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ÖZET 

Bu tez çalışmasında, katekolamin ailesinin elektroaktif bir nörotransmitteri olan dopamini 

tayin etmek için yeni bir amperometrik biyosensör hazırlandı. Bu amaçla CDs-CPTMS 

(karbon nano dot-3-Kloropropil-trimetoksisilan) ile modifiye edilmiş karbon pasta elektrot 

hazırlandı. Tirozinaz enzimi glutaraldehit ile çapraz bağlanarak modifiye karbon pasta 

elektrot yüzeyine immobilize edildi. Dopamin tayini, enzimatik tepkime sonucu oluşan 

dopaminokinonun indirgenmesi ile yapıldı. Hazırlanan dopamin biyosensörünün en uygun 

çalışma koşullarının incelenmesi için doğrusal çalışma aralığı belirlendi. Biyosensörün 

dopamine cevabına substrat derişiminin etkisi, pH ve sıcaklığın etkisi incelendi. Ayrıca 

CDs-CPTMS’nin miktarı, tekrarlanabilirlik ve raf ömrü belirlenerek dopamin tayinine 

girişim yapabilecek bazı maddelerin girişim etkileri belirlendi. Daha sonra biyosensör ile 

hazırlanan sentetik kan numunesinde dopamin tayini yapıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bilim Kodu            : 20104 

Anahtar Kelimeler               : Dopamin, tirozinaz, biyosensörler, karbon pasta elektrot 

Sayfa Adedi          : 69 

Danışman : Prof. Dr. Fatma ARSLAN 



v 

 

PREPARATION OF A TYROSINASE BASED DOPAMINE BIOSENSOR  

 (M. Sc. Thesis) 

Muhammet Ali AKBIYIK 

GAZİ UNIVERSITY 

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES 

February 2022 

ABSTRACT 

In this thesis, a new amperometric biosensor was prepared to detect dopamine, an 

electroactive neurotransmitter of the catecholamine family. For this purpose, carbon paste 

electrode modified with CDs-CPTMS (carbon nanodots-3-Chloropropyl-trimethoxysilane) 

was prepared. The modified carbon paste was immobilized on the electrode surface by cross-

linking the tyrosinase enzyme with glutaraldehyde. Dopamine determination was made by 

reduction of dopaminequinone formed as a result of enzymatic reaction. The linear operating 

range was determined to examine the optimal operating conditions of the prepared dopamine 

biosensor. The effects of substrate concentration, pH and temperature on the response of the 

biosensor to dopamine were investigated. In addition, the amount, reproducibility and shelf 

life of CDs-CPTMS were determined and the interference effects of some substances that 

could interfere with the determination of dopamine were determined. Then, dopamine 

determination was made in the synthetic blood sample prepared with the biosensor. 
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Bu çalışmada kullanılmış simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte aşağıda 
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1. GİRİŞ 

 

Dopamin (3,4-dihidroksifenetilamin) katekolamin ailesinin elektroaktif bir 

nörotransmitteridir. Dopamin (DA) insan beynindeki en önemli nörotransmitterdir ve 

tirozinaz enzimi için bir substrattır. DA’nın merkezi sinir sistemi (CNS) (mesaj iletimini 

sağlar), adrenal sistem, hormonal sistemler ve kardiyovasküler sistemlerin işleyişinde kritik 

bir rol oynadığı bilinmektedir. DA, lokomotor aktivite, biliş, duygu, pozitif pekiştirme, besin 

alımı ve endokrin düzenleme gibi çeşitli işlevleri kontrol eder. Ayrıca beynin ön lobunda da 

bulunan DA; problem çözme, dikkat ve hafıza için önemli bir yere sahiptir ve beynin diğer 

alanlarındaki bilgi akışını kontrol eder.  

 

DA birçok besinde, gram başına birkaç nanogramdan birkaç mikrograma kadar 

bulunmaktadır. Örneğin, muz, avokado ve muz kabuğunda yüksek derişimlerde bulunur. 

Portakal, domates, elma ve diğer bitkilerdeki dopamin içeriği nispeten düşüktür ve gram 

başına 1 µg’dan azdır. Bununla birlikte DA, kişinin yemek veya başka bir uyarıcı ile 

ödüllendirilmesi durumunda salgılanır ve ödül kimyasalı olarak da isimlendirilir. 

 

DA’nın vücuttaki normal derişim aralığı yaklaşık 1,0x10-7-1,0x10-3 M seviyelerindedir. 

Anormal düzeydeki DA insanlar için ölümcül olabilir. DA’nın derişim seviyesindeki 

değişim, Parkinson, Alzheimer, Şizofreni, dikkat eksikliği, hiperaktivite ve uyuşturucu 

bağımlılığı dahil olmak üzere belirli nörolojik bozuklukların çeşitliliği ve ilerlemesi ile 

doğrudan ilişkilidir. Bununla beraber vücutta, DA ile birlikte ürik asit, askorbik asit gibi 

maddeler de bulunur. Bu maddeler girişim etkisine neden olarak DA’nın doğru ölçümünü 

sınırlandırabilir. Bu nedenle, dopaminin doğru tespiti ve miktarının belirlenmesi, çeşitli 

nörolojik hastalıkların izlenmesi, teşhisi ve önlenmesi için bir yöntem geliştirilmelidir.  

 

DA düzeyini izlemek için immünoassay, akış enjeksiyon analizi (FIA),yüksek performanslı 

sıvı kromatografisi (HPLC), spektrofotometrik ve kulometrik yöntem gibi çeşitli yöntemler 

geliştirilmiştir. Bu yöntemler yüksek hassasiyet ve seçicilik sağlasa da, genellikle pahalı 

donanım, yüksek eğitimli teknisyenler, uzun tayin süresi ve ön işlemler gerektirir (Rahman 

ve diğerleri, 2016; Zaidi, 2018; Dinakaran ve Chang, 2016; Shin ve diğerleri, 2019; Balıkçı, 

2019; Ermiş, 2019; Q. Liu ve diğerleri, 2020). 
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DA tayini için kullanılan bu yöntemler karmaşık olduğundan ve pahalı cihaz 

gerektirdiğinden daha basit ve maliyeti düşük olan yöntemler geliştirilmelidir. Bu sebeple 

DA tayini için biyosensörlerin kullanılması düşük maliyet, hızlı tepki süresi, yüksek 

hassasiyet, kolay hazırlanma gibi avantajlarından dolayı tercih edilmektedir. 

Biyosensörlerin bu avantajlarından dolayı bu tez çalışmasında DA tayini amacıyla bir 

biyosensör tasarlandı.  

 

Biyosensörler; biyolojik analitlerin tanınmasını sağlayan tanılama materyali içeren ve bir 

fizikokimyasal dönüştürücü yardımıyla biyolojik analit ile tanılama materyali arasındaki 

etkileşim sonucunda oluşan ürünün sinyalini ölçülebilir bir sinyale dönüştürmeye yarayan 

cihazlardır (Özyurt, 2014). 

 

Biyosensörler, fizik, kimya, biyoloji, biyokimya, tıp, gıda, çevre izleme ve mühendislik gibi 

çeşitli uygulama alanlarında kullanılır. Biyosensörler düşük maliyet, yüksek hassasiyet, 

kolay bulunabilirlik, hızlı ve gerçek zamanlı algılama gibi avantajlara sahiptir (Keskin ve 

Arslan, 2020). 

 

Karbon, özellikle yüksek akım yoğunluklarının olduğu yerlerde yararlı elektrot 

malzemesidir. Karbon pasta elektrotlar (CPE), esas olarak kimyasal inertlik, sağlamlık, 

yenilenebilirlik, tekrarlanabilirlik, kararlı tepki, yüksek hassasiyet,  düşük direnç, çeşitli 

algılama uygulamalarına uygunluk gibi avantajları nedeniyle elektrot olarak kullanılır. 

Ayrıca, CPE’ler toksik olmayan ve çevre dostu elektrotlardır (Tajik ve diğerleri, 2020). Bu 

özelliklerinden dolayı CPE’ler biyosensör çalışmalarında sıkça kullanılmaktadır. 

 

Literatürde DA tayini için birçok biyosensör bulunmaktadır. Bu amaçla Raghu ve diğerleri, 

çok duvarlı karbon nanotüp (MWCNT) ile modifiye edilen karbon pasta elektroda silika sol 

jel yardımıyla tutuklama yöntemi ile tirozinaz enzimini immobilize ederek diferansiyel puls 

voltametrisi (DPV) ile DA tayini yapmışlardır (Raghu ve diğerleri, 2014). Florescu ve 

David, kobalt (II)-porfirin ile modifiye edilmiş altın elektroda çapraz bağlama yöntemi ile 

tirozinaz enzimini immobilize ederek DPV ile DA tayini yapmışlardır (Florescu ve David 

2017).  Bezerra ve diğerleri, 7,7,8,8 tetrasiyanokinodimetan (TCNQ) ile modifiye edilmiş 

karbon pasta elektroda polifenol oksidaz enzimini immobilize ederek akış enjeksiyon analizi 

(FIA) kullanarak amperometrik yöntem ile DA tayini yapmışlardır (Bezerra ve diğerleri, 

2003). Bujduveanu ve diğerleri, CaCO3 nanoparçacıkları ile modifiye edilmiş MWCNT 
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elektroduna tutuklama yöntemi ile tirozinaz enzimini immobilize ederek 

kronoamperometrik yöntem ile DA tayini yapmışlardır (Bujduveanu ve diğerleri, 2013). 

Ramu ve diğerleri, DA tayini için gözenekli grafen-polipirol-polifenol oksidaz ile modifiye 

edilmiş camsı karbon elektrot (GCE-PG-PPy-PPO) kullanarak amperometrik yöntem ile DA 

tayini yapmışlardır, polifenol oksidaz enzimini çapraz bağlama ile immobileze etmişlerdir 

(Ramu ve diğerleri, 2021). 

 

Bu tez çalışmasında ise, tirozinaz enzimi esaslı bir amperometrik biyosensör tasarlandı. Bu 

amaçla karbon dot 3-Kloropropil-trimetoksisilan (CDs-CPTMS) ilk defa Doç. Dr. Meryem 

Kara, Doç. Dr. Saliha Dinç ve Prof. Dr. Mustafa Özmen tarafından sentezlendi ve 

karakterize edildi. Karbon pasta elektrot, CDs-CPTMS ile modifiye edildi. Modifiye karbon 

pasta elektrodun yüzeyine tirozinaz enzimi çapraz bağlanarak immobilize edildi. DA, 

tirozinazın substratı olduğundan, hazırlanan biyosensörde tirozinaz enzimi kullanıldı. 

Tirozinazın kullanılması DA ölçümü için yüksek seçicilik sağlar. 

 

Dopamin tayini, Ag/AgCl’ye karşı -0,15 V’de enzimatik tepkime sonucunda oluşan 

dopaminokinonun elektrokimyasal olarak indirgenmesiyle yapıldı. Ardından dopamin 

biyosensörü için optimum çalışma koşulları araştırıldı. Hazırlanan biyosensörün dopamine 

cevabına pH, sıcaklık ve substrat derişiminin etkisi belirlendi. Ayrıca karbon pasta elektrodu 

modifiye etmede kullanılan CDs-CPTMS miktarı, biyosensörün doğrusal çalışma aralığı ve 

girişim yapan maddelerin etkisi incelenmiştir. Bununla birlikte biyosensör sentetik kan 

numunesine uygulandı.  

 

Literatür incelendiğinde CDs-CPTMS/CPE elektroda tirozinaz enzimi immobilize edilerek 

hazırlanan bir DA biyosensörü olmadığı görülmektedir. Bu nedenle bu tez çalışması özgün 

bir çalışma niteliği taşımaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Dopamin (DA) 

 

Dopaminin (DA), kimyasal formülü C8H11NO2 olup, kimyasal olarak adlandırılması 3,4-

dihidroksifenetilamin şeklindedir ve molekül yapısı şekil 2.1.’de verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 2.1. Dopamin (DA) molekül yapısı 

 

DA, memeli merkezi sinir sistemlerinde mesaj iletimini sağlayan, katekolaminlerin önemli 

bir üyesi olan nörotransmitter molekülüdür (Wightman ve diğerleri, 1988). Motor ve bilişsel 

işlevlerde yer alır ve merkezi sinir, hormonal, boşaltım (böbrek) ve kardiyovasküler 

sistemlerde hayati bir rol oynar (Joshi ve diğerleri, 2010).  

 

Beynin ön lobunda ki dopamin; problem çözme, dikkat ve hafıza için önemli bir yere sahiptir 

ve beynin diğer alanlarındaki bilgi akışını kontrol eder (Balıkçı, 2019). Bununla birlikte 

dopamin, kişinin yemek veya başka bir uyarıcı ile ödüllendirilmesi durumunda salgılanır ve 

ödül kimyasalı olarak da isimlendirilir (Ermiş, 2019). 

 

DA ilk olarak 1909 - 1910’da Berlin ve Londra'daki adrenal medulla araştırmaları sırasında 

sentezlendi, doğal olarak oluşan dopamin ise ilk olarak 1931’de süpürge otundan 

(Sarothamnus scoparius) izole edildi. DA, 1950’lere kadar, merkezi sinir sistemdeki ana 

katekolaminlerin sentezinde bir ara madde olarak biliniyordu. 1957’de Carlsson dopaminin 

nörotransmitter molekülü olduğunu keşfetti (Foley, 2019). 

 

Dopaminin hayvanlardaki çoklu işlevi göz önüne alındığında, bitkiler üzerinde araştırmalar 

yapıldı ve 1968'de diğer bitkilerde de tespit edildi. Dopamin içeriği, türler arasında, gram 

başına birkaç nanogramdan birkaç mikrograma kadar değişir. Örneğin, muz, avokado ve 
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muz kabuğunda yüksek derişimlerde bulunur. Bununla birlikte, portakal, domates, elma ve 

diğer bitkilerdeki dopamin içeriği nispeten düşüktür ve gram başına 1 µg'dan azdır (Q. Liu 

ve diğerleri, 2020). 

 

2.1.1. DA biyosentezi 

 

DA biyosentezi iki yolla gerçekleşir. Öncelikle L-Fenilalanin, fenilalanin hidroksilaz enzimi 

tarafından L-Tirozine dönüştürülür. Birinci yolda; L-Tirozin, tirozin hidroksilaz enzimi ile 

hidroksillenir ve L-DOPA’ya dönüşür. Daha sonra L-DOPA, dopa dekarboksilaz enzimi ile 

DA’yı oluşturur. İkinci yolda; L-Tirozin, tirozin dekarboksilaz enzimi ile Tiramine dönüşür. 

Daha sonra Tiramin, monofenol hidroksilaz enzimi ile DA’yı oluşturur (Şekil 2.2). Böylece 

dopamin, tiraminin hidroksilasyonu veya L-DOPA’nın dekarboksilasyonu yoluyla üretilir. 

DA, kendisi bir nörotransmitter olmanın yanı sıra, epinefrin ve norepinefrinin öncüsüdür 

(Meiser ve diğerleri, 2013).  

 

 
 

Şekil 2.2. DA oluşum tepkimesi (Kulma ve Szopa, 2007) 
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2.1.2. DA salgılanması 

 

İnsan beyni, bilgileri elektrik sinyalleri biçiminde işleyen ve ileten 100 milyardan fazla 

nörondan oluşur. Nöronlar arasındaki iletişim, sinaps adı verilen bölgede gerçekleşir. 

Sinaptik gelişim, normal beyin fonksiyonunu sürdürmek için kritik öneme sahiptir. 

Sinapslar, sinaptik vezikülleri barındıran presinaptik akson terminallerinden ve 

nörotransmitter reseptörleri içeren postsinaptik bir bölgeden (genellikle dendritlerde) oluşur. 

