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Bu çalışmada, glukozun tayini için çinko oksit nanopartikül ile modifiye edilmiş 
amperometrik enzim elektrotlar hazırlandı. Bu amaçla, glukoz oksidaz enzimi, karbon 
pasta matriks ortamına çapraz bağlanma yöntemi ile immobilize edildi. Glukoz tayini, 
enzimatik olarak oluşan hidrojen peroksitin Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da 
yükseltgenmesine dayanarak yapıldı. Hazırlanan enzim elektrotların uygun elektrot 
bileşimi, optimum çalışma koşulları ve performans faktörleri ve gerçek numunelerde 
glukoz tayininde kullanılabilirliği araştırıldı. Çinko oksit modifiye glukoz enzim 
elektrodu için optimum enzim ve çinko oksit miktarı, tampon cinsi, derişimi ve pH’sı ve 
optimum çalışma sıcaklığı sırasıyla 10 U, 10 mg, fosfat tamponu, 0,1 M, pH 7,0 ve 25ºC 
olarak bulundu. Enzim elektrodun çalışma aralığı, 1,96×10-4 mM-14,49 mM arasında, 
gözlenebilme sınırı 1,96×10-4 mM, cevap süresi 20 s, raf ömrü 5 ay ve tekrar 
kullanılabilirlik ve tekrar üretilebilirlik çalışmalarında elde edilen kalibrasyon 
eğrilerinin bağıl standart sapmaları sırasıyla % 3,27 ve % 4,53 olarak belirlendi. 
Hazırlanan elektrodun cevabına biyolojik ortamlarda bulunan ve girişim yapabilecek 
türlerin etkisi incelendi. Serumda glukoz tayini hazırlanan çinko oksit nanopartikül 
modifiye karbon pasta enzim elektrotla yapıldı ve sonuçların spektroskopik yöntemle 
elde edilen sonuçlarla uyumlu olduğu görüldü. 
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In this study, zinc oxide modified amperometric enzyme electrodes for determination of 
glucose were developed. For this purpose, glucose oxidase enzyme was immobilized to 
carbon paste matrix by cross linking. Glucose determination was performed due to the 
oxidation of enzymatically produced H2O2 at +0,4 V vs. Ag/AgCl constant potential. 
Optimum electrode composition, working parameters, performance factors and usibility 
for determination of real samples of proposed enzyme electrodes were investigated. For 
ZnO nanoparticle modified glucose enzyme electrode optimum enzyme and 
nanoparticle amounts, buffer type, concentration and pH and optimum working 
temperature were found as 10 U, 10 mg, phosphate buffer, 0.1 M, pH 7,0 and 250C 
respectively. The working range of electrode was 1,96×10-4 mM-14,49 mM, limit of 
detection was 1,96×10-4 mM, response time 20 s, storage stability was 5 months and 
relative standart deviation of calibration graphs of reusability and reproducibility % 
3,27 and % 4,53 respectively. Influence of the interferences were investigated for 
developed electrode. Determination of glucose in serum samples was performed by 
using zinc oxide modified carbon paste electrodes and good correlation was obtained 
enzyme electrode results and those obtained by spectroscopic method.  
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1. GİRİŞ 

Biyosensörler belirli sinyal sistemleri ile biyokimyasal değişimleri algılayarak, biyolojik 

bir olaydaki analitin kantitatif miktar tayinine olanak sağlayan analitik cihazlardır. 

Biyosensörler genel olarak, enzim, mikroorganizma, antikor veya hücre gibi 

biyobileşenlerden ve oluşan biyokimyasal değişimi ölçülebilir sinyale dönüştüren optik, 

elektrokimyasal, piezoelektrik veya kalorimetrik esaslı çeviricilerden (transducer) 

oluşmaktadırlar (Chaubey ve Malhotra 2002). Biyosensör teknolojisi tıp, eczacılık, 

ziraat, gıda sektörü, çevresel kirlilik analizi gibi değişik alanlarda kullanılmaktadır. 

Biyobileşen olarak enzimlerin kullanıldığı enzim sensörleri ise en çok kullanılan 

biyosensör tipidir. (Telefoncu 1999). 

Enzim sensörlerinin düşük maliyetle kolay hazırlanabildikleri ve yüksek seçiciliğe sahip 

oldukları için biyosensör teknolojisininde önemli yerleri vardır (Wang 2001). 

Amperometrik biyosensörler, belirli bir potansiyelde, elektroaktif türlerin kimyasal 

reaksiyonu sonucu oluşan akımı ölçmektedir. Elektroaktif türlerin üretim veya tüketim 

hızı, akımla doğrusal olarak değiştiği için miktar tayini yapılmaktadır. İlk amperometrik 

biyosensör glukoz tayininde kullanılan Clark oksijen elektrodudur (Mello ve Kubato 

2002). 

Tıp dilinde diyabetes mellitus olarak bilinen şeker hastalığı, pankreastan yeterli insülin 

salgılanamaması ya da insülinin yeterli derecede kullanılamamasından kaynaklanan 

kronik bir hastalıktır (WHO 1999). 

Diyabet, kan glukoz düzeyinin normal değerlerden (4,4 - 6,6 mM) yüksek olması 

sonucu ortaya çıkar. Bu bozukluk; dünyada yaygın olarak görüldüğü, halk sağlığını 

yakından ilgilendirdiği ve ileri dönemde organlarda kalıcı hasara hatta ölüme yol 

açabildiği için kan glukozunun sürekli takibini gerektirir (Wang 2008). 

Glukoz gibi pek çok biyolojik tür, genellikle pahalı, zaman alıcı ve ön numune 

hazırlama işlemleri içeren spektrofotometrik ve kromatografik yöntemlerle tayin 

edilebilmektedir (Freire vd. 2003). Biyosensörler ise, düşük maliyet, yüksek duyarlılık, 
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küçültülebilme gibi özelliklerinden dolayı, bu yöntemlerle yapılan tayinler için önemli 

bir alternatiftir (Castillo 2003, Wang 2008, Sadik vd. 2009). 

Son yıllarda yüksek seçicilik ve kararlılık özelliklerinden dolayı glukoz oksidaz 

kullanılarak pek çok amperometrik glukoz biyosensörü geliştirilmiştir (Newman vd. 

1992, Garjonyte ve Malinauskas 2000, Liu ve Lin 2005, Zhao vd. 2007, Kong vd. 2009, 

Liu vd. 2009, Singh vd. 2009, Nenkova vd. 2010). 

Bu tez çalışmasında, çinko oksit (ZnO) nanopartikül modifiye enzim elektrot kullanarak 

glukoz tayini yapılması amaçlandı. Bunun için glukoz oksidaz enziminin karbon pasta 

matrikse immobilize edilmesi düşünüldü.  

Glukoz oksidaz enzimi, moleküler oksijen varlığında, β-D-Glukozun aşağıdaki 

reaksiyona göre yıkımını katalizleyen bir flavoenzimdir. 

2

2 2 2 2

-D-Glukoz  + GOD(FAD)  -D-Glukonolakton + GOD(FADH )

GOD(FADH ) O  GOD(FAD) + H O

β β→

+ →

 

Glukoz oksidaz enzimi FAD (Flavin adenin dinükleotit) koenzimine gereksinim duyar. 

FAD elektron akseptörü olarak davranarak glukozu yükseltger. Daha sonra moleküler 

oksijeni indirgeyerek hidrojen perokside dönüştürür, kendisi de tekrar okside formuna 

döner.  

Amperometrik glukoz tayini genellikle, enzimatik reaksiyon sonucu oluşan hidrojen 

peroksitin sabit potansiyelde yükseltgenmesi sonucu oluşan anodik akımın ölçülmesine 

dayanarak yapılmaktadır. Glukoz miktarı, oluşan hidrojen peroksitle orantılı olduğu için 

ölçülen anodik akımdan glukoz derişimi bulunur (Wang vd. 1994, Newman vd. 1995, 

Karaykin vd. 1995, Chi ve Dong 1995, Xian vd. 2006, Wang vd. 2009, Pang vd. 2009). 

Bu çalışmada da belli potansiyelde hidrojen peroksitin yükseltgenme akımının 

izlenmesi yoluyla glukoz tayini yapıldı. 
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+ -
2 2 2H O O + 2H  + 2e→  

Hidrojen peroksitin yukarıdaki reaksiyona göre elektrot yüzeyinde yükseltgenmesi 

yüksek potansiyelde gerçekleştiğinden gerçek numunelerde bulunabilecek bazı türler de 

yükseltgenerek cevaba etki edebilir. Çalışma potansiyelini düşürmek bu girişim etkisini 

azaltmak için bir alternatifdir. Bu amaçla da çalışılan potansiyelde elektron transferini 

kolaylaştıran çeşitli materyallerle elektrot modifiye edilebilir. Bunlar arasında çeşitli 

metal oksit nanopartiküllerinin kullanımı ile ilgili çalışmalar bulunmaktadır. Çinko oksit 

nanoyapıları da çeşitli türlerin tayini için biyosensör hazırlanmasında yüksek elektron 

transfer hızı, biyouyumluluk, kararlılık ve düşük toksisite gibi özelliklerinden dolayı ilgi 

çekici bir materyal haline gelmiştir. 

Bu tez çalışmasında, çinko oksit nanopartikül modifiye enzim elektrodun en iyi çalışma 

koşullarını belirlemek amacıyla tampon cinsi, tampon derişimi ve pH’sı, enzim miktarı, 

nanopartikül miktarı ve sıcaklığın enzim elektrotların cevabına etkisi araştırıldı. Enzim 

elektrotların raf ömrü, tekrar kullanılabilirliği, üretilebilirliği, duyarlılığı, doğrusal 

çalışma aralığı ve gözlenebilme sınırı gibi parametreler incelendi. Elde edilen glukoz 

oksidaz enzim elektrotlarının cevabına kan serumunda bulunabilecek ve bozucu etki 

yapabilecek bazı elektroaktif türlerin etkisi araştırıldı. Ayrıca hazırlanan enzim elektrot 

ile kan serumunda glukoz tayininin yapılıp yapılamayacağı araştırıldı ve sonuçlar 

standart yöntemle elde edilenler ile karşılaştırıldı. 

ZnO nanopartikül ile modifiye edilmiş karbon pasta enzim elektrodu ile glukoz tayini 

ilk kez çalışmamızda yapılmıştır.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1 Glukoz Tayininin Önemi 

Vücutta kan şekerinin düzenlenmesi birçok biyomolekülün ve hormonun etkileşimi 

sonucunda sağlanır. Karbohidrat metabolizmasının düzenlenmesinde rol oynayan 

hormonlardan en önemlisi pankreasın beta hücrelerinden salgılanan insülin hormonudur 

(Rother 2007). Diyabetes mellitus, insülin salgılanmasındaki yetersizlik ya da insülinin 

etkisindeki bir bozukluk sonucu oluşan yüksek kan şekerinin yol açtığı karbohidrat, 

protein ve yağ metabolizması bozukluklarının en önemlisidir. Dünya çapında görülme 

sıklığı giderek artan bu bozukluk, ileri dönemde böbrek ve göz gibi organlarda kalıcı 

hasarlara neden olabilmektedir (WHO 1999). Bu metabolik bozukluk insülin eksikliği 

ya da yetersizliği sonucu gelişen hiperglisemiyle karakterizedir. Diyabet, kan glukoz 

düzeyinin normal değerlerden (4,4 - 6,6 mM) yüksek olması sonucu ortaya çıkmaktadır 

(Wang 2008). Diyabetin tanı ve tedavisi kan glukoz seviyelerinin sıkı bir şekilde 

takibini gerektirir. Tüm diyabetliler kan glukoz düzeylerini her gün ölçmektedir, bu 

durum da glukozu en fazla analizi yapılan analit haline getirmektedir (Reach ve Wilson 

1992, Wang 2001).  

Diyabetes mellitus; insülin üretiminin azalması (Tip 1 diyabet) ya da insülinin etkisine 

karşı direnç gelişmesiyle (Tip 2 diyabet) oluşmaktadır. Her iki tip diyabet de kan 

şekerinin yükselmesine (hiperglisemi) neden olmakta ve sonuçta diyabetin akut belirtisi 

olarak aşırı idrar üretimi (poliüri) ortaya çıkmaktadır. Susama ve sıvı tüketimin artması 

ise aşırı idrar üretimini dengeleme çabasının bir sonucudur. Görmenin bozulması, 

açıklanamayan kilo kayıpları, yorgunluk ve enerji metabolizmasındaki değişiklikler ise 

diyabetin diğer belirtilerindendir. Tüm diyabet vakalarının yaklaşık %1-5’ini yalnızca 

tek bir gendeki tek bir mutasyon sonucu oluşmuş monogen (tek bir genden 

kaynaklanan) hastalar oluşturur (Tait vd. 2004 ). 

Kan glukoz düzeyi, diyabet tanısında kullanılan önemli bir parametre olduğundan tayini 

için biyosensörlerin de yer aldığı pek çok yöntem geliştirilmiştir (Cui 2001, Yu vd. 

2003). Günümüzde birçok diyabet hastası kan glukoz seviyelerini kendileri test etmek 
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için tek kullanımlık tipte perde baskılı glukoz sensör şeritlerini kullanmaktadır (Cui 

2001).  

2.2 Glukoz Oksidaz Enzimi ve Özellikleri 

Glukoz oksidaz kararlı, kolay immobilize edilebilen ve ucuz bir enzim olması sebebiyle 

biyosensörlerde oldukça sık kullanılır. Glukoz oksidaz; moleküler oksijen varlığında 

glukozun glikonolaktona yükseltgenmesini katalizlemektedir. Glukoz glikonalaktona 

yükseltgenirken enzimin redoks merkezinde FAD, FADH2’ye indirgenir. 

Glukoz + GOD(FAD) + Oksijen  → Glukonolakton + GOD(FADH2) + Hidrojen 

peroksit 

Glukoz oksidaz (GOD) Aspergillus niger, Penicillium pinophilum gibi mantar türleri ve 

bal arısı, larva, çekirge gibi böcek türlerinden izole edilebilen bir flavoenzimdir (Candy 

1979, Hatzinikolaou vd. 1996, Rondo vd. 1997, Ohashi vd. 1999, Zong ve Wang 2004).  

GOD enzimi, 150 – 186 kDa molekül ağırlığında dimer yapıda rijit bir enzimdir ve 

izoelektrik noktası 4,22’dir. Her bir alt ünite prostetik grup olarak bir mol flavin adenin 

dinükleotit ve kofaktör olarak da bir mol demir içerir. GOD yaklaşık %16 nötral şeker 

ve %2 amino şeker içeren bir glikoproteindir. Enzim 3 sistein rezidüsü ve N-bağlanma 

glikolizasyonu için 8 olası bölge içermektedir.  GOD geniş pH (4 - 7,2) ve sıcaklık (20 

– 50 °C)  çalışma aralığı sunmaktadır. Herhangi bir aktivatöre gerek duymamakta, fakat 

Ag+, Hg2+, Cu2+ gibi ağır metallerle inhibe olmaktadır (Wilson ve Turner 1992, Sigma).  

2.3 Biyosensörler 

Biyosensörler, genel olarak analizlenecek madde ile seçimli bir şekilde etkileşime giren 

biyoaktif bir bileşenin, bu etkileşim sonucu ortaya çıkan sinyali ileten bir iletici sistemle 

birleştirilmesi ve bunların bir ölçüm sistemiyle kombinasyonuyla oluşturulan analitik 

cihazlardır (Arya vd. 2006). Biyosensörler, tıp, tarım, eczacılık, çevre kirliliği, savunma 

ve birçok endüstriyel alanda pratik ve ekonomik analizler yapılmasını sağlar (Freire 

2003).  
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Biyosensör sistemi üç temel bileşenden oluşmaktadır. Bunlar; 

1) Seçici tanıma mekanizmasına sahip “biyomolekül’’ ya da ‘’biyobileşen”,  

2) Biyomolekülün incelenen madde ile etkileşimi sonucu oluşan fizikokimyasal 

sinyalleri elektronik sinyallere dönüştürülebilen “çevirici”,  

3) Elektronik bölümlerdir. 

Şekil 2.1’de bir biyosensörün genel akış şeması gösterilmiştir. Bu bileşenlerden en 

önemlisi, tayin edilecek analite karşı son derece seçimli bir şekilde etkileşime giren 

biyobileşendir (Chaubey ve Malhotra 2002).  

 

 

 

Şekil 2.1 Biyosensörün akış şeması 

Biyobileşenler, genel olarak, biyoafinite ve biyokatalitik biyobileşenler olmak üzere iki 

alt gruba ayrılırlar. Biyoafinite biyobileşenleri olarak antikorlar, hormon reseptörleri, 

DNA, lektin gibi moleküller kullanılır ve antijenlerin, hormonların, DNA 

parçacıklarının ve glikoproteinlerin moleküler tanımlanmasında kullanılırlar. 

Biyokatalitik biyobileşenler ise, analit üzerinde biyokimyasal değişime neden olmakta 

ve bu dönüşüm sonucu ortamda azalan ya da artan madde miktarı takip edilerek sonuca 

gidilmektedir. Bu amaçla enzim sistemleri, hücreler, mikroorganizmalar ve bitkisel ya 

da hayvansal doku parçaları kullanılır. Biyosensörlerle tayin edilebilecek analit çeşitleri, 

kullanılan biyobileşenler ve çeviriciler çizelge 2.1’de özetlenmiştir.  

 

 

Biyoreseptör 
Molekülleri (enzim, 
reseptör, doku, 
nükleik asit…) 

Analit 

 

Ara 

Yüz 

 

Çevirici 

 

Sinyal 
Cevabı 
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Çizelge 2.1 Biyosensörlerle tayin edilebilen analitler, kullanılan biyobileşenler ve 
çeviriciler 

Analit Biyobileşen Çevirici Türü 

Enzim 

 

 

 

Antikor 

Antijen 

Mikrobiyal Hücre 

Gaz 

İyon 

Metabolit 

Mikroorganizma 

Protein 

Oligonükleotid 

Hücre 

 

 

 

Reseptör 

Antikor 

Antijen 

Membran 

Enzim 

Organel 

Organizma 

Doku 

Oligonükleotit 

Elektrokimyasal   

(Kondüktometrik, 

Potansiyometrik, 

Amperometrik) 

Piezoelektrik 

Optik 

Kalorimetrik 

Biyosensörler kullanılan çeviriciye göre de elektrokimyasal (amperometrik, 

potansiyometrik ve kondüktometrik), optik, kalorimetrik ve piezoelektrik temelli 

çeviriciler olmak üzere sınıflandırılabilirler (Sharma vd. 2003).  

