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ÖZET 

TEK KULLANIMLIK MODĠFĠYE EDĠLMĠġ VE EDĠLMEMĠġ GRAFĠT 

ELEKTROTLARIN DNA HĠBRĠDĠZASYON SENSÖRÜ OLARAK 

KULLANILABĠLĠRLĠĞĠNĠN ARAġTIRILMASI 

Hakan ġĠRANLI 

Yüksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dalı 

Tez DanıĢman Doç. Dr. Mihrican ERDEM 

2016, 70 sayfa 

Bu tezde, tek kullanımlık kalem grafit elektrot (PGE) yüzeyine 5-amino-1,3,4-

thiadiazole-2-tiyol (AMT) elektropolimerizasyonla ince film Ģeklinde kaplanmıĢ 

ve elde edilen yeni yüzey (poli-AMT-PGE) DNA hibridizasyonunun tayininde 

kullanılmıĢtır. Elektrot yüzeyini poli-AMT ile kaplamak için, AMT, elektrot 

yüzeyinde dönüĢümlü voltametri tekniği kullanılarak polimerleĢtirilmiĢtir.  

Polimerle modifiye edilen elektrotlar kullanılarak, DNA hibridizasyonunun düĢük 

tayin sınırı ve yüksek seçimlilikle aynı zamanda tekrarlanabilir bir Ģekilde tayin 

edilebilmesi amaçlanmıĢtır.  

Yüzeyi poli-AMT ile modifiye edilmiĢ olan elektrotların (p-AMT-PGE), yüzey ve 

elektrokimyasal karakterizasyonları taramalı elektron mikroskopi ve 

elektrokimyasal empedans spektroskopi teknikleri kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

p-AMT-PGE ile modifiye edilmiĢ ve edilmemiĢ olan elektrotlar (PGE), DNA prob 

immobilizasyonu açısından karĢılaĢtırılmıĢ ve p-AMT-PGE yüzeyinde DNA 

hibridizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Hazırlanan elektrodun seçimliliği, hedef DNA dizisi, tek bazı hedeften farklı DNA 

dizisi (MM), rastgele DNA dizisi (NC) kullanılarak test edilmiĢ ve elektrodun 

tayin sınırı belirlenmiĢtir.  

Anahtar sözcükler: 5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-tiyol, kalem grafit elektrot, altın 

nanopatikül, elektrokimyasal biyosensör. 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE USABILITY OF MODIFIED AND 

UNMODIFIED DISPOSABLE GRAPHITE ELECTRODES AS DNA 

HYBRIDIZATION SENSOR 

Hakan ġĠRANLI 

M.Sc. Thesis, Department of Chemistry 

Supervisor: Assoc. Prof. Mihrican ERDEM 

2016, 70 pages 

In this thesis, 5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-thiol (AMT) was covered onto the 

disposable pencil graphite electrode as a thin film by electropolymerization and 

this surface of the modified electrode (poly-AMT-PGE) was used for the detection 

of DNA hybridization. AMT was polymerized onto the electrode surface by using 

cyclic voltammetry technique for the full coverage of the electrode surface by 

poly-AMT.  

By using polymer modified electrode it was aimed to detect DNA hybridization 

with low detection limit, high selectivity and repeatability.  

The surface and electrochemical characterization of poly-AMT modified PGE (p-

AMT-PGE) was performed by using scanning electron microscopy and 

electrochemical impedans spectroscopy. Bare-PGE and p-AMT-PGE were 

compared in terms of DNA probe immobilization and DNA hybridization was 

carried out onto the surface of p-AMT-PGE. 

The selectivity of the prepared electrode was tested by target DNA 

(complementary), one base mismatch (MM) and noncomplementary (NC) DNA 

sequences and the detection limit was determined.  

Keywords: 5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-thiol, pencil graphite electrode, gold 

nanoparticle, electrochemical biosensor. 
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1. GĠRĠġ 

Tek kullanımlık sensör teknolojisine dayalı DNA analizlerine yönelik çalıĢmalar 

günümüzde giderek yaygınlık kazanmaktadır. Özellikle DNA‟nın immobilize 

edileceği yüzeylerin polimer, nanopartikülller, manyetik partiküller, karbon 

nanotüpler ile modifikasyonu, çok daha düĢük tayin sınırı ile DNA analizlerinin 

yapılabilmesine ayrıca modifiye edilen yüzeye immobilize edilen DNA‟nın çok daha 

kararlı bir Ģekilde yüzeye bağlanmasına böylece kendi tamamlayıcısı olan DNA 

dizisine çok daha yüksek seçimlilikle hibridize olmasına olanak sağlamaktadır. 

Literatürde DNA tayinine iliĢkin pek çok çalıĢma mevcuttur.  Nükleik asitlerden 

oluĢan tanıma yüzeyleri analitik kimyada her geçen gün daha ilgi çekici konular 

haline gelmektedir. Nükleik asit analizine dayanan elektrokimyasal DNA 

biyosensörlerinin (genosensörlerin) gelecekte hasta baĢında yapılacak doktor 

gözetimindeki analizlerde çok önemli bir rol oynayacağı düĢünülmektedir. 

DNA biyosensör çalıĢmalarında polimerler elektrot modifikasyon malzemesi olarak 

sıklıkla kullanılmaktadır. Özellikle iletken polimerler hem elektrot elektrolit ara 

yüzeyinde yüksek bir elektron transfer direncine sahip olmaması hem de içerdiği 

aktif bölgeler sayesinde analit ile arasında daha spesifik bağlanmalar 

gerçekleĢtirilebilmesi nedeniyle özellikle sensör çalıĢmalarında daha çok tercih 

edilmektedir. 

Sensörler fiziksel olguları elektrik sinyallerine dönüĢtüren cihazlardır. Mekanik 

duyu organları da diyebileceğimiz bu cihazlar, çalıĢma Ģekillerine göre ve 

dönüĢtürücü (ing: tranducer) adı verilen yapılarına göre çeĢitlere ayrılmaktadır. 

Termal, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif sensörler ve biyosensörler bunlardan 

bazılarıdır. 

Bir sensör üç temel bileĢenden oluĢur. 

 Tanıyıcı bölüm, 

 Tanıyan ile tanınan arasındaki etkileĢmeyi ölçülebilir sinyaline çeviren 

“çevirici“ (transducer) bölüm,  

  Elektronik bölüm.  
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Tanıyan ile tanınan arasındaki etkileĢmeyi elektrokimyasal ölçülebilir sinyallere 

çeviren sensörler, elektrokimyasal sensörlerdir. 

Elektrokimyasal sensörler (elektrokimyasal algılayıcı sistemler) Analitik Kimya‟da 

oldukça yaygın kullanım alanı bulmaktadır. Bu cihazlara IUPAC tarafından 

literatürde getirilen tanım Ģu Ģekildedir:  

“Kimyasal bileĢiklere ya da iyonlara seçici ve tersinir Ģekilde cevap veren ve 

deriĢime bağımlı elektriksel sinyaller oluĢturan küçültülmüĢ cihazlara 

elektrokimyasal sensörler” denir. Bu sensörler, yapılarına enzim, hücre, doku, 

antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin eklenmesiyle biyosensör adını almıĢlardır. 

ÇalıĢmamızın Konusu 

ÇalıĢmamızın amacı, polimer ile modifiye edilmiĢ tek kullanımlık sensörlerle 

Hepatit B virüsünün (HBV) tayini için duyarlılığı yüksek, seçimli, kararlı te 

tekrarlanabilir DNA biyosensörlerin tasarlanmasıdır. Bu amaçla elektrot yüzeyinde 

5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiadiazol (AMT) dönüĢümlü voltametri tekniği 

kullanılarak polimerleĢtirilmiĢ ve elde edilen polimer modifiye yüzey, DNA 

biyosensör tasarımında kullanılmıĢtır.  AMT, yapısında bulunan tiyol grubu 

sayesinde, tiyol iĢaretli DNA prob ile disülfit bağı vasıtasıyla spesifik olarak ve aynı 

zamanda daha yüksek miktar ve kararlılıkta DNA‟nın elektrot yüzeyine 

tutunmasına, bunun sonucunda da HBV tayini için kararlı, seçimli sensör 

yüzeylerinin elde edilmesine olanak sağlamıĢtır.   

ÇalıĢmanın ilk bölümünde elektrot yüzeyini poli-AMT ile modifiye etmek için 

gerekli dönüĢümlü voltametri parametreleri incelenmiĢ bu kapsamda döngü sayısını 

belirlemeye yönelik çalıĢmalar yapılmıĢtır. Çevrimsel voltametri de tarama hızı 

literatürde belirtildiği Ģekilde uygulanmıĢtır (Muti vd., 2013). Yüzeyi poli-AMT ile 

modifiye edilmiĢ elektrodun yüzey ve elektrokimyasal karakterizasyonları yapılmıĢ 

elde edilen yeni yüzeyde prob DNA konsantrasyon çalıĢması gerçekleĢtirilerek HBV 

DNA dizisinin tayini için DNA probu hazırlanmıĢtır.   

ÇalıĢmanın ikinci bölümü, yüzeyine prob immobilize edilmiĢ poli-AMT-PGE ile 

HBV DNA hibridizasyon tayinine yönelik çalıĢmaları içermektedir. Bu kapsamda 

hedef konsantrasyon çalıĢması yapılmıĢ, elektrodun tayin sınırı belirlenmiĢtir. 

GeliĢtirilen biyosensörün seçimliliği test edilmiĢ ve tek bazı hedef DNA dizisinden 

farklı mutasyonlu dizi (MM) ve tamamlayıcı olmayan rastgele DNA dizisi (NC) 
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varlığında seçimlilik çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Tüm elektrokimyasal tayinler 

diferansiyel puls voltametri tekniği kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  

ÇalıĢmada özellikle hepatit B virüsünün (HBV) tayini için sensör geliĢtirilmesinin 

en önemli sebebi, HBV enfeksiyonunun dünyada yaygın olması ve ana sağlık 

problerimden biri olmasıdır. Aynı zamanda hepatitin kronikleĢmesi siroz ve primer 

karaciğer kanserine yol açabilir. Günümüzde HBV virüsünün tayini için, 

biyosensörler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemi kullanılmaktadır. PCR 

yöntemi pahalı kit ve toksik madde kullanımını gerektirmektedir. Biyosensörler ise 

basit, kullanımı kolay, hızlı ve ucuz tayine olanak sağlaması nedeniyle HBV tayini 

için son yıllarda tercih edilen aygıtlar olmuĢtur. 

1.1. Elektrokimya 

Maddenin elektrik enerjisi ile etkileĢimi sonucu ortaya çıkan kimyasal dönüĢümler 

ile fiziksel değiĢiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine çevrilmesini 

inceleyen bilim dalı elektrokimyadır (Skoog vd., 1998). 

 Elektrokimyasal Hücre, incelenen maddeyi içeren bir çözelti ya da erimiĢ tuz, 

maddenin kimyasal dönüĢüme uğradığı elektrotlar ve bu elektrotları birbirine 

bağlayan bir dıĢ devreden oluĢur. Bu elektrotlardan indirgenmenin olduğu elektroda 

katot yükseltgenmenin olduğu elektroda anot denir. Böylece meydana gelen elektron 

iletimi sonucu elektrik akımı oluĢur. Metallerde metalik iletkenlik çözeltilerde ise 

iyonik iletkenlik söz konusudur (Yıldız ve Genç, 1993). 

Elektroanalitik kimya, bir çözeltinin elektriksel özelliklerine dayanan bir grup 

kantitatif analitik yöntemleri içerir. Elektroanalitik yöntemler üç grupta toplanabilir: 

1. Çözeltinin konsantrasyonu ile potansiyel, akım, direnç (veya iletkenlik), 

kapasitans veya elektrik miktarı gibi herhangi bir elektrik parametresi arasındaki 

doğrudan iliĢkiye dayanan yöntemler.  

2. Bir titrasyonun eĢdeğerlik noktasının elektrik parametrelerinden birine göre 

saptanmasına dayanan yöntemler.  