Presinaptik ve postsinaptik bölgeler, 20 - 25 nm’lik bir boşluk olan sinaptik yarık ile ayrılır 

(Van Spronsen ve Hoogenraad, 2010). 

 

Sinapsta DA, postsinaptik ya da presinaptik DA reseptörlerine veya her ikisine birden 

bağlanır. Bu bağ, alıcıdan bağımsız olarak, presinaptik hücrede bir elektrik potansiyeli üretir. 

Postsinaptik DA reseptörleri durumunda, sinyal postsinaptik nörona yayılırken, presinaptik 

DA reseptörleri durumunda, sinyal presinaptik hücreyi uyarabilir veya inhibe edebilir. 

Otoreseptörler olarak da bilinen inhibitör potansiyeli olan presinaptik reseptörler, 

nörotransmitterlerin sentezini ve salınımını inhibe eder, bu nedenle normal DA seviyelerini 

koruma işlevi görür. Sinaptik işlevini yerine getirdikten sonra DA, yüksek afiniteli DA 

taşıyıcılarının (DAT) veya düşük afiniteli plazma membran monoamin taşıyıcılarının 

eylemleri yoluyla presinaptik hücreler tarafından tekrar sitozole alınır. Sitozolde bulunan 

DA daha sonra veziküler monoamin taşınması (VMAT2) etkisi ile veziküller halinde yeniden 

paketlenir (Şekil 2.3) (Juárez Olguín ve diğerleri, 2016). 

 

 
 

Şekil 2.3. DA metabolizması  (Winner ve diğerleri, 2017) 
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2.1.3. DA yıkılımı 

 

Birkaç farklı süreç, sinapsta dopamin aktivitesini sonlandırır. Birincil süreç, presinaptik 

nörona dopamin geri alımından oluşur. Başka bir sonlandırma işleminde ise iki farklı enzim 

dopamini metabolize eder. Çoğunlukla hücre dışı bir enzim olan katekol-o-metiltransferaz 

(COMT) ve çoğunlukla hücre içi bir enzim olan monoaminoksidaz (MAO), her biri 

dopamini metabolize eder. COMT ve MAO dopamini metabolize ettiğinde, ana ürün 

homovanilik asitten (HVA) oluşur (Şekil 2.4). Bu metabolitin beyin omurilik sıvısındaki 

(BOS) derişimi, beyindeki dopaminerjik aktiviteye karşılık gelir (Kaufman ve Milstein, 

2013: 504). 

 

 
 

Şekil 2.4. DA yıkılımı (Opmeer ve diğerleri, 2010) 

 

2.1.4. Parkinson Hastalığı 

 

Dopamin, kardiyovasküler ve merkezi sinir sistemlerinde önemli roller oynayan bir 

nörotransmitterdir. Yüksek dopamin seviyeleri, kalp çarpıntısına, hipertansiyona ve kalp 

yetmezliğine yol açan kardiyotoksisiteyi gösterir. Aksine, merkezi sinir sistemindeki düşük 

dopamin seviyeleri, Parkinson hastalığı, Şizofreni, Alzheimer hastalığı, stres ve depresyon 
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gibi çeşitli nörolojik hastalıkların ana nedeni olarak görülmektedir (Lakard ve diğerleri, 

2021). 

 

Dopaminin BOS’taki derişimi Parkinson hastalığında 1,22 ng/mL’den (7,96x10-9 M) 

neredeyse tamamen tükenmeye kadar değişirken, 1,89-189 ng/mL (1,23x10-8 -1,23x10-6 M) 

arasındaki düşük derişim aralığı, Alzheimer ve Şizofreni bozukluklarının bir nedenidir 

(Zaidi, 2018). 

 

Parkinson hastalığı (PD), hem motor hem de bilişsel işlevi etkileyen ilerleyici, 

nörodejeneratif bir yaşlanma bozukluğudur. Ortalama başlangıç yaşı 55 olan ilerleyici bir 

hastalıktır. PD’nin birincil patolojisi, özellikle substantia nigra’da (siyah bölge anlamına 

gelen orta beyinde bulunan yapı) yer alan dopaminerjik nöronların kaybıdır. PD’deki ana 

motor semptomlar tremor (titreme), rijidite (kas sertliği), bradikinezi (hareketlerin 

yavaşlaması), hipokinezi (düşük hareket aralığı) ve akinezidir (bilinçli hareketlerin 

olmaması). Tremor en çok dinlenme sırasında belirgindir. Hastanın uzuvlarının pasif 

hareketi için sertlik bulunur. Klinik tanı bu motor semptomlara dayalı olarak konur. Motor 

semptomlara ek olarak, hastalar, özellikle dikkat ve işleyen bellek gibi yürütücü işlevlerde 

bilişsel eksiklikler sergilerler. PD’li kişiler de depresyon ve demans için yüksek risk 

altındadır (Fröhlich, 2016: 291). 

 

L-DOPA, Parkinson hastalığının tedavisi için en yaygın olarak kullanılan ilaçtır ancak 

yüksek üretim maliyeti bulunur (Carvalho ve diğerleri, 2000). Şekil 2.5’te Parkinson 

hastalığı olan beyin ile sağlıklı beyin karşılaştırılmıştır. 

 

 
 

Şekil 2.5. Parkinson hastalığı olan beyin ve sağlıklı beyin (Gottapu ve Dagli, 2018) 
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2.2. Enzimler 

 

Enzimler, canlılarda meydana gelen kimyasal tepkimelerin çok hızlı bir şekilde 

gerçekleşmesini sağlayan biyolojik katalizörlerdir ve tepkime sonunda hiçbir değişikliğe 

uğramadan ürünün yanında yeniden oluşurlar (Erdem, 2012). 

 

2.2.1. Enzimlerin genel özellikleri 

 

• Enzimler genellikle proteinlerin bir araya gelmesiyle oluşan biyokimyasal 

katalizörlerdir. 

• Tepkime hızlarını kimyasal katalizörlerden 106 - 1016 kat daha fazla yükseltirler.  

• Enzimler yalnızca tek bir substrata veya aynı fonksiyona sahip substrat gruplarına karşı 

spesifik olabilirler. 

• En basit hücrede bile aynı anda pek çok sayıda biyokimyasal tepkime meydana getirir. 

• Hücredeki tepkimeleri % 100 verimle ve yan ürün oluşturmadan sonuçlandırırlar. 

• Enzimatik tepkimeler canlının vücut sıcaklığında ve fizyolojik pH’da gerçekleşir.  

• Enzimler sayesinde canlılardaki biyokimyasal tepkimeler daha az enerji ve düşük 

sıcaklıkta gerçekleştirilebilir (Calay, 2010). 

• Enzimler birkaç bin ila birkaç milyon dalton arasında moleküler kütleye sahip olabilir. 

(Radzicka ve Richard, 1995). 

 

2.2.2. Enzimlerin sınıflandırılması 

 

Enzimler tarafından katalize edilen tepkimelerin özelliklerine göre, Enzim Komisyonu (EC) 

sayı sistemi 1961 yılında enzimleri 6 ana sınıfa ayırmıştır: oksidoredüktazlar (EC1), 

transferazlar (EC2), hidrolazlar (EC3), liyazlar (EC4), izomerazlar (EC5) ve ligazlar (EC6). 

Bu 6 kategoriye Ağustos 2018’de yeni bir sınıf olan translokazlar (EC7) eklendi (Tao ve 

diğerleri,  2020).  

 

Oksidoredüktazlar, yükseltgenme-indirgenme tepkimelerini katalize eder. Bir molekülden 

H+ iyonu kopararak, o molekülün yükseltgenmesini; H+ iyonu aktararak o molekülün 

indirgenmesini katalizler. Bu enzimlere, dehidrojenaz, oksidaz, peroksidaz ve redüktaz 

enzimleri örnek verilebilir. 
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Transferazlar, belirli bir grubun bir maddeden diğerine transferini katalize eder. İlgili gruplar 

metil, açil, amino, glikozil veya fosfatı içerir. Bu enzimlere, metiltransferaz, asetiltransferaz 

ve amino asit transferaz enzimleri örnek verilebilir. 

 

Hidrolazlar, çeşitli bağları hidrolize edebilen enzimlerdir. Bu enzimlere, amilaz, selülaz, 

lipaz, proteaz ve üreaz enzimleri örnek verilebilir. 

 

Liyazlar, hidrolitik olmayan bağ kırma tepkimeleri yoluyla kimyasal grupların eklenmesini 

veya çıkarılmasını katalize eder. Bu enzimler, C-C, C-O, C-N, C-S ve diğer bağları 

parçalayarak bir çift bağın veya yeni bir halkanın oluşumuna veya çift bağlara gruplar 

eklenmesine yol açar. Bu enzimlere, dekarboksilaz, aldolaz ve pektinaz enzimleri örnek 

verilebilir. 

 

İzomerazlar, molekül içi yeniden düzenlemeleri veya izomerizasyon tepkimelerini katalize 

eder. Bu enzimlere, rasemaz, epimeraz, mutaz, cis-trans-izomeraz enzimleri örnek 

verilebilir. 

 

Ligazlar, hücresel düzeyde merkezi metabolizmada biyolojik olarak gerekli tepkimelerde 

yer alır. Karbon-karbon, karbon-sülfür, karbon-azot ve karbon-oksijen veya fosfor-ester ve 

azot-metal bağlarının oluşumu gibi yoğunlaştırma tepkimelerini katalize eder. Bu enzimlere, 

piruvat karboksilaz, amino asit ligaz, DNA ligaz ve RNA ligaz enzimleri örnek verilebilir. 

 

Translokazlar, iyonların veya moleküllerin hücre boyunca yer değiştirmesini veya bunların 

zarlar içinde ayrılmasını katalize eden ve sıklıkla ATP’nin hidrolizini içeren yeni bir EC 

sınıfıdır. Örneğin ADP-ATP translokaz. (Vandenberghe ve diğerleri, 2020: 24). 

 

2.2.3. Enzimlerin yapısı 

 

Enzimler biyolojik katalizör görevi gören genellikle protein yapısındaki maddelerdir. 

Örneğin ribozimler (RNA molekülleri) protein yapısında değildir. Bazı enzimler yalnızca 

proteinden oluşurken, bazıları da protein ile birlikte protein olmayan kısımlarda içerirler. Bu 

şekilde oluşan enzimlerde, enzimin protein kısmına apoenzim, protein olmayan kısmına ise, 

enzimden kolay bir şekilde ayrılabiliyorsa koenzim (NAD+, FAD, TPP, CoA gibi organik 

bileşikler) veya kofaktör (Zn2+, Mg2+, Fe2+, Fe3+ gibi metal iyonları) denir. Bazı koenzimler 
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kovalent bağlanır bunlara ise prostetik grup adı verilir. Enzimlerin protein kısmına apoenzim 

denir ve genellikle aktif değildir. Apoenzimin koenzim ile birlikte oluşturduğu bölgeye 

holoenzim denir ve enzimin katalitik aktivite göstermesini sağlar (Aynacı, 2015; Koçak, 

2020).  

 

Substrat enzimin tepkimede değişime uğrattığı maddedir (Yıldız, 2021).  Enzimin substratı 

ile olan tepkimesi Şekil 2.6’da verilmiştir. Bu tepkimede enzimin substrat ile tepkimesinden 

enzim-substrat kompleksi oluşur, ardından oluşan kompleks ürün ve enzime dönüşür.  

 

 
 

Şekil 2.6. Enzimin substrat ile tepkimesi 

 

Şekil 2.6’da verilen tepkime enzimatik tepkimeler için geçerlidir ve 1903 yılında Henri 

tarafından türetilen ilk genel hız eşitliğidir. Burada verilen başlangıç hızı (k1) enzimatik 

tepkimenin hızını belirler. ES kompleksinin E+S’ye dönüşüm hızı (k2) E+Ü’ye dönüşüm 

hızından (k3) çok daha hızlıdır (Uçar, 1984). 

 

Enzim aktivitesini değiştiren faktörler, enzim derişimi, substrat derişimi, sıcaklık ve pH 

şeklinde sıralanabilir. Enzim aktivitesi, değişen substrat derişimleri altında tek bir enzim 

derişiminde belirlenirse, Şekil 2.7’de gösterilen hiperbolik bir grafik elde edilir (A. Blanco 

ve G. Blanco, 2017: 163-164). 
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Şekil 2.7. Michaelis-Menten grafiği (Litwack, 2018: 100) 

 

Tepkime hızı ve substrat derişimi arasında kesin bir ilişki kurmak için Michaelis ve Menten, 

Km (Michaelis sabiti) olarak adlandırılan bir sabit tanımladılar. Km, maksimum tepkime 

hızının yarısına eşit bir değere ulaştığı substrat derişimine karşılık gelir. Km, her enzim için 

onu karakterize etmeye izin veren belirli bir değere sahiptir. Hiperbolik enzim-substrat 

doygunluğu, Michaelis ve Menten tarafından türetilen aşağıdaki denklem ile tanımlanır: 

 

𝑉 =
𝑉𝑚𝑎𝑘𝑠 ∙ [𝑆]

𝐾𝑚 + [𝑆]
 

 

Burada V, [S]’ye eşit substrat derişimi ile başlangıç hızına karşılık gelir. Vmax, maksimum 

hızı temsil eder ve Km, spesifik substrat için Michaelis sabitine eşittir. Michaelis-Menten 

denklemi cebirsel olarak Km değerinin pratik olarak belirlenmesi için faydalı eşdeğer 

denklemlere dönüştürülebilir. Denklem ters çevrildiğinde aşağıdaki denklem elde edilir: 

 

1

𝑉
=  

𝐾𝑚

𝑉𝑚𝑎𝑘𝑠
 ∙

1

[𝑆]
+  

1

𝑉𝑚𝑎𝑘𝑠
 

 

Bu son denklem Lineweaver-Burk denklemi olarak bilinir ve lineer bir çizime karşılık gelir. 

Başlangıç hızının tersinin (1/V) substrat derişiminin tersine (1/[S]) karşı grafiği, düz bir çizgi 
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verir (Şekil 2.8). Bu doğrunun eğimi Km /Vmaks’a eşittir, dikey eksenle kesişimi 1/Vmaks’a 

karşılık gelir ve yatay eksenle kesişimi -1/Km'yi verir (A. Blanco ve G. Blanco, 2017: 163-

164). 

 

 
 

Şekil 2.8. Lineweaver-Burk grafiği (Litwack, 2018) 

 

2.3. Tirozinaz Enzimi 

 

Polifenol oksidaz (PPO) olarak da bilinen tirozinaz (EC.1.14.18.1), mikroorganizmalarda, 

hayvanlarda, bitkilerde ve mantarlarda yaygın olarak bulunan bakır içeren bir 

metalloenzimdir (S. Sharma ve diğerleri, 2003). Tirozinaz enzimi oksidoredüktazlar sınıfına 

giren bir enzimdir (Ercili-Cura ve diğerleri, 2015: 78). 

 

Schoenbein 1856’da tirozinaz enziminin yemeklik mantarlarda bulunduğunu keşfetmiştir 

(Keleş, 1987). Tirozinaz enzimi diğer kaynaklardakine göre muz, avokado, şeftali, elma, 

mantar, patates, çay yaprakları, kahve tohumları ve tütün yapraklarında daha yüksek 

derişimlerde bulunur (Özçelik, 2005). Ayrıca kayısı, yabani gül, enginar, yabani pirinç, 

ıspanak, yonca, buğday, yulaf, bezelye, şeker kamışı yaprağı, bakla yaprakları, fasulye, 

domates, mısır yaprakları, üzüm, armut, zeytin, gibi meyve ve sebzelerde de tirozinazın 

olduğu tespit edilmiştir (Owusu, 1989). 
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Doğada yaygın olarak bulunan tirozinazlar, pigmentasyon ve bağışıklık sistemi gibi birçok 

temel biyolojik işlevde yer alır (Jaenicke ve Heinz, 2003). Bu enzim, canlı organizmaların 

UV radyasyonlarına karşı savunma mekanizması için melanin üretimi gibi farklı işlevleri 

yerine getirmesi için çok önemlidir. Bitkiler için tanenler, lignin, flavonoidler gibi fenolik 

polimerlerin üretiminde ve bitkilerde bitki hücre solunumu sırasında redoks potansiyelinin 

düzenlenmesi ve yaraların iyileşmesi için önemlidir (Claus ve Decker, 2006).  