Kalorimetrik biyosensörler, bir enzimatik reaksiyondaki entalpi değişiminin izlenmesi 

üzerine temelendirilir. Enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen sıcaklık değişimi ile 

substrat derişimi arasındaki doğrusal ilişkiden sonuca ulaşılır.  

Optik biyosensörler, iletici sistem olarak kullanılan optik lifler üzerine uygun bir 

yöntemle biyomolekülün immobilize edilmesi ile hazırlanan ölçüm aygıtlarıdır. 

Etkileşim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir değişimin 

ölçümünü esas alırlar. Sinyal, ışık yansıması, saçılımı ya da yayımı sonucu meydana 

gelir.  
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Piezoelektrik esaslı biyosensörler, antijen, antikor gibi küçük molekül ağırlıklı 

maddelerin kristal yüzeyine immobilizasyonuyla elde edilir ve kristal yüzeyinde biriken 

kütlenin ölçümünü esas alan gravimetrik cihazlardır. Sensör seçimliliği, kristal 

yüzeyindeki madde ile spesifik bir etkileşime sahip analitin birikimiyle ilişkilidir. 

Sensör yüzeyinde bir madde adsorblandığı veya biriktiği zaman piezoelektrik kristalin 

rezonans frekansındaki farklanmanın ölçülmesiyle sonuca ulaşılır (Chaubey ve 

Malhotra 2002).  

Elektrokimyasal biyosensörler, en sık kullanılan biyosensör türüdür. Bu biyosensörler, 

biyokimyasal reaksiyon sırasında elektrokimyasal türlerin oluşturduğu elektrokimyasal 

sinyalin ölçümü üzerine temellenir. Elektrokimyasal biyosensörler potansiyometrik, 

kondüktometrik ve amperometrik olarak sınıflandırılabilir. Potansiyometri genel 

anlamda bir çalışma ve referans elektrot arasındaki potansiyel farkının ölçümünü esas 

alır. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi ile doğrudan analit derişimi bulunur. 

Potansiyometrik biyosensörlerde kullanılan temel sensörler pH ya da tek değerlikli 

iyonlara duyarlı cam elektrotlar, anyon ya da katyonlara duyarlı iyon seçimli elektrotlar 

ve karbondioksit ya da amonyağa yönelik gaz duyarlı elektrotlardır. Kondüktometrik 

biyosensörler, bir biyokimyasal reaksiyon sonucunda bir çift metal elektrot arasındaki 

iletkenlik değişiminin ölçümüne dayanmaktadır. Amperometrik biyosensörler ise belli 

çalışma potansiyelinde elektroaktif türlerin kimyasal reaksiyonu sonucu üretilen ve 

çözeltideki analit derişimi ile orantılı olan akımı ölçer (Suleiman ve Guilbault 1991, 

Telefoncu 1999, Thevenet vd. 1999, Chaubey ve Malhotra 2002). 

2.4 Amperometrik Enzim Elektrotlar 

Amperometri temel olarak belli bir potansiyeldeki akım şiddetinin ölçümünü esas alır. 

Söz konusu akım yoğunluğu çalışma elektrodunda yükseltgenen ya da indirgenen 

elektroaktif türlerin derişiminin bir fonksiyonu olarak tanımlanır. İkinci elektrot referans 

elektrot olarak iş görür. İletici sistem olarak bir amperometrik sensörün kullanılması 

durumunda potansiyometrik sensörlerden en büyük fark, ürünlerden sinyal oluşturan 

türün elektrot yüzeyinde tüketilmesidir (Dzyadevych vd. 2008). Bu nedenle 
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amperometrik biyosensörler, potansiyometrik biyosensörlere göre hızlı, doğru ve 

duyarlı analizler sunmaktadır (Mello ve Kubota 2002).  

Amperometrik biyosensörler, sabit bir potansiyelde elektoaktif bir türün biyokimyasal 

reaksiyonla üretimi ya da tüketiminin ölçümü üzerine temellenmektedir. Elektrot yüzeyi 

ile biyokatalitik olarak oluşan tür arasında elektron aktarımını kolaylaştırmak seçici bir 

biyosensör geliştirilmesi için oldukça önemlidir. Daha düşük potansiyellerde elektron 

alış verişi sağlanır ve böylece bozucu türlerin etkisi kısmen bertaraf edilebilir (Scott, 

1998). Bu amaçla ferrosen, kinonlar, organik boyalar gibi medyatörler (Chaubey ve 

Malhotra 2002) ve nano yapılı metal oksitler (Zhao vd. 2007) kullanılabilir. 

Amperometrik enzim elektrotlar gelişim süreçlerine göre genel olarak üçe ayrılabilir: 

Birinci nesil enzim elektrotlar; medyatör kullanılmadan hazırlanan, biyolojik tanıma 

elementi olarak enzimlerin kullanıldığı sistemlerdir. Bu sistemler, genellikle moleküler 

oksijenin indirgenmesinin ya da enzimatik reaksiyon sonunda oluşan hidrojen peroksitin 

yükseltgenmesi üzerine temellenirler. 1962 yılında Clark ve Lyons tarafından 

geliştirilen ve ilk enzim elektrot olarak kabul edilen elektrot birinci nesil enzim 

elektrotlara örnek olarak verilebilir (Sharma vd. 2003, Castillo vd. 2004). 

Clark tipi enzim elektrotta glukoz tayini, -0,6 V potansiyelde, Ag/AgCl referans 

elektroduna karşı platin katotta oksijen tüketiminin ölçülmesi ile yapılabilir (Clark ve 

Lyons 1962, Chaubey ve Malhotra 2002): 

- -
2O + 2H O + 4e  4OH

2
→

 

Amperometrik olarak glukoz tayini, hidrojen peroksitin +0,6 V’da katı elektrotta 

yükseltgenmesi ile de ölçülebilir (Prodromidis ve Karayannis, 2002): 

+ -
2 2 2H O   O + 2H + 2e→  
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Birinci nesil amperometrik enzim elektrotlar biyolojik türlerde bulunabilecek askorbik 

asit, ürik asit ve asetaminofenon gibi elektroaktif maddelerin girişim yapabilmesi gibi 

dezavantajlara sahiptir (Wang 2008). 

İkinci nesil enzim elektrotlarda; elektron aktarımını hızlandıran aracılar yani 

medyatörler kullanılır. Böylece daha düşük çalışma potansiyellerinde çalışılabilir ve 

girişim yapan türlerin etkisi azaltılabilir. İdeal bir medyatörün enzimin indirgen haliyle 

hızlı reaksiyon vermesi, kararlı olması, indirgen halinin oksijenle reaksiyon vermemesi, 

elektron aktarımı sırasında yan reaksiyonlara girmemesi, düşük redoks potansiyeline 

sahip olması ve toksik olmaması gerekir. Bu amaçla ferrisiyanür, kinonlar ve türevleri, 

ferrosen ve türevleri gibi bileşikler, alizarin sarısı, toluidin mavisi, metilen mavisi, 

prusya mavisi gibi organik boyalar medyatör olarak yaygın bir şekilde kullanılmaktadır 

(Cass 1984, Frew ve Hill 1987, Kellner 1998, Chaubey ve Malhotra 2002). 

 
 
Şekil 2.2 İkinci nesil amperometrik enzim elektrotların çalışma prensibi (GOD 

(yük.),         GOD (ind.) yükseltgenmiş ve indirgenmiş enzimler, 
Medyatör (yük.), Medyatör (ind.) yükseltgenmiş ve indirgenmiş 
medyatörler)  

 

İkinci nesil enzim elektrotlarda elektron aktarımı aşağıdaki şekilde gerçekleşir: 

Glukoz + GOD(yük.) → Glukonolakton + GOD (ind.)  

GOD(ind.) + 2M(yük.) → GOD(yük.) + 2M(ind.) + 2H+ 

2M(ind.) → 2M(yük.) + 2e- 

Glukanolakton 

Glukoz 

GOD(yük.) 

GOD(ind.) 

Medyatör(yük.) 

Medyatör(ind.) 
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Üçüncü nesil enzim elektrotlarda; elektrot ve enzim arasında doğrudan bir elektron 

transferi gerçekleşmektedir. N-metilfenoltiyazin ve tetrasiyanokinodimetan ile 

hazırlanan (NMP+ TCNQ-), fenotiyazin ve fenoksazin gibi organik yapıdaki iletken 

tuzlar elektrot materyali olarak kullanılmaktadır (Chaubey ve Malhotra 2002).  

Elektrokimyasal glukoz biyosensörlerinin son kırk yıldaki gelişimine bakıldığında 

(Çizelge 2.2); 1962 yılında Clark ve Lyons tarafından geliştirilen ve ilk enzim elektrot 

olarak kabul edilen elektrottan sonra 1975 yılında Clarks’ın teknolojisi 25 µL tam 

kandan glukoz tayini için Yellow Spring Instrument Company tarafından glukoz ölçüm 

cihazı olarak patent almıştır. 1967 yılında Updike ve Hicks tarafından bu prensip ile 

geliştirilen biri enzim ile kaplı iki oksijen çalışma elektrodu kullanarak, örneklerdeki 

oksijen miktarı değişiminin neden olduğu akım farklarını ölçmeye dayanan bir yöntem 

geliştirilmiştir. Guilbault ve Lubrano ise 1973’te kan glukoz miktarını ölçmek amacı ile 

hidrojen peroksitin yükseltgenmesine dayanan amperometrik bir enzim elektrot 

hazırlamışlardır. 1980’ler boyunca biyosensörler biyoteknolojide önemli ve ilgi duyulan 

bir alan haline gelmiş, medyatör temelli ikinci nesil glukoz biyosensörleri geliştirilmeye 

başlanmıştır (Cass vd. 1984, Frew ve Hill 1987, Wang 2008). 1990’larda ise GOD’ın 

redoks merkezi ile elektrot yüzeyi arasında elektriksel iletişimin geliştirilmesi söz 

konusu olmuştur (Bindra vd. 1991, Willner vd. 1996).     

Çizelge 2.2 Elektrokimyasal glukoz biyosensörlerinin tarihsel gelişimi 

Tarih Referans Geliştirilen sistem 

1962 

1973 

1975 

1982 

1984 

1987 

1999 

2000 

Clark ve Lyons 

Guilbault ve Lubrano 

YSI Inc. 

Schchiri vd. 

Cass vd. 

Degani ve Heller 

Minimed Inc. 

Cygness Inc. 

İlk glukoz enzim elektrodu 

H2O2 tayinine dayalı glukoz enzim elektrodu 

İlk ticari glukoz sensörü 

İn-vivo glukoz tayini 

Ferrosen medyatörlerinin kullanımı 

Enzimlerin elektriksel kablo sistemi 

Ticari in-vivo glukoz sensörü 

Giyilebilen non-invaziv glukoz ölçüm cihazı 
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2.5 Karbon Pasta Elektrotlar 

Karbon temelli elektrotlar, kimyasal olarak inert ve diğer elektrotlarla karşılaştırıldıkları 

zaman oldukça ekonomik oldukları için çok fazla elektrokimyasal uygulama alanı 

bulmaktadır. Ayrıca bu elektrotların kısa cevap süreleri vardır ve bu materyalin 

modifiye edilmesi de çok kolaydır. Bu elektrotlar arasında karbon pasta elektrotlar 

(CPE), camsı karbon pasta elektrotlar (GCPE), kompozit karbon pastalar oldukça fazla 

çalışılmaktadır. Karbon pasta elektrotların elektrokimyasal reaktivitesi, mekanik 

sağlamlılığı ve oldukça düşük zemin akımı vardır ve kolayca modifiye edilebilirler. 

Karbon pasta elektrotlar grafit tozu ile parafin veya mineral yağı gibi elektrolitik özellik 

göstermeyen bir yağın homojen bir şekilde karıştırılmasıyla oluşturulur. Grafit tozu 

karbon pastanın elektroaktif türüdür, yüksek saflıkta ve mikrometrik tanecikli yapıdadır. 

Karbon pastanın elektroaktif olmayan bileşeni ise bağlayıcı olarak kullanılan yağlardır. 

Bu yağlar kimyasal olarak inert,  kalıcı, yalıtkan ve su ortamına karışmaz özelliktedir. 

Grafit tozu ve yağın ikili karışımı modifiye edilmemiş karbon pastalar olarak 

adlandırılır. Modifiye karbon pastalarda ise modifiye edici bir madde pastaya ilave 

edilir. Modifiye edicinin karbon pastadaki miktarı genellikle %10-30 arasında 

değişmektedir. Bu oran modifiye edicinin özelliğine bağlıdır. Modifiye edici olarak 

dimetilglioksim, β-naftol gibi analitik reaktifler, iyon değiştiriciler, kil mineralleri, silika 

ve alg, bakteri gibi organizmalar kullanılabilir (Svancara vd. 2001).  Son yıllarda 

yapılan çalışmalarda modifiye edici olarak nano yapılı metal oksitler de karbon pasta ile 

hazırlanan enzim elektrotlarda karşımıza çıkmaktadır (Comba vd. 2010). 

2.6 Nanopartikül Temelli Amperometrik Enzim Elektrotlar 

Son yıllarda nanoyapılar elektronik kataliz, biyomodelleme, biyoetiketleme ve 

optoelektronik gibi alanlarda kullanılan ilgi çekici malzemelerdir. Nanopartiküller, 

biyosensör uygulamalarında ve yeni elektrokimyasal tayin sistemlerinin 

geliştirilmesinde birçok yenilik sunmaktadır (Pumera vd. 2007). Nanopartiküller, 1 ile 

100 nm arasında boyutlarda bulunan materyallerdir. Nano boyutlu materyallerin farklı 
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boy, şekil ve kompozisyonlarda üretilebilmeleri, yeni duyarlı sistemler oluşturularak 

analit tayin performansının geliştirilmesini sağlar (Poole ve Owens 2003, Wang 2005). 

Nanoteknolojinin gelişmesi ile birlikte nanomateryallerin elektrokimyasal 

biyosensörlerde kullanımı kesin, basit ve hızlı tayinler yapılması için yeni ufuklar 

açmıştır. Nanopartiküllerin hızlı kütle transferi, etkin bir şekilde büyük yüzey alanı, 

yüksek yüzey enerjisi, protein-metal partikülleri yaklaştırma özelliği bulunmaktadır. 

Ayrıca elektroanalitik işlemler için hassas, kolay modifiye edilebilir, kararlı bir elektrot 

yüzeyi oluştururlar. Böylece enzimler biyolojik aktivitelerini kaybetmeden uzun süre 

kullanılabilir. Bu sebepten biyosensörlerde kullanılan nano yapılı metal ve yarı iletken 

metal oksitler ile yapılan çalışmalar hızla artmaktadır (Bonnemann ve Richards 2001, 

Niemeyer 2001, Pingarron vd. 2008).  

Wang ve arkadaşları 2002 yılında ilk kez elektrokimyasal biyosensörlerde nanoyapılı 

bir materyali (karbon nanotüp) NADH’ın düşük potansiyelde tayininde kullanmış, 

Limoges ve arkadaşları ise 2000 yılında elektrokimyasal immunosensörde ilk kez altın 

nanopartiküllerini işaretleyici olarak uygulamışlardır (Pumera vd. 2007). Bunu takiben 

nano yapılar amperometrik ve voltametrik elektrokimyasal biyosensörlerde 

kullanılmaya başlanmıştır (Wang 2005, Baker ve Quin 2006, Patolsky vd. 2006). 

Metal nanopartiküller fiziksel ve kimyasal yöntemler ile hazırlanabilmektedir. Fiziksel 

yöntemler genellikle buhar biriktirme gibi materyalin nanoboyuta bölünmesini 

gerektirmektedir. Kimyasal yöntemler ise metal iyonlarının metal atomlarına 

indirgenerek, atomların kontrollü agregasyonu ve ayrılması yolu ile partiküle 

dönüşümünü içermektedir. Kimyasal yöntem ile hazırlamanın daha küçük ve tek tip 

partikül elde etmeye daha uygun olduğu belirtilmiştir (Kerman vd. 2008). 

Metal oksit nanopartikülleri; elektronik (El-Sayed 2001), optik (Murpy vd. 2002), 

manyetik, termal ve katalitik özellikleri ile fizik, kimya, biyoloji, tıp ve disiplinler arası 

alanlarda önemli uygulamalara sahiptir (Guo ve Dong 2009). Bu materyaller geniş 

yüzey alanına sahip olmaları, istenilen boyutta üretilebilmeleri, birçoğunun biyouyumlu  
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olması ve enzimi biyoaktif tutabilmeleri gibi üstün özelliklerinden dolayı amperometrik 

enzim elektrotlarda sıklıkla kullanılmaktadır. (Kong vd. 2009, Liu vd. 2009, Umar vd. 

2009, Yang vd. 2010, Zhai vd. 2010). 

Günümüze kadar yapılan çalışmalarda çeşitli çinko oksit nano yapıları; nano küme 

(Zhang vd. 2005, S. Zhao vd. 2006), nano çubuk (Cheng ve Samulski 2004), nano tel 

(Rout vd. 2007), nano bant (Height vd. 2006), nano halka (Wang vd. 2004), nano 

yaprak (Park vd. 2004) ve hekzagonal piramit (Joo vd. 2005) şeklinde karşımıza 

çıkmaktadır. 

Çinko oksit biyouyumlu ve kararlı olup, düşük toksisite, yüksek izoelektrik noktası ve 

yüksek elektron transfer hızına sahip bir yarı iletkendir. Çinko oksitin izoelektrik 

noktası yüksek (9,5) olduğu için düşük izoelektrik noktalı DNA’nın ve proteinlerin 

(GOD için pI 4,2 – 4,5) elektrostatik etkileşim yoluyla adsorpsiyonu için uygun bir 

ortam sunmaktadır. Enzimin aktif bölgesi ile elektrot arasındaki elektron transferini 

hızlandırdığı için amperometrik enzim elektrotlarda tercih edilen bir biyosensör bileşeni 

haline gelmiştir (Krishnamoorthy vd. 2006, Dorfman vd. 2006, Wang vd. 2006, Wei vd. 

2006, Corso vd. 2007, Zhu vd. 2007, Liu vd. 2009, Kong vd. 2009, Zhai vd. 2010).  

2.7 Hazırlanan Biyosensörün Performans Faktörleri  

Hazırlanan biyosensörün hedeflenen amaçlar doğrultusunda kullanılabilir olması için 

performans faktörleri belirlenmiştir.  