3. Bir elektrik akımı ile çözeltideki maddenin tartılabilir bir Ģekle dönüĢtürülerek 

ayrılmasına dayanan yöntemler. 
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Elektrokimyasal hücreler, elektrik enerjisi üretiminde kullanılıyorsa "galvanik", bir 

dıĢ kaynaktan elektrik alıp harcıyorsa "elektrolitik" olarak sınıflandırılırlar. Analitik 

kimyada iki tür hücre de kullanılır. Hücrelerin çoğu, deney koĢulları değiĢtirilerek 

galvanik veya elektrolitik amaçlarla çalıĢtırılabilir. Elektrokimyasal bir hücrede, 

uygun bir elektrolit çözeltisine daldırılmıĢ, iki metalik iletken (elektrot) bulunur. 

Elektrik akımı elde edilmesi için elektrotların dıĢtan iletken bir tel ile bağlanması ve 

iki elektrolit çözeltisinin, iyonların birinden diğerine hareketini sağlayacak Ģekilde 

birbiriyle bağlantı halinde bulunması gerekir. Bir elektrokimyasal hücrenin 

katodunda indirgenme, anodunda yükseltgenme reaksiyonu olur. Tanım galvanik ve 

elektrolitik hücreler için aynıdır (Skoog vd., 1981). 

1.1.1. Elektrokimyasal Analiz Yöntemleri 

Elektrokimyasal analiz yöntemleri genel olarak yığınsal (bulk) ve yüzeyler arası 

(interfacial) olarak ikiye ayrılabilir. Yığınsal yöntemlerde elde edilen 

elektrokimyasal sinyal, ortamdaki her çeĢit iyonun toplam deriĢiminden 

etkilenmektedir. Yüzeyler arası yöntemlerde ise elde edilen sinyaller elektrot ve 

ortamın temas yüzeylerinden oluĢmakta ve iyona ya da bileĢene özgü 

olabilmektedir.  

Örneğin kondüktometrik (iletkenlik ölçen) yöntemler bulk analizlerdir ve ortamdaki 

her çeĢit iyonun toplam derisimi iletkenlik üzerine etkindir.  

Bir pH elektrot kullanılarak ortamın pH‟sının ölçülmesi, yüzeyler arası bir elektro 

kimyasal yöntemdir ( Skoog, 1998). 
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1.2. Voltametri 

Voltametri, çeĢitli ortamlarda oluĢan yükseltgenme-indirgenme olaylarının, 

yüzeydeki adsorpsiyon olaylarının ve kimyasal olarak modifiye edilmiĢ elektrot 

yüzeylerindeki elektron aktarım mekanizmalarının temel çalıĢmalarını kapsayan ve 

analitik olmayan amaçlarla da (anorganik kimya, fizikokimya, biyokimya, vb 

alanında) yaygın olarak kullanılmaktadır. Voltametri özellikle eczacılık, tıp, çevre 

ve biyoloji açısından önemli türlerin tayini için kullanılmaktadır. 

Voltametri, çalıĢma (indikatör) elektrodunun polarize olduğu koĢullar altında 

elektroda uygulanan gerilimin bir fonksiyonu olarak akımın ölçülmesinden 

yararlanılarak analit hakkında bilgi edinilen elektrokimyasal yöntemdir. Uygulanan 

gerilimin ölçülen akım değerine karĢı çizilen grafiğine ise “voltamogram” adı verilir. 

Voltametride herhangi bir maddenin elektrokimyasal davranıĢını incelemek için 

elektroda uygulanabilecek gerilim aralığının sınırları, kullanılacak çalıĢma 

elektrodu, kullanılan çözelti ve elektrolitin türleri belirlenmelidir. Genel olarak 

voltametride kullanılan çalıĢma elektrotları polarizasyonu arttırmak için, yüzey 

alanları çoğunlukla birkaç milimetre kare ve bazı uygulamalarda ise birkaç 

mikrometrekare ya da daha küçük olan  mikroelektrotlardır. Voltametrinin tarihsel 

geliĢim süreci, 1920‟lerin baĢında Çekoslavak Kimyacı Jaroslav Heyrovsky‟nin 

“polarografi” tekniği üzerine yaptığı çalıĢmalarla baĢlamıĢtır. Voltametrinin önemli 

ġekil 1.1. Elektrokimyasal analiz yöntemleri (Skoog, 1998). 
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bir dalı olan polarografinin diğer voltametrik yöntemlerden farkı, çalıĢma elektrodu 

olarak damlayan civa elektrodu (DCE) kullanılmasıdır (Skoog vd., 1998). 

1.2.1. Voltametride Akımlar 

Voltametrik bir yöntemde, çözeltide bulunan yükseltgenmiĢ tür (O) potansiyel 

altında elektrot yüzeyinde, 

        

tepkimesine göre n sayıda elektron alarak yüzeyde indirgenmiĢ türü (R) oluĢturur. 

Potansiyel negatife doğru taranırsa elektrot yüzeyinde indirgenme baĢlar ve 

potansiyelin değiĢimine bağlı olarak deriĢim eğimi (gradienti) (dC/dx) hızla artar ve 

sınır akıma ulaĢıldığında elektroda gelen aktif tür anında indirgenmeye uğrar. Bu 

durumda akım ancak difüzyonla taĢınan madde miktarına bağlı olur. Bu nedenle bu 

akıma difüzyon kontrollü anlamında difüzyon akımı denir. Bunun dıĢında elektrot 

yüzeyinde elektroaktif tür bir kimyasal tepkime ile oluĢuyor ve bu tepkimenin hızı 

elektrot tepkimesinin hızını belirliyorsa elde edilen akım kinetik kontrollü (kinetik 

akım, ik) olur. Benzer Ģekilde adsorpsiyon akımından da söz edilebilir. Yukarıdaki 

redoks tepkimesi sonucu oluĢan akıma, Faraday yasalarına uyumlu olduğu için 

faradayik akım denir (Yenilgül vd., 2001).  

Elektroaktif bir madde içermeyen ve sadece çözücü ile iletkenliği sağlamak üzere 

eklenmiĢ destek elektroliti içeren bir çözeltide oluĢan akıma artık akım denir. Artık 

akım, elektriksel çift tabakanın yüklenme akımı (kapasitif akım) ile çözeltide 

bulunan elektroaktif safsızlıkların meydana getirdiği akımın toplamıdır (Yıldız vd., 

1997). 

Kapasitif akım (Ic): Bir elektrodun, bir elektrolit çözeltisine daldırılması ve negatif 

yükle yüklenmesiyle çözeltideki pozitif yüklü iyonlar elektroda doğru çekilir. 

Böylece ara yüzeyde bir gerilim farkı oluĢur. Ters iĢaretli yüklerin ara yüzeyin iki 

tarafında birikmesi ile bu bölgede bir elektriksel çift tabaka oluĢur. OluĢan bu çift 

tabaka, bir kapasitör gibi davranır. Bu kapasitörü yüklemek için ortamda 

yükseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akım oluĢur. Bu akım 

reaksiyona bağlı değildir; sistemden kaynaklanır ki bu akıma kapasitif akım denir.  

 Faradayik akım (If): Çözelti ve elektrot arasındaki yüzeyden akımın iletimi 

sırasında, elektrotlardan birinde yükseltgenme reaksiyonu olurken diğerinde 
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indirgenme reaksiyonu meydana gelir, bu sırada elektrotların doğrudan aktarımı ile 

akım iletilir. Bu Ģekilde oluĢan akımlara faradayik akım denir. 

1.2.2. Voltametride Uyarma Sinyalleri 

Voltametride, bir mikroelektrot içeren elektrokimyasal hücreye değiĢtirilebilir bir 

gerilim uyarma sinyali uygulanır. Bu uyarma sinyali, özel bir akım yanıtı oluĢturur. 

Voltametride en çok kullanılan dört uyarılma sinyali (doğrusal taramalı, diferansiyel 

puls, kare dalga ve üçgen) ġekil 1.2‟de verilmiĢtir. 

 

 

1.2.3. Voltametrik Cihazlar 

Voltametrik analizde kullanılacak cihazların elektokimyasal hücre kısmı, analit ve 

destek elektrolitini içeren bir çözeltiye daldırılmıĢ üç elektrottan yapılmıĢtır. Üç 

elektrottan biri, zamanla gerilimi doğrusal olarak değiĢen çalıĢma elektrodudur. 

Ġkinci elektrot, gerilimi ölçüm süresince sabit kalan karĢılaĢtırma (referans) 

elektrodudur. Üçüncü elektrot ise elektriğin, sinyal kaynağından çözeltinin içinden 

geçerek çalıĢma elektroduna aktarılmasını sağlayan yardımcı (karĢıt) elektrottur. 

ġekil 1.2. Voltametride kullanılan uyarma sinyalleri (Wang vd., 2000). 
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ġekil 1.3‟de modern voltametrik cihazlardaki potansiyostatik sistem diyagramı 

gösterilmiĢtir. 

Potansiyostatik cihazlarda iki akım söz konusudur. Hücreye gerilim uygulayan bir 

polarize akım ve hücre akımının izlenmesi ile ölçülen akım. ÇalıĢma elektrodunun 

potansiyostatik kontrolüyle, hücre direncinden kaynaklanan hatalar en aza 

indirilebilmektedir. Potansiyostatik kontrollü üç elektrot sistemi ile hücre direncinin 

büyük bir bölümü ortadan kaldırılmıĢtır. Burada karĢılaĢtırma elektrodu çalıĢma 

elektroduna mümkün oldukça yakın olmalıdır. 

 Yardımcı elektrot, akım yolunun tamamlanması için çözeltiye yerleĢtirilmiĢ akımın 

taĢınmasını sağlayan elektrottur. Böylece akım yardımcı elektrot ve çalıĢma elektrot 

arasında çözelti boyunca akar. ÇalıĢma elektrodundaki bütün noktalarda akım 

yolunun eĢit olması için bu elektrotların simetrik olarak hücreye yerleĢtirilmesi 

önemlidir. KarĢılaĢtırma elektrodunun çalıĢma elektroduna çok yakın olması 

nedeniyle karĢılaĢtırma elektrodundan hiçbir akım geçmez; bu da hücre direncinin 

dolyısıyla omik gerilimin (IR) en aza inmesini sağlar. Yalnız tüm çalıĢmalara karĢın 

hücre direnci tam olarak yok edilemediğinden ölçülen gerilimlerde IR‟nin de katkısı 

bulunmaktadır. (Skoog vd., 1998; Wang, 2000). 

1.2.4. Voltametride Kullanılan KarĢılaĢtırma Elektrotları 

Birçok elektroanalitik uygulamada, elektrotlardan birinin yarı-hücre geriliminin 

çalıĢılan çözeltinin bileĢiminden bağımsız olması ve değerinin bilinmesi istenir. Bu 

ġekil 1. 3. Voltametride üç elektrotlu potansiyostatik sistem diyagramı (Wang vd., 2000). 
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tanıma uyan elektrot, karĢılaĢtırma elektrodu olarak isimlendirilir. Ġdeal bir 

karĢılaĢtırma (referans) elektrodunun sahip olması gereken özellikler: 

1-Tersinir olmalı ve Nernst eĢitliğine uymalıdır. 

2-Zamanla gerilimi değiĢmemeli ve tekrarlanabilir olmalıdır.  

3-Gerilimin sıcaklıkla değiĢim katsayısı küçük olmalıdır. 

4-Küçük bir akıma maruz kaldıktan kısa bir süre sonra orijinal gerilimine geri 

dönmeli ve polarize edilemeyen bir elektrot olmalıdır. 

Elektrokimyasal çalıĢmalarda ilk olarak “standart hidrojen elektrot (SHE)” 

karĢılaĢtırma elektrotu olarak kullanılmıĢtır. Ancak SHE yukarıdaki özelliklerin 

çoğuna sahip olmayıĢı ve uygulamalarda kullanımının zor olması nedeniyle 

günümüzde yerini kalomel ve gümüĢ-gümüĢ klorür elektrotlara bırakmıĢtır. 

KarĢılaĢtırma elektrotları kullanılırken, elektrot çözeltisinin kirlenmesini ve iç 

çözeltiden gelen gümüĢ ya da civa (I) iyonları ile analit çözeltisinin tepkimesini 

önlemek için iç sıvı düzeyinin örnek çözeltisinin üstünde olması gerekmektedir.  