 

Tirozinaz enzimi melanin oluşmasına sebep olur (Şekil 2.8) ve bu da sebze ve meyvelerde 

esmerleşmeye neden olur. Bu esmerleşme meyvelerde önemli kayıplara neden olur. Muz, 

şeftali, kayısı, elma gibi meyveler ve yapraklı sebzelerdeki esmerleşmeler istenmeyen bir 

durumdur. Ancak, çay, kahve, kakao, siyah incirler ve siyah üzümlerde tirozinaz 

aktivitesinden doğan esmerleşme istenen bir durumdur. Bu ürünler bu şekilde karakteristik 

özelliklerine kavuşurlar (Yılmazoğlu, 2017). 

 

 
 

Şekil 2.9. Melanin oluşum tepkimesi (Kwak ve diğerleri, 2020) 

 

Birçok tirozinaz kaynağı nedeniyle yapısal özellikleri, doku ve hücrelerdeki dağılımları ile 

birlikte doğada çeşitlilik gösterir, bu nedenle tüm türler arasında ortak bir protein gözlenmez. 

Fark, birincil yapı, boyut, aktif bölge gibi modifikasyon sonrası bölgelerde ve glikozilasyon 

mekanizmasında gözlenir (Şekil 2.10) (Nawaz ve diğerleri, 2017). 



16 

 

 
 

Şekil 2.10. Tirozinaz enziminin üç boyutlu yapısı (Pillaiyar ve diğerleri, 2018) 

 

Genel olarak tirozinazın yapısı, aktif merkezi, N-terminali ve C-terminali olmak üzere üç 

alandan oluşur. Farklı tür tirozinazlar arasında, merkezi alan, altı histidin kalıntısı ve iki 

bakır iyonu (CuA ve CuB) içeren en çok korunan bölgedir. Aktif bölgede, sistein ve histidin 

kalıntıları arasında bir tiyoeter bağı oluşur ve histidin, katalitik mekanizma için bakır 

iyonlarından birini koordine eder. Tiyoeter bağı, bağlanma bölgesindeki histidin kalıntısını 

stabilize etmek için oluşturulur. N-terminal alanında, bir transit peptit, enzimin son 

pozisyonunu düzenler ve bir proteolitik bölünmeye uğrar. Protirozinaz adı verilen gizli bir 

tirozinaz öncüsü, bir yer tutucu kalıntısı yoluyla aktif bölgeye girişi engelleyen merkezi ve 

C-terminal alanlarından oluşur. Bu kalıntı, substrat veya bir inhibitöre benzer şekilde aktif 

bölgeye girer (Şekil 2.10 ve Şekil 2.11) (Pillaiyar ve diğerleri, 2018). 

 

 
 

Şekil 2.11. Tirozinaz enziminin aktif bölgesi (Nawaz ve diğerleri, 2017)  
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Tirozinazın katalitik mekanizması, bakır iyonlarının oksidasyon durumundaki farklılıklarla 

birlikte oksi-, metoksi- ve deoksi- tirozinazlar olmak üzere üç farklı durumu içerir. 

Monofenolaz aktivitesinde (L-tirozinin L-DOPA’ya oksidasyonu), deoksi-tirozinaz (Edeoksi) 

oksijene bağlanır ve oksi-tirozinaz (Eoksi) oluşturur ve daha sonra L-DOPA’ya katalize 

edilen L-tirozin’i oluşturur. Bu işlemde, enzim sonunda daha fazla O2 bağlanması için Edeoksi 

olarak geri dönüştürülür. Difenolaz aktivitesinde ise (L-DOPA’nın dopakinona 

oksidasyonu), oksi-tirozinazın rejenerasyonu, iki yakın bakır merkezin bir hidroksi ligandı 

ile köprülendiği metoksi-tirozinaz (Emet) oluşturmak üzere yalnızca bir oksijen atomu 

bırakır. Tirozinaz esas olarak, örneğin fenolleri, tirozini oksitleyemeyen ve tirozin 

oksidasyonu başlatmadan önce bir L-DOPA tarafından Emet formunda oluşur. Bu, Emet’in 

diğer formlara kıyasla L-DOPA’ya daha yüksek afinitesini açıklar. Emet L-DOPA’yı katalize 

ettikten sonra, Edeoksi formunu yeniden oluşturmak için oksijen atomunu kaybeder. Katekol 

oksidasyonu, Cu2+’nin Cu atomuna indirgenmesi ve tirozinazın deaktivasyonu ile 

sonuçlanan fenolik oksidatif mekanizmaya dayanmaktadır (Şekil 2.12) (Pillaiyar ve 

diğerleri, 2018). 

 

 
 

Şekil 2.12. Tirozinaz enziminin kataliz mekanizması (Pillaiyar ve diğerleri, 2018) 
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2.4. Biyosensörler 

 

Biyosensörler, hassas ve seçici sinyaller üretebilen biyolojik algılama elemanlarından oluşan 

cihazlardır. Bir hedef ile enzimler, proteinler ve antikorlar gibi ilgili biyotanıma elemanları 

arasındaki etkileşimlerden kaynaklanan fizikokimyasal değişiklikler, bir dönüştürücü 

tarafından üretilen sinyal miktarının doğrudan analit derişimi ile ilişkili olduğu ölçülebilir 

elektronik sinyallere dönüştürülür. Biyosensörler tıbbi teşhis, ilaç keşfi, gıda güvenliği ve 

çevresel izleme gibi çeşitli uygulamalarda kullanılmaktadır (Şekil 2.13). (Moon  ve diğerleri, 

2018). 

 

Bütün canlı organizmalar hayatlarına devam edebilmek ve yaşadıkları ortama uyum 

sağlamak için çevrelerindeki değişiklikleri anında algılamaları gerekir. Biyosensörler bu 

algılama mekanizmasını temel alarak çalışırlar. Canlı organizmaların, algılama 

hassasiyetleri çok yüksektir. Örneğin köpeklerin koku alma duyusu, insanın koku alma 

duyusuna oranla yüz bin kat daha fazladır. Kelebekler, eşlerinin saldığı birkaç tane molekülü 

algılayabilirler. Bazı yılan balıkları, bin litre suda çok az miktardaki yabancı maddeyi bile 

hemen algılama yeteneğine sahiptir. Algler zehirli maddelere karşı hassastır. Analiz 

sistemleri ile canlı organizmaların algılamasını sağlayan biyolojik maddeler birleştirilerek 

biyosensörler oluşturulur (Kurbanoglu ve diğerleri, 2020). 

 

Biyosensörlerin tarihi 1962 yılında bilim adamı Leland C. Clark tarafından enzim 

elektrotlarının geliştirilmesiyle başlamıştır. Biyosensörler, immünosensörler, glukometreler, 

biyoçipler ve biyobilgisayarlar olarak da bilinir (Mohanty ve Koucianos, 2006). 
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Şekil 2.13. Biyosensörlerin uygulama alanları (Bhalla, ve diğerleri, 2016) 

 

2.4.1. Biyosensörlerin yapısı 

 

Bir biyosensör birkaç bileşenden oluşabilir: analit, biyoreseptör, dönüştürücü, elektronik 

cihaz (Şekil 2.14). Bir analit, fizyolojik/patolojik sağlık koşullarının tespiti için karmaşık 

biyolojik örneklerde (kan, idrar, ter ve tükürük) bulunan ve saptanması gereken bir belirteç 

veya gösterge görevi gören bir maddedir. Biyoreseptörler (biyokimyasal molekül), 

tamamlayıcı analitleri, enzim substratları (glikoz, üre) inhibitörleri, antijenler, tamamlayıcı 

DNA/RNA iplikçikleri ile birlikte proteinler, enzimler, antikorlar, nükleik asitler, hücreler 

ve hormonlardır. Dönüştürücüler, analit-biyoreseptör etkileşimleri arasında üretilen bir tür 

enerjiyi dönüştürmek ve ölçülebilir bir sinyal üretmek için işlev görür. Bir analitin biyolojik 

olarak tanınmasından elde edilen sinyal, optik ve elektrik sinyalleri şeklinde gösterilir. 

Dönüştürücüler ve diğer elektronik devrelerden oluşan elektronik cihazlar, sinyallerin 

yükseltilmesine ve uygun formatta görüntülenmesine yardımcı olur (Kaur ve diğerleri, 2019: 

211). 
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Şekil 2.14. Biyosensörlerin yapısı ve bileşenleri (Di Pietrantonio ve diğerleri, 2019: 182) 

 

2.4.2. Biyosensörlerin sınıflandırılması 

 

Biyosensörler biyobileşene göre ve dönüştürücüye göre sınıflandırılabilir (Çizelge 2.1). 

Biyobileşen esaslı biyosensörler enzim, mikrobiyal, immün, nükleik asit biyosensörleri 

şeklinde sıralanabilir. Elektrokimyasal, termal, optik, piezoelektrik biyosensörlerde 

dönüştürücüye göre sınıflandırılmış biyosensörlerdir (Bodur, 2019). 

 

Çizelge 2.1. Biyosensörlerin sınıflandırılması (Bodur, 2019) 
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2.5. Enzim Esaslı Biyosensörler 

 

Enzimler, belirli tepkimeler için biyolojik katalizörlerdir ve kendilerini spesifik substrata 

bağlayabilirler. Bu katalitik eylem enzim esaslı biyosensörlerde kullanılır. Enzim esaslı 

biyosensörler analitik yaklaşımlarla karşılaştırıldığında, yüksek hassasiyet, seçicilik, 

taşınabilirlik, düşük maliyet, minyatürleştirme ve seri üretim olanakları gibi dikkate değer 

avantajlara sahiptir. Ayrıca, enzim esaslı biyosensörler, hızlı, spesifik, hassas, ucuz, 

çevrimiçi ve/veya gerçek zamanlı algılama için uygulamalara sahiptir. Enzim esaslı 

biyosensörleri tasarlamak için kullanılan en yaygın enzim türü peroksidazlar, 

oksidoredüktazlar, amino oksidazlar ve polifenol oksidazlardır (Pérez ve diğerleri, 2019). 

Şekil 2.15’te enzim esaslı biyosensörlerin çalışma şeması verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 2.15. Enzim esaslı biyosensörlerin çalışma şeması (Campaña, 2019) 

 

Enzim biyosensörleri enzimatik tepkime sonucu oluşan sinyalin ölçülmesine dayalı olarak 

elektrokimyasal, optik, kalorimetrik ve piezoelektrik enzim biyosensörleri olarak 

sınıflandırılır. Elektrokimyasal enzim biyosensörler amperometrik (birincil nesil, ikincil 

nesil, üçüncül nesil), potansiyometrik (proton duyar, amonyak duyar, karbondioksit duyar, 

diğer iyon duyar)  ve yarı iletken temelli olarak sınıflandırılır. Optik enzim biyosensörleri 

ise absorbsiyon, flouresans ve biyolüminesans temelli olarak sınıflandırılır (Akın, 2017). 
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2.5.1. Amperometrik enzim biyosensörleri 

 

Elektrokimyasal biyosensörler içinde en fazla kullanılan biyosensör çeşidi amperometrik 

temelli biyosensörlerdir. Amperometrik biyosensörler çoğunlukla enzim esaslı olarak 

kullanılmaktadır. Çalışma prensibi, çalışma ve referans elektrot arasına sabit bir potansiyel 

uygulanmasına dayanır. Uygulanan potansiyel, redoks tepkimelerinin gerçekleşmesini 

sağlayan akımı oluşturur. Bu akımın büyüklüğü, çözeltide bulunan enzim substratının yani 

hedef analitin derişimi ile doğru orantılıdır. Hem katodik hem de anodik tepkimeler 

amperometrik olarak izlenebilir. Oksidaz enzimleri, bu biyosensörlerde en sık kullanılan 

enzimlerdir (Terry ve diğerleri, 2005). 

 

2.6. Biyosensörlerde İmmobilizasyon 

 

Enzim immobilizasyonu, bir enzimin hareket özgürlüğünü büyük ölçüde kısıtlamak için özel 

olarak tasarlanmış bir tekniktir. Çoğu hücre doğal olarak bir şekilde immobilize hale getirilir, 

bu hücreler için fiziksel bir destek sağlar. Biyosensörler tasarlanırken ilk adım, amaçlanan 

kullanım ve uygulama dikkate alınarak, destek malzemesine, ardından ana immobilizasyon 

yöntemine karar vermektir. İmmobilizasyon yöntemine karar verirken; kullanılabilir yüzey 

alanı, geçirgenlik, yoğunluk, depolama kararlılığı, enzim aktivitesi, pH ve sıcaklığa karşı 

direnç vb. gibi noktaların göz önünde bulundurulması gerekir (Bickerstaff, 2003).  

 

Enzimin immobilizasyonu, enzim temeli biyosensörlerin yapımında önemli bir adımdır, 

çünkü genellikle enzim stabilitesini arttırır ve enzim ile alttaki dönüştürücü arasında yakın 

bir temas sağlar (D’Souza, 2001). 

 

Kararlı bir biyosensör için ön koşul, biyoreseptörün dönüştürücünün (elektrot) yüzeyinde 

tersinir veya tersinmez bir yöntem kullanılarak immobilize edilmesidir. Bunu başarmak için, 

numune türü, istenen seçicilik gibi kriterlere dayalı olarak adsorpsiyon, kovalent bağlama, 

kapsülleme, çapraz bağlama, tutuklama gibi farklı stratejiler kullanılabilir (Şekil 2.16) 

(Ensafi, 2019: 2). 
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Şekil 2.16. İmmobilizasyon yöntemleri (Bickerstaff, 2003: 4) 

 

Adsorpsiyon yöntemi 

 

Adsorpsiyon nispeten basit ve ucuz bir immobilizasyon yöntemidir. Bu yöntemde enzimin 

kimyasal yapısı değiştirilmez, fiziksel olarak immobilize edilir. Ancak enzim, özellikle sulu 

çözücülerde dışarı sızma eğiliminde olduğu için sınırlamaları vardır. Bu yöntem, organik 

çözeltilerde kullanım için ve lipazların immobilizasyonu için uygundur. Adsorpsiyon, 

özellikle enzimin ucuz olduğu büyük ölçekli işlemlerde düzenli olarak kullanılır (Brady ve 

Jordaan, 2009). 

 

Kovalent bağlama yöntemi 

 

Bu yöntemde enzim algılayıcı üzerine fonksiyonel gruplar yardımıyla kovalent bağlanır. 

Kovalent immobilizasyon yöntemleri, diğer immobilizasyon teknikleri ile 

karşılaştırıldığında genellikle daha karmaşık ve zaman alıcıdır, ancak biyomoleküller ve 

boyaların sızması muhtemel olmadığından çok güvenilirdir. Kovalent immobilizasyonun 

biyomolekül aktivitesini değiştirebileceği unutulmamalıdır. Bağlanma kritik bölgelerde 

(örneğin, bir enzim-aktif bölgesi veya bir antikor-bağlanma bölgesi) meydana gelirse, 

aktivite tamamen kaybedilebilir. Bu tür inaktivasyonu önlemek için, substrat, inhibitörler ve 

diğer efektörler, biyomoleküllerin aktif veya bağlanma bölgesini korumak için genellikle 

immobilizasyon ortamına dahil edilir (Biran ve diğerleri, 2008: 33). 

