 

yoğurt 

Palmisano F. 

(2001) 

3 
Amperometrik 

/ LOD 
- /Pt 

- /  

pH5,6-6 /  

34
 O

C 

-/- 
-/1,5-18,75 

mmolL
-1

/ - 
-/- - - 

Makovos 

E.B.(2002) 

4 
Amperometrik 

/ LOD 

-/ Karbon 

pasta 

0,6 V /  

pH 7 /24
 O

C 

21 µA   

mmol
-1

L 

10 µmolL
-1

 / 

0,075-1 mmolL
-1

 / 

20-60 saniye 

240saatte baĢalngıç 

aktivitesinin %56 

korur / 5 ay 

- - 
Gavalas 

V.G.(2001) 

5 
Amperometrik 

/ LOD 

-/ 

platinlenmiĢ 

grafit 

0,3 V /  

pH 7 /- 

1,71 µA   

mmol
-1

L 

10 µmolL
-1

 / 0,02-

4 mmolL
-1

/ 10-45 

saniye 

15 günde %85 

duyarlılığını korur / 

3 ay (5
 O

C 

saklandığında) 

Asetiminofen, 

askorbat,üre, 

nafyon 

tabaka,düĢük 

potaniyel 

Süt, 

yoğurt  

Hajızadeh 

K(1991) 

6 
Amperometrik 

/ LOD 
-/Pt -/pH 7 / 28

 O
C 

7,2±0,1 nA 

mmol
-1

L 
-/-/- 

2 günde %86 

duyarlılığını korur / 

130 gün 

Asetiminofen, 

askorbat,üre, 

Domates 

suyu 

Palmisano F. 

( 2000) 

7 
Amperometrik 

/ LOD 
-/Pt 

-0,65 V / pH 

7,4 / 21
 O

C 
- 

50 µmolL
-1

/ 

 0,2-18 mmolL
-1

/ 

1-3 dakika 

5günde %92 

duyarlılığını korur / 

 1 ay 

Askorbat,sistin,üre Kan 
Mullen 

W.H.(1986) 

8 
Amperometrik 

/ LOD 
- /Pt 

-0,7 V /   

pH 7 / 

25
 O

C 

- 

-/0,06-1,85 

mmolL
-1

/  

14 saniye 

-/3 ay - Ter 
Mitsubayashi 

K.(1994) 
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Çizelge 4.8: Laktik asit tayini için hazırlanan bazı biyosensörlerin özelliklerinin karĢılaĢtırılması/medyatörsüz(devamı) 

9 
Amperometrik 

/ LOD 
- / Pt 

0,6 V /  

 pH 7 /   

22
 O

C 

- 

8,6 µ molL
-1

 / 

0-0,48 mmolL
-1

 

/ - 

8 saatten fazla 

ölçüm alınığında 

%80 baĢlngıç 

aktivesini korur / 

1 yıl kadar 

Askorbat,sistin 

hidroklorit 
Süt,yoğurt 

Choi M.M.F. 

(2005) 

10 
Amperometrik 

/ LOD 

-/ Camsı 

karbon 

1 V /  

pH 7,7 /  

30
 O

C 

- 

0,1µmolL
-1

 /  

0-0,3 mmolL
-1

 /  

5 saniye 

60 günde,günde 

10 ölçüm 

alındığında 

baĢlangıç 

aktivesinin %50 

korur / - 

Asetiminofen, 

Askorbat, üre 
Süt 

Mizutani F. 

(1995) 

11 
Amperometrik 

/ LOD 
-/ Pt 

-0,7 V / 

 pH 7 /  

30
 O

C 

- 

5 µmolL
-1

/  

5-300 mmolL
-1  

/ - 

2 haftada günde 

20 ölçüm 

alındığında 

baĢ.akt.%80 korur 

/- 

- 

Fermante 

balık ve et 

suyu 

Casimiri 

V.(1998) 

12 
Amperometrik 

/ LOD 
-/Pt 

0,6 V /  

pH 7 / 

20
 O

C 

1,7-12,5 

 nA mmol
-1

L 

-/  

0-10 mmolL
-1 

/ 42-94 saniye 

- - - 
Perdomo J. 