2.7.1 Duyarlılık 

Duyarlılık, tayin edilecek türün derişimindeki değişime bağlı olarak biyosensör 

yanıtının değişimi ile belirlenir. Biyosensör duyarlılığı, elde edilen kalibrasyon eğrisinin 

eğiminden hesaplanır. İdeal bir biyosensörün duyarlılığı yüksek olmalı ve raf ömrü 

boyunca kararlılık göstermelidir (Buerk 1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 2001). 
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2.7.2 Seçicilik 

İdeal bir biyosensör, yalnızca hedef analitin derişimindeki değişikliklere cevap vermeli 

ve girişim yapabilecek türlerden etkilenmemelidir (Buerk 1993, Telefoncu 1999, 

Thevenot vd. 2001).  

 2.7.3 Kararlılık 

Kararlılık, hazırlanan biyosensörün ömrünün uzun olması anlamındadır. Kararlılık 

yüksek olursa aynı biyosensörü kullanarak çok sayıda analizin yapılabilmesi mümkün 

olur ve böylece maliyet azaltılır (Buerk 1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 2001).  

2.7.4 Doğrusal çalışma aralığı ve gözlenebilme sınırı 

İdeal bir biyosensörün doğrusal çalışma aralığı, hedef analit ile sensör cevabı arasındaki 

doğrusallığın gözlendiği kalibrasyon eğrisi aralığıdır. Substrat derişimine karşı akım 

farklarının grafiğe geçirilmesiyle kalibrasyon eğrisi elde edilir ve bu eğriden doğrusal 

derişim aralığı belirlenir. 

Doğrusal grafiğin en alt sınırı “gözlenebilme sınırı” olarak tanımlanır. Ortam pH’sı, 

sıcaklık, tampon cinsi ve derişimi doğrusal çalışma aralığını ve gözlenebilme sınırını 

etkileyen faktörlerdendir (Buerk 1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 2001). 

2.7.5 Cevap süresi 

Cevap süresi kararlı hal akımlarının %90-95’ine ulaşması için geçen süre olarak 

tanımlanabilir. İdeal bir biyosensörün cevap süresinin oldukça kısa olması istenir. 

Cevap süresi hedef analit ve enzim arasındaki reaksiyon hızına yakından bağlıdır 

(Buerk 1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 2001). 
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2.7.6 Tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirlik 

Tekrarlanabilirlik, hazırlanan bir biyosensör ile elde edilen duyarlılıkların birbiri ile 

uyumlu olmasını ifade eder. Bir biyosensörün tekrarlanabilir olması doğru ve güvenilir 

bir analiz için gereklidir. Bu nedenle tekrarlanabilirlik çalışılması gereken en önemli 

parametrelerden birisidir. 

Tekrar üretilebilirlik ise, aynı şekilde hazırlanan farklı biyosensörlerin birbiri arasındaki 

uyumu açıklar. Biyosensör hazırlama prosedürünün güvenilirliğini göstermek amacıyla 

tekrar üretilebilirliği çalışmak gerekir (Buerk 1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 

2001). 

2.7.7 Raf ömrü 

Raf ömrü optimum çalışma koşulları altında biyosensörün duyarlılığını koruduğu süre 

olarak tanımlanabilir. Ömür, yapılan ölçüm sayısına ya da ölçülen hedef analit 

derişimine bağlı olarak değişim gösterebilir. Yüksek derişimler ve yapılan ölçümlerin 

sıklığı ömrü kısaltan etkenlerdendir. Biyosensörler, yapılarındaki biyolojik aktif 

maddelerin fonksiyon kaybının önlenmesi için buzdolabında saklanmalıdırlar (Buerk 

1993, Telefoncu 1999, Thevenot vd. 2001). 

2.8 Enzimler 

Enzimler canlı organizmalardaki kimyasal reaksiyonları hızlandıran ve hiçbir yan ürün 

oluşmasına fırsat vermeden %100’lük bir ürün verimi sağlayan biyolojik katalizörlerdir. 

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

enzimler protein yapısındadır. Enzimler biyokimyasal reaksiyonları spesifik olarak 

katalizler ve diğer katalizörlerden çok daha hızlı bir şekilde reaksiyonları yürütürler. 

Enzimler sayesinde biyokimyasal reaksiyonlar az miktarda enerji ile vücut sıcaklığında 

gerçekleşir (Gözükara 1989).  
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Enzimler aktivite gösterebilmek için “kofaktör” adı verilen bazı gruplara ihtiyaç 

duyarlar. Kofaktör bir metal iyonu olabileceği gibi, “koenzim” denilen kompleks bir 

organik bileşik de olabilir. Örneğin pirüvat fosfokinaz enzimi kofaktör olarak K+ ve 

Mg2+’a, karbonik anhidraz Zn2+’ya, glukoz oksidaz ise koenzim olarak FAD’a ihtiyaç 

duyar. Koenzimler fonksiyonel grupların veya spesifik atomların aktarımında önemli rol 

oynamaktadır. Katalitik olarak aktif olan enzim kofaktör kompleksine haloenzim adı 

verilir. Katalitik olarak inaktif olan kofaktörsüz proteine ise apoenzim denir. Kofaktörlü 

enzimlerin bazı bileşik ve metal iyonlarına karşı farklı derecede afiniteleri vardır. Fakat 

bazı enzim-kofaktör bağlanmaları kovalent yapıda veya diyalizle uzaklaştırılamayacak 

kadar sıkı olabilmektedir. Böyle kofaktörlere “prostetik grup” adı verilir. Örneğin 

sitokrom c’deki “hem” grubu enzimin peptit zincirine kovalent bir bağla bağlıdır 

(Gözükara 1989, Keha ve Küfrevioğlu, 2004).  

Enzimler genellikle bir tek substratı ürüne dönüştürür. Enzim moleküllerinde aktif 

merkez denilen özel bir bölge bulunur. Aktif merkez, substrata uyumlu üç boyutlu bir 

yüzey oluşturan amino asit yan zincirleri içerir. Aktif merkez substratı bağlayarak bir 

enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirir. ES kompleksi, enzim-ürün (EÜ) 

kompleksine dönüşür ve sonuçta enzim üründen ayrılır (Tüzün 1992). 

Enzimler katalitik ve spesifik özelliklerinden dolayı biyosensör uygulamalarında geniş 

bir kullanım alanı bulmaktadır. İlk enzim temelli sensör olarak kabul edilen, Clark ve 

Lyons tarafından geliştirilen sensör, oksijen duyarlı elektroda, glukoz oksidaz enzimi 

immobilize edilerek hazırlanmış ve glukoz tayini yapılmıştır (Clark ve Lyons 1962). 

Biyosensör uygulamalarında oksidoredüktaz, hidrolaz ve liyazlar gibi farklı sınıflardaki 

enzimler uygun çeviricilerle bir araya getirilerek, sağlık, veterinerlik, gıda, çevre 

kirliliği ve savunma alanlarında kullanılmaktadır. 

2.8.1 Enzim aktivitesi üzerine etki eden faktörler 

Enzim aktivitesine, başka bir deyimle enzimatik reaksiyona etki eden faktörler; ortam 

pH’sı, sıcaklık, substrat derişimi olarak sıralanabilir.  
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2.8.1.1 Ortam pH’sının etkisi 

Her enzim için aktivitesinin maksimum olduğu pH değeri vardır. Bu değere optimum 

pH denir ve bu değerlerin üzerinde ve altında enzim aktivitesi düşer. Bununla birlikte 

bütün enzimlerin pH-aktivite eğrileri aynı değildir. Bunun nedeni pH-aktivite ilişkisinde 

etkili olan faktörlerdir. Bu faktörler;  

1. Substratı bağlamada görev alan ve enzimin aktif bölgesinde bulunan iyonlaşabilen 

grupların pK’sı 

2. Enzime bağlanma olayında görev alan substrat gruplarının pK’sı 

3. Enzim üzerindeki katalitik göreve sahip grupların pK’sı  

4. Enzimin biyolojik olarak konformasyonunu belirleyen grupların pK’sıdır (Keha ve 

Küfrevioğlu 2004). 

Aşırı uç pH değerlerinde enzim inaktive olabilmektedir. Bu nedenle pH’ı belli değerde 

tutmak için tampon çözeltiler kullanılır. Kullanılan tamponun cinsi ve derişimi de ortam 

pH’sını etkiler (Gözükara 1989). 

2.8.1.2 Sıcaklık 

Sıcaklık arttıkça bütün kimyasal reaksiyonların hızı artar. Enzim içeren reaksiyonlar da 

bu kurala uyar. Belirli bir sıcaklığa kadar artan sıcaklıkla enzimatik reaksiyon hızı artar, 

fakat 50 - 60°C üzerine çıkıldığında aktivitede düşüş gözlenir. Bu durum yüksek 

sıcaklıkla enzimin yapısında meydana gelen denatürasyondan kaynaklanır. Sonuçta 

yüksek sıcaklıkta, enzimin önce tersiyer daha sonra da sekonder yapısı bozulacağından 

enzim aktivitesini kaybeder ve reaksiyon hızı düşer (Tüzün 1992). 
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2.8.1.3 Substrat derişimi 

Bir enzimatik reaksiyonda reaksiyon hızı başlangıçta substrat derişimine bağlı olarak 

artar ve belli bir substrat derişiminde maksimuma ulaşır. Giderek artan substrat 

derişimlerinde ise reaksiyon hızı artmaz, çünkü enzim substratına doygun hale gelmiştir 

(Tüzün 1992). 

2.8.2 İmmobilize enzimler 

Enzimler suda çözündüklerinden ve endüstriyel uygulamaların çoğu sulu ortamda 

gerçekleştiğinden, serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden ortamdan alınması 

mümkün değildir. Bu durum reaksiyon kontrolünü güçleştirir. Ayrıca enzimler çok 

pahalı maddeler olduğundan, bu durumda maliyet yükselmektedir. İmmobilize enzimler 

reaksiyon ortamından kolayca uzaklaştırılabilir, birçok kez kullanılabilir ve çevre 

koşullarına karşı dayanıklı olmalarından dolayı endüstriyel uygulamalarda oldukça çok 

kullanılmaktadır. 

2.9 Biyosensörlerde Kullanılan İmmobilizasyon Teknikleri 

Enzimler suda çözünen, spesifik biyokatalizörlerdir. Endüstriyel uygulamaların büyük 

bir çoğunluğu sulu ortamda gerçekleştiğinden kullanılan serbest enzimin aktivitesini 

kaybetmeden ortamdan alınarak tekrar kullanılması mümkün değildir. Serbest enzim 

reaksiyon ortamından istendiği anda çıkarılamayacağı için reaksiyonun kontrolü de 

mümkün olmaz. Böylece serbest enzimler sürekli üretim sistemlerine uygulanamazlar. 

Biyokatalizör olarak kullanılan enzimin reaksiyon ortamından alınarak aktivitesini 

kaybetmeden tekrar kullanımı söz konusu değildir. Enzimler oldukça pahalı katalizörler 

olduğu için her bir işlemde yeniden enzim kullanımı maliyeti yükseltmektedir. Ortaya 

çıkan bu sorunları çözümlemek ve enzimleri endüstride kullanabilmek için son 50 yılda 

enzimler immobilize formda kullanılmaktadır. Bu durumda enzimler tekrar tekrar 

kullanılabildikleri için maliyet düşmektedir.  
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Enzim elektrotlar hazırlanırken kullanılan immobilizasyon tekniği en önemli 

aşamalardan birisidir. Enzimin konformasyonu ve kararlılığını ölçümler süresince 

koruması, çözeltiye sızmaması gerekir. Biyosensörlerde kullanılan temel 

immobilizasyon teknikleri aşağıda anlatılmaktadır (Telefoncu 1997, Mello ve Kubota 

2002). 

Fiziksel adsorpsiyon: Bilinen en eski ve en basit yöntemdir. Genellikle elektrot, enzim 

çözeltisine doğrudan daldırılır ve immobilizasyonun kendiliğinden gerçekleşmesi için 

belli bir süre beklenir. Bu yöntemde bağlanma, Van der Waals kuvvetleri ile sağlanır. 

Yöntem son derece basittir ve bu nedenle fazlaca uygulama alanı vardır. Fakat pH, 

iyonik güç, sıcaklık gibi değişen faktörlerle adsorblanan enzimin çözeltiye sızması söz 

konusu olabilir. 

Tutuklama: Enzim molekülünün, membran veya matriks içinde hapsedilmesidir. 

Tutuklama yönteminde enzim fiziksel veya kimyasal olarak bir taşıyıcıya bağlı değildir 

(Wagner ve Guilbault 1994). 

Kovalent bağlama: Enzim molekülü üzerindeki fonksiyonel gruplar üzerinden 

bağlanma gerçekleştirilir. Katı yüzeyin aktif grupları ile enzimde bulunan amino asit 

kalıntıları reaksiyona girer. Ancak aktivitenin kaybedilmemesi için bağlanmanın 

enzimin aktif merkezindeki amino asitler üzerinden olmaması ve bu grupların sterik 

olarak engellenmemesi gerekir. Kovalent bağlama yöntemi tutuklama ve adsorpsiyonda 

oluşabilecek kararsızlığı ve çözeltiye enzim sızması gibi sorunları ortadan kaldırırken 

biyoaktif molekülde kısmi bir aktivite kaybına sebep olabilir (Mello ve Kubota 2002). 

Enzim immobilizasyonunda en çok kullanılan kovalent bağlama yöntemlerinden olan 

glutaraldehit (GA) ile çapraz bağlama oldukça kolay bir işlemdir. Çapraz bağlayıcı 

reaktif olarak hekzametilendiizosiyanat, diflorodinitrobenzen, karbodiimit ve 

disüksinilsiberat yaygın olarak kullanılır.  Glutaraldehit bifonksiyonel karbonil grubu 

içerir ve primer aminlerle amit bağı yapar (Mikkelsen ve Cortón 2004). 
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2.10 Kaynak Özetleri 

2.10.1 Nanopartiküllü glukoz biyosensörleri ile ilgili kaynak araştırması 

Çeşitli yöntemler kullanılarak yapılan çalışmaların bir bölümü aşağıda kısaca 

özetlenmektedir. 

Luo vd. (2010) tarafından yapılan çalışmada glukoz oksidaz enzimi kitosan/NiFe2O4 

nanopartikülleri ile camsı karbon elektrot üzerine immobilize edilmiştir. Bu çalışmada 

ferrosen karboksilik asit, yapay bir redoks medyatörü olarak kullanılmıştır. Optimum 

çalışma pH’sı 7,0 (0,1 M fosfat tamponu), enzim elektrodun cevap süresi yaklaşık 4 s, 

optimum çalışma potansiyeli +0,6 V, doğrusal çalışma aralığı 1,0 – 8,0 mM, 

gözlenebilme sınırı 47 mg/dL, Km değeri 10,11 mM ve duyarlılığı 45.6 µA /mM cm
2 

olarak bulunmuştur. Biyosensörün otuz gün sonunda başlangıç cevap akımının % 90’ını 

koruduğu gözlemlenmiştir. Maltoz, aldoz ve D- fruktoz önemli bir etkisinin 

görülmediği, Fe3+, Ni2+, Cu2+, Co2+, Mn2+ ve Zn2+  katyonlarının bir akım artışına neden 

olmadığı, fakat askorbik ve ürik asitin önemli derecede girişim yaptığı rapor edilmiştir. 

Wang vd. (2010)  tarafından yapılan çalışmada nikel hekzasiyanoferrat (NiHCF) 

nanopartiküllerinin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi ile enzimatik olmayan 

amperometrik glukoz biyosensörü geliştirilmiştir. Tayin bazik ortamda Ni(OH)2’nin 

NiO(OH)’a dönüşmesi, oluşan NiO(OH)’un glukozu glikonolaktona indirgemesi ve 

Ni(OH)2’a tekrar yükseltgenmesine dayanmaktadır. Nonenzimatik elektrodun doğrusal 

çalışma aralığı 5 × 10-6 – 2,5 × 10-3 mM, gözlenebilme sınırı 1,25 × 10-6 mM ve 0,2 mM 

sabit glukoz derişiminde 10 ölçümün bağıl standart sapması % 1,9 olarak bulunmuştur. 

Biyosensörün 10 elektrot için tekrar üretilebilirliğinin % 2,8 olduğu görülmüştür.  İki 

hafta depolama sonucu, elektrot cevabının % 93’ü korunmuştur. Askorbik asitin glukoz 

cevabına önemli bir girişim yapmadığı rapor edilmiştir. 
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Theres ve Ramaprabhu (2010), silisyum dioksit (SiO2) kaplı magnetit (Fe3O4) 

nanopartikülleriyle çok duvarlı karbon nanotüpleri (MWCNTs) modifiye etmişler ve 

Fe3O4@SiO2/MWNTs filmini camsı karbon elektrot (GCE) yüzeyine biriktirmişlerdir. 

Bu film çözünmüş nafion ile muamele edilmiş ve bunun üzerine glukoz oksidaz enzimi 

immobilize edilmiştir. Hazırlanan biyoelektrodun duyarlılığı, doğrusal çalışma aralığı, 

gözlenebilme sınırı sırasıyla 58,9 µA/mMcm2, 1 µM – 30 mM, 800 nM olarak 

bulunmuştur. Nafion kaplı elektroda askorbik ve ürik asitin önemli bir girişim etkisi 

yapmadığı belirtilmiştir. 

Comba vd. (2010) tarafından Fe3O4
 (magnetit) nanopartikülleri ile modifiye edilmiş 

karbon pasta elektroda glukoz oksidaz enzimi immobilize edilerek amperometrik bir 

glukoz biyosensörü hazırlanmıştır. Çalışma oluşan hidrojen peroksitin indirgenmesi 

üzerine temellendirilmiş ve Fe3O4 nanopartiküllerin bunun için bir medyatör olarak rol 

oynadığı belirtilmiştir. Amperometrik ölçümler 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponunda 

Ag/AgCl elektroda karşı -0,10 V’da alınmıştır. Hazırlanan elektrodun duyarlılığı 32�4 

µAmM−1, tayin sınırı 3,0 × 10-4 M ve Km 0,018 M değeri olarak bulunmuştur. Elektrot 

ile serum örneğinde glukoz tayini yapılmış ve spektrofotometrik yöntemle 

karşılaştırıldığında %1,2’lik bir hata gözlenmiştir. Aynı elektrot ile elde edilen 10 ölçüm 

sonucunun % BSS değeri %5,4, 5 farklı elektrot ile elde edilen sonuçların %BSS değeri 

ise %6,9 olarak bulunmuştur. 10 aylık depolama sonucu sensör başlangıç cevabının 

%90’ını korumuştur. Askorbik ve ürik asitin önemli bir etkisi gözlenmemiştir. 