 

Tutuklama yöntemi 

 

Tutuklama immobilizasyonunda, enzim doğrudan destek yüzeyine bağlanmaz, ancak 

yalnızca substrat ve ürünlerin geçişine izin veren, enzimi tutan bir polimerik ağ içinde 



24 

 

tutulur. Bu işlem iki aşamada gerçekleştirilir: enzim bir monomer çözeltisine karıştırılır, 

daha sonra bu çözeltinin kimyasal bir tepkime ile polimerizasyonu gerçekleştirilir. Enzim, 

bir polimer kafes ağı içinde fiziksel olarak immobilize edildiğinden, polimer ile kimyasal 

olarak etkileşime girmez. Böylece yöntem, enzim stabilitesini iyileştirebilir, enzim 

sızıntısını ve denatürasyonunu en aza indirebilir. Bununla birlikte, yöntemin bir sınırlaması, 

polimerizasyon süresinin uzaması jel matrisi kalınlığını artırır, bu nedenle substrat, enzim 

aktif bölgesine ulaşmak için jel matrisinin derinliklerine yayılamaz. Yöntem ayrıca düşük 

enzim yükleme kapasitesine sahiptir ve destek materyali, polimerizasyonun etkileri olarak 

bozulabilir (Hiep ve Kim, 2017). 

 

Çapraz bağlama yöntemi 

 

Çapraz bağlama yönteminde, bir malzeme enzimleri birbirleriyle veya başka bir proteinle ya 

da bir destek malzemesiyle çapraz bağlar. Çapraz bağlama materyali, spesifik aminoasitleri 

hedefleyebilir. Glutaraldehit (Şekil 2.17), benzokinon ve dekstran-polialdehit çapraz 

bağlama için kullanılan yaygın maddelerdir (Imam ve diğerleri, 2021). Çapraz bağlama 

yöntemi, immobilize enzimin bağlanmasını ve stabilitesini arttırır, ancak immobilizasyon 

prosedürü kolay olmasına rağmen zaman alıcıdır ve pahalı kimyasal reaktifler kullanır. 

Ayrıca enzimin katalitik aktivitesini de değiştirebilir (A. Sharma ve diğerleri, 2021). Çizelge 

2.2’de immobilizasyon yöntemleri karşılaştırılmıştır. 

 

 
 

Şekil 2.17. Glutaraldehit molekülü 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

Çizelge 2.2. İmmobilizasyon yöntemlerinin karşılaştırılması (Sassolas ve diğerleri, 2012) 

 
Yöntem Bağlayıcı yapı Avantajları Dezavantajları 

Adsorpsiyon  

Zayıf bağlar 

• Basit ve kolay 

• Enzimin aktivite kaybı 

düşük 

• Desorpsiyon 

• Spesifik olmayan adsorpsiyon 

Kovalent 

bağlama 

Enzimin fonksiyonel 

grupları ile destek 

üzerindekiler 

arasındaki kimyasal 

bağlanma 

• Difüzyon bariyeri yok 

• Kararlı 

• Kısa tepki süresi 

• Matris yenilenebilir değil 

• Polimer taşıyıcı sterik engele 

neden olur 

Tutuklama  

 

Enzimin bir jel veya 

polimer içine dahil 

edilmesi 

 

• Enzim aktivitesini 

etkileyecek kimyasal 

tepkime yok 

• Polimerleşme hızlı 

• Polimer içinde birkaç 

enzim immobilize 

edilebilir  

• Difüzyon bariyeri 

• Enzim sızıntısı 

• Polimerleşme için yüksek 

derişimlerde monomer ve 

enzim gereklidir 

Çapraz 

bağlama 

Enzim/çapraz 

bağlayıcı (örn. 

glutaraldehit) ile inert 

molekül (örn. BSA) 

arasındaki bağ 

• Basit  

• Enzim stabilitesini 

arttırır 

• Enzim aktivite kaybı 

• Pahalı reaktif 

 

Enzim veya protein yapısındaki maddelerin elektrot yüzeyine kovalent bağlama ile 

immobilizasyonda kullanılan glutaraldehitin çapraz bağlama tepkimesi Şekil 2.18’de 

verilmiştir; 
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Şekli 2.18. Glutaraldehit ile gerçekleştirilen çapraz bağlama tepkimesi (Koçak, 2020) 

 

2.6.1. İmmobilize enzimlerin serbest enzimlere göre üstünlükleri 

 

Enzimler suda çözünmeyen bir maddeye kimyasal veya fiziksel olarak bağlanarak 

immobilize edilir. İmmobilize enzimlerin serbest enzimlere göre üstünlükleri;  

 

• Süzme, santrifüj gibi yöntemlerle kimyasal tepkime sonunda ortamdan kolayca 

uzaklaştırılabilir. 

• pH, sıcaklık gibi koşullara karşı daha dayanıklıdır.  

• Tekrar tekrar kullanılabilir.  

• Uzun süre kullanılabilir. 

• Serbest enzime göre daha kararlıdır.  

• Kontrollü ürün oluşumu gerçekleştirilebilir.  

• Birden fazla adımda gerçekleşen tepkimeler için uygundur.  

• Enzimin kendini parçalaması ihtimali azalır. 

• Serbest enzime göre daha yüksek aktivite gösterebilir.  

• Karıştırma, çalkalama gibi çalışmalar için uygundur (Çınar ve diğerleri, 2017). 
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2.7. Karbon Pasta Elektrotlar 

 

Kendine özgü özellikleri nedeniyle çok dikkat çeken karbon, biyosensör çalışmalarında 

sıkça karşılaşılan karbon pasta elektrotta (CPE) kullanılır (Tembe ve diğerleri, 2005). 

Karbon pasta dışında ekran baskılı karbon elektrot, camsı karbon, karbon fiber, altın, platin 

gibi farklı elektrotlar kullanılarak da biyosensör çalışmaları yapılmaktadır (Hočevar ve 

diğerleri, 2005). 

 

Karbon pasta elektrot organik, inorganik ve biyolojik bileşiklerin biyokimyasal analizi için 

yaygın olarak kullanılan elektrotlardan biridir. Karbon pasta elektrotlar, düşük artık akım, 

geniş potansiyel aralığı, düşük maliyet, kolay hazırlama ve toksik olmama gibi avantajlar 

sunar. Ayrıca, yüzeyin tekrarlanabilirliği, kararlılığı ve yenilenebilirliği özelliklerinden 

dolayı en çok tercih edilen elektrotlardır (Piovesan ve diğerleri, 2020). 

 

Karbon pasta elektrot, karbonun (grafit tozu) bağlayıcı bileşen (organik sıvı, parafin, nujol 

veya benzeri gibi iletken olmayan bir mineral yağ) ile karıştırılmasıyla elde edilir. Kararlı 

kimyasal eylemsizliği ve iyi yapışma kabiliyeti sayesinde, nujol gibi iletken olmayan bu 

sıvılar, karbon pasta elektrodun üretimde her zaman tercih edilmektedir. Buna rağmen, 

mineral yağ bağlayıcı kullanmanın iki belirgin dezavantajı vardır. Birincisi, madeni yağın, 

petrolün rafine edilmesinde ve ham petrolün işlenmesinde yer aldığından ve bazı 

açıklanmayan bileşenler, tespit ve analiz üzerinde öngörülemeyen etkilere yol açabilir. 

İkincisi, bu bağlayıcının iletken olmaması, bu da karbon pasta elektrodun elektrokimyasal 

tepkisini bir dereceye kadar zayıflatabilir. (H. Liu ve diğerleri, 2005). Grafit tozu dışında 

karbon siyahı, lif karbon, seramik ya da camsı karbon, tek kristalli grafit ve pirolitik grafit 

karbon pasta elektrot hazırlanırken kullanılır (Bodur, 2019). 

 

Grafit altıgen şeklinde istiflenmiş karbon katmanlarından oluşur (Şekil 2.19). Bu katmanlar 

birbirlerine Van der Waals etkileşimleri ile bağlantılıdır. Bu özellik katmanlar arasına 

modifiye edici maddenin yerleşmesini sağlar. Grafit anizotropiktir ve molekül yapısı 

sebebiyle iyi bir elektriksel ve termal iletkendir. Bu elektriksel iletkenlik, grafitin 

elektrokimyasal elektrotlar olarak kullanılmasını sağlar (Chung, 2002). 
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Şekil 2.19. Grafit molekülü (Tanzi ve diğerleri, 2019: 55) 

 

Karbon pasta elektrotlar modifiye edilerek hedef analite karşı elektrokimyasal tepkisi ve 

seçiciliği geliştirilebilir. Karbon pasta elektrotların modifiye edilmesi için birçok yöntem 

kullanılabilir. Kimyasal ve biyolojik yöntem başlıca iki tanesidir ve üç prosedürden herhangi 

biri ile modifiye işlemi yapılabilir; 

 

• Modifiye edicinin elektrot yüzeyinde adsorpsiyonu 

• Modifiye edicinin elektrot yüzeyine kovalent bağlanması 

• Modifiye edicinin karbon pasta ile doğrudan karıştırılması (Zaib ve diğerleri, 2015) 

 

2.8. Karbon Dotlar 

 

Yapısında karbon bulunan birçok nanomalzeme bulunur karbon dotlar da bu 

nanomalzemelerden biridir (Şekil 2.20). Karbon dotlar (noktalar) ilk olarak 2004 yılında 

SWCNT (tek duvarlı karbon nanotüp) saflaştırılması sırasında keşfedildi. Karbon dotlar, 

partikül boyutları 10 nm’den küçük olan yeni bir karbon nano malzeme sınıfıdır. Bu 

nanomalzemeler, düşük toksisite, düşük üretim maliyeti, suda iyi çözünme, ayarlanabilir 

floresans emisyonu, elektrik iletimi ve yüksek biyouyumluluk gibi özelliklere sahiptir. Bu 

özellikleri nedeniyle karbon dotların üretimi, büyük ilgi görmektedir (Nasrollahzadeh ve 

diğerleri, 2019: 180). 
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Şekil 2.20. Karbon nanomalzemeler (Wang ve Dai, 2015) 

 

Karbon dotlar çekirdek yapısı ve yüzey gruplarına bağlı olarak, karbon kuantum noktaları 

(CQD), grafen (GQD) veya grafen oksit (GOQD) kuantum noktaları ve karbonize polimer 

noktaları (CPD) olarak sınıflandırılabilir (Feng ve diğerleri, 2021). 

 

Karbon dotlar, hücre görüntüleme, kanser tedavisi, ilaç/gen taşıyıcı araçlar, hastalıkların 

teşhisi, kataliz, enerji, sensör ve biyosensörler gibi çok çeşitli uygulama alanlarında 

kullanılırlar (Sagbas ve Sahiner, 2018: 652). Karbon dotlar genellikle iki şekilde 

sentezlenebilir: grafit malzemelerin karbon kaynağı olduğu “yukarıdan aşağıya” yöntemler 

ve karbon kaynağı olarak organik moleküllerin kullanıldığı “aşağıdan yukarıya” 

yöntemlerdir. Bu nedenle, karbon dotlar sırasıyla grafen nanodotları ve karbon nanodotları 

olarak da ifade edilebilir (Şekil 2.21) (Tuerhong ve diğerleri, 2017). 

 

 
 

Şekil 2.21. Karbon dotların sentezi (Shen ve diğerleri, 2012) 
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2.9. Kaynak Araştırması 

 

Bezerra ve diğerleri, akış enjeksiyon analizi (FIA) ile ilaç örneklerinde DA’nın tayini için 

amperometrik bir biyosensör geliştirmişlerdir. Bu amaçla 7,7,8,8-tetrasiyanokinodimetan 

(TCNQ) ile modifiye edilmiş karbon pasta elektrodun yüzeyine polifenol oksidaz enzimini 

immobilize etmişlerdir. Hazırlanan elektrodu akış detektörü olarak kullanmışlardır. 

Amperometrik tayini, +0.10 V’lik bir potansiyelde (Ag/AgCl’ye karşı) gerçekleştirmişlerdir. 

Geliştirilen biyosensörün, önemli bir enzimatik aktivite kaybı olmadan 60 günde 500 kadar 

ölçüme olanak tanıyan iyi bir stabilite ve tekrarlanabilirlik gösterdiğini bulmuşlardır. 

Biyosensörün, doğrusal çalışma aralığının 2x10-2 - 2x10-4 M ve bağıl standart sapmasının 

%1,5’tan düşük olduğunu tespit etmişlerdir. Serbest ve immobilize enzim için Km 

değerlerini, sırasıyla 1,45x10-2 ve 1,91x10-2 M bulmuşlardır. İlaç örneklerinin analizlerinde, 

yaklaşık %3,4’ten daha düşük bir sapma ile tayin yapmışlardır (Bezerra ve diğerleri, 2003). 

 

Lupetti ve diğerleri, ham kabak özünden elde edilen peroksidaz ile modifiye edilmiş bir 

biyosensör geliştirerek, ilaç numunelerinde dopamin tayin etmişlerdir. DA tayinini hidrojen 

peroksit varlığında ve -0,02 V’lik potansiyelde dopaminokinonun indirgenme akımına 

dayanarak gerçekleştirmişlerdir. Biyosensörün, doğrusal çalışma aralığını 5,0x10-4 - 3,0x10-

3 M (R2=0,9982), tayin sınırını 2,6x10–5 M olarak hesaplamışlardır. pH 6,0 ve 0,1 M fosfat 

tampon çözeltisinde 7,9x10-4 M dopamin varlığındaki 10 ölçüm için bağıl standart sapma 

değerini %1,2’den az olduğunu bulmuşlardır. Biyosensörü gerçek örneklere 

uyguladıklarında dopamin geri kazanımının %94,8 - %106 aralığında olduğunu 

gözlemlemişlerdir (Lupetti ve diğerleri, 2005). 

 

Njagi ve diğerleri, DA’nın in vivo izlenmesi için yeni bir implante edilebilir enzim esaslı 

karbon fiber mikro biyosensör geliştirmişlerdir. Bu çalışmada biyosensör, bir biyopolimer 

kitosan ve seryum bazlı metal oksitlerden oluşan biyouyumlu bir matris içinde tirozinaz 

enzimi immobilize edilerek üretilmiş ve ∼100 μm çapında bir karbon fiber mikro elektrodun 

yüzeyine yerleştirilmiştir. DA tayinini dopaminokinonun elektrokimyasal olarak indirgenme 

akımına dayanarak gerçekleştirmişlerdir. Optimum koşullarda mikro biyosensör, 1,0x10-9 M 

DA algılama limitine, 2x10-7 - 2,2x10-4 M doğrusal aralığa ve 14.2 nA/μM hassasiyete 

sahiptir. Biyosensör askorbik asit, ürik asit, serotonin, norepinefrin, epinefrin ve L-

DOPA’ya karşı iyi bir seçicilik göstermiştir. Mikro biyosensör anestezi uygulanmış bir 

sıçanın beyninde elektrikle uyarılan dopamin salınımını sürekli, gerçek zamanlı izleyebilmiş 
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ve 1,69x10-6 M’ye kadar dopamin seviyelerini tayin etmeye olanak sağlamıştır (Njagi ve 

diğerleri, 2010). 