En çok kullanılan karşılaştırma (referans) elektrotları: 

Doygun Kalomel Referans Elektrot (DKE): Kalomel elektrotlar, doygun civa (I) 

klorür (Hg2Cl2) ile etkileĢimde olan civadan oluĢur ve bilinen deriĢimde potasyum 

klorür (KCl) içerir. Bu elektrodun yarı tepkimesi; 

1/2 Hg2Cl2 + e
-
 ↔ Hg(k) + Cl

- 
  Ģeklinde olup Ģematik olarak aĢağıdaki Ģekilde 

gösterilir. 

Hg/Hg2Cl2(doygun), KCl(xM) // 

Elektrodun 25
o
C için yarı tepkime gerilimi, 

E = E
o
 (Hg2Cl2/Hg) - 0.0592 log aCl

-
 

eĢitliği ile verilir.  
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Bu elektrodun gerilimi yalnızca elektrot içerisindeki klorür iyonunun aktifliğine, çok 

az olmakla birlikte sıcaklığa bağlı olarak değiĢir. DKE‟nin SHE‟a karĢı 25
0
C de 

ölçülen gerilimi + 0.244 V olarak bulunmuĢtur. 

Gümüş/Gümüş Klorür Referans Elektrot: Bu elektrot gümüĢ klorür ile kaplanmıĢ bir 

gümüĢ telin, belli deriĢimdeki klorür çözeltisine daldırılması ile elde edilir. Bu 

elektrodun yarı tepkimesi ve Ģematik gösterimi aĢağıdaki gibidir: 

AgCl + e
-
 ↔ Ag

+
 + Cl

-
 

Ag/AgCl(doygun), KCl(xM) // 

Elektrodun 25
o
C için yarı tepkime gerilimi ise 

E = E
o
(AgCl/Ag) - 0.0592 log aCl

-
 

eĢitliği ile verilir (Erdem, 2000; Yıldız ve ark., 1997). 

1.2.5. Voltametride Kullanılan ÇalıĢma Elektrotları  

Voltametride; civa, altın, platin, bizmut, grafit, camımsı karbon, pirolitik karbon, lif 

karbon ve modifiye elektrotlar çalıĢma elektrodu olarak kullanılır. Voltametride 

kullanılan elektrot türlerinin sınıflandırılması ġekil 1.4‟te verilmektedir. Voltametrik 

yöntemlerde kullanılan çalıĢma elektrotları polarlanmanın olabilmesi için küçük 

yüzey alanına sahip olmalıdır. Küçük yüzey alanına sahip bu elektrotlara mikro 

elektrotlar denir.  

Mikro elektrotların kullanılması sonucunda örnekteki elektroaktif türlerin çok küçük 

bir miktarı elektrokimyasal tepkimeye girer. Böylece örneğin bileĢimi hemen hemen 

aynı kalır. Bunun sonucunda aynı örneğin defalarca voltamogramı alınabilir (Yıldız 

vd., 1997; Tural vd., 2003). 
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1.2.5.1. Civa elektrotlar 

Civa kökenli elektrotlar, civa elektrodunun negatif potansiyellerde kullanılabilmesi, 

sürekli yeni bir yüzey oluĢturabilmesiyle önceki iĢlemlerden kalan safsızlıkların civa 

yüzeyinden uzaklaĢtırılabilmesi, tekrarlanabilir civa damlalarının oluĢması sonucu 

tekrarlanabilir akımların elde edilmesi, geniĢ bir potansiyel aralığında 

uygulanabilmesi ve bir çok metalin civa yüzeyinde indirgenerek civa ile amalgam 

oluĢturabilmesi gibi avantajlarından dolayı yaygın olarak kullanılır. Civa kökenli 

elektrotların dezavantajları ise civanın kolayca yükseltgenmesinden dolayı anodik 

sınırın küçük olması ve civa film elektrodu hariç civanın toksik etkisidir. Civa 

kökenli elektrotlar; damlayan civa elektrodu, asılı civa damla elektrodu, durgun civa 

damla elektrodu ve civa film elektrodudur. Civa akıĢ hızı, civa haznesinin yüksekliği 

değiĢtirilerek yer çekimi etkisi ile veya manyetik etki ile kontrol edilen bir iğne 

aracılığıyla mekanik olarak ayarlanır. AkıĢ hızı mekanik olarak kontrol edildiğinde 

civa damlasının düĢürülmesi mekanik bir çekiç aracılığıyla yapılır (Tural vd., 2006). 

Civa elektrodun en çok kullanılan çeşitleri: 

1-Damlayan civa elektrot (DCE) 

2-Asılı civa damla elektrot (ACDE) 

3-Civa film elektrot (CFE) 

ġekil 1.4. Potansiyostatik üç elektrotlu dogrusal taramalı voltametri için bir sistem (Tural 

vd., 2006). 
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DCE, polarografik teknikte kullanılır. ACDE, dönüĢümlü voltametri ve sıyırma 

yöntemleri için çalıĢma elektrodu olarak kullanılmaktadır. CFE, iletken bir 

materyalin 10–100 μm inceliğinde bir civa filmiyle kaplanmasıyla oluĢur ve 

özellikle sıyırma yöntemlerinde çok kullanılır (Skoog vd., 1998; Wang vd., 2000). 

1.2.5.2. Katı elektrotlar  

Civa elektrotların anodik gerilim aralıklarında kullanımının sınırlı olması nedeniyle 

yükseltgenebilen bileĢiklerin davranıĢlarının incelenmesi için daha geniĢ bir anodik 

gerilimde çalıĢma olanağı sağlayan katı elektrotlar kullanılmaktadır. ÇalıĢma 

elektrodu olarak birçok farklı katı materyalden yararlanılır. Katı elektrotların durgun 

(karıĢmayan çözeltide, karıĢtırılan çözeltide, akıĢ sistemlerinde), dönen ve titreĢen 

tipleri; tel, levha ya da sıklıkla disk biçiminde olabilir.  

Katı elektrotların kullanımındaki en önemli sınırlama, elektrot yanıtının elektrodun 

yüzey durumuna bağlı olmasıdır. Katı elektrotlar, civa elektrotların aksine 

elektrokimyasal aktivite açısından heterojen yüzeye sahiptirler. Tekrar edilebilir 

sonuçlar alabilmek için bu elektrotlara kullanılmadan önce duyarlı bir “elektrot 

temizleme ön-iĢlemi” ve “parlatma”  uygulanmalıdır. Ön iĢlem basamakları elektrot 

materyaline bağlı olarak değiĢir. Mekanik parlatma ve dönüĢümlü gerilim taraması 

uygulamak sıklıkla kullanılan teknikler olmakla birlikte kimyasal, elektrokimyasal 

ve termal yüzey yöntemleri kullanılarak yüzey aktivasyonu da sağlanır (Wang vd., 

2000). 

Katı elektrotlar yaygın kullanımları açısından aĢağıdaki Ģekilde sınıflandırılabilir: 

1-Metal elektrotlar 

2-Karbon elektrotlar 

1.2.5.3. Metal elektrotlar 

ÇeĢitli soy metallerden yapılmıĢ olan elektrotlar metal elektrot olarak kullanılır. 

Altın ve platin elektrot en yaygın kullanılan metal elektrotlardır. Bazı özel 

uygulamalarda bakır, nikel, gümüĢ de çalıĢma elektrodu olarak kullanılabilir. Ayrıca 

çinko, indiyum, iridyum, rutenyum oksit gibi metal oksitlerin kullanıldığı çalıĢmlar 

da vardır. Metal elektrotlar, istenilen bir elektron aktarım kinetiği ve geniĢ bir 

anodik gerilim aralığında çalıĢma sağlar. DüĢük hidrojen aĢırı gerilimine sahip 
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olmaları, bu elektrotlarla katodik gerilim aralığında çalıĢılmasını sınırlamıĢtır. 

Ancak çalıĢma ortamının pH değerine bağlı olarak -0.2 V ve -0.5 V aralığındaki 

daha az negatif gerilimlerde kullanılabilirler. Metal elektrotlar elektrokimyasal ya da 

kimyasal iĢlemlerle modifiye edilebilir. Özellikle tiyol gruplarının altın ve platine 

olan ilgisi ve yüksek akım yanıtı nedeniyle son yıllarda biyosensör teknolojisinde 

kullanımı artmıĢtır (Wang, 2000). 

1.2.5.4. Karbon elektrotlar   

Karbon temelli katı elektrotlar; geniĢ bir gerilim aralığında çalıĢmaya olanak 

sağlaması, zengin yüzey kimyasının olması, ucuzluğu, kimyasal inertliği, düĢük 

artık akım vermesi, yüksek duyarlılığı nedeniyle elektrokimyasal analizlerde sık 

olarak kullanılır. Elektron aktarım hızları metal elektrotlardan daha yavaĢtır. 

Karbon, yüksek yüzey aktivitesi olması nedeniyle organik bileĢikler tarafından 

kolayca kirletilebilir. Grafit tozundaki aromatik halkaların aktif oksijen grupları 

içermesine bağlı olarak çeĢitli fonksiyonel guruplar (hidrojen, hidroksil, karboksil 

grupları ve hatta kinonlar) karbon yüzeyinde bağlar oluĢturabilmektedir. Bu 

fonksiyonel grupların varlığı nedeniyle karbon yüzeyine birçok değiĢik madde 

tutturulabilir (Wang., 2000; Kadayıfçılar, 2003).  

Karbon elektrotlar; camsı karbon, karbon pasta, perde baskılı karbon, karbon-fiber 

ve kalem grafit olmak üzere beĢ baĢlık altında incelenebilir. ġekil 1.5‟de grafit 

tozunda bulunan karbon atomları dizilimi görülmektedir. 

 

 

 

 

 

 ġekil 1.5. Grafit tozunda bulunan karbon atomlarının dizilimi (Wang, 2000). 
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Camsı karbon elektrot (glassy carbon electrode, GCE): 

Camsı karbon elektrot, çok yüksek mekaniksel ve elektriksel özellikleri, geniĢ 

gerilim çalıĢma aralığı, kimyasal inertliği ve tekrar edilebilirlik performansı 

nedeniyle kullanımı oldukça yaygın olan bir elektrottur. GCE, inert bir malzemeden 

yapılmıĢ elektrot gövdesi içerisine camsı karbonun elektrot yüzeyinden sadece 1–2 

mm konuma sıkıĢtırılması ile elde edilir. Camsı karbon materyali ya fenol-

formaldehit polimerlerinin kontrollü ısı programlarıyla (300–1200 
o
C) ya da 

poliakrilonitrilin 1000–3000 
o
C sıcaklık aralığında basınç altında karbonizasyona 

uğratılması ile elde edilir. Camsı karbon elektroda uygulanacak olan yüzey ön 

iĢlemi, elektrotta tekrar edilebilirliği ve aktivasyonu sağlayarak analitik performansı 

artırır. Karbon pastası elektroda göre fiziksel dayanıklılığı daha fazla olup yüzeyinin 

çok daha pürüzsüz ve düzgün olması nedeniyle elektrot yanıtı daha tekrar 

edilebilirdir (Wang, 2000; ġahinçi, 2005). 

Karbon pasta elektrot (carbon paste electrode, CPE): 

Karbon pastası, grafit tozunun, suda karıĢmayan çeĢitli organik bağlayıcılarla 

karıĢtırılması ile hazırlanır. Hazırlanan karıĢım 2–4 mm çapında teflon ya da camdan 

yapılmıĢ elektrot gövdesi içerisine sıkıĢtırıldıktan sonra elektriksel iletkenlik, iletken 

bir telin, gövdenin 2/3‟ne kadar yerleĢtirilmesi ile elektriksel iletkenlik sağlanır. 