(1999) 

13 
Amperometrik 

/ LOD 
-/Pt 

-/ pH 7,4 / 

 25
 O

C 
- -/-/- 

15gün boyunca 

sürekli ölçüm 

alındığında 

baĢlangıç 

aktivitesini %80 

korur /- 

- Kan 
Clark 

L.C.(1984) 

14 
Amperometrik 

/ LOD 
-/Pt 

0,65 V / 

 pH 7,4 / -  

915,94±29,0

2 nA mmol
-

1
L 

0,01 mmolL
-1

/ 

0,01-0,3 

mmolL
-1

 / 

25 saniye 

-/- 
Asetiminofen, 

askorbat 
- 

Badea 

M.(2003) 

15 
Amperometrik 

/ LOD 

-/Karbon 

pasta 

-0,05 V /  

pH 7 / - 
- -/-/- 24 saatten tez / - 

Asetiminofen, 

askorbat 

Fermante et 

yada balık 

suyu 

Chaubey A. 

(2000) 
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Çizelge 4.9 Laktik asit tayini için hazırlanan bazı biyosensörlerin özelliklerinin karĢılaĢtırılması/son yıllarda yapılan çalıĢmalar 

No Yöntem/ Enzim 

Medyatör/ 

ÇalıĢma 

elektrodu 

Potansiyel  

/ pH / 

Sıcaklık  

Duyarlılık 

Alt tayin sınırı / 

Lineer aralık / 

Cevap Zamanı 

Tekrar 

kullanılabilirlik 

Raf Ömrü 

Bozucu 

türler 
Uygulama Ref. 

1 Amperometrik / LOD  

 

Kitosan / 

Ferrosiyanid / 

Au elektrot 

-50 mV/ 

PBS /-  
 - 

-/ 1,62-1,66µM / 65 

s 
60 ölçüm - Gıda Örnekleri 

Rastislav Monosík 

ve ark. (2011)  

2 Amperometrik /LDH  

Meldola Mavisi / 

NAD
+
  / Screen 

Printed 

elektrot 

+0,05 V/ 

PBS 

pH 10,0/- 

- -/ 0,55-10 mM /- 10 s / 17 gün  - Ġnsan serumu 
M. Piano ve ark. 

(2010) 

3 Kondüktometrik / LOD   
HRP /  

Au elektrot 

10 mV / 

PBS 

pH 6,0 / - 

- 0,05µM / - / - -/ 5 Hafta  - Yoğurt örnekleri 
Thanh Thuy Nguyen 

(2013) 

4 
Amperometrik / LOD  

  

 

4-vinilbenzil 

timin / 

4-vinilbenzil 

trietilamonyum 

klorür / Camsı 

Karbon 

elektrot 

180 mV / 

PBS 

pH 7,0 / - 

60 gün 
-/ 0,01- 1.0 mM /  

5 s 
- - ġarap, süt, bira 

Veronica I. Paz 

Zanini ve ark. (2013) 

 

5 
Amperometrik /  

Saccharomyces cerevisiae  

  

Karbon pasta 

elektrot 

50 mV / 

PBS 

pH 7,3 / - 

- -/ 3-6 µM / - - - - 
R. Garjonyte ve 

ark.(2008) 

6 Amperometrik / LOD   

Prusya mavisi 

modifiye screen 

printed elekrot 

0,00 V / PBS 

pH 7,4 / - 
200 gün 10 nM / - / - - - 

Medikal 

uygulamalar 

Takeshi Shimomura 

ve ark. (2012) 
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Çizelge 4.9: Laktik asit tayini için hazırlanan bazı biyosensörlerin özelliklerinin karĢılaĢtırılması/son yıllarda yapılan (devamı) 

7 Amperometrik / LOD   

Titanyum dioksit / 

ĠndirgenmiĢ 

Grafen  / Camsı 

karbon elektrot 

 0,01 V / 

PBS 

pH 7,0 / - 

 

- 0,6 µM - - - 
Elena Casero ve ark. (2014) 

 

8 

 
Amperometrik / LDH  

Grafen  / Camsı 

karbon elektrot 

250 mV  

/ PBS 

pH 7,0 / - 

- - / 1,0×10
-6

 M/ -  - - Yoğurt 
Antonio Radoi ve ark.(2013) 

 

9 Amperometrik / LOD /  
ZnO nanotel 

/ Au elektrot 

+ 0,8 V / 

PBS 

pH 7,4 / - 

- 12 µM / - / -  -/2 hafta  - Yanguang Zhao (2014) 

10 

Amperometrik / Lactobacillus 

bulgaricus ve Streptococcus 

thermophilus kültürleri 

 

-/O2 elektrot 

0,7 V / 

PBS 

pH 6,8 / - 

- 120 µM - 
220 s  / 

240 gün  
Kan ve süt 

Jing Chen
 
ve Yeling Jin 

(2011) 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567539410001155
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567539410001155
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