 

Bujduveanu ve diğerleri, CaCO3 nanoparçacıkları ile modifiye edilmiş çok duvarlı karbon 

nanotüp (MWCNT) elektroduna tirozinaz enzimi immobilize edilmiş oldukça hassas bir 

dopamin biyosensörü üretmişlerdir. DA tayinini -0,2 V potansiyelde optimum pH değerinde 

(6,0) kronoamperometrik yöntemle gerçekleştirmişlerdir. Biyosensörün dopaminin tayini 

sınırını 1,5x10-8 M olarak hesaplamışlardır. Ürik asit ve askorbik asidin girişim etkisi 

yapmadığını belirlemişlerdir (Bujduveanu ve diğerleri, 2013). 

 

Huang ve diğerleri, Altın-karbon dotlar (Au-CDs) ve kitosan (CS) modifiye camsı karbon 

elektrot (GCE) ile yeni bir kompozit filmi (Au-CDs-CS/GCE) basit bir şekilde hazırlayarak 

hassas ve güvenilir bir DA biyosensörü geliştirmişlerdir. Biyosensör, fazla miktarda 

askorbik asit (AA) ve ürik asitten (UA) gelen girişim etkisini bastırma konusunda iyi bir 

yetenek sergilemiştir. Optimum koşullar altında, doğrusal çalışma aralığını 1x10-8-1,0x10-4 

M ve tayin sınırını 1x10-9 M tespit etmişlerdir. Ayrıca biyosensörün aktivitesini en az 2 hafta 

koruyabildiği sonucuna varmışlardır (Huang ve diğerleri, 2014). 

 

Raghu ve diğerleri, DA tayini için yeni bir biyosensör tasarlamışlardır. Yaptıkları çalışmada 

dönüşümlü voltametri (CV) tekniği kullanılarak karbon pasta elektrot, yüzeyinde polimerize 

bir glisin (Gly) filmi hazırlanıp, çok duvarlı karbon nanotüp (MWCNT) ile modifiye 

edilmiştir. Daha sonra yaban turpundan elde edilen peroksidaz enzimi, silika sol-jel 

tutuklama yoluyla elektroda immobilize edilmiştir. İmmobilize peroksidaz ile CPE yüzeyi 

arasında bir elektron taşıyıcısı olan poli(Gly)’nin uygulanabilirliğini anlamak için CV 

tekniği kullanılmıştır. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV) kullanılarak DA’nın kalibrasyon 

eğrisini 1,5x10-5 - 8,65x10-4 M aralığında elde edilmiştir. DA’nın tayin sınırı (LOD) ve 

miktar tayin sınırını (LOQ) sırasıyla 6×10−7 ve 2×10−6 M olarak bulunmuştur. Gözlenen 

Michaelis-Menten sabiti (Km) 0,5 mM bulunarak enzimin iyi bir biyolojik aktivite 

gösterdiği tespit edilmiştir. Biyosensörün yüksek hassasiyet, seçicilik ve tekrarlanabilirlik 

gösterdiği de kanıtlanmıştır. Ayrıca biyosensörü, çeşitli maddelerin varlığında klinik 

örneklerde DA’yı tayin etmek için kullanmışlardır (Raghu ve diğerleri, 2014). 

 

Canbay ve Akyılmaz, DA tayinine yönelik çok duvarlı karbon nanotüp (MWCNT)-nafyon-

sisteamin (CA) modifiye tirozinaz biyosensörü geliştirmeyi amaçlamışlardır. Geliştirilen 
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biyosensör ile amperometrik yöntemle 0,2 V’de dopamin ölçümleri yapılmış ayrıca +0,4 ile 

-0,15 V potansiyel arasında diferansiyel puls voltametri yöntemi kullanılarak dopamin tayini 

yapılmıştır. Biyosensörün optimum pH değerini 7,5 ve optimum sıcaklığını 35 ºC 

bulmuşlardır. Biyosensörün doğrusal çalışma aralığını 5,0x10-8 - 1,0x10-4 μM olarak 

belirlemişlerdir. Ayrıca geliştirilen biyosensör ile ilaç ve muz örneklerinde dopamin tayini 

de yapmışlardır (Canbay ve Akyilmaz, 2014). 

 

Roychoudhury ve diğerleri tarafından, nikel oksit (NiO)  nanoparçacıklar, indiyum kalay 

oksit (ITO) ve tirozinaz enzim konjugatı kullanılarak bir dopamin biyosensörü 

geliştirilmiştir. DA tayinini dönüşümlü voltametri tekniği ile -0,1 V ile +1,5 V potansiyel 

aralığında 100 mV/s tarama hızında gerçekleştirilmiştir. Üretilen biyosensör, 2,0x10-6 - 

1,0x10-4 M doğrusal çalışma aralığında olup 1,038x10-6 M’lik bir tespit sınırı ile 60,2 

nA/μM’lik yüksek hassasiyet göstermiştir. Biyosensörün 45 saniyelik bir tepki süresine, 

girişim yapan maddelerin varlığında iyi tekrarlanabilirlik ve seçiciliğe, uzun raf ömrüne (45 

gün) sahip olduğunu doğrulamışlardır (Roychoudhury ve diğerleri, 2016). 

 

Florescu ve David, DA tespiti için tirozinaz temelli bir biyosensör geliştirmişlerdir. 

Seçiciliğin arttırılması için, altın elektrotlar kobalt (II)-porfirin (CoP) filmi ile modifiye 

edilmiş, elektrot yüzeyine tirozinaz enzimi çapraz bağlama yöntemi ile immobilize 

edilmiştir. DA’nın elektrokimyasal tayini için diferansiyel puls voltametrisini kullanılıp ve 

dopaminokinonun indirgeme akımından faydalanmışlardır. Deneyler, 2,0x10-6 - 3,0x10-5 M 

doğrusal bir derişim aralığında gerçekleştirilmiştir. Biyosensörün tayin sınırını 4,3x10-7 M 

bulmuşlardır. Biyosensör performansını dopamin ilacı varlığında test ederek, %96 geri 

kazanım ve %5 bağıl standart sapma (BSS) değerlerini elde etmişlerdir. Biyosensörün insan 

idrarı ve kan serumu gibi gerçek örneklerde uygulamışlardır (Florescu ve David, 2017). 

 

Ramu ve diğerleri, DA tayini için gözenekli grafen-polipirol-polifenol oksidaz ile modifiye 

edilmiş camsı karbon elektrot (GCE-PG-PPy-PPO) kullanarak bir biyosensör 

geliştirmişlerdir. Amperometrik yöntemle optimum pH’ı, dopamin derişimi ve tayin sınırını 

belirlemişlerdir. DA’nın doğrusal çalışma aralığını 2×10-8 - 4.6×10-5 M arasında ve en düşük 

tayin sınırını 4×10-9 M olarak bulup, Michaelis-Menten sabiti (Km) ve aktivasyon enerjisini 

sırasıyla 31,32 μM ve 37,4 kj/mol olarak hesaplamışlardır. Ayrıca geliştirdikleri 

biyosensörü, insan idrar örneğindeki dopamin miktarını belirlemek için kullanmışlardır 

(Ramu ve diğerleri, 2021). 
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3. DENEYSEL KISIM 

 

3.1. Deneylerde Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

Deneylerde kullanılan kimyasal maddeler ve temin edildikleri üreticiler Çizelge 3.1.’de 

verilmiştir. 

 

Çizelge 3.1. Deneylerde kullanılan kimyasal maddeler 

 

 

3.2. Deneylerde Kullanılan Çözeltiler 

 

Tirozinaz enzimi çözeltisi: Aktivitesi 5000 ünite/mg olan tirozinaz enziminden (mantardan 

saflaştırılmış) 3,0 mg alınıp toplam hacmi 2,0 mL olacak şekilde pH 7,0 fosfat tamponu ile 

seyreltildi ve her biri 0,5’er mL’lik çözeltiler halinde deney tüplerine alındı. Deney sırasında 

kullanılacak olan enzim çözeltileri +4 °C’de buzdolabında, uzun süre kullanılmadığında ise 

derin dondurucuda saklandı. 

 

Kimyasal Madde Temin Edildiği Üretici Firma 

Grafit tozu Merck 

Mineral yağ (nujol) Sigma 

Dopamin (C8H11NO2) Trc-canada 

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4)  Merck 

Monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4)  Merck 

Glisin (C2H5NO2) Sigma  

Sodyum hidroksit (NaOH)  Merck 

Asetik asit (CH3COOH) Merck 

Glutaraldehit (C5H8O2)  Aldrich 

Sığır serum albümin (BSA)  Sigma 

Sodyum klorür (NaCl)  Sigma-Aldrich  

Tirozinaz enzimi (Mantardan saflaştırılmıştır) Fluka 

Ürik Asit (C5H4N4O3) Sigma 

Askorbik Asit (C6H8O6) Sigma 

L-Tirozin Wisent Inc. 

Epinefrin Sigma-Aldrich 

Norepinefrin Sigma-Aldrich 

L-Dopa   Merck 

Glukoz  (C6H12O6) Sigma-Aldrich 

Katekol BDH Chemicals 
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Dopamin çözeltisi: Katı dopaminden gerekli miktarda tartılarak fosfat tamponu ile çözülerek 

10 ml 1,0x10-3 M stok çözelti hazırlandı. Stok çözeltiden uygun miktarda seyreltilerek 

gereken derişimlerde dopamin çözeltileri hazırlandı. Çözeltiler deney öncesinde taze olarak 

hazırlandı. Çözeltiler kullanılmadıkları zaman +4°C’de buzdolabında saklandı. 

 

Fosfat tamponu: pH değeri 6,0; 7,0; 8,0 olan 0,1 M fosfat tamponu çözeltileri hazırlamak 

için disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) ve monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4) 

gereken miktarda tartılarak saf suda çözüldü. 0,1 M NaOH yardımı ile hazırlanan tampon 

çözeltilerin pH’ı ile ayarlandı. Tampon çözelti kullanılmadığı zaman +4 °C’de buzdolabında 

saklandı. 

 

Glisin tamponu: pH değeri 9,0 olan tampon çözelti hazırlamak için glisin gereken miktarda 

tartılarak saf suda çözüldü, 0,1 M NaOH yardımı ile hazırlanan tampon çözeltinin pH’ı 

ayarlandı. Tampon çözelti kullanılmadığı zaman +4 °C’de buzdolabında saklandı. 

 

Asetik asit - asetat tamponu: pH değeri 5,0 olan tampon çözelti hazırlamak için sodyum 

asetat gereken miktarda tartılarak saf suda çözüldü, 0,1 M CH3COOH yardımı ile hazırlanan 

tampon çözeltinin pH’ı ayarlandı. Tampon çözelti kullanılmadığı zaman +4 °C’de 

buzdolabında saklandı. 

 

Sodyum hidroksit çözeltisi: 0,1 M derişimde sodyum hidroksit çözeltisi hazırlamak için katı 

sodyum hidroksitten gereken miktarda tartılıp saf suda çözüldü. 

 

Glutaraldehit çözeltisi: %25’lik glutaraldehit çözeltisi önce %5,0’lik glutaraldehit 

çözeltisine seyreltildi. Daha sonra %5,0’lik glutaraldehit çözeltisinden %2,5’luk 

glutaraldehit çözeltisi yine aynı şekilde seyreltilip hazırlandı, çözelti +4 °C’de buzdolabında 

saklandı. 

 

Askorbik asit çözeltisi: Katı askorbik asitten gereken miktarda tartılıp tampon çözeltide 

çözülerek askorbik asit çözeltisi hazırlandı, çözelti +4 °C’de buzdolabında saklandı. 

 

Ürik asit çözeltisi: Katı Ürik asitten gereken miktarda tartılıp tampon çözeltide çözülerek 

askorbik asit çözeltisi hazırlandı, çözelti +4 °C’de buzdolabında saklandı. 
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L-Tirozin çözeltisi: Katı L-Tirozinden gereken miktarda tartılıp tampon çözeltide çözülerek 

tirozin çözeltisi hazırlandı, çözelti +4 °C’de buzdolabında saklandı. 

Epinefrin çözeltisi: Katı epinefrinden gereken miktarda tartılıp tampon çözeltide çözülerek 

epinefrin çözeltisi hazırlandı, çözelti +4 °C’de buzdolabında saklandı. 

 

Norepinefrin çözeltisi: Katı norepinefrinden gereken miktarda tartılıp tampon çözeltide 

çözülerek norepinefrin çözeltisi hazırlandı, +4 °C’de çözelti buzdolabında saklandı. 

 

L-Dopa çözeltisi: Katı L-Dopadan gereken miktarda tartılıp tampon çözeltide çözülerek L-

Dopa çözeltisi hazırlandı, çözelti +4 °C’de buzdolabında saklandı. 

 

Glukoz çözeltisi: Katı glukozdan gereken miktarda tartılıp tampon çözeltide çözülerek 

glukoz çözeltisi hazırlandı, çözelti +4 °C’de buzdolabında saklandı. 

 

Katekol çözeltisi: Katı katekolden gereken miktarda tartılıp tampon çözeltide çözülerek 

katekol çözeltisi hazırlandı, çözelti +4 °C’de buzdolabında saklandı. 

 

3.3. Deneylerde Kullanılan Cihazlar 

 

3.3.1. Elektrokimyasal analiz cihazı  

 

Tüm elektrokimyasal deneyler bilgisayar bağlantılı çalışan CHI firmasının 1230-A modeli 

elektrokimyasal analiz cihazı kullanılarak yapıldı. 

 

3.3.2. Hücre ve elektrotlar  

 

Amperometrik ölçümler, içerisinde üç elektrot bulunan elektrokimyasal hücrede 

gerçekleştirildi. Çalışma elektrodu olarak 0,3 cm çapındaki (teflondan özel olarak yapılmış) 

karbon pasta elektrot (Şekil 3.1), referans elektrot olarak BAS RE-5B Ag/AgCI ve karşıt 

elektrot olarak da MW-1032 platin tel kullanıldı. Çalışma elektrodu kullanılmadığı zaman 

çalışmanın ilerleme basamaklarına bağlı olarak saf suda ya da tampon çözelti içerisinde +4 

°C’de buzdolabında saklandı. 
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Şekil 3.1. Teflondan yapılan karbon pasta elektrot  

 

3.3.3. Su banyosu 

 

Isıtma, soğutma ve su döngüsü bulunan termostatlı Grant GD120 su banyosu kullanıldı.  

 

3.3.4. pH metre 

 

Hazırlanan tampon çözeltiler HANNA HI-8424 pH metre ile ölçüldü. 

 

3.3.5. Mikro pipet  

 

10 μL - 1000 μL çözeltilerin hücre içerisine ilavesinde ve çözeltiler hazırlamada Brand 

marka ±0,05 μL hassasiyeti olan mikro pipetler kullanıldı.  

 

3.3.6. Saf su cihazı  

 

Tüm deneylerde kullanılan çözeltiler, GFL marka saf su cihazından elde edilen saf su ile 

hazırlanıp kullanılmıştır. 

 

3.4. Dopamin Biyosensörünün Hazırlanması ve En İyi Çalışma Koşullarının  

       Belirlenmesi 

 

Hazırlanan biyosensörün; DA’ya duyarlılığı, çalışma potansiyeli, pH etkisi, kullanılan CDs-

CPTMS miktarı, sıcaklık etkisi, girişim etkisi, glutaraldehit miktarı, DA derişiminin etkisi, 

tekrar kullanılabilirliği ve raf ömrü parametreleri incelenerek en iyi çalışma koşulları 

belirlendi. 