Pang vd. (2009) tarafından glukoz oksidaz enzimi, titanyumdioksit nanopartikül ve 

karbon nanotüp ile modifiye edilmiş platin elektroda immobilize edilmiş ve 

amperometrik glukoz biyosensörü hazırlanmıştır. Çalışmada hidrojen peroksitin 

yükseltgenmesinden yararlanılmış ve hazırlanan enzim elektrot dönüşümlü voltametri, 

TEM, SEM yöntemleri ile karakterize edilmiştir. Ölçümler 0,067 M pH 7,2 fosfat 

tamponunda Ag/AgCl elektroda karşı 0,4 V’da alınmıştır. Hazırlanan enzim elektrodun 

0,24 µM mM-1cm-2 duyarlılık ile glukoza 0,006 mM ile 1,5 mM aralığında doğrusal 

cevap verdiği, tayin sınırı 5,7 µM olduğu ve cevap zamanının 3 saniyeden az olduğu 

belirtilmiştir.  
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Wang vd. (2009) glukoz oksidaz enzimini camsı karbon elektrot üzerinde oluşturulan 

kitosan matrikse çapraz bağlama yöntemiyle immobilize etmişlerdir. Amperometrik 

ölçümler 0,067 M pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl elektroda karşı 0,6 V’da 

alınmıştır. Hazırlanan enzim elektrodun 3×10−6 M tayin sınırı ve 0,24 µM mM-1cm-2 

duyarlılık ile glukoza 6 µM ile 5 mM aralığında doğrusal cevap verdiği, cevap süresinin 

6 saniyeden az olduğu rapor edilmiştir.  0,25 mM sabit glukoz derişiminde 6 ölçümün 

bağıl standart sapması %4,95 olarak bulunmuştur. Elektrot 10 gün sonunda başlangıç 

aktivitesinin %81,3’ünü korumuştur. Serum glukoz değerleri spektrofotometrik yöntem 

ve geliştirilen yöntem ile belirlenmiş ve sonuçlar uyumlu bulunmuştur. 

Li vd. (2008) glukoz tayini için, glukoz oksidaz enzimini NiO nanokürelerin yüzeyine 

kitosan yardımıyla çapraz bağlayarak immobilize etmişlerdir. Hazırlanan elektrodun, 

0,1 M pH 6,98 fosfat tamponunda -0,3 ile -0,5 V potansiyelleri arasında 1 mM 

hidrokinon varlığında ve yokluğundaki dönüşümlü voltamogramları incelenmiştir. 

Hidrokinon yokluğunda herhangi bir elektrokimyasal yanıt alınamazken, hidrokinon 

varlığında hidrokinonun oksijen yerine elektron alıcısı olarak rol oynadığı belirtilmiştir. 

Optimum çalışma pH 6,98 (0,1 M fosfat tamponu) ve çalışma potansiyeli +0,35 Volarak 

bulunmuştur. Ayrıca enzim elektrodun doğrusal çalışma aralığı 1,5 - 7,0 mg/dL, 

gözlenebilme sınırı 47 mg/dL, Km değeri 7,76 mM ve duyarlılığı 3,43 µA/mM olarak 

belirlenmiştir. Bozucu türler olan askorbik asit ve ürik asitin önemli bir girişim etkisi 

olmadığı rapor edilmiştir.  

Kaushik vd. (2008) tarafından glukoz oksidaz enzimi ITO cam tabakası üzerinde 

oluşturulan kitosan/Fe3O4 filmi üzerine fiziksel adsorpsiyon ile immobilize edilmiştir. 

Hazırlanan kitosan/Fe3O4 filmi ve GOD/ kitosan/Fe3O4/ ITO enzim elektrodu UV-

görünür bölge, FTIR spektrofotometrisi ve SEM teknikleri ile karakterize edilmiştir. 

Enzim elektrodun gözlenebilme sınırı 0,5 mM, doğrusal çalışma aralığı 0,5 - 22 mM, 

duyarlılığı 9,3 µAcm−2mM−1, Km değeri 0,141 mM olarak belirlenmiştir. Glukoz 

oksidazın 8 hafta boyunca +4ºC’de 0,05 M pH 7,0 fosfat tamponunda (% 0,9 NaCl 

içeren) aktivitesini koruduğu belirtilmiştir. 
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Xian vd. (2006)   altın nanopartikül ve iletken polianilin nanofiber kompozit temelli 

amperometrik bir glukoz biyosensörü geliştirmişlerdir. Hazırlanan nanokompozit 

üzerine glukoz oksidaz enzimi immobilize edilmiş ve elektrot yüzeyi nafion ile 

kaplanmıştır. Yöntemde hidrojen peroksitin elektrokimyasal yükseltgenmesinden 

yararlanılmış ve optimum sıcaklık 25°C, optimum pH 6,9 (0,1 M fosfat tamponu) ve 

cevap süresi 5 saniye olarak belirlenmiştir. Doğrusal çalışma aralığı 0,1 µM – 0,8 mM, 

duyarlılık 2,3 mA/M ve gözlenebilme sınırı 0,5 µM olarak bulunmuştur. 0,05 mM sabit 

glukoz derişiminde 7 ölçümün bağıl standart sapması %4,8 olarak belirlenmiştir. İki 

haftayı sonunda enzim elektrodun cevabının %5’den azının kaybedildiği görülmüştür. 

Hazırlanan biyosensör ile kan serumunda glukoz tayini gerçekleştirilmiş ve elde edilen 

sonuçların standart yöntemle uyumlu olduğu belirlenmiştir.  

Yang ve Zhu (2006) tarafından yapılan çalışmada nano boyutlu silisyumdioksit ve 

platin nanokümeleri karıştırılmış ve bu karışım glukoz oksidaz enzimi için destek 

materyal olarak kullanılmıştır. Platin nanokümeleri ve immobilize enzim arasındaki 

etkileşim herhangi bir organik stabilizatör kullanılmadan sağlanmıştır. Çalışmada 

dönüşümlü voltametri ile çıplak Pt, SiO2, Ptnano, Ptnano– SiO2 içeren elektrotların (–0,2) 

V-(+0,8) V arasında Ag/AgCl elektroda karşı 20 mV/s tarama hızındaki 

voltamogramları incelenmiştir. Biyosensörün doğrusal çalışma aralığı 0,27 - 4,08 mM, 

gözlenebilme sınırı 1,5 µM, duyarlılığı 3,85 µA/mM olarak bulunmuştur ve geniş bir 

pH aralığında  (4,9 - 7,5) çalışılabileceği belirtilmiştir.  

Lim vd. (2005) tarafından yapılan bir çalışmada glukoz oksidaz enzimi ve paladyum 

(Pd) nanopartikülleri, nafionda çözülmüş karbon nanotüplerle oluşturulan film yüzeyine 

biriktirilmiş ve amperometrik bir glukoz biyosensörü hazırlanmıştır. Glukoz ilavesiyle 

enzimatik reaksiyon ile oluşan hidrojen peroksit +0,3 V’de yükseltgenmiş ve glukoz 

dolaylı yoldan tayin edilmiştir. Elde edilen Pd-GOD-Nafion CNT glukoz 

biyosensörünün doğrusal çalışma aralığı 0,15-12 mM, tayin sınırı 0,15 mM, cevap 

süresi 3 s olarak bulunmuştur. Altı gün sonunda nafion kaplı enzim elektrot cevabının 

%5’ini, nafionsuz enzim elektrot ise 1 gün sonra cevabının %20’sini kaybetmiştir. 0,5  
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mM sabit glukoz derişiminde 10 ölçümün bağıl standart sapması %3’ten az olarak 

bulunmuştur.  

Liu ve Ju (2003), glukoz oksidaz enzimini kolloidal altın modifiye karbon pasta 

elektroda fiziksel adsorpsiyon ile immobilize etmiş ve amperometrik bir glukoz 

biyosensörü geliştirmişlerdir. Glukoz tayinini, çözünmüş oksijenin indirgenme pik 

akımındaki azalmaya dayanarak belirlemişlerdir. Hazırlanan enzim elektrot 8,4 mA/mM 

duyarlılık, 0,04 – 0,28 mM doğrusal çalışma aralığı, 0,01 mM gözlenebilme sınırı 

sunmuştur. Ürik asit %3,3 askorbik asit ise %5,1’lik bir akım artışına neden olmuştur. 

10 günlük depolama sonunda elektrot başlangıç cevabının %96’sını korumuştur. Tekrar 

üretilebilirlik deneylerinde 6 farklı elektrot için bağıl standart sapma %7,2 olarak 

bulunmuştur. Serum örneklerinde glukoz tayini standart ekleme yöntemi ile yapılmış ve 

elde edilen sonuçlar spektrofotometrik yöntem ile uyumlu bulunmuştur. 

2.10.2 Çinko oksit nanopartikül ile ilgili kaynak özetleri 

Çinko oksit nanoyapıları ile günümüze kadar çeşitli yöntemler kullanılarak geliştirilen 

biyosensörlerin özeti aşağıda sunulmaktadır: 

Lei vd. (2011) tarafından, çeşitli ZnO nano yapılarının glukoz biyosensör 

uygulamalarındaki performans faktörlerini incelenmiştir. Bu ZnO nanoyapıları 

kullanılarak hazırlanan biyosensörlerin yüksek duyarlılığa, geniş doğrusal çalışma 

aralığına, daha düşük tayin sınırına ve Km değerine sahip olduğu gözlenmiştir. Bu 

sonuçlardan yola çıkılarak elde edilen ZnO nano yapısının, daha geniş yüzey alanı ve 

doğrudan elektron transfer yoluna katkısının olduğu belirtilmiştir. 

Wei vd. (2010) tarafından yapılan bir çalışmada ZnO nanoçubuk yapısı hidrotermal 

şekilde sentezlenmiş ve bu yapı altın nanokristalleri ile birleştirilerek hibrit bir 

nanokompozit oluşturulmuştur. Glukoz oksidaz enzimi, kompozit matrikse glutaraldehit 

ve nafion ile çapraz bağlanarak immobilize edilmiştir. Biyosensörün doğrusal çalışma 

aralığı 0,1 – 33,0 µM, tayin sınırı 10 nM, çalışma potansiyeli +0,55 V, Km değeri 0,41  
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mM ve cevap süresi ise 5 saniye olarak rapor edilmiştir. Çalışma tamponu olarak 0,1 M 

pH 7,4 fosfat tamponu kullanılmıştır. 0,01 mM sabit glukoz derişiminde 10 farklı enzim 

elektrot için bağıl standart sapma %3,8 olarak belirlenmiştir. Hazırlanan elektrot ile 

serumda glukoz tayini yapılmış ve elde edilen sonuçların spektrofotometrik yöntemle 

elde edilen sonuçlarla oldukça uyumlu olduğu görülmüştür. Enzim elektrodun, 3 aylık 

depolama sonucu, başlangıç cevabının %90’ını koruduğu belirtilmiştir. 

Usman Ali vd. (2010) gümüş elektrot yüzeyininde ZnO nano tel sentezlemiş ve nanotel 

üzerinde glukoz oksidazı immobilize etmişler ve nafion ile elektrodu kaplayarak 

potansiyometrik bir glukoz biyosensörü geliştirmişlerdir. Yöntemde enzimatik 

reaksiyonda tüketilen oksijen miktarına göre, pH’deki azalmadan glukoz miktarı tayin 

edilmiştir. Sentezlenen ZnO nanotellerin çapını 250 – 300 nm, uzunluklarını ise 250 µm 

olarak belirtmişlerdir. Enzim elektrodun potansiyometrik cevabını Ag/AgCl’ye karşı 

almışlar ve doğrusal çalışma aralığının 0,5  µM – 10 mM ve cevap süresinin 1 – 4 s 

olduğu belirtilmiştir. Biyosensörün 5 farklı elektrot için tekrar üretilebilirliği, 1 mM 

sabit glukoz derişiminde, %10’dan az bulunmuştur. Biyosensörün 3 haftalık depolama 

sonunda cevabının %90’ını koruduğu görülmüştür. Elektrot cevabına askorbik ve ürik 

asitin önemli bir etkisi gözlenmediği belirtilmiştir. 

Zhai vd. (2010)  tarafından glukoz oksidaz enzimi nano yapılı ZnO modifiye ITO 

elektroda adsorbe edilmiş ve elde edilen enzim elektrot üzerine ZnO nano yapısının 

etkisi araştırılmıştır. ZnO nanoçubuk modifiye enzim elektrodun doğrusal çalışma 

aralığı, gözlenebilme sınırı ve Km değeri sırasıyla 0,1 – 9 mM, 1,94 µM ve 3,12 mM 

olarak bulunmuştur. Dopamin, üre ve askorbik asit ile yapılan girişim çalışmalarında 

dopamin ve ürenin önemsiz, askorbik asitin ise %8,5’lik bir etkisi gözlenmiş ancak bu 

etki serumdaki normal değerlerin altında olduğundan ihmal edilebilir olduğu rapor 

edimiştir. 

Muhammad vd.  (2010) insan yağ ve kurbağa yumurta hücrelerinde glukoz derişimini 

ölçmek amacıyla ZnO nanoçubuk temelli potansiyometrik bir glukoz biyosensörü 

geliştirmişlerdir. Çalışma elektrodu olarak glukoz oksidaz kaplı ZnO nano çubuk  
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modifiye kapiler elektrot, hücre içi referans elektrot olarak ise mikro elektrot ise 

Ag/AgCl olarak kullanılmıştır. Bu amaçla 0,7 µm çapında gümüş kaplı borosilikat cam 

kapileri üzerinde ZnO nanoçubukları sentezlenmiş ve bu kapiler glukoz oksidaz enzimi 

ile kaplanmıştır. Çalışmada 0,5 – 1000 µM doğrusal aralık ve 1 s cevap süresi elde 

edilmiştir. Yöntem ile ölçülen hücre içi glukoz derişimleri literatürdeki çalışmalar ile 

uyumlu bulunmuştur. 

Yang vd. (2010) tarafından ZnO nanoçubukları sentezlenmiş ve glukoz oksidaz enzimi, 

sentezlenen ZnO nanoçubuklar yüzeyine kitosanla çapraz bağlama tekniği ile 

immobilize edilerek camsı karbon elektroda tutturulmuştur. Yöntemde tek boyutlu ZnO 

nanoçubukların enzim immobilizasyonu için geniş ve etkili bir yüzey sağladığı rapor 

edilmiştir. Nanopartikül modifiye enzim elektrodun duyarlılığı 25,7 mA cm-2 mM-1, 

doğrusal çalışma aralıkları 0,01 – 0,25 mM ve 0,3 – 0,7 mM, tayin sınırı 0,01 mM, 

çalışma potansiyeli +0,55 V, Km değeri 1,95 mM ve cevap süresi 2 saniye olarak 

belirtilmiştir. Ölçümler 0,01 M pH 7,4 fosfat tamponunda alınmıştır. 

 

Dai vd. (2009) tetrogonal piramit şekilli delikli (TPSP) ZnO yapısını sentezlemiş ve 

GOD immobilizasyonu camsı karbon elektroda (GCE) fiziksel adsorpsiyon tekniğini ile 

yapılmıştır. TPSP ZnO nano yapısı ile küresel ZnO nano yapısı karşılaştırılmış ve TPSP 

nanoyapısı ile daha iyi sonuçlar elde edilmiştir. Çalışma çözünmüş oksijen tüketimini 

ölçümü üzerine temellenmiştir ve glukoz dolaylı yoldan tayin edilmiştir. Ölçümler 0,1 

M pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl elektroda karşı -0,5 V’da alınmıştır. Hazırlanan 

enzim elektrodun 0,01 mM tayin sınırı ile glukoza 0,05-8,2 mM aralığında doğrusal 

cevap verdiği rapor edilmiştir.  0,20 mM sabit glukoz derişiminde 0,10 mM ürik asit ve 

0,10 mM p-asetaminofenol belirgin bir girişime neden olmamıştır. Ancak askorbik 

asidin (0,10 mM) indirgenme akımını %2,1 düşürdüğü görülmüştür. 

Liu vd. (2009) tarafından ITO camı üzerinde sıralı ZnO nanoçubukları sentezlenmiş, 

glukoz oksidaz enzimi bu ZnO nanoçubukları üzerine immobilize edilmiş ve son olarak 

elektrot yüzeyine nafion çözeltisi damlatılarak amperometrik glukoz biyosensörü 

geliştirilmiştir. Glukoz tayini oksijenin indirgenme akımının ölçülmesine dayanılarak  



28 

 

yapılmıştır. Ölçümler 0,01 M pH 7,4 fosfat tamponunda ve -0,10 V’da Ag/AgCl 

elektroda karşı alınmıştır. Elde edilen enzim elektrodun doğrusal çalışma aralığı 5-300 

µM, tayin sınırı 3 µM, cevap süresi 5 s olarak bulunmuştur.  

Umar vd. (2009) tarafından ZnO nanopartikülleri düşük sıcaklıkta (900C) sentezlenmiş, 

altın elektrot üzerine yerleştirilmiş ve bu nanopartiküllere kolesterol oksidaz enzimi 

fiziksel adsorbsiyon ile immobilize edilerek amperometrik bir kolesterol biyosensörü 

geliştirilmiştir. Hazırlanan enzim elektrodun; duyarlılığı 23,7l µA mM-1 cm-2,  tayin 

sınırı 0,37 ± 0,02 nM,  doğrusal çalışma aralığı 1,0 - 500,0 nM, Km değeri 4,7 mM, 

cevap zamanı 5 s olarak belirlenmiştir. Çalışmada 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu 

kullanılmış ve 50 günlük depolama sonucu enzim elektrodun cevabının %91,8’inin 

korunduğu görülmüştür. 

Sun vd. (2009) tarafından yapılan başka bir çalışmada ZnO naopartikül, hemoglobin ve 

iyonomer nafiondan oluşan kompozit filmi hazırlanmıştır. Hazırlanan nafion-ZnO filmi 

içine gömülü hemoglobinin elektrokimyasal davranışı dönüşümlü voltametri ile 

incelenmiş ve hemoglobinin yapısında bulunan Fe(III)/Fe(II)’e ait redoks pikleri 

belirgin bir şekilde görülmüştür. Komposit filmdeki hemoglobinin elektron transfer 

oranı sabiti 0,139 s-1, yük transfer sabiti 0,413 ve transfer edilen elektron sayısı 0,95 

olarak belirtilmiştir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile yapılan çalışmalarda 

ZnO nanopartikülü ile hazırlanan modifiye elektrodun nanopartikülsüz modifiye 

elektroda göre elektron transfer direncinin daha düşük olduğu böylece kompozit filmin 

iletkenliğinin geliştiği rapor edilmiştir.  