Karbon pasta elektrotlar; kolaylıkla yenilenebilir ve modifiye edilebilir bir yüzeye 

sahip olmaları, düĢük artık akım oluĢturmaları, ucuz olmaları nedeniyle tercih 

edilmektedir. Organik bağlayıcı olarak pek çok bileĢik kullanılabilir olmakla birlikte 

bu bağlayıcıların saflıkları, ucuz ve kolay bulunabilme özellikleri dikkate 

alındığında geriye birkaç seçenek kalmaktadır. Bunlar mineral yağ (Nujol), parafin 

yağı, silikon yağı ve bromonaftalindir. Karbon pastası olarak en iyi performansı 

mineral yağ ve grafit karıĢımı sağlar. Karbon pastasının bileĢimi, elektrot aktivitesini 

oldukça fazla etkilemektedir. Organik bağlayıcı sıvı oranı arttıkça elektron aktarım 

hızı azalmaktadır. CPE‟nin en önemli sakıncası, yüksek oranda organik çözücü 

içeren çözeltilerde kullanıldığı zaman karbon pastasının çözeltide dağılmasıdır. 

CPE, farklı ve geniĢ gerilim aralıklarında çalıĢmaya olanak sağlayan, kısa sürede ve 

kolaylıkla hazırlanabilen bir elektrot olmasına karĢın diğer elektrotlara göre tekrar 

edilebilirliği kötüdür (Urbaniczky ve Lundstrom, 1984; Wang, 2000; Kalcher, 

1990). Karbon pasta elektrodunun genel bir görünüm ve içeriği ġekil 1.6‟da 

verilmiĢtir. 
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Perde baskılı karbon elektrot (screen printed carbon electrode, SPCE): 

Perde baskı teknolojisi; çeĢitli mürekkeplerin, poliester esnek film, seramik ya da 

plastik materyaller üzerine baskısından oluĢur. Karbon ve platin mürekkep 

formülasyonları, çalıĢma elektrodunun baskısında, gümüĢe dayalı formülasyonlar ise 

karĢılaĢtırma elektrodunun baskısında sıklıkla kullanılmaktadır. Karbon 

mürekkepleri, ucuz olmaları ve ölçümlerin geniĢ gerilim aralığında yapılmasını 

sağlamaları nedeniyle SPCE hazırlamada sıklıkla kullanılmaktadır (Hart, 1997; 

Prudenziati, 1994; Meriç, 2001). Özellikle biyosensör teknolojisinin geleceği olan 

DNA mikroçip teknolojisinde uygulanabilirliği açısından oldukça baĢarılı sonuçlar 

veren bu elektrotlar geleceğin elektrotları olarak gösterilmektedir (Lucarelli vd., 

2002). 

Karbon-fiber elektrot (carbon fiber electrode, CFE): 

Ultramikro elektrotlara artan ilgi, elektrokimyasal analizlerde karbon fiberlerin geniĢ 

bir alanda kullanılmasına yol açmıĢtır. Bu tür materyaller, polimer tekstil 

prolizlerinin yüksek sıcaklığa dayanıklı bileĢiklere katalitik kimyasal gaz 

biriktirilmesi yoluyla bağlanmasıyla üretilmektedir. Birçok elektroanalitik 

uygulamada çapları 5–20 μm fiberler kullanılmakta ve bunlar istenilen radyal 

difüzyona olanak sağlamaktadır. CFE‟nin en önemli üstünlüğü, küçük ölçütleri 

nedeniyle çeĢitli mikro çevresel (beyin gibi) ölçümlere olanak sağlamalarıdır (Wang, 

2000). 

 

ġekil 1.6. Karbon pasta elektrot (Wang, 2000) 
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Kalem grafit elektrot (pencil graphite electrode, PGE): 

Karbon elektrotlarda olduğu gibi tüm katı elektrotlarla çalıĢılırken en bilinen sorun, 

analiz sırasında bazı bileĢiklerin yükseltgenme ürünlerinin elektrot üzerinde ince bir 

film olarak birikmesi sonucu analitik yanıtın büyüklüğünün azalması, elektrot 

temizleme iĢlemleri uygulansa bile tekrarlanabilirlik kayıplarının oluĢmasıdır. Bu 

nedenle elektrot temizliği, elektrokimyasal tekniklerin, analizlerde geniĢ çapta 

kullanılmasını kısıtlayıcı en önemli sorundur. 1990‟lı yılların sonundan baĢlayarak 

el-yapımı kalem grafit (kalem ucu) elektrotlar (PGE) camsı karbon ve karbon pasta 

elektrotlara tek kullanımlık özelliklerinin yanısıra çok düĢük maliyetlerinden dolayı 

alternatif olmuĢlardır (Bond vd., 1997; Wang vd., 2000; Wang ve Kawde, 2001). 

Elektrot olarak farklı sertlik ve çapta her yerde bulunabilen ticari mekanik kurĢun 

kalem uçlarından yararlanılır. Kalem uçları, doğal grafitin kil ve balmumu karıĢımı 

içerisine dispersiyonu (dağılması) ve ardından ısıl iĢlem uygulanması ile üretilir. Kil 

yerine selüloz gibi organik temelli materyal kullanılıp oksijensiz atmosferde 

yakıldığı zaman selüloz karbon Ģekline dönüĢür. OluĢan yapı son derece elastiktir. 

PGE‟ler, ne karbon pasta ve pirolitik karbon kadar kırılgan, ne de camsı karbon 

kadar serttir. Tek kullanımlık olmaları nedeniyle elektrot temizleme iĢlemlerine 

gerek yoktur; dolayısıyla yeni bir elektrot yüzeyi oluĢturmak çok daha basit ve hızlı 

olup tekrar edilebilirlik yüksektir. Literatürde PGE‟lerin pek çok uygulaması 

görülmektedir. Ġz metal analizleri (Demetriades vd., 2004), hepatit B virus 

DNA‟sının saptanması (Erdem vd., 2005), kafein analizi (Ly vd., 2004), titre 

edilebilir asitlik tayini (Kotani vd., 2003), nitrit, serotonin ve dopaminin eĢ zamanlı 

tayini (Miyazaki vd., 1999), ilaç analizleri (Masawat vd., 2002; Gao vd., 2005), 

likorin-DNA etkileĢim çalıĢması (Karadeniz vd., 2003), DNA hibridizasyon 

çalıĢması (Fojta vd., 2003) ve sıvı kromatografisinde elektrokimyasal dedektör 

olarak fenol ve klorofenol analizi (Jin vd., 2002), kalem grafit elektrotunun 

kullanıldığı araĢtırmalara örnek olarak verilebilir.  

 

 

 

 

ġekil 1.7. Kalem grafit elektrot (Erdem vd., 2005). 
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1.2.5.5. Kimyasal modifiye elektrotlar 

Elektrot yüzeyine bir kimyasal belirtecin tutturulması temeline dayanan bu 

elektrotların analitik uygulamalarda yararlanılan birçok yönleri vardır. Bu 

elektrotlar, elektron aktarım tepkimelerini katalizlemeleri, seçimli bir akümülasyon 

ve membran sağlamaları nedeniyle elektrokimyasal cihazlar için kararlılık, 

duyarlılık ve seçiciliği artırmaktadır. Elektrosentez, korozyondan korunma, elektrot 

yüzeyinin radyal tasarımı ve ilaçların kontrollü salınım çalıĢmalarında bu modifiye 

elektrotlar çok kullanılmaktadır (Wang, 2000). 

1.2.5.6. Mikroelektrotlar 

Mikroelektrot ifadesi, elektrot çapı 25 μm‟den daha büyük olmayan elektrotlar için 

kullanılmaktadır. Minyatürizasyona analitik kimyada artan bir ilgi vardır. Bu 

elektrotların uygulamadaki üstünlükleri arasında; mikroskobik alanların 

incelenmesinde, bölgesel deriĢim profillerinin ölçülmesinde, elektroforez kapilerinin 

içindeki mikroakım sistemlerinin belirlenmesinde ve çok küçük hacimli örneklerin 

analizinde kullanılmaları sayılabilir (Wang, 2000). 

1.2.6. Voltamogramlar 

Potansiyele karĢı çizilen akım grafiklerine voltamogram denir. Doğrusal taramalı 

voltamogramlar, genelde “voltametrik dalga” adı verilen sigmoidal Ģekilli (S 

Ģeklinde) eğrilerdir (ġekil 1.8). Dik bir artıĢtan sonra gelen sabit akıma difüzyon 

kontrollü akım ya da sınır akımı (is) adı verilir. Çünkü bu akım, analizlenecek 

maddenin kütle aktarım iĢlemiyle elektrot yüzeyine taĢınma hızıyla sınırlıdır. Sınır 

akımları analizlenecek maddenin deriĢimi ile doğru orantılı olup  

          

eĢitliği ile verilir. Burada,    analit deriĢimi, k ise bir sabittir. Nicel doğrusal 

taramalı voltametri bu iliĢkiye dayanır. Difüzyon tabakasını aĢırı basitleĢtiren 

varsayımlara dayanarak türetilmiĢ bu eĢitlik; hareketli ve durgun tabakalar 

arasındaki arayüzeyin, konveksiyonla taĢınmanın son bulduğu, difüzyonla 

taĢınmanın baĢladığı keskin bir kenar olduğu varsayımı temeline dayandırılmıĢtır. 

Yarı-dalga gerilimi, akımın sınır akımının yarısına eĢit olduğu gerilime denir ve E1/2 

ile gösterilir. Yarı-dalga gerilimi, yarı-tepkimenin standart gerilimi ile yakından 
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ilgili olmakla birlikte genellikle ona eĢit değildir. Yarı dalga gerilimi, çözeltideki 

bileĢenlerin belirlenmesinde (nitel analiz) kullanılabilir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.7. Voltametrik Teknikler 

1.2.7.1. DönüĢümlü voltametri 

DönüĢümlü voltametri (cyclic voltammetry, CV) tekniğinde, gerilim ilk olarak bir 

değere kadar artar, daha sonra baĢlangıç değerine yine doğrusal olarak geri döner 

(ġekil 1.9.). Bu iĢlem zamanın bir fonksiyonu olarak kaydedilen akımla defalarca 

tekrar edilebilir. Sürekli değiĢen gerilim değerlerine karĢı belirli bir aralıkta 

akımdaki değiĢim grafiğe geçirilerek “dönüĢümlü voltamogram” elde edilir (ġekil 

1.10). CV tekniği ile, karıĢtırılmayan durgun sistemde ve üçlü elektrot sistemlerinde 

çalıĢılır. Burada hızı difüzyon belirler. Analitin yükseltgenmesi ve indirgenmesi 

voltamogram üzerinde gözlenebilmektedir. BaĢlangıç gerilim taramasının yönü, 

analiz örneğinin bileĢimine bağlı olarak negatif ya da pozitif olabilir.  

DönüĢümlü voltamogramların Ģekli ve yapısında seçilen gerilim aralığının yanısıra, 

seçilen tarama hızının, kaç defa tarama yapıldığının da etkisi vardır. Duyarlılığın 

       ile sınırlı olduğu bu yöntem, miktar tayinine dayalı bir yöntem değildir ama 

özellikle organik ve metalorganik sistemlerde yükseltgenme/indirgenme iĢlemlerin 

ġekil 1.8. Doğrusal taramalı bir voltamogram (Skoog vd. 1998) 
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hız ve mekanizma çalıĢmaları için önemli bilgi sağlar. Bir dönüĢümlü 

voltamogramın önemli parametreleri; katodik pik gerilimi (Epc), anodik pik gerilimi 

(Epa), katodik pik akımı (ipc) ve anodik pik akımı (ipa) dır. Bu teknikte ileri yöndeki 

gerilim tarama sırasında bir indirgenme olmuĢsa, gerilim taraması tersine 

çevrildiğinde indirgenme sırasında oluĢan ürünün elektrotta yeniden yükseltgenmesi 

nedeniyle bu yönde de bir pik gözlenebilir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Tersinir” bir elektrot tepkimesinde anodik ve katodik akımlar mutlak değer olarak 

yaklaĢık eĢittir ama zıt iĢaretlidir. Pik gerilimleri farkı ise           dir. Bu pik 

ġekil 1.9. DönüĢümlü voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana karĢı grafiği (Wang, 

2000). 