 



37 

 

3.4.1. Çalışma elektrodunun hazırlanması: Karbon pasta elektrot (CPE) ve modifiye   

          karbon pasta elektrot (MCPE) hazırlanması 

 

Karbon pasta elektrodu hazırlamak amacıyla uygun miktarda grafit tozu, hassas terazi ile 

tartılıp saat camı üzerine alındı. Grafit tozu üzerine bir arada tutma özelliği olan mineral yağ 

(nujol) uygun miktarda mikro pipet ile damlatılarak eklendi. Grafit tozu ve nujol uygun bir 

kıvam alana kadar karıştırıldı. Hazırlanan karışım saf su ile temizlenen karbon pasta elektrot 

içerisindeki boşluğa madde kaybı olmayacak şekilde dolduruldu (Şekil 3.4). Doldurma 

işleminden sonra karbon pasta elektrot yüzeyi özel bir ped yardımı ile düz ve pürüzsüz hale 

getirildi.  Ardından CPE tekrar saf su ile yıkandı ve kullanıma hazır hale getirildi. Yapılan 

bütün çalışmalardaki CPE’ler, grafit tozu miktarı (0,065 g) sabit ve nujol miktarı 40 μL 

olacak şekilde hazırlandı.  

 

Modifiye karbon pasta elektrot ise; CPE’nin hazırlama şeklinden farklı olarak, hazırlanan 

karbon pastaya (grafit tozu + nujol) uygun miktar CDs-CPTMS ilave edilip karıştırılması ve 

elektroda doldurulması ile gerçekleştirildi. MCPE tüm deneyler için bu şekilde hazırlandı. 

 

Bu çalışmada modifiye işlemi için kullanılan madde (karbon nano Dot-CPTMS) CDs-

CPTMS’dir (Şekil 3.2). CPTMS (3-Kloropropil-trimetoksisilan) olarak adlandırılır. Bu 

madde karbon pastanın yüzey alanının genişletilmesini sağladı (Şekil 3.3). CDs-CPTMS bu 

çalışma için ilk defa Selçuk Üniversitesi öğretim üyeleri Doç. Dr. Meryem Kara, Doç. Dr. 

Saliha Dinç ve Prof. Dr. Mustafa Özmen tarafından sentezlenerek karakterize edilmiştir. 

 

 
 

Şekil 3.2. CPTMS molekülü 
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Şekil 3.3. Grafitin CPTMS ile yüzey alanının genişletilmesi (Naeimi ve Ansarian, 2017) 

 

 
 

Şekil 3.4. MCPE hazırlanması ve çalışma hücresi şeması 

 

3.4.2. Karbon pasta elektrodun sabit akıma getirilmesi 

 

Elektrokimyasal hücreye pH’ı 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu çözeltisi ve 1M 1 mL 

NaCl destek elektrolit çözeltisi ilave edildi. Hücre içerisine çalışma elektrodu (MCPE), 

karşıt (Pt tel) ve referans (Ag/AgCl) elektrot yerleştirildi (Şekil 3.4). Çalışılacak 

potansiyelde elektrot akımı sabitleninceye kadar bekletildi ve sabitlenen akım değeri denge 

akımı olarak kaydedildi. CPE tüm deneylerde bu işlemle sabit akıma getirildi. 

 

3.4.3. CPE ve MCPE’nin dopamine duyarlılığının belirlenmesi 

 

Hazırlanan CPE ve MCPE’nin DA’ya duyarlılığının karşılaştırılması, tirozinaz ile DA’nın 

enzimatik tepkimesi sonucu açığa çıkan dopaminokinonun oluşturduğu katodik 

(indirgenme) akımının ölçümüne dayanarak belirlendi. Elektrokimyasal hücreye pH’ı 7,0 
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olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu çözeltisi, 1M 1 mL NaCl destek elektrolit çözeltisi ve 50 

μL tirozinaz enzimi (5000 ünite/mL) ilave edildi. CPE çalışılan potansiyelde sabit akıma 

getirilikten sonra denge akımı kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine DA’nın derişimi 1,0x10-

8-1,0x10-5 M aralığında olacak şekilde ilaveler yapıldı. Her ilavede çözelti manyetik 

karıştırıcıyla 20 dk karıştırıldı ve 200 s sonra ölçülen akım değerleri kaydedildi. Kaydedilen 

akım değerleri denge akımından çıkarıldı ve akım farkı değerleri (Δi) hesaplandı. Artan 

derişimlerde yapılan DA ilavelerine karşı artan akım farkları grafiğe geçirildi. Aynı işlem 

MCPE için de yapılarak elde edilen grafikler karşılaştırıldı. Deneyler üç tekrarlı 

gerçekleştirildi. 

 

3.4.4. Çalışma potansiyelinin belirlenmesi 

 

MCPE’nin en uygun çalışma potansiyelinin belirlenmesi amacıyla, -0,2 V , -0,15 V , -0,1 V 

potansiyellerde çalışmalar yapıldı. Elektrokimyasal hücreye pH’ı 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat 

tamponu çözeltisi, 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit çözeltisi ve 50 μL tirozinaz enzimi (5000 

ünite/mL) ilave edildi. MCPE çalışılan potansiyelde sabit akıma getirilikten sonra denge 

akımı kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine DA’nın derişimi 1,0x10-8 - 1,0x10-5 M aralığında 

olacak şekilde ilaveler yapıldı. Her ilavede çözelti manyetik karıştırıcıyla 20 dk karıştırıldı 

ve 200 s sonra ölçülen akım değerleri kaydedildi. Kaydedilen akım değerleri denge 

akımından çıkarıldı ve akım farkı değerleri (Δi) hesaplandı. Artan derişimlerde yapılan DA 

ilavelerine karşı artan akım farkları grafiğe geçirildi. Bu işlem basamakları çalışılan tüm 

potansiyeller için tekrarlandı ve en uygun çalışma potansiyeli belirlendi. Deneyler üç tekrarlı 

gerçekleştirildi. 

 

3.4.5. CDs-CPTMS miktarının belirlenmesi 

 

Karbon pasta elektrotlar farklı CDs-CPTMS miktarları (50, 100, 200 μL) ile hazırlanarak en 

uygun miktarı belirlendi.  Elektrokimyasal hücreye pH’ı 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu 

çözeltisi, 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit çözeltisi ve 50 μL tirozinaz enzimi (5000 

ünite/mL) ilave edildi. MCPE belirlenen çalışma potansiyelinde sabit akıma getirilikten 

sonra denge akımı kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine DA’nın derişimi 1,0x10-8-1,0x10-5 

M aralığında olacak şekilde ilaveler yapıldı. Her ilavede çözelti manyetik karıştırıcıyla 20 

dk karıştırıldı ve 200 s sonra ölçülen akım değerleri kaydedildi. Kaydedilen akım değerleri 

denge akımından çıkarılarak akım farkı değerleri (Δi) hesaplandı. Artan derişimlerde yapılan 
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DA ilavelerine karşı artan akım farkları grafiğe geçirilerek en uygun CDs-CPTMS miktarı 

tespit edildi. Deneyler üç tekrarlı gerçekleştirildi. 

 

3.4.6. MCPE’ye tirozinaz enziminin immobilizasyonu 

 

Tirozinaz enzimi MCPE’ye çapraz bağlama yöntemi ile immobilize edildi. İmmobilizasyon 

işlemi için öncelikle bir ependorfa 2,0 mg BSA (sığır serum albümin), 50 μL tampon çözelti, 

100 μL tirozinaz enzimi (5000 ünite/mL) ve 20 μL glutaraldehit (% 2,5) ilave dilerek bir 

çözelti hazırlandı. Daha sonra bu karışım, hazırlanan MCPE yüzeyinin her yerine eşit 

dağılacak şekilde mikro pipet yardımıyla damlatıldı ve oda sıcaklığında kurutuldu. Kuruyan 

enzim elektrot saf suyla yıkandı ve yüzeye tutunmayan enzim, elektrottan uzaklaştırıldı. 

Hazırlanan enzim elektrot sonraki deneylerde kullanıldı. Enzim elektrot her deney 

aşamasında tekrar hazırlandı ve kullanılmadığında fosfat tamponunda +4 ºC’de 

buzdolabında saklandı.  

 

3.4.7. Glutaraldehit miktarının belirlenmesi 

 

Enzim immobilizasyonuna çapraz bağlayıcı etkisini incelemek amacıyla farklı miktarlarda 

(10, 20, 30 μL) %2,5’luk glutaraldehit içeren enzim elektrotlar hazırlandı. Enzim elektrotlar 

belirlenen çalışma potansiyelinde sabit akıma getirildi ve denge akımları kaydedildi. Denge 

akımları kaydedildikten sonra çalışma hücresi içerisine DA’nın derişimi 1,0x10-8 - 1,0x10-5 

M aralığında olacak şekilde ilaveler yapıldı. Her ilavede çözelti manyetik karıştırıcıyla 20 

dk karıştırıldı ve 200 s sonra ölçülen akım değerleri kaydedildi. Kaydedilen akım değerleri 

denge akımından çıkarıldı ve akım farkı değerleri (Δi) hesaplandı. Artan derişimlerde 

yapılan DA ilavelerine karşı artan akım farkları grafiğe geçirilerek en uygun glutaraldehit 

miktarı tespit edildi. Deneyler üç tekrarlı gerçekleştirildi. 

 

3.4.8. DA biyosensörünün en iyi çalışma koşullarının belirlenmesi 

 

Enzim elektrodun en iyi çalışma koşullarının belirlenmesi amacıyla, pH’ın etkisi, sıcaklık 

etkisi, substrat derişiminin etkisi, enzim elektrodun tekrar kullanılabilirliği ve raf ömrünün 

belirlenmesi çalışmaları yapıldı. 

 

 



41 

 

pH etkisi 

 

Hazırlanan biyosensörün amperometrik cevap akımına pH etkisini incelemek amacıyla pH 

5,0 için asetik asit sodyum asetat tamponu; 6,0; 7,0; 8,0 için fosfat tamponu (Na2HPO4-

NaH2PO4); 9,0 için glisin tamponu çözeltileri kullanıldı. Hazırlanan tampon çözeltilerle aynı 

pH’a sahip olacak şekilde hücre içindeki derişimi 5,0x10-6 M olan DA çözeltileri hazırlandı. 

Hazırlanan biyosensör belirlenen çalışma potansiyelinde sabit akıma getirildi ve denge akımı 

kaydedildi. Denge akımı kaydedildikten sonra hücre içerisine DA’nın derişimi 5,0x10-6 M 

olacak şekilde ilave edildi. Çözelti manyetik karıştırıcıyla 20 dk karıştırıldı ve 200 s sonra 

ölçülen akım değeri kaydedildi. Kaydedilen akım değeri denge akımından çıkarıldı ve akım 

farkı değeri (Δi) hesaplandı. Bu işlem diğer pH değerindeki bütün tampon çözeltiler için 

yapıldı. Hesaplanan Δi değerleri pH değerlerine karşı grafiğe geçirildi. Grafik kullanılarak 

en uygun pH değeri bulundu. Bundan sonraki deney aşamalarında bulunan en uygun pH 

değeri kullanıldı. Deneyler üç tekrarlı gerçekleştirildi. 

 

Sıcaklık etkisi 

 

Elektrokimyasal hücreye pH’ı 6,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu çözeltisi ve 1 M 1 mL 

NaCl destek elektrolit çözeltisi ilave edildi. Biyosensör, termostatlı dolaşımlı su banyosu 

kullanılarak 20 ºC’ye ayarlanıp belirlenen çalışma potansiyelinde sabit akıma getirildi ve 

denge akımı kaydedildi. Denge akımı kaydedildikten sonra hücre içerisine DA’nın derişimi 

5,0x10-6 M olacak şekilde ilave edildi. Çözelti manyetik karıştırıcıyla 20 dk karıştırıldı ve 

200 s sonra ölçülen akım değeri kaydedildi. Kaydedilen akım değeri denge akımından 

çıkarıldı ve akım farkı değeri (Δi) 20 ºC için hesaplandı. Aynı işlem 30, 40, 50, 60 ºC 

sıcaklıkları için de gerçekleştirildi. Hesaplanan Δi değerleri sıcaklık değerlerine karşı grafiğe 

geçirildi. Grafik kullanılarak biyosensörün en iyi aktivite gösterdiği sıcaklık bulundu. Fakat 

deneysel çalışmalar oda sıcaklığında yapıldı. Deneyler üç tekrarlı gerçekleştirildi. 

 

Substrat derişiminin etkisi 

 

Hazırlanan biyosensörün amperometrik cevap akımı üzerine substrat derişiminin optimum 

şartlarda etkisini incelemek amacıyla önce biyosensör pH’ı 6,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat 

tamponu çözeltisi ve 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit çözeltisi içerisinde ve belirlenen 

çalışma potansiyelinde sabit akıma getirildi ve denge akımı kaydedildi. Denge akımı 



42 

 

kaydedildikten sonra çalışma hücresi içerisine DA derişimi 1,0x10-9-1,0x10-5 M aralığında 

olacak şekilde ilaveler yapıldı. Her ilavede çözelti manyetik karıştırıcıyla 20 dk karıştırıldı 

ve 200 s sonra ölçülen akım değerleri kaydedildi. Kaydedilen akım değerleri denge 

akımından çıkarılarak akım farkı değerleri (Δi) hesaplandı. Bulunan değerler artan DA 

derişimlerine karşı grafiğe geçirildi (Michaelis-Menten eğrisi). Bu grafikten yararlanılarak 

DA tayini için doğrusal çalışma aralığı belirlendi ve elde edilen verilerden Lineweaver-Burk 

grafiği çizildi ve bu grafikten Km(göz) ve Imaks(göz) değerleri belirlendi. Deneyler üç tekrarlı 

gerçekleştirildi. 

 

Biyosensörün tekrar kullanılabilirliğinin belirlenmesi 

 

Biyosensörün optimum şartlarda tekrar kullanılabilirliğini belirlenmek için, biyosensör pH’ı 

6,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu ve 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit içeren çözeltide 

belirlenen çalışma potansiyelinde sabit akıma getirildi ve denge akımı kaydedildi. Denge 

akımı kaydedildikten sonra hücre içerisine DA’nın derişimi 5,0x10-6 M olacak şekilde ilave 

edildi.  Çözelti manyetik karıştırıcıyla 20 dk karıştırıldı ve 200 s sonra ölçülen akım değeri 

kaydedildi. Kaydedilen akım değeri denge akımından çıkarıldı akım farkı değeri (Δi) 

hesaplandı. Deney 17 kez daha tekrarlandı elde edilen akım farkları (Δi) ölçüm sayısına karşı 

grafiğe geçirildi. Biyosensörün tekrar kullanımlardaki aktivitesindeki azalma belirlendi. 

Deneyler üç tekrarlı gerçekleştirildi. 