Saha vd. (2009) ITO camı üzerinde çinko oksit/potasyum ferrisiyanür komposit ince 

filmini biriktirmişler ve amperometrik enzim elektrot geliştirmek için kullanmışlardır. 

Çalışmada ZnO/ITO ve ZnO-KFCN/ITO elektrotları hazırlamışlar, bu elektrotların 

elektrokimyasal empedans spektrumlarını alındığında KFCN’nin yük transfer direncini 

azalttığını belirlenmiştir. Ayrıca glukoz oksidaz enzimini hazırlanan elektroda fiziksel 

adsorpsiyon yöntemi ile immobilize etmişlerdir. GOD/ZnO-KFCN/ITO ile ZnO-

KFCN/ITO elektrotlarının özellikleri dönüşümlü voltametri yöntemi ile incelenmiş ve  
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enzimli elektrodun yükseltgenme akımlarının glukoz derişimi ile doğrusal arttığını 

belirlenmiştir. Çalışmada hidrojen peroksitin Ag/AgCl‘ye karşı elektrokimyasal 

yükseltgenmesinden yararlanılmış ve cevap süresi 10 saniye olarak bulunmuştur. 

Elektrodun doğrusal çalışma aralığının 2,78 mM – 11,11 mM, duyarlılığının 0,078 µA 

mM-1 cm-2, gözlenebilme sınırının 0,23 mM ve Km değerinin de 1,69 mM olduğu 

görülmüştür. 

Kong vd. (2009) tarafından yapılan çalışmada; altın yüzeyine ZnO nano çubukları 

biriktirilmiş ve bu nanotüplere glukoz oksidaz enzimi çapraz bağlama yöntemi ile 

immobilize edilmiştir. Hazırlanan biyoelektrodun duyarlılığı 21,7 µA mM-1 cm-2, 

doğrusal çalışma aralığı 50 µM – 12 mM, gözlenebilme sınırı 1 µM, Km değeri 19 mM 

ve cevap süresi ise 3 s olarak bulunmuştur. Optimum pH 7,0 (fosfat tamponu), optimum 

sıcaklık 25°C, çalışma potansiyeli ise +0,8 V olarak rapor edilmiştir. 60 günlük 

depolama sonucunda sensör başlangıç cevabının %70’ını korumuştur. 0,5 mM üre, L-

sistein ve askorbik asit, 1 mM glukoz içeren fosfat tamponuna eklendiğinde L-sistein 

%2,1, askorbik asit %9 girişim etkisi göstermiş, ürenin ise herhangi bir girişim etkisinin 

bulunmadığı belirtilmiştir. Biyosensör 4 elektrot için %8,2 tekrar üretilebilirlik ve ardı 

ardına 13 ölçüm için %2,2 tekrarlanabilirlik göstermiştir. 

Ren vd. (2009) tarafından yapılan başka bir çalışmada ise; ZnO nanopartikülleri 

sentezlenmiş ve glukoz oksidaz enzimi bu nanopartiküllere immobilize edilerek glukoz 

tayini için fotoelektrokimyasal temelli bir biyosensör hazırlanmıştır. Optimum pH 6,98 

(fosfat tamponu), optimum sıcaklık 35°C, cevap süresi yaklaşık 4 s ve çalışma 

potansiyeli +0,4 V olarak bulunmuştur. Enzim elektrodun 1,4 mM sabit glukoz 

derişiminde otuz gün sonunda cevap akımının %70’ını koruduğu belirtilmiştir.  

Zhao vd. (2007) tarafından yapılan bir çalışmada ise polietilenteraftalat (PET) plaka 

üzerine titanyum (Ti) ince tabakası, plazma immersiyon (daldırma) iyon implantasyon 

tekniği ile yerleştirilmiştir. Bu hazırlanan matriks üzerine altın tabaka yerleştirilmiş ve 

PET/Ti/Au çalışma elektrodu olarak kullanılmıştır. Hazırlanan elektrot üzerine ortalama 

5 nm boyutunda  sentezlenen ZnO:Co nanokümeleri yüklenmiş ve glukoz oksidaz  
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enzimi, bu nanokümelere çapraz bağlama tekniği ile immobilize edilmiştir. Çalışmada 

glukoz ilavesiyle enzimatik olarak oluşan hidrojen peroksit +0,8V’de yükseltgenmiş ve 

glukoz dolaylı yoldan tayin edilmiştir. Ölçümler 0,10 M pH 7,4 fosfat tamponunda 

gerçekleştirilmiş ve hazırlanan elektrodun duyarlılığı 13,3 µA mM−1cm-2, tayin sınırı 20 

µM ve Km değeri 21 mM olarak belirlenmiştir.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Kullanılan Cihazlar, Hücre ve Elektrotlar 

Amperometrik ölçümler bilgisayar bağlantılı IVIUMSTAT elektrokimyasal analiz 

cihazı ve şekil 3.1’de gösterilen BAS marka 5 girişli elektrokimyasal hücre standı 

kullanılarak yapıldı. 

 

Çalışmada kullanılan çözeltilerin pH’ları ORION marka 912600 numaralı kombine cam 

pH elektrodu kullanılarak ORION 720A cihazı ile ayarlandı. Kalibrasyon pH’sı 4,13 

olan potasyum hidrojen ftalat ve pH’sı 8,20 olan sodyum bikarbonat çözeltileri 

kullanılarak yapıldı. 

 

Amperometrik çalışmalarda çalışma elektrodu olarak BAS firmasından temin edilen 

karbon pasta elektrot gövdesi (MP5023), karşıt elektrot olarak platin tel elektrot (MW 

1034) ve referans elektrot olarak da Ag/AgCl referans elektrodu (MF 2052) kullanıldı. 

 

Sabit sıcaklık gerektiren çalışmalarda Grant LTD GG marka termostatlı ve 

sirkülasyonlu su banyosu ve sıcaklık kontrol sistemine bağlı çift cidarlı, su 

sirkülasyonlu termostatlı hücre kullanıldı. Hazırlanan çözeltileri karıştırmak ve çözmek 

amacı ile Elma LC 30 H marka ultrasonikasyon cihazı kullanıldı. 

 

Çözeltileri karıştırmak için Chiltren marka MS21S model manyetik karıştırıcı 

kullanıldı. 

 

Çözeltilerin hazırlanmasında kullanılan iki kez distile edilmiş su, ELGA Purelab Classic 

marka ultra saf su cihazı ile elde edildi. 

 

Çözelti ilaveleri için Biohit Proline-Pipette marka mikro pipetler kullanıldı. 

 

Kan serum numunelerinde bulunan proteinleri ayırmak için Nahita marka 2650 model 

santrifüj cihazı kullanıldı. 
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Şekil 3.1 Ölçümlerde kullanılan BAS C3 standı 

3.2 Kullanılan Kimyasallar  

3.2.1 Argon gazı 

Hidrojen peroksite amperometrik cevapların ölçüldüğü deneylerde, çözünmüş oksijeni 

uzaklaştırmak amacıyla inert gaz olarak yüksek saflıktaki (%99,99) argon gazı 

kullanıldı. 

3.2.2 Oksijen gazı 

Glukozun tayini için geliştirilen amperometrik biyosensörlerde enzimatik reaksiyonlar 

oksijenli ortamda gerçekleştiğinden, enzim elektrotla yapılan çalışmalarda yüksek 

saflıktaki (%99,95) oksijen gazı kullanıldı. 

3.3.4 Enzim çözeltisi 

Glukoz oksidaz enziminden 5,04 mg alınarak 0,10 M fosfat tamponunda çözüldü ve 

200U/mL glukoz oksidaz stok çözeltisi hazırlandı. Hazırlanan çözeltiler 

kullanılmadıklarında -20 °C’de saklandı. 
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3.2.3 Kullanılan enzim ve diğer kimyasallar 

Çalışmada kullanılan enzim, IUPAC numarası, kaynağı, ünitesi ve temin edilen firma 

çizelge 3.1’de verilmiştir. 

Çizelge 3.1 Çalışmada kullanılan enzim, IUPAC numarası, kaynağı, ünitesi ve temin 
edilen firmal 

Enzimin Adı Numarası Kodu Ünitesi Firma 

Glukoz 

oksidaz 

E.C:1.1.3.4 Aspergillus niger 39680 U/g Sigma 

Çalışmada kullanılan diğer kimyasal maddelerin adları, saflık dereceleri, katalog 

numaraları ve temin edilen firmalar çizelge 3.2’de verilmiştir. 

Çizelge 3.2 Çalışmada kullanılan diğer kimyasal maddelerin adları, saflık dereceleri ve 
temin edilen firmalar 

 

Kimyasal Madde Saflık Dereceleri  
Temin Edildiği 
Firma 

Glukoz  ≥%99,5 Fluka 

Çinko oksit nanopartikül <100 nm Aldrich 

Grafit tozu Yüksek saflıkta Fluka 

Parafin yağı IR spek. için Fluka 

Glutaraldehit %25 Sigma 

Hidrojen peroksit %35 Merck 

Sığır serum albumini %97 Fluka 

Sodyum dihidrojenfosfat-2-hidrat %99 Riedel de Haën 

Sodyum monohidrojenfosfat-7-hidrat %99 Riedel de Haën 
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Çizelge 3.2 Çalışmada kullanılan diğer kimyasal maddelerin adları, saflık dereceleri ve 
temin edilen firmalar (devam) 

 

 

3.3 Kullanılan Çözeltiler 

3.3.1 TRIS tamponu 

Derişimi 0,10 M olacak şekilde tris(hidroksimetil)aminometandan uygun miktarda 

tartıldı ve ultra saf suda çözüldü, pH değeri 1,0 M HCl çözeltisiyle pH 7,0’a ayarlandı. 

Tampon çözeltiler kullanılmadığı zamanlarda +4°C’da saklandı. 

3.3.2 Fosfat tamponu 

Toplam derişimi 0,10 M olacak şekilde sodyum dihidrojenfosfat-2-hidrat ve sodyum 

monohidrojen-7-hidrat’tan uygun miktarlarda tartıldı ve ultra saf suda çözüldü. 

Hazırlanan çözeltilerin pH’ları 0,10 M NaOH veya 0,10 M H3PO4 çözeltileri kullanarak 

pH 7,0’a ayarlandı. Farklı pH ve derişimdeki tampon çözeltiler de yukarıdaki şekilde 

hazırlandı. Tampon çözeltiler kullanılmadığı zamanlarda +4°C’da saklandı. 

3.3.3 Hidrojen peroksit çözeltisi 

Yoğunluğu 1,13 kg/L olan %35’lik hidrojen peroksitten uygun miktarda alınarak 

derişimi 1,0×10-3 M olacak şekilde 50,0 ml stok çözelti her gün taze olarak hazırlandı.  

Askorbik asit Ultra saf Sigma 

Aspartik asit %98 Aldrich 

Kreatinin ≥%99 Fluka 

Üre ≥%99,5 Sigma 

Hidroklorik asit %37 Merck 

Fosforik asit %85 Panreac 
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3.3.5 Glutaraldehit çözeltisi 

%25’lik glutaraldehit çözeltisinden uygun miktarlarda alınarak %1,25’lik glutaraldehit 

çözeltisi elde edilecek şekilde ultra saf suyla seyreltildi. 

3.3.6 Glukoz stok çözeltisi 

Katı glukozdan belirli miktarda alındı ve glukoz derişimi 1,0×10-3 M olacak şekilde 

ultra saf suyla hacim 50,0 ml’ye tamamlandı. Farklı derişimlerdeki glukoz çözeltileri de 

benzer şekilde hazırlandı. 

3.3.7 Girişim yapan türlerin çözeltileri 

 Kan serumunda bulunabilecek elektroaktif bazı türlerin enzim elektrot cevabına 

etkisinin araştırılmasında kullanılan çözeltiler aşağıdaki şekilde hazırlandı: 

L-Askorbik asit, kreatinin, parasetemol, üre stok çözeltileri her birinin derişimleri 

1,0×10-2 M olacak şekilde ilgili katıların ayrı ayrı ultra saf suda çözünmesi ile elde 

edildi. 

Derişimi 1,0×10-3 M olan L-Aspartik asit stok çözeltisi belirli miktarda katının ultra saf 

suda çözünmesi ile hazırlandı. 

Ürik asit stok çözeltisi ise, % 0,45’lik Li2CO3 çözeltisinde derişimi 1,0×10
-2 M olacak 

şekilde belirli miktarda katının çözünmesi ile hazırlandı. 

Girişim çalışmalarında, verilen maddelerin fizyolojik derişimleri, stok çözeltilerinin 

belirli miktarlarının elektrokimyasal hücreye katılmasıyla elde edildi. 

3.4 Serum Numunesi 

Glukoz tayininde kullanılan kan serum örnekleri Gazi Üniversitesi Hastanesi 

Biyokimya Laboratuvarı’ndan temin edildi. 
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3.5 Enzimsiz Karbon Pasta Elektrotların Hazırlanması 

Çalışmada kullanılan ZnO nanopartikülün elektrot performansına etkisini belirlemek 

amacıyla, iki tip elektrot aşağıda belirtildiği şekilde hazırlandı: 

Modifiye edilmemiş karbon pasta elektrotların hazırlanması için 40 mg spektroskopik 

saflıkta grafit tozu ve 15 µL parafin yağı homojen bir karışım elde edene kadar iyice 

karıştırıldı ve ticari karbon pasta elektrot gövdesine (BAS MP 5023) yerleştirildi. 

Elektrot yüzeyi pürüzsüz bir kağıt üzerinde düzleştirildi. 

ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrotlar için ise 3:1 oranda hazırlanan 

grafit tozu-ZnO nanopartikül karışımı ile 15 µL parafin yağı homojen bir pasta elde 

edene kadar iyice karıştırıldı ve ticari karbon pasta elektrot gövdesine yerleştirildi. 

Elektrot yüzeyi pürüzsüz bir kağıt üzerinde düzleştirildi. 

3.5.1 Enzimsiz karbon pasta elektrotların H2O2’e duyarlılığı 

Modifiye edilmemiş karbon pasta elektrodun H2O2’e duyarlılığını belirlemek amacıyla, 

üç elektrotlu elektrokimyasal hücre sistemi kullanıldı. Hücreye 0,10 M pH 7,0 fosfat 

tamponundan 5,0 ml ilave edildi. Oksijeni uzaklaştırmak amacıyla, çözeltiden 2 dakika 

argon gazı geçirildi. Çalışma elektrodu kararlı hal akımı elde edilene kadar çalışma 

potansiyeli olarak seçilen Ag/AgCl’e karşı +0,7 V’da dengeye getirildi ve denge akımı 

kaydedildi. Bölüm 3.3.3’te anlatıldığı şekilde hazırlanan 1,0×10-3 M stok H2O2 

çözeltisinden uygun miktarlarda mikro pipet yardımıyla deney hücresine ilaveler 

yapıldı. Her ilave sonrası çözeltiden argon gazı geçirildi, çözelti karıştırıldı ve  +0,7 

V’da akım değerleri kaydedildi. H2O2 derişimine karşı hesaplanan akım farkları grafiğe 

geçirildi ve kalibrasyon eğrisi oluşturuldu, böylece modifiye edilmemiş karbon pasta 

elektrodun H2O2’e duyarlılığı belirlendi. 

Aynı çalışma Ag/AgCl’e karşı +0,4 V potansiyelde 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponunda 

tekrarlandı. 
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Bölüm 3.5’te anlatıldığı gibi hazırlanan ZnO nanopartikül ile modifiye karbon pasta 

elektrotların H2O2’e duyarlı olup olmadıkları, yukarıda anlatıldığı şekilde belirlendi. 

ZnO nanopartikül kullanılan elektrotlarla da +0,4 V’da deney tekrarlandı.   

3.6 Karbon Pasta Enzim Elektrotların Hazırlanması 

ZnO nanopartikül ile modifiye edilmiş ve edilmemiş karbon pasta enzim elektrotların 

hazırlanması için öncelikle bir ependorf tüpü içerisinde 10 µL %1,25’lik glutaraldehit 

ve 1,5 mg sığır serum albümin karıştırıldı ve bu karışıma belirli miktarda glukoz 

oksidaz enzimi eklenerek enzim immobilizasyonu sağlandı. Bu karışıma 3:1 oranında 

hazırlanan grafit tozu-ZnO nanopartikül karışımı ilave edilerek karıştırıldı. Daha sonra 

15 µL parafin yağı eklendi ve homojen bir pasta elde ediline kadar karıştırıldıktan sonra 

elektrot gövdesine yerleştirilerek yüzeyi pürüzsüz hale getirildi. Elektrot kullanılmadığı 

zaman +40C’da saklandı. ZnO nanopartikül ile modifiye edilmemiş karbon pasta enzim 

elektrotlar ise grafit tozu ve BSA-GA-GOD karışımının parafin yağı eklenerek 

karıştırılmasıyla hazırlandı.  

3.6.1 Karbon pasta enzim elektrotların glukoza duyarlılığının belirlenmesi 

Bölüm 3.5’te anlatıldığı gibi hazırlanan ZnO nanopartikül ile modifiye enzim 

elektrodun glukoza duyarlılığını belirlemek için Ag/AgCl referans elektrodu, Pt tel 

karşıt elektrodu ve karbon pasta çalışma elektrodu bulunan elektrokimyasal hücreye 

0,10 M, pH 7, fosfat tamponundan 5,0 ml ilave edildi. Hücreden iki dakika süre ile 

oksijen gazı geçirildi ve enzim elektrot kararlı hal akımları elde edilene kadar +0,4 V’da 

tutuldu. Kararlı hal akımı elde edilmesinin ardından hücreye stok glukoz çözeltisinden 

ilaveler yapıldı. Çözeltiden belli süre oksijen gazı geçirildi ve sabit bir hızda karıştırıldı. 

Sabit potansiyelde elde edilen akım kaydedildi. Substrat derişimine karşı akım farkları 

grafiğe geçirildi ve çizilen kalibrasyon eğrisinden, hazırlanan enzim elektrodun glukoza 

duyarlılığı belirlendi. ZnO nanopartikül ile modifiye edilmemiş karbon pasta enzim 

elektrodun da, yukarıda anlatıldığı gibi, glukoza duyarlılığı saptandı ve ZnO modifiye 

enzim elektrodun duyarlılığı ile karşılaştırıldı. 
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3.7 ZnO Nanopartikül Modifiye Elektrotların Çalışma Koşulları, Optimum  
Elektrot Bileşimi ve Performans Faktörlerinin Belirlenmesi 

3.7.1 Uygun tampon sisteminin belirlenmesi 

Hazırlanan ZnO nanopartikül modifiye enzim elektrodun cevabına tampon cinsinin 

etkisini belirlemek amacıyla, 0,10 M pH 7,0 fosfat ve TRIS tamponları hazırlandı. 