ġekil 1.10. Tersinir bir redoks iĢlemi için dönüĢümlü voltametride elde edilen akım-gerilim 

eğrisi (Wang, 2000). 
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ayrımı, aktarılan elektron sayısının belirlenmesinde kullanılır. Elektrot tepkimesinin 

tersinirliği azaldıkça anodik ve katodik pikler birbirinden daha farklı gerilimlerde ve 

daha yayvan olarak gözlenir. “Tam tersinmez” bir elektrot tepkimesinde ise ürünün 

çok hızlı bir Ģekilde tüketilmesinden dolayı geri pik tamamen kaybolur (Wang, 

2000; Erdem, 2000). 

Tersinir bir elektrokimyasal tepkime için elde edilen pikin maksimum akım değeri 

aĢağıdaki eĢitlikle verilir: 

                                      

ip = Anodik ya da katodik pik akımı(amper) 

n = Aktarılan elektron sayısı 

A = Elektrot yüzey alanı(cm
2
) 

D = Elektroaktif türlerin difüzyon katsayısı (cm
2
s

-1
) 

v = Gerilim tarama hızı (v s
-1

) 

C = Elektroaktif türlerin deriĢimi (mol cm
-3

) 

Tersinmez bir elektrokimyasal tepkime için eĢitlik, aĢağıdaki ifadeye dönüĢür: 

                        
                  

α = Aktarım katsayısı 

na=Yük aktarım basamağındaki elektron sayısı 

1.2.7.2. Puls voltametrik teknikler 

Puls voltametrik tekniklerle voltametrik ölçümlerin tayin sınırlarının daha düĢük 

deriĢimlere çekilmesi amaçlanmıĢtır. Bu tekniklerle faradayik olan ve faradayik 

olmayan akımlar arasındaki oran arttırılmıĢ ve duyarlılık 10
-8

 M düzeyine 

indirilmiĢtir. Bu tekniklerde çalıĢma elektroduna yaklaĢık 50 ms zaman aralıklarıyla 

bir dizi gerilim adımı uygulanır. Her aralıklı gerilim uygulamasından sonra kapasitif 

akım hızlı bir Ģekilde azalarak yok sayılabilecek bir düzeye gelir; bu arada faradayik 

akımda azalma ise çok küçüktür. Böylece tayin sınırı daha düĢük ölçümler 
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gerçekleĢtirilir. Puls voltametrik teknikler; “normal puls”, “diferansiyel puls” ve 

“kare-dalga” voltametrik teknikler olmak üzere üç ana baĢlık altında toplanabilir. Bu 

tekniklerden diferansiyel puls ve kare-dalga voltametrik teknikler günümüzde daha 

yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır. 

1.2.7.3. Diferansiyel puls voltametrisi 

Diferansiyel puls voltametrisi (differential pulse voltammetry, DPV), organik ve 

inorganik türlerin iz analizlerinde yaygın olarak kullanılan bir tekniktir. Bu teknikte, 

çalıĢma elektroduna sabit büyüklüklükteki pulslar (periyodik darbeler) doğrusal 

gerilim basamaklarının üzerine yerleĢtirilerek uygulanır (ġekil 1.11). Puls 

uygulamadan hemen önceki bir zamanda ölçülen bir akım ile puls uygulamasının 

bitimine yakın belli bir zamandaki akımlar ölçülür ve bu akımlar arasındaki fark 

doğrusal olarak artan gerilimin fonksiyonu olarak kaydedilir. Uygulanan gerilime 

karĢı elde edilen akımdaki fark grafiğe geçirildiğinde elde edilen diferansiyel eğri 

pik Ģeklinde olup (ġekil 1.12), yüksekliği analitin deriĢimiyle doğru orantılıdır. Elde 

edilen voltamogramdaki pik gerilimi (Ep), türlerin tanımlanmasında kullanılabilir; 

bu pik gerilimi, yarı dalga gerilimine yakın bir değerdir.Faradayik akımın yüksek, 

faradayik olmayan yükleme akımının ise düĢük değerde olması yani sinyal/gürültü 

oranının artması sonucu duyarlılık artmıĢtır. DPV tekniği, 10
-8

  M‟dan daha düĢük 

deriĢimlerdeki ölçümlere olanak tanıyan duyarlı bir yöntem olup yarı dalga 

gerilimleri 0.04 - 0.05 V kadar farklı olan maddeler için bile özgün pik 

maksimumları elde edilmektedir (Wang, 2000; Skoog vd., 1998). 
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1.2.7.4. Kare dalga voltametrisi 

Kare dalga voltametrisi (square-wave voltammetry, SWV), son derece hızlı ve 

duyarlı bir teknik olup, voltamogramın tamamı 10 ms daha az bir sürede elde 

edilebilir. SWV, basamaklı bir gerilim taraması sırasında çalıĢma elektroduna kare 

dalga Ģeklinde darbenin uygulandığı diferansiyel bir tekniktir (ġekil 1.13). 

Basamaklı sinyalde her basamağın boyu ve darbe periyodu eĢit olup 5 ms‟dir. 

Ölçüm sırasında akım, darbe uygulanmasından hemen önce ve hemen sonra olmak 

üzere iki kere ölçülür ve iki ölçüm arasındaki akım farkı uygulanan gerilime karĢı 

grafiğe geçirilir (ġekil 1.13). 

ġekil 1.11. Dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi için kullanılan uyarma sinyali 

(Wang, 2000). 

ġekil 1.12. Diferansiyel puls voltametrisinde elde edilen bir voltamogram (Wang, 2000). 
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ġekil 1.14‟de kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin oluĢumunda elde edilen 

akım farkı (Δi), birinci gerilimdeki akım değerinden ikinci gerilimdeki akım 

değerinin çıkarılması ile bulunur. Tersinir bir indirgenme tepkimesinde bir pulsun 

boyutu, ileri tarama sırasında oluĢan ürünün geri tarama sırasında yükseltgenmesini 

sağlamaya yetecek kadar büyüktür. Ġleri puls bir katodik akım (i1), geri puls bir 

anodik akım (i2) oluĢturur. Genellikle voltamogramları elde etmek için Δi grafiğe 

geçirilir. Bu fark deriĢimle doğru orantılıdır.  

Diferansiyel puls ve kare dalga voltametrisi karĢılaĢtırıldığında kare dalga 

voltametrisi ile elde edilen akımların, diferansiyel puls ile elde edilenlerden daha 

büyük olduğu gözlemlenmiĢtir. Kare dalga voltametrisinin en önemli üstünlüğü, 

hızının yüksek olmasıdır. Ölçüm son derece hızlı yapıldığından, birkaç voltametrik 

taramanın sinyal ortalaması alınarak analizin kesinliğinin arttırılması olasıdır. 

(Wang, 2000; Skoog vd., 1998). 

ġekil 1.13. Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyali (Wang, 2000). 

ġekil 1.14.Kare dalga voltametrisinde elde edilen bir voltamogram (Wang, 2000). 
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1.3. Biyosensör 

Fiziksel bir büyüklüğü elektriksel bir veriye çeviren sisteme “sensör” denir. 

Kimyasal sensör (algılayıcı), kimyasal bir bilgiyi (genelde analitin deriĢimi) 

analitiksel olarak yararlanılacak bir elektrik sinyaline çeviren küçük düzeneklerdir. 

Kimyasal sensörler genellikle iki temel unsurdan meydana gelir, 1-Kimyasal tanıma 

sistemi (reseptör) 2-Fizikokimyasal çevirici (transistör). Kimyasal tanıma sistemi 

(reseptör), analit ile etkileĢerek onu tanır ve bu tanıma sonucu oluĢan kimyasal 

değiĢiklikler fizikokimyasal çevirici (taransistör) tarafından elektrik sinyaline 

dönüĢtürülür.  

Biyosensörler; biyolojik bir molekül (biyokimyasal reseptör) ve bir çeviriciden 

oluĢurlar. Biyolojik molekül (bitki ve hayvan dokuları, enzim, hücre, organeller, 

antikorlar, nöron reseptörler, nükleik asitler) analizlenecek madde (analit) ile 

etkileĢir, onu tanır ve çevirici sistem tanıma olayını ölçülebilir bir elektrik sinyaline 

çevirir. Kısaca sensörlerde tanıma tabakası (reseptör) olarak biyolojik maddeler 

kullanıldığında biyosensör oluĢur. ġekil 1.15‟de genel olarak bir biyosensörün yapısı 

gösterilmiĢtir. Biyosensörlerde reseptör ve çevirici doğrudan iletiĢim halindedir yani 

birbiri içine geçmiĢtir. Biyosensörler hem biyolojik hem de biyolojik olmayan 

ortamların izlenmesinde kullanılırlar. Biyosensörlerde amaç örnek içinde bulunan 

bir kimyasalın deriĢimi ile doğru orantılı bir elektronik sinyal elde etmektir. 

(Camman vd., 1991; Coulet, 1991; Gronow vd., 1992; Sharma ve Rogers, 1994). 

  

ġekil 1.15. Biyosensörün yapısı (Camman vd., 1991). 
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1.3.1. Ġdeal Bir Biyosensörün Sahip Olması Gereken Özellikler 

1. Seçimlilik: Ġdeal bir biyosensörde en önemli özelliklerden biri seçimlilik 

özelliğidir. Bir biyosensör yeterince seçimli değil ise, giriĢim yapan türleri uzun ek 

iĢlemlerin yapılmasına gerek vardır. 

2. Kullanım Ömrü: Biyosensörün kullanım ömrünü kısıtlayan en önemli unsur, 

biyoloji çeviricinin aktivitesindeki azalmadır. Bu durum ayrıca biyosensörün, 

kalibrasyon sıklığı, kararlılık, tekrarlanabilirlik gibi diğer ölçütlerini de 

etkilemektedir. 

3. Kalibrasyon Gereksinimi: Ġdeal bir biyosensörün hiç kalibrasyona gerek 

duymaması ya da en az kalibrasyona gerek duyması istenir. Fakat bu özellik 

uygulamada gerçekleĢtirilememiĢtir. Kullanım ömürleri boyunca biyosensörler, 

sıklıkla kalibre edilmelidirler. 

4. Tekrarlanabilirlik: Ġdeal bir biyosensör için, elektrodun aynı koĢullar altında arka 

arkaya yapılan ölçümlerde hemen hemen aynı sonuçların okunması istenir. 

Uygulamada pek baĢarılamayan bu durum göz önüne alınarak, yapılan çalıĢmalarda 

tekrarlanabilirlik ölçütü mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi 

olursa, biyosensörün uygulamalarının o denli iyi olduğundan söz edilebilir. 

5. Kararlılık: Elektrot kararlılığının (stabilitesinin) yüksek olması ideal  

biyosensörler için gereklidir. Kararlılık, kullanılan biyolojik materyalin fiziksel 

dayanıklılığına bağlıdır. Ayrıca biyosensörler, pH, sıcaklık, nem, ortam, O2 deriĢimi 

gibi değiĢkenlerden de etkilenmektedir. Kararlılık, hem günden güne hem de uzun 

zamanlı olmalıdır. 

6. Yüksek duyarlılık: Biyosensöre tutturulmuĢ biyolojik materyalin yalnız belirli 

maddelere karĢı duyarlı olması, ideal biyosensörlerin özelliklerindendir. 

7. Tayin Sınırı: Tasarlanan bir biyosensörün tayin sınırının, belirli bir deriĢim 

değerinin altında olması gerekmektedir. Belirtilen bu sınır, elektrot yüzeyinin 

büyüklüğü, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, tutturulan 

(immobilize edilen) madde miktarı gibi unsurlardan etkilenir. 
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8. Geniş Ölçüm Aralığı: Biyosensör uygulamalarında ölçüm aralığı olarak 

adlandırılan bölge biyosensörden alınan akım-deriĢim eğrilerinin doğrusal olduğu 

deriĢim aralığı olup bunun geniĢ olması beklenir. 

9. Hızlı Yanıt Zamanı: Bir biyosensörün elektrodunun yanıt zamanı, elde edilen 

akım-zaman eğrilerinden anlaĢılabilir. Örneğin elde edilen eğride basamakların Ģekli 

yayvan ve geniĢse yanıt zamanı uzun (yavaĢ), tersi söz konusu ise yanıt zamanı kısa 

(hızlı) dır. 