 

Biyosensörün raf ömrünün belirlenmesi 

 

Biyosensörün raf ömrünü belirlenmek için, biyosensör pH’sı 6,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat 

tamponu ve 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit içeren çözeltide belirlenen çalışma 

potansiyelinde sabit akıma getirildi ve denge akımı kaydedildi. Çalışma hücresine, hücre içi 

derişimi 5,0x10-7 M olacak şekilde DA çözeltisi ilave edildi. Çözelti manyetik karıştırıcıyla 

20 dk karıştırıldı ve 200 s sonra ölçülen akım değeri kaydedildi. Kaydedilen akım değeri 

denge akımından çıkarıldı ve akım farkı değeri (Δi) hesaplandı. Deney farklı aralıklarla (1-

3-10-15-25. gün) tekrar edildi. Hesaplanan Δi değerleri gün sayısına karşı grafiğe geçirildi 

ve biyosensörün raf ömrü belirlendi. Deneyler üç tekrarlı gerçekleştirildi. 
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3.4.9. DA tayinine girişim yapan türlerin incelenmesi 

 

DA tayinine bazı maddelerin girişim etkisi incelendi. Bu maddeler ve derişimleri; 3,0x10-4 

M ürik asit ve 1,0x10-4 M askorbik asit (Ustabaş, 2010), 5,0x10-3 M glukoz (Akın, 2017), 

1,0x10-5 M epinefrin ve norepinefrin (Chernecky ve Berger, 2013), 1,0x10-4 M tirozin 

(Alsharhan ve Ficicioglu, 2020), 1,0x10-5 M L-Dopa (Goetz ve diğerleri, 1993), 1,0x10-3 M 

katekol (Canbay ve Akyilmaz, 2014), kandaki değerlerine göre belirlendi. DA’nın normal 

derişim aralığı yaklaşık 1,0x10-7 - 1,0x10-3 M (Zaidi, 2018) olduğundan 10-3 M stok DA 

çözeltisi hazırlandı. Biyosensör 1 M 1 mL sodyum klorür ve pH’sı 6,0 olan 0,1 M 9 mL 

fosfat tamponu çözeltisinde belirlenen çalışma potansiyelinde sabit akıma getirildi ve denge 

akımı kaydedildi. Hücre içerisine 1,0x10-3 M DA çözeltisinden yeteri kadar ilave edilerek 

DA’nın hücre içi derişiminin kandaki alt sınır değeri (1,0x10-7 M) olması sağlandı. Çözelti 

20 dk karıştırıldı ve 200 s sonra ölçülen akım değeri kaydedildi. Ölçülen bu akım değeri 

denge akımından çıkarılarak akım farkı değeri (Δi) hesaplandı. Daha sonra girişimi 

incelenen tür, hücre içindeki derişimi yukarıda verilen derişiminden 10 000 kat seyreltme 

olacak şekilde hücreye ilave edildi. Çözelti tekrar 20 dk karıştırıldı ve 200 s sonra ölçülen 

akım değeri kaydedildi. Ölçülen bu akım değeri DA’nın cevap akımından çıkarılarak 

çalışılan türün cevap akımı değeri hesaplandı. Bu akım farkı ile incelenen maddenin yüzde 

olarak ne kadar girişim yaptığı hesaplandı. Aynı işlem diğer maddeler için de tekrarlanarak 

her bir maddenin DA tayinine ne kadar girişim yaptığı bulundu. Deneyler üç tekrarlı 

gerçekleştirildi. 

 

3.4.10. Sentetik kan numunesinde DA tayini 

 

Hazırlanan biyosensörün gerçek örneklere uygulanabilirliğinin belirlenmesi amacıyla kan 

serumunda bulunan, girişim yapabilecek türlerin Bölüm 3.4.9’da belirtilen miktarlarını 

içeren sentetik çözelti hazırlandı. Hücre içerisine ilave edilen sentetik çözeltideki DA 

derişimi 1,0x10-7 M olacak şekilde ayarlandı. Biyosensör 1 M 1 mL sodyum klorür ve pH’ı 

6,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu çözeltisinde belirlenen çalışma potansiyelinde sabit 

akıma getirildi ve denge akımı kaydedildi. Daha sonra hücre içerisine 10 000 kat seyreltme 

olacak şekilde sentetik numuneden ilave edildi. Çözelti 20 dk karıştırıldı ve 200 s sonra 

amperometrik bir cevap akımı ölçüldü ve kaydedildi. Kaydedilen bu akım değeri denge 

akımından çıkarılarak akım farkı değeri (Δi)  hesaplandı. Bu akım değerine karşılık gelen 
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DA derişimi kalibrasyon grafiği kullanılarak hesaplandı. Deneyler üç tekrarlı 

gerçekleştirildi. 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

Bu tez çalışmasında, dopamine duyarlı yeni bir amperometrik biyosensör geliştirildi. Bu 

amaçla, karbon pasta elektrot CDs-CPTMS ile modifiye edildi. Daha sonra tirozinaz enzimi, 

glutaraldehit ile çapraz bağlanarak modifiye karbon pasta elektrot yüzeyine immobilize 

edildi. Dopamin tayini enzimatik tepkime sonucu oluşan dopaminokinonun -0,15 V’de 

DA’ya indirgenmesine dayanarak yapıldı (Şekil 4.1). 

 

 
 

Şekil 4.1. DA tayini için tepkime şeması 

 

Hazırlanan biyosensörün en iyi çalışma şartları (pH, sıcaklık, substrat derişimi) belirlendi. 

Sonra biyosensörün çalışmasına tekrarlanabilirlik ve raf ömrünün etkisi incelendi. DA 

tayinine girişim yapabilecek türlerin etkileri incelendikten sonra biyosensör sentetik kan 

numunesindeki DA’nın tayininde kullanıldı.  

 

4.1. CPE ve MCPE’nin DA’ya Duyarlılığının Belirlenmesi 

 

Tirozinaz DA’nın dopaminokinona dönüşümünü katalize eder. Dopaminokinonun DA’ya 

indirgenmesiyle oluşan katodik akımların kaydedilmesi ile karbon pasta elektrot ve modifiye 

karbon pasta elektrodun DA’ya duyarlılıkları karşılaştırıldı. CPE ve MCPE -0,2 V 

potansiyelde sabit akıma getirildi ve denge akımları kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine 

DA derişimi 1,0x10-8 - 1,0x10-5 M aralığında olacak şekilde ilaveler yapılarak DA 

derişimine karşı elde edilen akım farkları (Δi) grafiğe geçirildi (Şekil 4.2). Grafik 

incelendiğinde MCPE’de elde edilen akımların CPE’de elde edilenden yaklaşık 7 kat daha 

fazla olduğu görüldü. MCPE’deki akımların daha yüksek çıkma sebebi modifiye için 

kullanılan CDs-CPTMS’nin iletkenliği arttırması olarak yorumlandı. 
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Şekil 4.2. CPE ve MCPE’nin DA’ya duyarlığının belirlenmesi (-0,2 V, 25 ºC, 0,1 M pH=7,0  

                fosfat tamponu) 

 

4.2. Çalışma Potansiyelinin Belirlenmesi      

 

MCPE’nin DA’ya duyarlılığına en iyi çalışma potansiyelinin etkisinin araştırılması için          

-0,10 V, -0,15 V, -0,2 V potansiyellerde DA derişimine karşı ölçülen akım farkları (Δi)  

grafiğe geçirildi (Şekil 4.3). Elde edilen grafik incelendiğinde dopaminokinonun en yüksek 

indirgenme akımının -0,15 V’de olduğu tespit edildi. Bu verilerden yola çıkarak çalışma 

potansiyeli -0,15 V olarak belirlenerek sonraki deney aşamalarında bu potansiyelde çalışıldı.  

 

Literatürde -0,1 V (Zhou ve diğerleri, 2007), -0,15 V (Njagi ve diğerleri, 2010), -0,2 V (Ori 

ve diğerleri, 2014) potansiyelde çalışılan DA biyosensörlerine karşılaşılmaktadır. 
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Şekil 4.3. MCPE’nin   DA’ya   duyarlılığına   çalışma   potansiyelinin  etkisi  (25 ºC,  0,1 M   

                pH=7,0 fosfat tamponu) 

 

4.3. CDs-CPTMS Miktarının Belirlenmesi 

 

Bölüm 3.4.1’e göre hazırlanan MCPE’de kullanılan CDs-CPTMS miktarının DA 

duyarlılığına etkisi araştırıldı. Bu amaçla farklı miktarlarda (50, 100, 200 µL) CDs-CPTMS 

içeren çalışma elektrotları hazırlandı. Hazırlanan elektrotlar dengeye getirildi ve denge 

akımı kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine derişimi 1,0×10-8 - 1,0×10-5 M olacak şekilde 

DA çözeltileri ilave edilerek akım değişimleri ölçüldü ve kaydedildi. Kaydedilen akımlardan 

denge akımı çıkarılarak akım farkları (Δi) hesaplandı. DA derişimlerine karşı akım farkları 

(Δi) grafiğe geçirildi (Şekil 4.4). Grafik incelendiğinde CDs-CPTMS miktarı arttığında 

cevap akımının arttığı ancak fazla miktarda eklendiğinde düştüğü görülmektedir. Bunun 

sebebi CDs-CPTMS miktarının karbon pastanın mekanik kararlılığına dolayısıyla cevap 

akımına etki etmesidir. Grafikteki sonuçlar karşılaştırıldı ve en uygun CDs-CPTMS 

miktarının 100 µL olmasına karar verildi. Bundan sonraki deney aşamalarında hazırlanan 

karbon pasta elektrotlar 100 µL CDs-CPTMS ile modifiye edildi. 

 

0

10

20

30

40

50

60

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Δ
i,

 n
A

DA Derişimi, µM                  DA [1,0x10-8] M - [1,0x10-5] M 

-0.15 V

-0.2 V

-0.1 V



48 

 

 
 

Şekil 4.4. MCPE’nin DA’ya duyarlılığına  CDs-CPTMS  miktarının  etkisi  (-0,15 V,  25 ºC,   

                0,1 M pH=7,0 fosfat tamponu) 

  

4.4. Glutaraldehit Miktarının Belirlenmesi 

 

Glutaraldehit, enzim immobilizasyonu için kullanılan en etkili çapraz bağlama 

reaktiflerinden biridir. Glutaraldehit nötr pH civarındadır ve enzimde bulunan amin 

gruplarıyla hızla tepkimeye girerek termal ve kimyasal olarak kararlı çapraz bağlar 

oluşturmayı sağlar. Enzim glutaraldehit oranının ve derişiminin seçimi önemlidir çünkü 

enzimin katalitik aktivitesini etkiler (Migneault ve diğerleri., 2004). Glutaraldehit 

çözeltisinin miktarı düşük olduğunda, immobilize edilmiş enzim miktarı daha az olur ve bu 

enzimin aktivitesinin düşük olmasına sebep olur. Glutaraldehit çözeltisinin miktarının çok 

fazla olması da, enzimin aktif merkezinin yapısını değiştirerek enzim aktivitesinin 

azalmasına neden olur (Chen ve diğerleri, 2013). Bu sebepten dolayı enzim 

immobilizasyonunda kullanılacak glutaraldehit miktarının enzimin aktivitesine etkisi 

araştırılmalıdır. 

 

MCPE’ye enzim immobilize etmek için kullanılan glutaraldehit miktarını belirlemek için, 

10 μL, 20 μL, 30 μL (% 2,5’luk) glutaraldehit içeren enzim elektrotlar hazırlandı. Enzim 

elektrotlar dengeye getirildi ve denge akımı kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine derişimi 

1,0×10-8 - 1,0×10-5 M aralığında olacak şekilde DA çözeltileri ilave edilerek akım 
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değişimleri ölçüldü ve kaydedildi. Kaydedilen akımlardan denge akımı çıkarılarak akım 

farkları (Δi) hesaplandı. DA derişimlerine karşı akım farkları grafiğe geçirildi (Şekil 4.5). 

Grafik incelendiğinde glutaraldehit miktarı 10 μL’den 20 μL’ye çıkarıldığında cevap 

akımının arttığı ancak 20 μL’den 30 μL’ye çıkarıldığında ise düştüğü görülmektedir. Bunun 

sebebi yeterli miktarda olmayan glutaraldehidin enzim immobilize etmek için yapıyı bir 

arada tutamaması ve fazla miktarda olduğunda ise enzimin aktif bölgesine aşırı bağlanma 

sonucu enzimin aktivite kaybına sebep olmasıdır. Grafikteki sonuçlar karşılaştırıldı ve en 

fazla enzim aktivitesi sağlayan glutaraldehit miktarının 20 µL olmasına karar verildi. 

Bundan sonraki deney aşamalarında kullanılan elektrotlara, tirozinaz enzimi 20 µL 

glutaraldehit yardımı ile immobilize edildi. 

 

 
 

Şekil 4.5. Biyosensörün DA’ya duyarlılığına glutaraldehit miktarının etkisi (-0,15 V, 25 ºC,  

                0,1 M pH=7,0 fosfat tamponu) 

 

4.5. Optimum pH 

 

pH enzim aktivitesini etkileyen faktörlerden biridir. pH enzimde bulunan iyonik bağlar ve 

hidrojen bağlarını etkileyerek enzim aktivitesini değiştirir (Eed, 2012). DA biyosensörünün 

performansına pH’nın etkisi incelendi. Hazırlanan biyosensör farklı pH değerine (5,0; 6,0; 

7,0; 8,0; 9,0) sahip tampon çözeltilerde dengeye getirildi ve denge akımı kaydedildi. Çalışma 

hücresi içerisine, hücre içi derişimi sabit (5,0×10-6 M) olacak şekilde DA çözeltisi ilave 
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edilerek akım değişimi ölçüldü ve kaydedildi. Kaydedilen akımdan denge akımı çıkarılarak 

akım farkı (Δi) hesaplandı. Aynı işlem tüm pH değerleri için uygulandıktan sonra pH 

değerlerine karşı akım farkları (Δi) grafiğe geçirildi (Şekil 4.6). Grafik incelendiğinde en 

yüksek akımın pH 6,0 tamponundan elde edildiği görüldü. Bundan sonraki deney 

aşamalarında pH 6,0 değerinde çalışıldı. 

 

Literatürde farklı maddelerle yapılan DA biyosensörü çalışmalarında farklı pH değerleri ve 

bu çalışma ile uyumlu pH değerleri bulunmaktadır. Örneğin; pH 6,0 (Montereali ve diğerleri, 

2010; Xiang ve diğerleri, 2007), 7,4 (Cosnier ve diğerleri, 1997), 7,8 (Bezerra ve diğerleri, 

2003). Enzimin farklı şekilde immobilize edilmesi veya immobilizasyonda farklı bir madde 

kullanılması pH değerlerinin farklı olmasına neden olabilmektedir. 

 

 
 

Şekil 4.6. Biyosensörün  DA’ya  duyarlılığına  pH’nın  etkisi  (-0,15 V,  25 ºC,  0,1 M  fosfat  

                tamponu) 

 

4.6. Optimum Sıcaklık 

 

Sıcaklık enzim aktivitesine etki ettiğinden sıcaklığının seçimi son derece önemlidir. Enzimle 

yapılan çalışmalar aktivite kaybına yol açmayan sabit bir sıcaklıkta yapılır. Sıcaklık enzim 

aktivitesini belirli bir noktaya kadar arttırır ancak yüksek sıcaklıkta enzim denatüre olur ve 

aktivitesini kaybeder (Daniel ve Danson, 2013).  
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DA biyosensörünün performansına sıcaklığın etkisi incelendi. Hazırlanan biyosensör farklı 

sıcaklıklarda (20, 30, 40, 50, 60 ºC) dengeye getirildi ve denge akımı kaydedildi. Çalışma 

hücresi içerisine, hücre içi derişimi sabit (5,0×10-6 M) olacak şekilde DA çözeltisi ilave 

edilerek akım değişimi ölçüldü ve kaydedildi. Kaydedilen akımdan denge akımı çıkarılarak 

akım farkı (Δi) hesaplandı. Aynı işlem tüm sıcaklıklar için uygulandıktan sonra sıcaklığa 

(ºC) karşı akım farkları (Δi) grafiğe geçirildi (Şekil 4.7). Grafik incelendiğinde en yüksek 

akımın 40 ºC’de olduğu görülmesine rağmen bundan sonraki deney aşamalarında oda 

sıcaklığında çalışıldı. Çünkü biyosensörler için çalışma şartları pratik olmalıdır. 

 

Literatürde farklı maddelerle yapılan DA biyosensörü çalışmalarında farklı optimum 

sıcaklıklar görülebilmektedir. Örneğin; 38 ºC (Fooladsaz ve diğerleri, 2012), 35 ºC (Canbay 

ve Akyilmaz, 2014), 45 ºC (Ramu ve diğerleri, 2021). İmmobilizasyon yönteminin veya 

immobilizasyonda kullanılan maddenin farklı olması optimum sıcaklıkta değişikliğin 

olmasına neden olabilmektedir. 