Enzim elektrot, Ag/AgCl referans elektroduna karşı +0,4V’da fosfat tamponu içerisinde 

kararlı hal akımı elde edene kadar bekletildi. Çözeltiye, stok glukoz çözeltisinden belirli 

miktarlarda eklendi ve ortamdan oksijen gazı geçirildikten sonra Ag/AgCl’e karşı 

+0,4V’da elde edilen akım farkları glukoz derişimine karşı grafiğe geçirildi. Aynı 

işlemler TRIS tamponu kullanarak tekrarlandı ve elde edilen kalibrasyon grafiklerinin 

eğimlerinden duyarlılıklar belirlendi. Her iki tampon cinsi için de çalışma aralıkları ve 

duyarlılıklar kararlaştırıldı. 

3.7.2 Uygun tampon derişiminin belirlenmesi 

ZnO nanopartikül modifiye enzim elektrodun cevabına tampon derişiminin etkisinin 

incelenmesi için, pH’sı 7 olan 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 M’lık dört ayrı fosfat tamponu 

hazırlandı. Hazırlanan enzim elektrot Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da 0,05 M fosfat 

tamponunda kararlı hal akımı elde edilene kadar tutuldu. Çözeltiye stok glukoz 

çözeltisinden belirli miktarda ilaveler yapıldı, her ilave sonrası sistemden oksijen gazı 

geçirildi ve Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da akımlar kaydedildi. Elde edilen akım farkları 

glukoz derişimine karşı grafiğe geçirilerek duyarlılık belirlendi. Aynı işlemler diğer 

derişimlerdeki tamponlar için tekrarlandı ve elde edilen duyarlılıklar karşılaştırıldı. 

 
 

3.7.3 Optimum pH değerinin belirlenmesi 

ZnO nanopartikül modifiye enzim elektrodun cevabına optimum pH değerinin 

belirlenmesi amacıyla, 0,10 M derişimde pH değerleri; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0 olan 

altı farklı fosfat tamponu hazırlandı. Hazırlanan enzim elektrot her bir tamponda 
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Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da kararlı hal akımı elde edilene kadar bekletildi. Çalışma 

ortamına stok glukoz çözeltisinden eklemeler yapıldı ve ortamdan oksijen gazı geçirildi. 

Aynı potansiyelde ilaveler sonrası akım değerleri kaydedildi ve her bir pH’da çizilen 

kalibrasyon grafikleri karşılaştırılarak en uygun tampon pH’sı belirlendi. 

3.7.4 Optimum sıcaklığın belirlenmesi 

En uygun çalışma sıcaklığını belirlemek için elektrot su banyosu yardımıyla sıcaklığı 

10° C’de sabit tutulan 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da 

kararlı hal akımı elde edilene kadar bekletildi. Çözeltiye, stok glukoz çözeltisinden 

belirli miktarlarda eklendi ve ortamdan oksijen gazı geçirildikten sonra Ag/AgCl’e karşı 

+0,4V’da elde edilen akım farkları glukoz derişimine karşı grafiğe geçirildi. Bu işlem, 

sırasıyla su banyosunun sıcaklığı 15, 20, 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50° C’ye ayarlanarak 

tekrar edildi ve çizilen kalibrasyon grafikleri karşılaştırılarak en uygun çalışma sıcaklığı 

belirlendi. 

3.7.5 Nanopartikül miktarının belirlenmesi 

ZnO nanopartikül modifiye enzim elektrodun en uygun bileşimini belirlemek amacıyla 

ilk olarak nanopartikül miktarı optimize edildi. Bunun için, enzim miktarı sabit 

tutularak, grafit tozu-nanopartikül oranları sırasıyla 3:0,5; 3:1; 3:1,5; 3:2 olacak şekilde 

dört farklı modifiye karbon pasta enzim elektrot hazırlandı. Her bir elektrot +0,4 V’da 

0,10 M pH 7,0 fosfat tamponunda dengeye getirildi. Çözeltiye, stok glukoz 

çözeltisinden belirli miktarlarda eklendi ve ortamdan oksijen gazı geçirildikten sonra 

Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da elde edilen akım farkları glukoz derişimine karşı grafiğe 

geçirildi. Elde edilen duyarlılıklar karşılaştırılarak en uygun nanopartikül miktarı 

belirlendi. 

3.7.6 Enzim miktarının belirlenmesi 

ZnO nanopartikül modifiye enzim elektrot bileşimi için en uygun enzim miktarını 

belirlemek amacıyla, nanopartikül ve grafit tozu miktarı sabit tutularak, immobilize 
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edilen glukoz oksidazın miktarı 2, 4, 8, 10, 12 ünite olacak şekilde değiştirilerek beş 

farklı karbon pasta enzim elektrot hazırlandı. Her bir elektrot +0,4 V’da 0,10 M pH 7,0 

fosfat tamponunda dengeye getirildi. Hücreye, stok glukoz çözeltisinden belirli 

miktarlarda eklendi ve ortamdan oksijen gazı geçirildikten sonra Ag/AgCl’e karşı +0,4 

V’da elde edilen akım farkları glukoz derişimine karşı grafiğe geçirildi elde edilen 

duyarlılıklar karşılaştırılarak en uygun enzim miktarı belirlendi.  

3.7.7 Substrat derişiminin belirlenmesi 

Bölüm 3.5’teki gibi hazırlanan ZnO nanopartikül modifiye enzim elektrodun, glukoza 

cevabının, gözlenebilme sınırının ve doğrusal çalışma aralığının belirlenmesi amacı ile 

1,0×10-5 - 1,0×10-2 M derişim aralığında hazırlanan bir seri çözeltiden tampon çözeltiye 

uygun miktarlar ilave edildi. Enzim elektrodunun +0,4 V’da glukoza amperometrik 

cevabı ölçüldü ve glukoz derişimine karşı grafiğe geçirildi. Kalibrasyon grafiklerinden 

yararlanılarak enzim elektrodun doğrusal çalışma aralığı ve gözlenebilme sınırı 

belirlendi.  

3.7.8 Cevap süresinin belirlenmesi 

ZnO nanopartikül modifiye enzim elektrodun cevap süresinin belirlenmesi amacıyla, 

enzim elektrot 0,10 M, pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da kararlı hal 

denge akımları elde edilmesi için tutuldu. Çözelti ortamına hücredeki glukoz derişimi 

1,0×10-5 M olacak şekilde stok glukoz çözeltisinden ilave edildi ve Ag/AgCl’e karşı 

+0,4 V’da çeşitli sürelerde devreden geçen akım değerleri kaydedildi. Sabit glukoz 

derişiminde zamana karşı akım farkı değerleri grafiğe geçirildi ve akım farkı 

değişiminin hemen hemen sabit kaldığı süre hazırlanan biyosensörün cevap süresi 

olarak belirlendi. Aynı işlemler hücredeki glukoz derişimi 1,0×10-4 M olan başka bir 

çözeltide tekrarlanarak glukoz derişiminin cevap süresine etkisi belirlendi. 

3.7.9 Tekrar kullanılabilirlik ve tekrar üretilebilirliğin belirlenmesi 
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ZnO nanopartikül modifiye enzim elektrodun tekrar kullanılabilirliğini belirlemek 

amacıyla, tek bir enzim elektrot 0,10 M, pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl’e karşı 

+0,4 V’da kararlı hal denge akımları elde edilene kadar tutuldu. Çözeltiye stok glukoz 

çözeltisinden belirli miktarlarda eklenerek glukoz için ardı ardına beş defa kalibrasyon 

grafiği çizildi. Bu eğrilerin eğimlerinden elde edilen duyarlılıkların bağıl standart 

sapması hesaplanarak elektrodun tekrar kullanılabilirliği belirlendi. Ayrıca beş ayrı 

enzim elektrodun yukarıda belirtildiği gibi, kalibrasyon eğrilerinin çizilmesi ve 

duyarlılıkların bağıl standart sapmasının hesaplanması ile enzim elektrotların tekrar 

üretilebilirlikleri incelendi. 

3.7.10 Raf ömrünün belirlenmesi 

ZnO nanopartikül modifiye enzim elektrodun raf ömrünün belirlenmesi için, enzim 

elektrodunun belli zaman aralıklarında glukoza amperometrik cevabı ölçüldü. Bunun 

için enzim elektrot 0,10 M, pH 7,0 fosfat tamponunda Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da 

kararlı hal denge akımları elde edilene kadar tutuldu. Çözeltiye stok glukoz 

çözeltisinden belirli miktarlarda eklendi ve her ilave sonrası oksijen geçirildikten sonra 

Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da amperometrik cevaplar elde edildi. Glukoz derişimine karşı 

hesaplanan akım farkları grafiğe geçirildi ve kalibrasyon grafiği çizildi. Bu işlem farklı 

günlerde tekrarlandı ve elde edilen kalibrasyon grafiklerinin duyarlılıkları zamana karşı 

grafiğe geçirildi. Geçen zaman aralığı içerisinde enzim elektrodunun duyarlılığındaki % 

değişim ve raf ömrü belirlendi. Enzim elektrot kullanılmadığı zamanlarda +4°C’de kuru 

halde saklandı. 

3.8 Girişim Yapan Türlerin Enzim Elektrot Cevabı Üzerine Etkisinin Belirlenmesi 

Bölüm 3.6’da anlatıldığı gibi, hazırlanan ve optimum şartlarda dengeye getirilen ZnO 

nanopartikül modifiye enzim elektrodun cevabına kan serumunda bulunabilecek ve 

girişim yapabilecek bazı maddelerin etkisi araştırıldı. Bunun için bölüm 3.3.7’de  

anlatıldığı gibi hazırlanan, L-Askorbik asit, kreatinin, parasetemol, üre, L-Aspartik asit 

ve ürik asit çözeltileri kullanıldı. Hazırlanan enzim elektrot 0,10 M, pH 7,0 fosfat 
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tamponunda Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da dengeye getirildi. Yukarıda belirtilen 

bileşiklerin stok çözeltilerinden, çizelge 3.7’de belirtilen derişimlerde olacak şekilde, 

1,0×10-3 M glukoz içeren elektrokimyasal hücreye ilaveler yapıldı. Çözeltiden oksijen 

gazı geçirildikten sonra Ag/AgCl’e karşı +0,4 V’da amperometrik cevaplar elde edildi 

ve akım farkı (Ix) hesaplandı ve bu akım farkı değeri, I0 olarak belirtilen ve hücre 

ortamında glukoz derişimi 1,0×10-3 M olduğu zaman elde edilen akım farkı ile 

karşılaştırıldı. Girişim yüzdesi aşağıda verilen eşitliğe göre her bir tür için ayrı ayrı 

hesaplandı: 

% girişim =  (Ix -I0) × 100 / I0 

Çizelge 3.3 Girişim etkisi incelenen bazı türler ve ortamdaki derişimleri 

Tür Derişim (mM) 

L-Askorbik asit 0,1 

Kreatinin 0,1 

Parasetemol 0,1 

Üre  0,8 

L-Aspartik asit 0,01 

Ürik asit 0,05 

3.9 Glukoz Enzim Elektrodun Kan Serumunda Glukoz Tayininde Kullanılması 

Hastaneden alınan, glukoz değerleri spektrofotometrik olarak belirlenmiş, kan 

serumlarında glukoz tayini yapmak amacıyla öncelikle %10’luk trikloroasetik asit ile 

çöktürme işlemiyle kan serumları proteinlerinden ayrıldı.  

Optimum şartlarda hazırlanan ZnO nanopartikül modifiye glukoz enzim elektrot 0,10 M 

pH 7,0 fosfat tamponunda +0,4 V’da kararlı hal akımı elde edilinceye kadar bekletildi 
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ve denge akımı kaydedildi. Uygun seyreltme işlemi yapıldıktan sonra, serum 

numunesinden, belirli bir miktarda alınarak tampon çözeltiye eklendi ve ölçülen akım 

kaydedildi. Standart katma yöntemi ile glukoz tayini gerçekleştirildi ve çizilen 

kalibrasyon eğrisi yardımı ile serum numunesindeki glukoz derişimi bulundu. Her 

numune için 3 paralel deney yapıldı ve standart sapma değerleri hesaplandı. 

Herhangi bir çöktürme işlemi yapılmadan kan serumları doğrudan alınarak da yukarıda 

belirtildiği şekilde glukoz tayini yapıldı ve sonuçlar spektroskopik sonuçlarla 

karşılaştırıldı.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

Bu çalışmada glukoz tayini için ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim 

elektrotların hazırlanması amaçlandı. Bunun için, elektron aktarımı hızlı ve biyolojik 

uyumluluğu olan ZnO nanopartikülleri ile glukoz oksidaz enzimi kullanıldı. Enzim 

elektrodun en uygun bileşimi ve çalışma koşullarında tüm deneyler tekrarlandı. Elde 

edilen araştırma bulguları ve yorumlar aşağıda verildi. 

4.1 Glukoz Tayini İçin Karbon Pasta Enzim Elektrot Hazırlanması 

Bu çalışmada glukoza duyarlı, ZnO nanopartikül modifiye, amperometrik enzim 

elektrotlar, ZnO nanopartikülleri, grafit tozu, parafin yağı ve enzim çözeltisinin belirli 

miktarları karıştırılarak hazırlandı. 

Glukoz oksidaz enzimi karbon pasta matriks içinde tutuklandı. Enzimin katalizlediği 

reaksiyon aşağıdaki gibidir. 

GOD
2 2 2Glukoz  + O  Glukonolakton + H O→  

Burada katalitik döngü devam ederken O2 harcanır. Bu reaksiyonda harcanan O2 ve 

oluşan H2O2 derişimi glukoz derişimi ile orantılıdır. Bundan yararlanarak ya O2 

derişimdeki azalmanın ya da H2O2 derişimindeki artmanın incelenmesi ile glukoz tayini 

yapılabilir. Bu çalışmada hazırlanan elektrotta hidrojen peroksitin karbon pasta elektrot 

yüzeyinde sabit bir potansiyelde aşağıdaki reaksiyona göre yükseltgenme reaksiyonu 

incelenmiştir.  

+ -
2 2 2H O   O + 2H + 2e→  
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Yükseltgenmenin meydana geleceği bir potansiyelde çalışıldığında, devreden geçen 

anodik akım, oluşan hidrojen peroksitin derişimi, dolayısıyla glukoz derişimi ile 

orantılıdır (Kong vd. 2009, Liu vd. 2009). 

Literatürde çeşitli enzimlerle birlikte ZnO’in kullanıldığı amperometrik enzim 

elektrotlar hazırlanmıştır (Zhoa vd. 2007, Zhihui vd. 2009, Liu vd. 2009, Umar vd. 

2009, , Wei vd. 2010, Usman Ali vd. 2010, Rui vd. 2010, Zhai vd. 2010, Asif vd. 2010, 

Lei vd. 2011) 

Ancak bugüne kadar glukoz tayini için ZnO’in kullanıldığı karbon pasta enzim 

elektrotlar bulunmamaktadır. Bu sebeple yaptığımız çalışma orjinaldir. 

Enzim elektrotların cevabına tampon cinsi, tampon derişimi, tampon pH’sı, sıcaklık ve 

en uygun elektrot bileşimi gibi koşulların etkisi ve enzim elektrodun, glukoza 

duyarlılığı, cevap süresi, tekrarlanabilirlik, tekrar üretilebilirlik, raf ömrü gibi 

performans faktörleri çalışıldı. Hazırlanan enzim elektrotların cevabına girişim 

yapabilecek bazı türlerin etkisi incelendi ve gerçek numunelerde glukoz tayini için 

kullanılabilirliği araştırıldı. Elde edilen sonuçlar ve yorumlar aşağıda verildi. 

4.1.1 Enzimsiz karbon pasta elektrotların hidrojen peroksite duyarlılığı 

Modifiye edilmemiş karbon pasta enzim elektrodun H2O2’e duyarlılığı, Bölüm 3.5.1’de 

anlatıldığı gibi, +0,4 V ve +0,7 V sabit potansiyelde belirlendi ve H2O2 derişimine karşı, 

elde edilen akım farkları grafiğe geçirildi (Şekil 4.1.a ve 4.2.a). 

Her iki kalibrasyon eğrisinin eğimleri incelendiğinde, bu elektrotların hidrojen peroksite 

duyarlılığının düşük olduğu belirlendi. 

Modifiye edilmemiş karbon pasta elektrodun hidrojen peroksite duyarlılığını, ZnO 

nanopartikül modifiye karbon pasta elektrodun duyarlılığıyla karşılaştırmak için, Bölüm 

3.5.1’de anlatıldığı gibi, +0,4 V ve +0,7 V potansiyellerde ZnO nanopartikül modifiye 
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karbon pasta elektrodun hidrojen peroksite duyarlılığı belirlendi ve H2O2 derişimine 

karşı elde edilen akım farkları grafiğe geçirildi (Şekil 4.1.b ve Şekil 4.2.b). Şekiller 

incelendiğinde her iki çalışma potansiyelinde de ZnO nanopartikülleri ile modifiye 

edilmiş elektrotların duyarlılıklarında modifiye edilmemiş elektrotların duyarlılıklarına 

göre önemli ölçüde artış olduğu görüldü. Bunun nedenin ZnO’in geniş spesifik yüzey 

alanı ile elektron transferini hızlandırması sonucu olduğu tahmin edilmektedir. Özellikle 

+0,4 V çalışma potansiyelinde yaklaşık 45 katlık bir artış olduğu gözlendiği için sonraki 

çalışmaların bu potansiyelde yapılmasının uygun olduğu belirlendi. Böyle düşük bir 

çalışma potansiyeli, biyolojik ortamlarda bulunabilecek ve yüksek potansiyellerde 

yükseltgenerek cevaba bozucu etki yapabilecek bazı elektroaktif türlerin de etkisinin 

giderilmesini sağlayabilir. Literatürde ZnO nanoçubuklarla hazırlanmış ürik asit 

biyosensörü (Zhang vd. 2004) ve ZnO nanoporöz ince filmde hazırlanmış kolesterol 

biyosensöründe de benzer sonuçlar rapor edilmiştir (Singh vd. 2007). 