10. Hızlı Geriye Dönme Zamanı: Geriye dönme zamanı, örneğin amperometrik 

çalıĢmalarda, ilk örnekten ne kadar süre sonra ikinci örneğin ölçülebileceğini 

belirler. Yani ilk örneğin eklenmesinden sonra sabit akım değerleri kısa sürede 

gözlenebiliyorsa ikinci örnekte aynı süre sonra eklenebilecektir. 

11. Basitlik ve Ucuzluk: Tasarımı basit ve ucuz, kullanımı kolay biyosensörler, ideal 

biyosensörlerdir. Bu nedenle ilk biyosensörlerdeki karmaĢık ve pahalı olan yapılar 

daha sonra basitleĢtirilmiĢ ve olabildiğince maliyeti düĢürülmüĢtür. 

12. Küçültülebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Elektrotların sterilize edilebilmesi ve 

boyutlarının küçültülmesi biyosensör tasarımında önemlidir. Buna karĢın, 

biyosensör yapısına giren biyolojik materyalin fiziksel dayanıklılığı, sterilizasyonu 

kısıtlayan en önemli parametredir (Hall, 1990). 

1.3.2. Biyosensör ÇeĢitleri 

Biyosensörleri, birçok kaynakta farklı sınıflandırılmasına karĢın, genel olarak 

aĢağıdaki Ģekilde sınıflandırılabilir: 

i. Elektrokimyasal sensörler 

Çevirici unsur olarak genelde bir elektrodun kullanıldığı ve elektrot yüzeyinde 

ortamdaki elektroaktif (yükseltgenebilen ya da indirgenebilen) türün değiĢikliğinden 

yararlanılarak yapılan ölçüm sistemini kapsar. 

ii. Optik sensörler 

IĢık ve tutturulmuĢ (immobilize) tabaka arasındaki etkileĢim sonucunda ıĢığın 

değiĢik özelliklerinden (genelde floresans ve absorbans) yararlanılarak yapılan 

ölçümleri kapsar. 
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iii.  Kütle duyarlı sensörler 

Piezoelektrik kristallerin rezonans frekansının ölçümü temeline dayandırılmıĢ 

sensörlerdir. Piezoelektrik madde, elektriksel bir güç uygulandığında maddedeki 

yükün ilerlemesi ile bir magnetik alan oluĢturan maddedir. Birçok seramik madde 

(PbTiO2, BaTiO3) bu özelliği gösterir. 

iv. Isıl (termal) sensörler  

Sıcaklığın değiĢimi üzerine kurulmuĢ olan sensörlerdir. Genellikle reaksiyon 

sıcaklığı ve adsorpsiyon sıcaklığı ölçüm temeli üzerine kurulmuĢlardır. 

1.3.3. Elektrokimyasal Biyosensörler 

Elektrokimyasal biyosensörler, özel biyolojik tanıma unsuru ile elektrokimyasal 

tekniklerin analitiksel gücünü birleĢtirir. Amaç; analitin deriĢimine bağlı olarak 

biyolojik bir iĢlemle bir elektrik sinyali elde etmektir. 

1.3.3.1. Elektrokimyasal biyosensörlerin çevirici ölçüm türüne göre 

sınıflandırılması 

Elektrokimyasal biyosensörler, çevirici (transistör) ölçüm türüne göre üç ana baĢlık 

altında toplanabilir: 

1-Amperometrik 

2-Potansiyometrik 

3-Kondüktometrik 

Amperometrik elektrokimyasal biyosensörler 

KarĢılaĢtırma elektroduna göre sabit gerilimde çalıĢan, bu biyosensörlerde ölçülen 

sinyal, biyosensör yüzeyinde indirgenen ya da yükseltgenen tür tarafından çalıĢma 

elektrodunda meydana gelen akımdır. Bir elektrokimyasal türün, elektrokimyasal 

indirgenmesi/yükseltgenmesi ile meydana gelen akımın ölçülmesine dayanır. 

Genelde çalıĢma elektrodu üzerinde sabit bir gerilim değeri uygulanır. Akım değeri 

en az 10 - 6 amper olmalıdır. Amperometrik ölçümler uygulanan tek bir gerilim 

değerinde hücredeki akım akıĢının kaydedilmesi ile gerçekleĢtirilir. Elde edilen 
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elektrik sinyalinin büyüklüğü elektroaktif türün deriĢimi ile doğrudan orantılıdır. 

Amperometrik biyosensörler oldukça duyarlı, hızlı ve ucuz olmaları gibi 

üstünlüklere sahiptirler. 

Potansiyometrik elektrokimyasal biyosensörler 

Potansiyometrik ölçümler ya çalıĢma veya karĢılaĢtırma elektrodu arasındaki gerilim 

farkının ya da iki karĢılaĢtırma elektrotu arasına geçirgen bir membranın 

yerleĢtirilmesi ile meydana gelen gerilim farkının ölçülmesine dayanır. 

Potansiyometride sensör ara yüzeyinde bölgesel bir denge kurulur; ara yüzeydeki 

elektrot ya da membran gerilimi ölçülür. Gerilim farkından örnek bileĢimi hakkında 

bilgi elde edilir. 

Kondüktometrik elektrokimyasal biyosensörler 

Ana çözeltideki ya da ince film üzerindeki elektrik iletkenliğinin değiĢimi üzerine 

kurulmuĢtur. Bu iletkenlikte analitin bulunma miktarı etkilidir. Kondüktometrik 

yöntemler temel olarak seçici değillerdir; ancak yüzey modifikasyonu ve aletsel 

geliĢmeler, seçiciliği artırmıĢ ve sensör tasarımına bu yöntemin girmesini sağlamıĢtır 

(Thevenot vd.,1999; Stradiotto vd., 2003). 

1.3.3.2. Elektrokimyasal biyosensörlerin biyolojik tanıma unsuruna göre 

sınıflandırılması 

Elektrokimyasal biyosensörler biyolojik tanıma unsuruna göre iki baĢlık altında 

toplanabilir: 

1-Biokatalitik biyosensörler 

2-Afinite biyosensörleri 

Biyokatalitik Biyosensörler: Tanıma tabakası (reseptör) olarak enzim, doku, bakteri 

ve hücrelerin kullanıldığı biyosensörlerdir. Enzim temelli elektrotlar ile doku ve 

bakteri elektrotları olarak iki baĢlıkta incelenir. 

a- Enzim temelli elektrotlar: Enzimler canlı sistemlerde kimyasal tepkimeleri 

katalizleyen proteinlerdir. Bu tür katalizörler yalnızca etkili değil aynı zamanda 

oldukça seçicidirler. Böylece enzimler birçok duyarlı uygulama alanında tanıma 

yüzeyi olarak kullanılırlar. Enzim elektrotlar, uygun bir elektrotla enzim tabakasının 
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birleĢtirilmesi temeline dayanmaktadır. Enzimler, substratlara (enzimle tepkimeye 

giren madde) oldukça yüksek seçicilikte yanıt verirler.  

Ġmmobilize enzim tabakası bir tepkimeyi katalizlemek için seçilir ve bu tabaka 

analizlenecek türü üretir ya da tüketir. 

              

  = Substrat 

  = Koreaktif 

  ve    = OluĢan ürünler 

Uygun elektrodun seçimi, temel olarak enzimatik sistemin iĢleyiĢi üzerine kurulur. 

Enzim elektrotların en genel anlamıyla tasarımı bir diyaliz membran ve elektrot 

arasına enzim çözeltisinin immobilizasyonudur.  

b- Doku ve bakteri elektrotları: Ġzole edilen enzimlerin sınırlandırılmıĢ kararlılığı, 

bazı enzimlerin saf halde bulunamaması, bazı enzimlerin pahalı oluĢu hücresel 

materyallerin (bitki dokuları, bakteriyel hücreler vb.) kullanılmasına yol açmıĢtır. Bu 

biyokatalitik elektrotların fonksiyonu geleneksel enzim elektrotlar ile benzerlik 

gösterir. Doku ya da hücrede bulunan enzim belirlenecek türü harcar ya da üretir. 

Örneğin muz dokuları, polifenol oksidaz enzimince zengindir; karbon pasta matrise 

karıĢtırılarak elektrot yüzeyine immobilize edilir. 

Afinite biyosensörleri: Afinite biyosensörleri, belirli biyomoleküllerin (antikor, 

reseptör, polinükleotitler) özel hedef analitlere seçici bağlanmasında kullanılır. Bu 

sensörler, bağlanma sürecinin sonucu olarak oluĢan elektrokimyasal sinyallerin 

ölçülmesine dayanır. Biyokimyasal bağlama tepkimelerinin afinitesi ve yüksek 

spesifikliği oldukça duyarlı ve seçici aletlerin yapılmasına olanak sağlamaktadır. 

Afinite biyosensörleri üç ana baĢlık altında toplanabilir. 

a-Ġmmünosensörler 

b-Reseptör temelli biyosensörler 

c- Nükleik asit temelli biyosensörler 
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a- İmmunosensörler (antikor temelli sensörler): Antikor/antijen (AbAg) 

kompleksinin oluĢumunu içeren immünojikal tepkimelere dayanır.  

               

Antikor, yabancı molekülleri bağlaması için (antijen vb.) organizma tarafından 

üretilen proteinlerdir. Ġmmunosensörler bağlanma olayının ya da yer değiĢtirme 

olayının sonucunda antikor ya da antijen deriĢimindeki doğrudan değiĢikliğin 

kaydedilmesi üzerine kurulmuĢtur. Bu sensörlerin büyük bir çoğunluğunun 

tepkimesi tersinmez olduğundan yeniden kullanılamaz ve pahalıdırlar.  

b- Reseptör temelli biyosensörler: Reseptörler, protein molekülleridir, hedef analiti 

özel olarak bağlayan hücresel membrana yerleĢtirilmiĢlerdir. Membran reseptör ve 

hedef analit arasındaki seçici bağlanma olayı sonucunda membrandaki iletkenliğin 

değiĢimi ölçülerek tayin yapılır. Membran reseptör ve hedef analit arasındaki basit 

ve seçici bir bağlanma olayı binlerce iyonu içine alan çevirici membranın 

iletkenliğindeki artmanın sonucunda gerçekleĢir. 

c- Nükleik asit temelli biyosensörler: Nükleik asitler tanıma tabakası olarak 

elektrokimyasal bir çevirici ile birleĢtirilerek afinite biyosensörlerin önemli ve yeni 

bir türünü oluĢtururlar. RNA ve DNA temelli biyosensörlerdir. DNA biyosensörler 

ile hedef analitin belirlenmesinde iki yaklaĢım geliĢtirilmiĢtir. Birincisi DNA‟nın çift 

iplikçik yapısı arasına analitin girmesi, ikincisi DNA yapısının en elektroaktif türü 

olan guaninin doğrudan ölçülmesi Ģeklindedir. Geleneksel yöntemlerle 

karĢılaĢtırıldığında daha hızlı ve ucuzdur. Bu analizlerle genetik bilgilere ıĢık 

tutulmaktadır (Thevenot vd., 1999; Wang, 2000; Stradiotto vd., 2003).  

AĢağıdaki çizelgede elektrokimyasal biyosensörlerle belirlenebilen türlere, 

kullanılan reseptörlere ve ölçüm tekniklerine örnekler görülmektedir.  
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Çizelge 1.1. Elektrokimyasal biyosensörlerle belirlenebilen türler, kullanılan 

reseptörler ve ölçüm teknikleri 

Analit Reseptör Ölçüm Tekniği 

Ġyonlar 

Metal Oksitler 

Potansiyometrik 

Voltametrik 

Ġyon iletken 

inorganik kristaller 

Ġmmobilize 

sentetikler 

Ġyon değiĢtirici 

camlar 

Enzimler 

ÇözünmüĢ Gazlar 
Hidrofobik 

membran 
Potansiyometrik 

Buharlar Ġnert Metal Elektrot Voltametrik 

Kokular 

Enzimler 

Amperometrik Antikor 

Reseptör 

Substratlar 

Enzimler 

Potansiyometrik 

Amperometrik 

Kondüktometrik 

Hücreler 

Membran 

Reseptörler 

Bitki veya Hayvan 

Dokuları 

Antikor Antikor Potansiyometrik 

Antijen 
Antijen 

Amperometrik 
Nükleik Asitler 

ÇeĢitli Proteinler Spesifik Ligandlar Potansiyometrik 

DüĢük mol kütleli substratlar 
Protein Reseptör ve 

Kanallar 
Amperometrik 

1.4. Deoksiribonükleik Asit (DNA) 

Bir molekülün genetik materyal olarak davranması için dört özelliği bulunmalıdır. 