 

 
 

Şekil 4.7. Biyosensörün DA’ya duyarlılığına sıcaklığın etkisi (-0,15 V, 0,1 M pH=6,0 fosfat  

                tamponu) 
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4.7. Substrat Derişiminin Etkisi 

 

Biyosensörün DA’ya duyarlılığına substrat derişiminin etkisi incelendi. Hazırlanan 

biyosensör -0,15 V potansiyelde, pH 6,0 tampon çözeltisinde, 25 ºC’de dengeye getirildi ve 

denge akımı kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine derişimi 1,0×10-9 - 1,0×10-5 M olacak 

şekilde DA çözeltileri ilave edilerek akım değişimleri kaydedildi. Kaydedilen akımlardan 

denge akımı çıkarılarak akım farkları (Δi) hesaplandı. DA derişimine karşı akım farkları (Δi) 

grafiğe geçirildi (Şekil 4.8). Grafikten 1,0x10-9 - 1,0x10-8 M (R2 = 0,9689; Şekil 4.9) ile 

1,0x10-8 - 1,0x10-7 M (R2 = 0,9611; Şekil 4.10) aralığında iki adet doğrusal çalışma aralığı 

elde edildi. DA için alt tayin sınırı (LOQ), LOQ=10s/m formülü ile 1,0x10-9 M olarak 

hesaplandı ve cevap süresi 200 s olarak belirlendi. 

 

Literatürde doğrusal aralığı ve alt tayin sınırı 2,0x10-8 - 4,6x10-5 M, 4,0x10-9 M (Ramu ve 

diğerleri, 2021), 1,0x10-8 - 2,2x10-4 μM, 1,0x10-9 M (Njagi ve diğerleri, 2010), 1,0x10-8 - 

1,0x10-4 M, 1,0x10-9 M (Huang ve diğerleri, 2014) şeklinde hesaplanan DA biyosensörü 

çalışmaları bulunmaktadır. Literatür ile karşılaştırıldığında bu tez çalışmasında bulunan 

doğrusal aralığın oldukça geniş ve düşük tayin sınırına sahip olduğu görülmektedir. 

 

Enzimler için spesifik veriler olan Vmax ve Km değerlerini bulmak için DA derişimine karşı 

akım farklarının tersi alınarak 1/[DA] - 1/Δi grafiği (Lineweaver-Burk, Şekil 4.11) elde 

edildi. Km(göz) değeri 0,623 nM, Imax(göz) değeri 31,2 nA olarak hesaplandı. Km(göz) 

değerinin literatür ile karşılaştırıldığında 7 μM (Bujduveanu ve diğerleri, 2013), 5,33 μM 

(Sethuraman ve diğerleri, 2021) oldukça düşük olduğu görülmektedir. Km(göz) değerinin 

düşük olması hazırlanan biyosensörde enzimin DA’ya ilgisinin yüksek oluğunu gösterir.  
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Şekil 4.8. Biyosensörün amperometrik cevap akımına DA derişiminin etkisi (-0,15 V, 25 ºC,  

                0,1 M pH=6,0 fosfat tamponu) 

 

  
 

Şekil 4.9. DA biyosensörü için  kalibrasyon  grafiği 1 (-0,15 V,  25 ºC,  0,1 M  pH=6,0  fosfat  

                tamponu) 
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Şekil 4.10. DA biyosensörü için kalibrasyon grafiği 2 (-0,15 V, 25 ºC, 0,1 M pH=6,0 fosfat  

                  tamponu) 

 

 
 

Şekil 4.11. Biyosensörün amperometrik cevap akımına DA derişiminin etkisi, Lineweaver- 

                   Burk grafiği (-0,15 V, 25 ºC, 0,1 M pH=6,0 fosfat tamponu) 
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4.8. Tekrarlanabilirlik 

 

DA biyosensörüne tekrarlanabilirliğin etkisi incelendi. Hazırlanan biyosensör -0,15 V 

potansiyelde, pH 6,0 tampon çözeltisinde, 25 ºC’de dengeye getirildi ve denge akımı 

kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine derişimi 5,0×10-7 M olacak şekilde DA çözeltisi ilave 

edilerek akım değişimi ölçüldü ve kaydedildi. Kaydedilen akımdan denge akımı çıkarılarak 

akım farkı (Δi) hesaplandı. Aynı işlem 18 kez uygulandıktan sonra ölçüm sayısına karşı akım 

farkları (Δi) grafiğe geçirildi (Şekil 4.12). 18 ölçüm sonunda biyosensörün başlangıç 

aktivitesinin % 7,21’ini kaybettiği görüldü. Elde edilen akım değişimlerinden bağıl standart 

sapma %4,88 olarak hesaplandı.  

 

  
 

Şekil 4.12. Biyosensörün  tekrarlanabilirliğinin  incelenmesi  (-0,15 V,  25 ºC,  0,1 M  pH=6,0  

                  fosfat tamponu) 

 

4.9. Raf Ömrünün Belirlenmesi 

 

DA biyosensörüne raf ömrünün etkisi incelendi. Hazırlanan biyosensör -0,15 V 

potansiyelde, pH 6,0 tampon çözeltisinde, 25 ºC’de dengeye getirildi ve denge akımı 

kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine derişimi 5,0×10-7 M olacak şekilde DA çözeltisi ilave 

edilerek akım değişimi ölçüldü ve kaydedildi. Kaydedilen akımdan denge akımı çıkarılarak 

akım farkı (Δi) hesaplandı. Aynı işlem 25 gün boyunca belirli aralıklarla (1 - 3 - 10 - 15 - 
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25. gün) uygulandıktan sonra depolama süresine karşı akım farkları grafiğe geçirildi (Şekil 

4.13). Grafik incelendiğinde aktivitedeki düşüş hızının 1. günden 10. güne kadar az olduğu 

10. günden sonra biraz daha fazla olduğu kaydedilmiştir. Biyosensörün 25 günün sonunda 

başlangıç aktivitesinin % 75’ini koruduğu görüldü. 

 

  
 

Şekil 4.13. Biyosensörün raf ömrünün incelenmesi (-0,15 V, 25 ºC, 0,1 M pH=6,0 fosfat  

                  tamponu) 

 

4.10. DA Tayinine Girişim Yapan Türlerin Etkisi 

 

Gerçek örneklerde tayin yapılırken tayin edilecek maddenin yanında girişim etkisine neden 

olabilecek başka maddelerde bulunur. Girişim içeren numuneleri ölçerken, girişim etkilerini 

iyileştirmek ve tanı için daha doğru ölçümler sağlamak önemlidir. Numunenin seyreltilmesi 

girişimin etkisini azaltabilir (Park, 2019; Wen ve diğerleri, 2007). Bu nedenle kan 

serumunda bulunabilecek ve girişim etkisine neden olabilecek bazı maddelerin DA tayini 

üzerine etkisi araştırıldı. Bu maddeler ve derişimleri; 3,0x10-4 M ürik asit ve 1,0x10-4 M 

askorbik asit (Ustabaş, 2010), 5,0x10-3 M glukoz (Akın, 2017), 1,0x10-5 M epinefrin ve 

norepinefrin (Chernecky ve Berger, 2013), 1,0x10-4 M tirozin (Alsharhan ve Ficicioglu, 

2020), 1,0x10-5 M L-Dopa (Goetz ve diğerleri, 1993), 1,0x10-3 M katekol (Canbay ve 

Akyilmaz, 2014), kandaki değerlerine göre belirlendi. 
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Hazırlanan biyosensör -0,15 V potansiyelde, pH 6,0 tampon çözeltisinde, 25 ºC’de dengeye 

getirildi ve denge akımı kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine derişimi 1,0x10-7 M olacak 

şekilde DA çözeltisi ilave edilerek akım değişimi ölçüldü ve kaydedildi. Kaydedilen 

akımdan denge akımı çıkarılarak akım farkı (Δi) hesaplandı. Daha sonra girişim etkisi 

incelenen madde 10 000 kat seyreltme olacak şekilde hücreye ilave edilerek akım değişimi 

ölçüldü. Aynı işlem tüm maddeler için tekrarlandı ve elde edilen akım farklarından 

yararlanılarak çalışılan maddenin yüzde olarak ne kadar girişim yaptığı hesaplandı. Girişim 

yapan maddeler ve girişim oranları Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.1. DA tayinine girişim yapan maddeler ve girişim etkileri 

 

Girişim yapan madde Hücre içi Derişim 

(M) 

% Girişim 

Tirozin 1,0x10-8 2,08 

Epinefrin 1,0x10-9 2,36 

Norepinefrin 1,0x10-9 2,75 

Katekol 1,0x10-7 3,59 

Glukoz 5,0x10-7 5,35 

Ürik asit 3,0x10-8 Girişim etkisi yok 

Askorbik asit 1,0x10-8 Girişim etkisi yok 

L-Dopa 1,0x10-9 Girişim etkisi yok 

 

4.11. Sentetik Kan Numunesindeki DA’nın Tayin Edilmesi 

 

Biyosensörün gerçek örneklere uygulanabilirliğinin belirlenmesi amacıyla kan serumunda 

bulunan, girişim yapabilecek türlerin Bölüm 4.10’da belirtilen derişimlerini içeren sentetik 

kan çözeltisi hazırlandı. Hücre içerisine ilave edilen sentetik çözeltideki DA derişimi 1,0x 

10-7 M olacak şekilde ayarlandı. Biyosensör -0,15 V potansiyelde, pH 6,0 tampon 

çözeltisinde, 25 ºC’de dengeye getirilerek denge akımı kaydedildi. Çalışma hücresi içerisine, 

10 000 kat seyreltme olacak şekilde sentetik numuneden ilave edilerek akım değişimi 

ölçüldü ve kaydedildi. Kaydedilen akımdan denge akımı çıkarılarak akım farkı (Δi) 

hesaplandı. Deney 3 kez tekrarlanarak akım farkı değerlerine karşılık gelen DA derişimi 

kalibrasyon grafiği (Şekil 4.10) kullanılarak (1,0±0,27)x10-7 M olarak hesaplandı.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu tez çalışmasında dopamin tayini için tirozinaz temelli amperometrik bir biyosensör 

hazırlandı. Hazırlanan dopamin biyosensörü için şu sonuçlar elde edildi; 

 

Biyosensörün hazırlanmasında kullanılan modifiye edici madde (CDs-CPTMS) 

biyosensörün dopamine duyarlılığını arttırdı. 

 

Çalışma potansiyeli -0,15 V olarak belirlendi. 

 

En ideal pH 6,0 olarak tespit edildi. En ideal sıcaklık 40 ºC olarak tespit edildi, ancak oda 

sıcaklığında (25 ºC ) çalışıldı. En uygun cevap süresi 200 s olarak belirlendi. 

 

Doğrusal çalışma aralığı 1,0x10-9-1,0x10-8 M, R2=0,9689 ve 1,0x10-8-1,0x10-7 M, 

R2=0,9611 olarak bulundu. Bu sonuç biyosensörün geniş aralıkta ve düşük derişimlerde DA 

tayinine olanak sağladığını gösterir. 

 

Tayin sınırı 1,0x10-9 M olarak hesaplandı. Bu değer literatür ile karşılaştırıldığında oldukça 

küçük bir değerdir. Bu sonuç biyosensörün çok düşük dopamin derişimlerine karşı hassas 

olduğunu gösterir. 

 

Biyosensörün Km(göz) değeri 0,623 nM, Imax(göz) değeri ise 31,2 nA olarak hesaplandı. Km 

değerinin literatürdeki Km değerleri ile karşılaştırıldığında oldukça düşük olduğu görüldü. 

Km değerinin düşük olması MCPE’deki CDs-CPTMS maddesi tirozinazın dopamine ilgisini 

arttırdığı sonucunu gösterir. 

 

Tekrarlanabilirlik incelendiğinde biyosensörün 18 ölçüm sonunda başlangıç aktivitesinin 

%7,21’ini kaybettiği görüldü. Bağıl standart sapma %4,88 olarak hesaplandı. Elde edilen bu 

sonuç biyosensörün tekrarlanabilirliğinin yüksek olduğunu gösterir. 

 

Raf ömrü incelendiğinde biyosensörün 25 günün sonunda başlangıç aktivitesini %75 

oranında koruduğu görüldü.  
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Dopamin tayinine diğer maddelerin yaptığı girişim etkisi tamamen yok edilemese de 

seyreltme ile yüksek oranda azaltılmıştır. Girişim yapan maddeler ve % girişim oranları; 

tirozin (%2,08), epinefrin (%2,36), norepinefrin (%2,75), katekol (%3,59), glukoz (%5,35) 

olarak hesaplandı. 

 

Sonuç olarak dopamin tayini için hazırlanan biyosensör, uygun cevap süresine, geniş 

çalışma aralığına, düşük alt tayin sınırına, oldukça iyi bir tekrarlanabilirliğe ve raf ömrüne 

sahiptir. Ayrıca biyosensörün hazırlanması pratik ve maliyeti düşüktür. 

 

Çizelge 5.1. Çalışma sonuçlarının literatür ile karşılaştırılması 

 
Taşıyıcı DA 

tayini 

metodu 

İmmobilizasyon 

tekniği 

Doğrusal 

aralık 

Tayin 

sınırı 

Km Opt. 

pH 

Opt. 

sıcaklık 

Raf ömrü Referans 

7,7,8,8-

tetra 

siyano 

kinon 

dimetan 

(TCNQ) 

Ampero

metrik 

(FIA) 

+0,1 V 

Birden fazla 

teknik 
2,0 x 10-2 
- 2,0 x 

10-4 M 

150 

μM 

1,91

x10-2 

M 

7,8 - 60 gün (Bezerra 

ve 

diğerleri, 

2003) 

Kobalt(II)-

porfirin 

(CoP) 

DPV 

 

Çapraz Bağlama 2 - 30 

μM 

0,43 

μM 

92,6

8 

μM 

8,0 - 15 gün (Florescu 

ve David, 

2017) 

Çok 

duvarlı 

karbon 

nanotüp 

(MWCNT) 

DPV 

(-0,2) - 

(+0,6) V 

Tutuklama 15 - 865 

μM 

0,6 μM 0,5 

mM 

7,0 - 2 hafta 

sonunda 

aktivite 

kaybı 

olmamıştır 

(Raghu ve 

diğerleri, 

2014) 

MWCNT-

Nafion-

Sisteamin 

Ampero

metrik 

+0,2 V 

Birden fazla 

teknik 

0,05 - 

100 μM 

3 nM - 7,5 35 ºC 4 hafta 

sonunda 

aktivite % 

95 

kalmıştır 

(Canbay 

ve 

Akyilmaz, 

2014) 

CaCO3 

nano 

partikül-

MWCNT 

elektrot 

Ampero

metrik     

-0,2 V 

Tutuklama 0,015-30 

μM 

15 nM 7 

μM 

6,0 - - (Bujduvea

nu ve 

diğerleri, 

2013) 

PG-PPy-

PPO 

modifiye 

camsı 

karbon 

elektrot 

Ampero

metrik 

+0,5 V 

Çapraz Bağlama 0,02-46 

μM 

4 nM 101,

32 

μM 

5,5 45 ºC 60 gün 

sonunda 

aktivite % 

95 

kalmıştır 

(Ramu ve 

diğerleri, 

2021) 

CDs-

CPTMS ile 

modifiye 

edilmiş 

karbon 

pasta 

elektrot 

Ampero

metrik 

-0,15 V 

Çapraz Bağlama 0,001 -

0,01 μM, 

0,01 - 0,1 

μM 

1 nM 0,62

3 

μM 

6,0 40 ºC 25 gün 

sonunda 

aktivite % 

75 

kalmıştır 

Bu çalışma 
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