 

Şekil 4.1 Enzimsiz karbon pasta elektrotların hidrojen peroksite duyarlılığı: (a) Karbon 
pasta elektrot ve (b) ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta elektrot (0,10 
M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda sıcaklığı) 
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Şekil 4.2 Enzimsiz karbon pasta elektrotların hidrojen peroksite duyarlılığı: (a) Karbon 
pasta elektrot ve (b) ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta elektrot (0,10 
M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,70 V, oda sıcaklığı) 

4.1.2 Glukoz enzim elektrotların glukoza duyarlılığı 

Glukoza duyarlı bir enzim elektrot hazırlamak için, glukoz oksidaz enzimi ZnO 

nanopartikül ile modifiye karbon pasta matrikse immobilize edildi. Literatürdeki 

çalışmalarda matrikse enzim immobilizasyonu için farklı yöntemler bulunmaktadır 

(Miland vd. 1996, Dutra vd. 2005, Casero vd. 2000). Bu yöntemlerden en çok 

kullanılanları, belirli miktardaki enzimin kuru halde karbon pastaya ilavesiyle ve 

enzimin glutaraldehit gibi çapraz bağlayıcı bir reaktifle immobilizasyonudur. Bu 

çalışmada glukoz oksidaz enzimi önce glutaraldehit (GA) ve sığır serum albümin (BSA) 

kullanarak çapraz bağlandı sonra karbon pasta ile karıştırılarak immobilize edildi. 

Burada, glutaraldehitin karbonil grupları, BSA’nın amino gruplarına bağlanarak 

enzimlerin aktif merkezleri bloke edilmemiş olur. Glutaraldehitin karbonil grupları 

BSA’nın amino gruplarına bağlanır ve böylece enzimin aktif merkezi bloke edilmez. 

Glutaraldehitin iki fonksiyonel grubu bulunduğundan bir ucuna enzim, diğer ucuna 

albumin bağlanarak suda çözünmeyen bir jel oluşturur. Oluşan bu yapı enzimlerin 

matrikse tutunarak deney çözeltisine geçmesini engeller. Zhang vd. (2007) tarafından 

BSA ve GA içeren enzim elektrot ile sadece GA kullanarak yapılan enzim elektrotlar  

y = 0,067x + 0,003 (a)
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karşılaştırıldığında BSA içeren enzim elektrodun sadece GA ile hazırlanan enzim 

elektrottan üç kat daha yüksek duyarlılığa sahip olduğu, bunun BSA’nın daha fazla 

enzim immobilizasyonu sağlamasından kaynaklandığı bildirilmiştir (Zhang vd. 2007). 

Modifiye edilmemiş karbon pasta enzim elektrodun glukoza duyarlılığı Bölüm 3.6.1’de 

anlatıldığı gibi, +0,4 V sabit potansiyelde belirlendi ve glukoz derişimine karşı, elde 

edilen akım farkları grafiğe geçirildi (Şekil 4.3.a).  

ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun glukoza duyarlılığı da, 

Bölüm 3.6.1’de anlatıldığı gibi, +0,4 V sabit potansiyelde belirlendi ve glukoz 

derişimine karşı, elde edilen akım farkları grafiğe geçirildi (Şekil 4.3.b). 

 

Şekil 4.3 Enzimli karbon pasta elektrotların glukoza duyarlılığı: a. ZnO nanopartikül ile 
modifiye edilmemiş karbon pasta enzim elektrot ve b. ZnO nanopartikül modifiye karbon 
enzim pasta elektrot (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,40V, oda sıcaklığı)  

Şekil incelendiğinde, ZnO modifiye enzim elektrodun duyarlılığının modifiye 

edilmemiş enzim elektroda göre yaklaşık 4 kat daha yüksek olduğu ve ZnO 

nanopartiküllerinin H2O2 duyarlılığını arttırdıkları gibi enzim elektrotta da aynı şekilde 

duyarlılığı arttırdıkları söylenebilir. ZnO nanopartikülleri geniş yüzey alanları ile 

elektrot ve enzimin aktif merkezi arasında elektron transferini kolaylaştırmaktadır. 
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4.1.3 ZnO modifiye glukoz enzim elektrodun optimum çalışma koşulları ve 
elektrot bileşimi  

4.1.3.1 Tampon sisteminin etkisi 

En uygun tampon sisteminin belirlenmesi amacıyla, Bölüm 3.7.1’de anlatıldığı gibi 

ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun 0,10 M pH 7,0 fosfat ve 

TRIS tamponlarında ayrı ayrı kalibrasyon grafikleri çizildi (Şekil 4.4). Grafikler 

karşılaştırıldığında, fosfat tamponunda nispeten daha yüksek bir duyarlılık ve daha 

geniş bir çalışma aralığı elde edildiği görüldü. Bu sebepten sonraki çalışmalarda çalışma 

tamponu olarak fosfat tamponu kullanıldı. Literatürde glukoz tayini için geliştirilen pek 

çok çalışmada fosfat tamponu yaygın olarak kullanılmaktadır (Lim vd. 2005, Saha vd. 

2009, Umar vd. 2009, Comba vd. 2010, Zhai vd. 2010). Sonuçlara bakıldığında tampon 

sistemlerin içerdikleri iyonların substratla, oluşan ürünle veya enzimdeki yüklü 

gruplarla etkileşimi biyosensör cevabını etkilemektedir.  

 

Şekil 4.4  ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabına tampon 
cinsinin etkisi: a. 0,10 M pH 7,0 TRIS tamponu ve b. 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu 
(+0,40 V, oda sıcaklığı)  
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4.1.3.2 Tampon derişiminin etkisi 

Enzim elektrotların cevabına fosfat tamponunun derişiminin etkisini belirlemek için, 

Bölüm 3.7.2’de anlatıldığı gibi, 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 M’lık dört farklı derişimdeki 

fosfat tamponun kalibrasyon grafikleri çizildi ve elde edilen duyarlılık değerleri tampon 

derşimine karşı grafiğe geçirildi (Şekil 4.5) Şekil incelendiğinde 0,10 M tampon 

derişiminde diğer derişimlere göre daha yüksek bir duyarlılık elde edildiği görüldü. 

Şekil 4.5’ten de görüleceği gibi 0,05 M, 0,15 M ve 0,20 M tampon derişimlerinde 

duyarlılık 0,1 M’a göre oldukça düşük olduğu için tampon derişimi olarak 0,10 M 

derişimi seçildi.  0,20 M’dan yüksek derişimler karbon pastanın yapısını bozabileceği 

ve 0,05 M’dan düşük tampon derişimleri ise az tamponlama kapasitesine sahip 

olabileceğinden çalışılmadı. Enzimlerin aktivitelerini optimum düzeyde 

gösterebilmeleri için ortamın iyon derişiminin belirli bir değerde olması gerekir. 

Tampon derişiminin bu optimum değerin altında veya üstünde olması enzim 

aktivitesinde azalmaya neden olarak duyarlılığı düşürmektedir. Günümüze kadar 

geliştirilen bazı glukoz biyosensörlerinde tampon derişimi olarak 0,10 M’ın seçildiği 

görülmektedir (Lim vd. 2005, Xian vd. 2006,  Zhao vd. 2007, Li vd. 2008, Dai vd. 

2009, Luo vd. 2010, Wei vd. 2010). 

 

Şekil 4.5 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabına tampon 
derişiminin etkisi (pH 7,0 fosfat tamponu +0,40 V, oda sıcaklığı) 
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4.1.3.3 pH’ın etkisi  

Her enzimin maksimum aktivite gösterdiği belirli bir pH değeri vardır, çünkü uç pH 

değerleri enzimin yapısını bozarak denatürasyona sebep olur (Türkaslan vd. 2009). Bu 

nedenle, amperometrik enzim elektrotlarla yapılan çalışmalarda optimum pH’nın 

belirlenmesi önemlidir. ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun 

glukoza amperometrik cevapları 6,0; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0 pH değerlerindeki fosfat tamponu 

çözeltilerinde Bölüm 3.7.3’da anlatıldığı şekilde belirlendi. Kalibrasyon grafiklerinden 

elde edilen duyarlılıklar tampon pH’sına karşı grafiğe geçirildi (Şekil 4.6). Bu grafik 

incelendiğinde, en yüksek duyarlılığın pH 7,0’de elde edildiği ve daha düşük ve daha 

yüksek tampon pH’larında duyarlılığın düştüğü gözlendi. Serbest glukoz oksidaz 

enziminin optimum çalışma pH’sının 4 - 7,2 arasında olduğu bilinmektedir (Wilson ve 

Turner 1992, Sigma). Bu da karbon pasta matriks içindeki enzimin optimum pH’sının 

değişmediğini göstermektedir. Literatürde de tampon pH’sı olarak pH 7,0’nin seçildiği 

çalışmalar bulunmaktadır (Lim vd. 2005, Kong vd. 2009, Saha vd. 2009). Ayrıca bazı 

çalışmalarda pH 7,4 (Liu vd. 2009, Usman Ali vd. 2010, Yang vd. 2010, Wei vd. 2010, 

Lei vd. 2011) optimum pH olarak verilmiştir. Yapılan çalışmalardaki farklılığın enzim 

elektrot hazırlama yöntemlerindeki farklılıklardan kaynaklandığı söylenebilir. 

 

Şekil 4.6 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabına tampon 
pH’sının etkisi (0,10 M fosfat tamponu +0,40 V, oda sıcaklığı) 
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4.1.3.4 Sıcaklığın etkisi  

Her enzimin aktivitesinin en fazla olduğu bir sıcaklık değeri bulunmaktadır. Tıpkı 

pH’da olduğu gibi uç sıcaklık değerlerinde enzim inaktivasyonu söz konusu olabilir 

(Gözükara 1989). Bölüm 3.7.4’te anlatıldığı üzere, ZnO nanopartikül modifiye karbon 

pasta enzim elektrodun cevabına sıcaklığın etkisi, farklı sıcaklıklardaki 0,10 M pH 7,0 

fosfat tamponunda çalışıldı. Çizilen kalibrasyon eğrilerinden elde edilen duyarlılıklar, 

sıcaklığa karşı grafiğe geçirildi (Şekil 4.7). Grafikten de görüldüğü gibi, sıcaklık 

artışıyla biyosensör cevabında artış gözlendi. En yüksek duyarlılık 25°C’de elde edildi, 

bu sıcaklığın üstündeki değerlerde ise biyosensör cevabı azaldı. Enzim aktivitesinin 

optimum sıcaklığı olan 25°C’ye kadar biyosensör cevabında artış olmuş, daha yüksek 

sıcaklıklarda ise enzim aktivitesinde ve sıcaklık artışıyla çözünmüş oksijen 

derişimindeki azalma sonucu duyarlılıkta düşme gözlenmiştir. Daha sonraki deneyler 

çalışma kolaylığı açısından oda sıcaklığında (23±2°C) yapıldı. Literatürde glukoz 

oksidaz enziminin optimum sıcaklık değerinin 20–50°C olduğu belirtilmektedir (Wilson 

ve Turner 1992, Sigma). Glukoz tayini için geliştirilen pek çok biyosensörde sıcaklık 

faktörü çalışılmıştır, ancak uygulama kolaylığı nedeniyle oda sıcaklığında çalışmalara 

devam edilmiştir (Kong vd. 2009). 

 
Şekil 4.7 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabına sıcaklık 

etkisi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu +0,40 V) 
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4.1.3.5 ZnO nanopartikül miktarı 

En uygun nanopartikül miktarının belirlenmesi amacıyla, Bölüm 3.7.5’da anlatıldığı 

üzere, grafit ve nanopartikül içerikleri sırasıyla; 3:0,5; 3:1,0; 3:1,5; 3:2 oranında olacak 

şekilde hazırlanan elektrotların 0,10 M, pH 7,0 fosfat tamponunda +0,40 V’da glukoza 

cevapları incelendi. Her bir elektrot için duyarlılık değerleri grafit:nanopartikül oranına 

karşı grafiklendi (Şekil 4.8). Şekilden görülebileceği üzere en uygun nanopartikül 

miktarının 3:1,0 oranında elde edildiği belirlendi. 3:1,5 oranına kadar nanopartikül 

miktarı arttıkça duyarlılığın arttığı görüldü. Bunun nedeninin nanopartikül miktarının 

artmasıyla, iletkenliğin ve elektron transferinin artması ve H2O2’nin yükseltgenmesinin 

kolaylaşarak duyarlılığın artması olduğu söylenebilir. Ancak 3:1,5 ve 3:1,0 oranlarında 

duyarlılıkta önemli bir fark bulunmadığı ve 3:1,0 oranından daha yüksek nanopartikül 

oranlarında doğrusal çalışma aralığının daraldığı görüldü. Bu sebepten enzim elektrot 

hazırlanırken 3:1,0 oranı optimum olarak kabul edildi. Heli vd. (2009) tarafından 

yapılan bir çalışmada asetilkolin tayini için bakır nanopartiküllleri ile modifiye edilmiş 

karbon pasta elektrotlar hazırlanmış ve grafit tozu-nanopartikül oranının 3:1,0 olarak 

kullanıldığı belirtilmiştir. Literatür araştırması yapıldığında pek çok çalışmada 

nanopartikül miktarının optimize edilmediği görüldü (Lim vd. 2005, Xian vd. 2006,  

Zhao vd. 2007, Li vd. 2008, Dai vd. 2009, Luo vd. 2010, Wei vd. 2010). 

 

Şekil 4.8 ZnO nanopartikül modifiye karbon enzim pasta elektrodun cevabına 
nanopartikül miktarı etkisi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda 
sıcaklığı)  
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4.1.3.6 Enzim miktarı 

Elektrot cevabına enzim miktarının etkisi 3.7.6’ da anlatıldığı gibi incelendi. Buna göre 

4; 8; 10; 12 ünite enzim içeren elektrotların 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponunda +0,40 

V’da glukoza cevapları incelendi. Elde edilen duyarlılık değerleri enzim miktarına karşı 

grafiğe geçirildi (Şekil 4.9). Grafik incelendiğinde enzim miktarının 4 U’den 12 U’ye 

artması ile elektrodun duyarlılığının arttığı görüldü. Enzim miktarının artmasıyla 

duyarlılıktaki bu artış, enzimin aktif merkeziyle reaksiyona giren substrat miktarı 

dolayısıyla oluşan ürün miktarının artması şeklinde yorumlanabilir. Enzim miktarı 

olarak 10 U ve 12 U kullanıldığında duyarlılıkta çok büyük bir değişiklik olmadığından 

ve enzimler pahalı moleküller olduğundan 10 U enzim miktarının uygun olacağı 

düşünüldü. Literatürde bazı çalışmalarda 231 U (Yang vd. 2009), 600 U (Zhao vd. 

2007) ve 12 U (Ren vd. 2009) glukoz oksidaz enziminin kullanıldığı görülmüştür.  

 

Şekil 4.9 ZnO nanopartikül modifiye karbon enzim pasta elektrodun cevabına enzim 
miktarı (U) etkisi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda sıcaklığı) 
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4.1.4 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun performans 
faktörleri 

4.1.4.1 Substrat derişiminin etkisi 

ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun çalışma aralığının 

belirlenmesi amacıyla Bölüm 3.7.7’de anlatıldığı şekilde, farklı derişimdeki glukoz 

çözeltilerinden çalışma ortamına belli miktarlarda eklemeler yaparak kalibrasyon grafiği 

çizildi. (Şekil 4.10). Grafik incelendiğinde üç farklı doğrusal çalışma aralığının olduğu 

görüldü (Şekil 4.11. a, b, c). 

 

Şekil 4.10 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabına substrat 
derişiminin etkisi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, +0,40 V, oda sıcaklığı) 
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(a) 

 

(b)  

 

c) 

 

Şekil 4.11 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodu ile farklı derişim 
aralığında elde edilen kalibrasyon grafikleri (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, 
+0,40 V, oda sıcaklığı) 
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Şekiller incelendiğinde, enzim elektrodun 1,96×10-4 mM-3,77×10-3 mM, 9,09×10-3 mM-

0,156 mM ve 1,00 mM-14,49 mM derişim aralıklarında glukoza doğrusal cevap verdiği 

belirlendi. Bu aralık, insan serumunda normal seviyede bulunan glukoz derişim aralığı 

olan 4,4 - 6,6 mM aralığını (Wang 2008) kapsadığından, hazırlanan biyosensör ile 

serumda glukoz tayininin kolay ve doğru bir şekilde yapılabileceği söylenebilir. 

Hazırlanan enzim elektrotla oldukça geniş bir derişim aralığında çalışma yapılabileceği 

görülmektedir. Glukoz tayini için hazırlanan enzim elektrotların gözlenebilme sınırları 

incelendiğinde, pek çok çalışmada doğrusal aralığının daha dar olduğu ve gözlenebilme 

sınırının da daha yüksek olduğu görüldü. Bunların arasında çalışma aralığı 0,27 - 4,08 

mM (Yang ve Zhu 2006), 0,15-12 mM (Lim vd. 2005), 0,04 – 0,28 mM (Liu ve Ju 

2003), 0,5  µM – 10 mM (Usman Ali vd. 2010), 0,1 – 9 mM (Zhai vd. 2010), 0,01 – 

0,25 mM ve 0,3 – 0,7 mM (Yang vd. 2010), 0,05-8,2 mM (Dai vd. 2009), 2,78 mM – 

11,11 mM (Saha vd. 2009), 1,0 - 500,0 nM (Umar vd. 2009) olan biyosensörler yer 

almaktadır. 

4.1.4.2 Cevap süresi 

Hazırlanan enzim elektrodun glukoza cevap süresi, Bölüm 3.7.8’de anlatıldığı gibi, 

1,0×10-4 M ve 1,0×10-5 M olan iki farklı glukoz derişimi için incelendi. Belirli zaman 

aralıklarında kaydedilen akım farkları grafiğe geçirildiğinde iki farklı derişimde 

eğrilerin birbiriyle paralel olduğu görüldü. (Şekil 4.12) Düşük derişimde elektrodun 

cevap süresinin yüksek derişime oranla daha kısa olduğu belirlendi. Enzim elektrodun 

cevap süresi olarak akımların hemen hemen sabit kaldığı 20 s’lik sürenin 

alınabileceğine karar verildi. Bu süre bir biyosensörün cevap süresi için oldukça uygun 

bir değerdir. Çünkü bir analizin doğru ve hızlı bir şekilde yapılması biyosensörde 

aranan en önemli özelliklerdendir. Literatürde glukoz için daha uzun cevap süreli 40 s 

(Sampath ve Lev 1996), 60 s’den az  (Zhu vd. 2002, Sungur ve Günendi 2006), 25 s 

(Sun vd. 2010) ve 20 s (Wu vd. 2000)  olan çalışmalar da bulunmaktadır. Bizim 

çalışmamızda belirlenen cevap süresi kısa süreli analiz için oldukça uygun bir değerdir.  
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Şekil 4.12 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevap süresi a. 
1,0×10-5 M glukoz (mavi) b.1,0×10-4 M glukoz (pembe) (0,10 M pH 7,0 
fosfat tamponu, +0,40 V, oda sıcaklığı) 

4.1.4.3 Tekrar kullanılabilirlik ve tekrar üretilebilirlik 

Elektrodun tekrar kullanılabilirliği, Bölüm 3.7.9’da belirtildiği şekilde, aynı enzim 

elektrot kullanılarak ard arda beş kez kalibrasyon eğrisi çizilerek incelendi (Şekil 4.13). 