Kendini eĢleme (replikasyon), bilgi depolama, bu bilgiyi ifade etme, mutasyonla 

çeĢitleme (varyasyon). Genetik materyalin kimyasal dili bilgi depolarken, bilgiyi 

yavru hücrelere ve organizmalara aktarırken bu potansiyel görevi yerine 

getirebilecek yetenekte olmalıdır.  

Ġlk olarak 1868 yılında Ġsviçreli kimyacı Friedrick Miescher tarafından balık 

hücrelerinin çekirdeğinden yalıtılan DNA‟nın 1944–1952 yılları arasında yapılan 

deneylerle bir genetik madde olduğu kesinlikle ortaya konmuĢtur. DNA molekülleri 
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dünya üzerindeki bütün canlı organizmaların (bazı virüsler dıĢında) özelliklerini 

belirleyen kimyasal maddelerdir. DNA, hücre çekirdeklerinin hepsinde bulunan 

kromozomları oluĢturmaktadır. Her kromozomda tek ve uzun bir DNA zinciri 

bulunmaktadır. Bir DNA molekülünün belirli bir genetik özellik içeren kesitine 

“gen” adı verilmektedir. DNA‟nın yapısını kavramak için nükleik asit kimyasını 

bilmek gerekir (Klug ve Cumming, 2007). 

1.4.1. Nükleik Asitler ve Nükleik Asitlerin Yapı TaĢları 

Nükleik asitler, diğer organik biyomoleküller gibi (proteinler, karbonhidratlar, 

lipitler) çeĢitli uzunluklarda polimer zincirleri oluĢturmak üzere polimerleĢmiĢ, 

birtakım yapı taĢlarından oluĢmuĢ olup canlı organizmaların temel yaĢamsal olayları 

üzerinde rol oynayan moleküllerdir. Ġki tip nükleik asit bilinmektedir; DNA 

(Deoksiribonükleik asit), RNA (Ribonükleik asit). Bütün nükleik asit moleküllerinin 

yapı taĢları nükleotitlerdir. Her nükleotid üç kısımdan oluĢmuĢtur: 

 1-Beş karbonlu bir şeker olan deoksiriboz ve riboz (Şekil 1.16) 

 

 

 

2- Azot içeren pürin ve pirimidin türevi bazlar (Şekil 1.17) 

 

 

 

 

ġekil 1.16. DNA‟da bulunan 2-deoksiribozun kimyasal halka yapısı (Klug ve Cumming, 

2007). 

ġekil 1.17. DNA ve RNA‟da bulunan pirimidin ve pürin türevi bazlarının kimyasal yapıları 

(Klug ve Cumming, 2007). 
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3-Fosforik Asit ( H3PO4 ) 

Bütün nükleotidlerde Ģeker ve fosfat aynıdır. Nükleotidler arasındaki fark, bazların 

farklı olmasından ileri gelir. DNA‟da sadece iki çeĢit pürin türevi baz bulunur; 

Adenin (A) ve Guanin (G). Pirimidin türevi bazların sayısı biraz fazla olmakla 

birlikte en fazla Sitozin (C) ve Timin (T) yer alır.  

Nükleotitler, yapı taĢlarını oluĢturan özel azot bazlarına göre (A,T,G,C ya da U) 

adlandırılırlar. DNA‟da T bulunurken, RNA‟da bunun yerini U alır. DNA ve 

RNA‟daki nükleotitlerin isimlendirilmeleri bu bazlara göre düzenlenir (örn. guanin 

nükleotidi). 

 Nükleotidlerin yapısında yer alan bileĢiklerin kurdukları bağlar son derece 

özgündür. ġekerin C–1′ atomu, azotlu bazla kimyasal bağ yapar. Eğer baz pürinse, 

N–9 atomu Ģekere kovalent olarak bağlanır. Eğer baz pirimidin ise, N–1 atomu 

Ģekerin C–1′ atomu ile bağ yapar. Bir nükleotitte, fosfat grubu, Ģekerin C–3′ ya da 

C–5′ atomu ile bağlanır. ġekil 1.18‟de DNA‟daki nükleotid yapısı görülmektedir. 

 Ġki mononükleotit arasında kurulan bağ yapısında, iki Ģekere bağlı fosfat grubu yer 

alır. OluĢan bağ, fosfodiester bağıdır çünkü fosforik asit her iki taraftaki alkol grubu 

(Ģekerdeki hidroksil grubu) ile ester bağ yapmıĢtır. Bağlanma sırasında pentozun 1 

numaralı karbon atomuna bazlardan biri tutunur. 3′ ve 5′ numaralı karbon 

atomlarından her biri de iki komĢu nükleotidin fosfat köklerinden birine bağlanır 

(ġekil 1.19).  

DNA ipliğinden 5′ numaralı karbonlar hep aynı yöne bakarken 3′ numaralı karbon 

atomları da aksi yöne bakar. Buna dayanarak bir DNA ipliğinin bir ucuna 5′ ucu 

diğerine 3′ ucu adı verilmektedir. DNA‟nın molekül ağırlığının 106-109 dalton 

arasında olduğu saptanmıĢtır. Bu değer DNA‟nın çok uzun bir polinükleotit 

zincirine sahip olduğunu göstermektedir (Klug ve Cumming, 2007). 
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1.4.2. DNA Molekülünün Yapısı 

J.D. Watson ve F.H.C. Crick, 1953 yılında DNA üzerinde hiçbir deney yapmamıĢ 

olmalarına karĢın yapılan deneylerden yola çıkarak molekülün yapısını açıklamak 

için bir model öne sürdüler. Watson ve Crick‟in DNA modelini oluĢtururken kabul 

ettikleri varsayımlar aĢağıda sıralanmıĢtır: 

1- Her DNA molekülü, bir merkez ekseni etrafında bir çift heliks (iplikçik 

oluĢturacak) Ģekilde birbirlerine zıt yönlerde giden iki uzun polinukleotid 

zincirinden yapılmıĢtır.  

2- Her bir nükleosid (Ģeker ve fosfat bileĢikleri), polinükleotid zincirine dikey olan 

bir düzlemde bulunur.  

3- Baz çiftleri iki zincir arasında bulunur ve hidrojen bağları aracılığı ile bağlanır.  

4- Ġki zincir çok özel olarak birbiriyle birleĢir (A-T, C-G, T-A, G-C).  Primer yapı; 

DNA deoksinükleotidlerin 5′-3′ yerlerinden birbirine bağlanmasıyla 

oluĢmuĢ büyük polimerlerdir. Sekonder yapıda, uygun pirimidin ve pürin bazları 

hidrojen bağları ile birbirine bağlanarak eĢleĢirler. Sekonder yapının oluĢumunda 

baz eĢleĢmeleri en büyük etmen olup bu eĢleĢmeler oldukça özeldir. A=T ve G=C 

baz eĢleĢmesi; baz eĢlenikliği (tamamlayıcılığı, komplementeri) kavramının 

ġekil 1. 18. Primer yapıdaki DNA nükleotiti (Klug ve Cumming, 2007). 
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temelidir. Bazlar arasındaki hidrojen bağı ile azotlu bazlar iplikçiğin içinde hemen 

hemen yatay biçimde istiflenerek su ile temas etmezler buna karĢın Ģeker-fosfat 

iskeletinin su ile teması bulunmaktadır.  

DNA‟nın içinde bulunduğu ortamın pH değeri değiĢtirilirse ya da ortamın sıcaklığı 

artırılırsa bazlar arasındaki hidrojen bağları etkilenerek çift iplikçik yapı açılabilir. 

ġeker üniteleri arasındaki fosfodiester bağları ise hafif değiĢikliklerden 

etkilenmezler. Heliks yapısının yarısının açıldığı sıcaklığa, DNA‟nın erime derecesi 

(Tm), DNA zincirinin tamamıyla açılarak çift heliks yapısının tamamıyla 

bozulmasına „‟denatürasyon‟‟ denir. G ve C arasında üç, A ve T arasında iki 

hidrojen bağı bulunduğundan yüksek deriĢimde G ve C taĢıyan DNA diğerlerine 

göre daha yüksek sıcaklıklarda denatüre olur. Ilımlı koĢullarda birbirinden ayrılan 

DNA zincirleri koĢullar eskiye döndüğünde tekrar eski haline dönüĢebilir; bu iĢlem, 

“renatürasyon” olarak adlandırılır. Tersiyer yapıda 2 DNA iplikçiği uzayda sağ 

iplikçik Ģekilde bükülmüĢtür. Çift iplikli zincirdeda biri küçük diğeri büyük olmak 

üzere iki zincir adım vardır. Büyük zincir adımı 3.4 nm‟dir ve 10 deoksinükleotit 

içerir. ġekil 1.19‟de DNA‟nın çift sarmal yapısı gösterilmiĢtir. 

    

Çift iplikçik Ģeklindeki molekülün bir zinciri 5' → 3' yönüne doğru, diğeri ise 3' → 

5' yönüne doğru olduğu için ters yönde paraleldir. Heliks içinde, iki zincirin 

arasındaki üç boyutlu sistemdeki iliĢki, büyük oluk (majör) ve küçük oluk (minör) 

oluĢturmak Ģeklindedir. DNA‟nın baĢlıca üç değiĢik Ģekli vardır. A, B ve Z olarak 

ġekil 1. 19. DNA çift sarmal yapısı (Klug ve Cumming, 2007). 
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adlandırılan bu türlerin çift iplikçik yapılarında farklılıklar mevcuttur. DNA 

heliksinin en sık rastlanan formu klasik B Ģeklidir (Dervan, 1998; Klug ve 

Cumming, 2007; Sinden, 1994). 

1.4.3. Nükleik Asit HibritleĢmesi 

Birbirini tamamlayan bazların (A-T, G-C) arasında oluĢan hidrojen bağları yoluyla 

nükleik asit moleküllerinin ikisinin özel birleĢmesine “hibritleĢme (melezleme)” 

denir. Diğer bir deyiĢle; nükleik asit hibridizasyonu, baz çiftlerinin özel hibritleĢme 

koĢullarına bağlı olarak kararlı bir dubleks molekül oluĢturmasıdır. HibritleĢmede 

tekrar bir araya gelen tek zincirlerin aynı nükleik asitten kaynaklanma zorunluluğu 

olmadığı gibi DNA-RNA hibridizasyonu da gerçekleĢebilir. ġekil 1.20‟de DNA-

RNA hibritleĢmesi gösterilmiĢtir. HibritleĢme olayının dikkatli kontrolü için 

aĢağıdaki değiĢkenlerin en iyi koĢulları saptanmalıdır. 

* Tuz deriĢimi 

* Sıcaklık 

* Vizkozite 

* Katalizörler 

* HibritleĢme zamanı 

* Baz bileĢimi 

* DNA dizisinin uzunluğu 

* Ortamın pH değeri  

Bu değiĢkenlere dikkat edilmemesi bir ya da daha fazla bazın yanlıĢ eĢleĢmelerine 

(mismatch) neden olacak ve zayıf hibridizasyon gerçekleĢecektir (Bej, 1996).  
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1.4.4. Ġnterkalasyon 

Düzlemsel bir halka sistemine sahip olan bazı maddeler, DNA baz çiftleri arasına 

girerek, güçlü bir Ģekilde bağlanırlar (Bertino, 1992). Bu olaya „‟interkalasyon‟‟ 

denir (ġekil 1.21). Maddenin yapısına bağlı olarak, bu etkileĢim tersinir ya da 

tersinmez Ģekilde gerçekleĢebilir (Walkelin vd., 1976). Ġnterkalasyon, DNA' da 

zincir kırılmasına yol açarak DNA senteziyle birlikte DNA‟ya bağımlı RNA 

sentezini de bozmaktadır. Ġnterkale olabilen bazı ilaçların etki mekanizmaları bu 

Ģekilde açıklanmaktadır (Gülmez, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1. 20. Nükleik asit hibritleĢmesi (Bej, 1996). 