Elde edilen kalibrasyon eğrilerinin eğimlerinin bağıl standart sapması %3,27 olarak 

bulundu. Bu da, hazırladığımız aynı enzim elektrodun çok sayıda analiz için uygun 

olduğunu göstermektedir.  

 

Şekil 4.13 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun tekrar 
kullanılabilirliği (× 1. kalibrasyon, ▬ 2. kalibrasyon, ▲ 3. kalibrasyon, ● 
4.kalibrasyon ve ■5. kalibrasyon 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu +0,40 V, 
oda sıcaklığı) 
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Glukoz tayini için geliştirilen biyosensörler incelendiğinde, yapılan çalışmaların sabit 

glukoz derişiminde üst üste alınan ölçümlerin değerlendirilmesi ile yapıldığı görüldü. 

Ancak bu çalışmada ayrı ayrı kalibrasyon grafikleri çizildiğinden tek bir enzim elektrot 

ile yaklaşık 5 ölçümün başarılı bir şekilde yapılabildiği söylenebilir. Kong vd. (2009) 

tarafından yapılan tekrar kullanılabilirlik çalışmasında bağıl standart sapma %2,2 

(n=13), Comba vd. (2010) tarafından %5,4 (n=10), Wang vd. (2010) tarafından %1,9 

(n=10) olarak bulunmuştır. 

Enzim elektrodun tekrar üretilebilirliğini araştırmak amacı ile beş farklı enzim elektrot 

için ayrı ayrı kalibrasyon eğrileri çizildi ve duyarlılık değerlerinin bağıl standart sapma 

değeri %4,53 olarak hesaplandı. Literatürde glukoz tayini için yapılan çalışmalarda 

elektrotlar arası tekrar üretilebilirlik değerleri % BSS olarak değerlendirildiği ve %8,2 

(n=4) (Kong vd. 2009), %9,5 (n=5) (Comba vd. 2010), %7,2 (n=6) (Liu ve Ju 2003), 

%10 (n=5) (Usman Ali vd. 2010) gibi değerlerin bulunduğu görülmektedir. 

4.1.4.4 Raf ömrü 

Hazırlanan ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun raf ömrü, Bölüm 

3.7.10’da anlatıldığı şekilde, beş ay boyunca farklı günlerde glukoza cevabın ölçülmesi 

ve duyarlılık değerlerinin güne karşı grafiğe geçirilmesiyle değerlendirildi (Şekil 4.14). 

Grafik incelendiğinde, 5 ay sonunda enzim elektrodun başlangıç duyarlılığının yaklaşık 

% 60’ını kaybettiği görüldü. Literatürde Lim vd. (2005) tarafından yapılan bir 

çalışmada biyosensörün cevabının 1 gün sonunda başlangıç değerinin % 20’sini 

kaybettiği belirtilmiştir. Bir diğer çalışmada ise 10 gün sonunda amperometrik cevabın 

% 81,3’ünü koruduğu görülmüştür (Wang vd. 2009). Ayrıca literatürde, 2 hafta (Wang 

vd. 2010, Zhao vd. 2007, Xian vd. 2006), 30 gün (Luo vd. 2010, Ren vd. 2009), 60 gün 

(Kong vd. 2009), 3 ay (Wei vd. 2010), 10 ay (Comba vd. 2010) ömre sahip biyosensör 

çalışmaları da bulunmaktadır. Geliştirilen biyosensörlerin ömürlerinin birbirinden 

farklılık göstermesinin immobilizasyon yöntemi ve matriks seçimi ile ilgili olduğu 

söylenebilir. 
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Şekil 4.14 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun ömrü (0,10 M pH 
7,0 fosfat tamponu +0,40 V, oda sıcaklığı). 

4.1.5 Girişim yapan türlerin ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim             
elektrodun cevabına etkisi  

Hazırlanan biyosensörlerin cevabına, biyolojik sıvılarda bulunabilecek bazı türlerin 

girişim etkisi incelendi. Bunun için, Bölüm 3.7’de belirtildiği şekilde, L-Askorbik asit, 

kreatinin, parasetemol, üre, L-Aspartik asit ve ürik asidin kanda bulunabilecek en 

yüksek derişimleri, sabit derişimde glukoz içeren çalışma ortamına ilave edildi. Her bir 

tür için % girişim değeri hesaplandı.  
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Çizelge 4.1 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabına çeşitli 
türlerin etkisi 

Tür Derişim a (mM) Girişim b (%) 

L-Askorbik asit 

Kreatinin 

Parasetemol 

Üre 

L-Aspartik asit 

Ürik asit 

0,1 

0,1 

0,1 

0,8 

0,01 

0,05 

8.94 

4.05 

20.60 

4.83 

16.06 

5.69 

a Girişim yapan türlerin elektrokimyasal hücre derişimleri 
b % girişim = (Ix-I0)/I0 × %100; I0: 1,0 × 10

-3 mM glukoz çözeltisinin amperometrik cevabı, Ix:: 
1,0 × 10-3 mM glukoz çözeltisi içinde bulunan girişim yapan türün amperometrik cevabı 
 

Çizelge incelendiğinde, kreatinin, üre ve ürik asidin serumda bulunabilecek maksimum 

derişim değerlerinde bile girişim etkisinin % 6’dan az olduğu, askorbik asitin ise % 

10’dan az girişim etkisi yaptığı sonucu gözlendi. Çalışmada sadece parasetemol ve L-

aspartik asitin girişim etkisinin diğerlerine göre daha yüksek olduğu görüldü. 

Literatürde glukoz tayini için hazırlanan biyosensörler incelendiğinde, Kong vd. (2009) 

tarafından yapılan çalışmada +0,8 V’da 5×10-4 M’a kadar, askorbik asitin % 9, Zhai vd. 

(2010) tarafından yapılan diğer bir çalışmada askorbik asitin % 8,5 girişim etkisinde 

bulunduğu belirtilmiştir. Luo vd. (2010), Comba vd. (2010), Li vd. (2010), Usman Ali 

vd. (2010) tarafından yapılan çalışmalarda askorbik ve ürik asitin biyosensör cevabına 

önemli bir girişim etkisinin olmadığı belirtilmiştir. Wei vd. (2010), Ren vd. (2009), 

Pang vd. (2009), Wang vd. (2009), Yang ve Zhu vd. (2006) tarafından yapılan 

çalışmalarda ise girişim etkisi yapabilecek türlerin biyosensör cevabına etkisi 

araştırılmamıştır. Elde edilen bulgular, hazırlanan bu enzim elektrodun, herhangi bir ön 

işleme gerek kalmaksızın serumda glukoz tayini yapılabileceğini göstermektedir. 
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4.1.3.6 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrot ile serumda glukoz 

tayini   

ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrot ile kan serumunda glukoz 

tayini, Bölüm 3.8’de belirtildiği gibi, standart katma yöntemi ile yapıldı. Proteinleri 

çöktürülmüş ve çöktürülmemiş serum numuneleri ile yapılan tayinlerde önemli bir fark 

görülmediği için çalışmalar proteinli serumlarla yapıldı ve elde edilen sonuçlar, çizelge 

4.2’de verildi.  

Çizelge 4.2 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrot kullanarak kan 
numunesinde tayin edilen glukoz miktarları 

 

 

 
 

*Sonuçlar üç ölçümün ortalaması olarak verilmiştir. 

Çalışmada geliştirilen enzim elektrotla yapılan tayinlerle, hastane tarafından bulunan 

spektrofotometrik sonuçların arasında amlamlı bir fark bulunup bulunmadığının 

belirlenmesi için, her iki sonuca “veri çifti t test analizi” uygulandı. Bunun için Çizelge 

4.2’de verilen, her iki yöntemden elde edilen sonuçların farkı alındı (d) ve üç numune 

için bu farkların ortalaması alındı (d ). Farkların standart sapması hesaplandı (sd) ve test 

istatiği değeri  0( ) / /dt d s N= − ∆  formülünden 0,408 olarak hesaplandı. %95 güven 

seviyesinde, serbestlik derecesi 2 için tkritik değeri 4,30’dur. t < tkritik olduğundan sıfır 

hipotezi geçerlidir, böylece iki yöntem ile hesaplanan sonuçlar arasında %95 güven 

seviyesinde anlamlı bir fark bulunmamıştır (Skoog vd. 2004). 

Hazırlanan ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrotla standart katma 

yöntemi kullanılarak bulunan glukoz değerleri, enzimatik kit ile elde edilen hastane 

sonuçlarına karşı grafiğe geçirilmiştir. Şekil 4.15’de verilen grafik incelendiğinde,  her 

Kan 

numunesi 

Glukoz derişimi (mg/dL) 

Enzim elektrot *                 Spektrofotometrik 

I 

II 

III 

87,8±0,6 

104,7±3,0 

386,4±7,5 
 

88 

101 

388 
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iki tayin yöntemi ile elde edilen sonuçların birbiri ile uyumlu olduğu görülmektedir. 

Sonuç olarak, bu çalışmada hazırladığımız ZnO nanopartikül modifiye glukoz 

biyosensörü ile serumda bulunabilecek bazı girişimci türlerin etkisi olmaksızın, glukoz 

tayininin başarılı bir şekilde yapılabileceği gösterildi.  

 

Şekil 4.15 Kan serumunda glukoz tayininde yöntemlerin uyumluluğu  

ZnO nanopartikül temelli pek çok çalışmada, hazırlanan enzim elektrot ile gerçek 

numunelerde glukoz tayininin yapılabileceği belirtilmesine rağmen, herhangi bir 

nunume uygulamasının yapılmadığı görüldü (Ren vd. 2009, Saha vd. 2009, Kong vd. 

2009, Liu vd. 2009, Yang vd. 2010).  

Glukoz tayini için hazırlanan ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim 

elektrodun; elektrot bileşimi çizelge 4.3’de, optimum çalışma koşulları ve performans 

faktörleri çizelge 4.4’de özetlenmiştir. 
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Çizelge 4.3 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun elektrot bileşimi 

Elektrot Bileşimi 

Grafit tozu:ZnO nanopartikül oranı    3:1 

Parafin yağı                                             
 

15 µL 

Enzim    10 U 

BSA     1,5 mg 

Glutaraldehit    10 µL 

 

Çizelge 4.4 ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun çalışma koşulları 
ve performans faktörleri 

Çalışma Koşulları Performans Faktörleri 

Tampon Fosfat Çalışma aralığı I. 1,96×10-4 -3,77×10-3 mM 

II. 9,09×10-3 -0,156 mM  

III. 1,00 mM-14,49 mM 

pH 7,0 Gözlenebilme sınırı 1,96×10-4 mM 

Tampon derişimi 0,10 M Tekrar kullanılabilirlik  

Tekrar üretilebilirlik 

BSS %3,27 (n=5) 

BSS %4,53 (n=5) 

Sıcaklık 25°C Cevap süresi 20 s 

Çalışma 

potansiyeli 

+0,4V Raf ömrü ≈5 ay 
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5. SONUÇLAR 

Bu tez çalışmasında glukoz tayini için ZnO nanopartikülün kullanıldığı modifiye karbon 

pasta enzim elektrotlar geliştirildi. Bu enzim elektrotlar için elde edilen sonuçlar aşağıda 

verilerek sonuçlar diğer glukoz biyosensörleri ile karşılaştırılmaktadır. 

� Glukozun tayini enzimatik reaksiyon sonucunda oluşan hidrojen peroksitin 

amperometrik olarak belirlenmesi üzerine dayandığından çalışmada ilk olarak, 

hazırlanan karbon pasta elektrodun ve ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta 

elektrodun H2O2’e duyarlılıkları belirlendi ve ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta 

enzim elektrodun çalışılan derişim aralığında daha yüksek duyarlılığa sahip olduğu 

gözlendi. Bu sebeple kullanılan ZnO nanopartikülün, elektrodun iletkenliğini arttırdığı 

ve glukoz tayini için bu elektrodun kullanılmasının daha uygun olacağına karar verildi 

(Zhao vd. 2007, Kong vd. 2009) 

 

� ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrotlara glukoz oksidaz enzimi 

immobilize edilerek aynı koşullarda glukoza duyarlı olup olmadıkları incelendi. ZnO 

nanopartikül modifiye enzim elektrotun, ZnO modifiye karbon pasta elektrottan daha 

yüksek duyarlılığa sahip olduğu görüldü. 

 
� ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun optimum çalışma 

koşullarının belirlenmesi amacı ile yapılan çalışmalar sonunda 0,10 M pH 7,0 fosfat 

tamponunun, çalışılan tamponlar içinde en uygun çalışma ortamı sağladığı görüldü. 

Literatürde de benzer sonuçların elde edildiği belirlendi (Lim vd. 2005, Kong vd. 2009, 

Saha vd. 2009). 

 

� ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevap süresinin yaklaşık 20 

s olduğu belirlendi. Literatürde cevap süresi 40 s (Sampath ve Lev 1996), 60 s’den az s 

(Zhu vd. 2002, Sungur ve Günendi 2006), 25 s (Sun vd. 2010), 20 s (Wu vd. 2000),  

olan çalışmalar bulunmaktadır. Bu tez çalışmasında belirlenen cevap süresi kısa süreli 

analiz için oldukça uygun bir değerdir.  
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� ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun tekrar kullanılabilirliği için 

çizilen kalibrasyon eğrilerinin duyarlılıkları bağıl standart sapmaları hesaplanarak 

değerlendirildi. Aynı enzim elektrotla ard arda çizilen beş kalibrasyon grafiğinden 

yararlanarak hesaplanan %BSS %3,27 olarak belirlendi. Yapılan pek çok çalışma ile 

kıyaslandığında hazırladığımız enzim elektrotla elde edilen BSS değerlerinin oldukça 

iyi olduğu görülmektedir. Literatürde de BSS değerleri %5,4 (Comba vd. 2010), %1,9 

(Wang vd. 2010) olan çalışmalar da vardır. Ayrıca tekrar üretilebilirliğinin belirlenmesi 

amacıyla beş farklı elektrot için kalibrasyon grafikleri çizildi ve duyarlılıkların % 

BSS’sı %4,53 olarak hesaplandı. Kong vd. (2009) tarafından glukoz tayini için 

yapılan tekrar üretilebilirlik çalışmasında bağıl standart sapma %8,2 (n=4), Comba vd. 

(2010) tarafından %9,5 (n=6) Liu ve Ju tarafından (2003) %7,2 (n=6), Usman Ali vd. 

(2010) tarafından %10 (n=5) olarak bulunmuştur. Literatür verileri incelendiğinde, 

hazırlanan enzim elektrodun tekrar üretilebilirliğinin oldukça iyi olduğu söylenebilir.  

 

� ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun raf ömrünün yaklaşık 5 ay 

gibi oldukça uzun bir süre olduğu görüldü. Literatürde 10 gün (Wang vd. 2009), 2 hafta 

(Xian vd. 2006, Zhao vd. 2007, Wang vd. 2010), 30 gün (Ren vd. 2009, Luo vd. 2010), 

60 gün (Kong vd. 2009), 3 ay (Wei vd. 2010), 10 ay (Comba vd. 2010) ömre sahip 

glukoz biyosensörleri bulunmaktadır.  

 

� ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun glukoz için elektrodun 

1,96×10-4 mM-3,77×10-3 mM, 9,09×10-3 mM-0,156 mM ve 1,00 mM-14,49 mM olmak 

üzere üç farklı doğrusal çalışma aralığı elde edildi ve gözlenebilme sınırının da 1,96×10-

4 mM olduğu belirlendi. Literatürde  glukoz tayini için doğrusal çalışma aralığı 0,27 - 

4,08 mM (Yang ve Zhu 2006), 0,15-12 mM (Lim vd. 2005), 0,04 – 0,28 mM (Liu ve Ju 

2003), 0,5  µM – 10 mM (Usman Ali vd. 2010), 0,1 – 9 mM (Zhai vd. 2010), 0,01 – 

0,25 mM ve 0,3 – 0,7 mM (Yang vd. 2010), 0,05-8,2 mM (Dai vd. 2009), 2,78 mM – 

11,11 mM (Saha vd. 2009), 1,0 - 500,0 nM (Umar vd. 2009) olan biyosensörler de yer 

almaktadır. Bu verilerle karşılaştırıldığında geliştirilen enzim elektrot ile glukoz 

tayininin başarılı bir şekilde gerçekleştirilebileceği düşünülmektedir. 
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� ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrodun cevabı üzerine, kan 

serumunda bulunabilecek ve glukoz tayinine girişim yapabilecek çeşitli türlerin etkisi 

incelendi ve aspartik asit dışında çalışılan diğer türlerin girişim etkisi % 10’un altında 

olduğu belirlendi. Bu da hazırlanan enzim elektrodun cevabına girişim yapabilecek 

türlerin, önemli bir etkisi olmadığını göstermektedir. Glukoz tayini için geliştirilen pek 

çok glukoz biyosensörü için girişim yapabilecek bazı türlerin etkisi incelenmiş ve 

normal seviyelerde önemli bir etki oluşturmadıkları belirtilmiştir (Kong vd. 2009, Liu 

vd. 2009, Zhai vd. 2010).  

 
� ZnO nanopartikül modifiye karbon pasta enzim elektrot ile hastaneden alınan kan 

serumunda glukoz tayini yapıldı. Elde edilen sonuçların hastane sonuçları ile arasında 

anlamlı bir fark olmadığı yapılan veri çifti t testi ile belirlendi. Bu da ZnO nanopartikül 

modifiye karbon pasta enzim elektrodun, serumda bulunabilecek girişimci türlerin etkisi 

olmaksızın glukoz tayinini yüksek doğrulukla başarılı bir şekilde yapabilme yeteneğine 

sahip olduğunu göstermektedir. Literatürde geliştirilen pek çok glukoz biyosensörü ile 

biyolojik  örneklerde  analiz  yapılmadığı  belirlenmiştir  (Ren vd. 2009, Yang vd. 2010, 

Saha vd. 2009, Kong vd. 2009, Liu vd. 2009).
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