ġekil 1. 21. Ġnterkalasyon (Gülmez, 2005).
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1.5. DNA Biyosensörleri 

DNA biosensörleri, bir çevirici sistem ile nükleik asit tanıma tabakasının 

birleĢtirilmesine dayanır. Bütün biosensörlerde olduğu gibi aletsel düzenek en 

azından moleküler bir tanıma tabakası, sinyal çevirici ve uygun bir okuyucu 

sistemden meydana gelir. AlıĢagelmiĢ bir tasarıma göre; tek iplikçik prob (baz dizisi 

belli oligonükleotid) dizisi tanıma tabakasına (elektrot, kristal, çip) immobilize 

edilir, tanıma tabakasında baz çifti etkileĢimi ile yüzeyde hedef DNA dizisi 

oluĢturulur (Drummond vd., 2003). 

Genelde hedef, DNA tanıma yüzeyine tutturulur, hibritleĢme sonucu oluĢan elektrik 

sinyalinden yararlanılarak analiz yapılır. DNA hibridizasyon biosensörleri genelde 

tek iplikçik bir oligonükleotid probunun çevirici yüzeye immobilizasyonu temeline 

dayanır. Burada amaç, hibritleĢme ile hedef dizisinin belirlenmesidir (Tomschik vd., 

1999; Molinier-Jumel vd., 1978). 

DNA ve diğer moleküllerin arasındaki etkileĢim, in-vivo DNA‟nın transkripsiyonu 

ve replikasyonu, genlerin ve türlerin mutasyonu, bazı DNA‟ya hedeflenmiĢ ilaçların 

mekanizmaları, bazı hastalıkların tayini, bazı sentetik kimyasal nükleazların hareket 

mekanizmalarının açıklanması açısından çok önemli bir konudur. Moleküler biyoloji 

ve biyoteknolojide son yıllarda görülen geliĢmeler, DNA‟ya dayalı elektrokimyasal 

biyosensörler için oldukça önemlidir. Antikor ve enzimlerden farklı olan nükleik asit 

tanıma tabakası, çok kararlı olan, kolaylıkla oluĢturulabilen ve tekrar kullanım için 

yenilenebilen bir tabakadır (Brett vd., 1998; Steinbach ve Hurtubise , 2000; Özsöz 

vd., 2002; Wang vd., 2005). 

1.5.1. DNA Biyosensörlerinde DNA ya da Prob Dizilerinin Elektrot Yüzeyine 

Ġmmobilize Edilme (Tutturulma) Yolları  

Elektrokimyasal DNA biyosensörlerinin geliĢtirilmesindeki temel aĢamalardan birisi 

prob olarak kullanılacak DNA parçasının elektrot yüzeyine sağlam Ģekilde 

tutturulması basamağıdır. Eğer yüzeye probun en kolay ve sağlam Ģekilde 

tutturulması sağlanırsa, bu probun daha sonra hedefi ile hibritleĢmesi daha kolay 

olacak ve oluĢan hibritin çeĢitli fiziksel ya da kimyasal etkenlerden etkilenip 

yüzeyden kopması gibi olumsuz etkiler de ortadan kalkacaktır.  
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Elektrot yüzeyine DNA bağlama (modifikasyon, immobilizasyon, tutturma) 

teknikleri:  

1-Elektrostatik bağlanma 

2-Kovalent bağlanma (altın elektrotlar ve karbon elektrotlar için) 

3-Tiyol (-SH) grubu ile iĢaretli oligonükleotitin altın elektrod yüzeyine afinitesi 

nedeniyle tutturulması  

Elektrostatik bağlanmada; elektrot yüzeyine pozitif gerilim uygulanması, negatif 

yüklü fosfat omurgasına sahip olan DNA‟nın yüzeye elektriksel çekim kuvvetleri 

sayesinde tutunmasını sağlar.  

Kovalent bağlanmada, altın elektrotlar (tek kullanımlık perde baskılı altın 

elektrodlar da olmak üzere) ve altın nanopartiküller için ilk olarak 3-

merkaptopropiyonik asit ya da l sistein ile –SH gruplarının elektrot yüzeyine 

tutunması sağlanır. Burada –SH gruplarının altın metaline olan güçlü afinitesinden 

yararlanılır. Daha sonra N-hidroksisüksinimit (NHS) ve etil karbodiimit (EDC) gibi 

kovalent ajanlar kullanılarak -NH2 grubu ile iĢaretli probun yüzeyde güçlü Ģekilde 

tutunmasına olanak sağlayan zemin oluĢturulur (ġekil 1.22). Bu yöntem, özellikle de 

altın elektrot için özel olan yüzey kaplama yöntemidir. 

Ayrıca bu teknikle propiyonik asit gibi gruplar sayesinde DNA, elektrot yüzeyine 

dikey olarak düzenli Ģekilde tutturulduğu için hibritleĢme çok daha rahat 

gerçekleĢmektedir. Elektrot yüzeyinde düzenli bir tabakalanma oluĢturulmaktadır. 

 

 
ġekil 1.22. Altın elektrot yüzeylerinde kimyasal ajanlarla kovalent bağlanma (Gülmez, 

2005). 
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Eğer elektrot olarak altın değil de çeĢitli karbon (grafit) elektrodlar kullanılırsa bu 

durumda 3-merkaptopropiyonik asit gibi bir ajana gereksinim duyulmamaktadır 

(ġekil 1.23).  

Sadece kovalent ajanlarla yapılan kaplamada -NH2 grubu ile iĢaretli prob yüzeye 

doğrudan güçlü Ģekilde bağlanmaktadır (Coulet, 1991; Erdem ve Ozsoz, 2001, 

Gülmez, 2005). 

1.5.2. DNA Biyosensörleriyle Dizi Algılama Yöntemleri 

ÇeĢitli yöntemlerle biyolojik örneklerden özgün DNA dizisinin saptanması, 

moleküler tıp alanda çok önemlidir (Thayer, 1999). Hastalık tanısında insan, virüs 

ve bakteri baz diziliminin tayini ile pek çok kalıtsal hastalıklara neden olan 

mutasyonlar artık saptanabilmektedir. HibritleĢme tayinlerinde kullanılan çeĢitli 

immünokimyasal ve voltametrik yöntemler karĢılaĢtırıldığında voltametrik 

yöntemlerin daha hızlı yanıt verdiği gözlenir; ancak büyük miktarlarda bir seri örnek 

analizlenecekse iyi bir otomosyana sahip EIA (Enzyme Immuno Assay) gibi 

immünokimyasal tekniklerin kullanılması daha uygun olmaktadır (Palecek, 1996). 

Diziye özgü DNA biyosensörleri, bir çevrim sistemi ile beraber DNA probundan 

oluĢmuĢtur. DNA biyosensörlerin esası, DNA bazlarının hibridizasyonuna dayanır 

(Herne ve Tarlov, 1997; Wang vd, 1998a). Elektrokimyasal DNA biyosensörleri, 

aranan hedef dizinin karĢılığı olan 20–40 baz gibi kısa bir baz dizilimine sahip olan 

sentetik tek iplikçikli DNA (ssDNA) oligomerin (ya da „prob‟ olarak isimlendirilir), 

elektrot yüzeyine bağlanmasına dayanmaktadır. Hedefi içeren bir örnek çözeltisine 

sensörün uygulanması ile elektrot yüzeyinde hibrit oluĢur. Elektrokimyasal 

ölçümlerde elektrot yüzeyinde oluĢan hibrit, iki yöntemle tayin edilir; bunlardan ilki 

bir elektroaktif indikatör aracılığıyla (örn. bir redoksaktif katyonik metal kompleksi) 

ġekil 1.23. Grafit elektrot yüzeyinde kovalent ajanlarla yapılan NH2 grubu ile iĢaretli DNA 

probu modifikasyonu (Gülmez, 2005). 
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yapılan tayindir. Bu yöntemde yüzeyinde hibrit oluĢan elektrot, indikatörü içeren 

çözeltiye daldırılır ve indikatörün hibrite bağlanma düzeyi belirlenir (Del Pozo ve 

ark., 2005; Millan ve Mikkelsen, 1993; Kadayıfcılar, 2003). Diğer yöntem ise DNA 

bazlarından elektroaktif olan Guanin bazının +1.0 V‟da verdiği yükseltgenme 

sinyalinin farklılanmasından yola çıkılarak yapılan tayindir (Brett vd., 2000; Wang 

vd., 1998). 

1.5.2.1 Ġndikatöre dayalı DNA dizi algılama yöntemleri 

Ġndikatöre dayalı DNA dizi algılanması, ya DNA‟ya interkale olabilen (metal 

kompleksleri, antibiyotikler) ya da DNA dizisindeki bazlarla özgün olarak etkileĢen 

(Meldola mavisi, Ru(bpy)3
3+

, vb.) elektroaktif maddeler (indikatör) ile tayin 

edilebilmektedir. Elektrokimyasal çeviriciler, hibritleĢme olayını analitik sinyale 

çevirmede etkin bir Ģekilde kullanılmaktadır. Elektrot yüzeyinde oluĢan hibrit ile 

etkileĢen indikatörün neden olduğu artan ya da azalan elektrokimyasal yanıt, 

hibridizasyonun tayinine yönelik bir sinyal olarak kullanılır.  

Elektroaktif bir maddenin, indikatör olarak kullanılabilmesi için ssDNA (tek 

iplikçik) ve dsDNA (çift iplikçik) ile etkileĢimi sonucu alınan yanıtlar arasında 

anlamlı bir fark olması gerekmektedir. Ru(II), Co(III), Os(II), Os(IV)„ ün 1,10-

fenantrolin ve 2,2‟-piridin kelatları hibridizasyon indikatörü olarak sıklıkla 

kullanılan maddelerdir (Kadayıfcılar, 2003). 

İnterkalatör madde ile DNA dizi algılama yöntemi: Ġnterkalasyon; bir maddenin 

DNA çift iplikçikli arasına girip birikmesidir. Bu durumda; ġekil 1.24‟te gözlendiği 

gibi; dsDNA ile etkileĢimden sonra alınan madde sinyali maddenin birikmesinden 

ssDNA ile etkileĢimden sonra alınan madde sinyaline göre oldukça yüksektir. 
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DNA bazlarının en az biriyle etkileşen bir indikatör ile DNA dizi algılama yöntemi: 

Hibridizasyon indikatörü olarak kullanılan madde DNA‟nın bazlarından biriyle 

(özellikle Guanin) etkileĢiyor olabilir. Bu durumda; ġekil 1.25‟te gözlendiği gibi; 

ssDNA‟da alınan madde sinyali (bazların açıkta olması nedeniyle), hibridizasyondan 

sonra oluĢan dsDNA‟da (bazlar kapalı olduğundan) alınan madde sinyaline oranla 

oldukça yüksektir. (Kadayıfçılar, 2003). 

ġekil 1.24. Ġnterkalatör bir hibridizasyon indikatörü ile DNA dizi algılanması 

(Kadayıfçılar, 2003). 
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1.5.2.2. Ġndikatörsüz DNA dizi algılama yöntemleri 

Elektrot yüzeyine tutturulan tek iplikçik prob diziye (ssDNA) ait guaninlerin 

verdiğielektrokimyasal yanıt ile probun komplementeriyle birleĢmesinden sonra 

oluĢan çift iplikçik DNA‟ya ait guaninlerden alınan elektrokimyasal yanıt arasında 

ġekil 1.26‟de gözlendiği gibi önemli bir farklılanma vardır. Bu farklılanma 

hibridizasyonun tayinine yönelik bir sinyal olarak kullanılır.  

 

ġekil 1.25. DNA bazlarından biriyle etkileĢen bir hibridizasyon indikatörü ile DNA dizi 

algılanması (Kadayıfçılar, 2003). 
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ġekil 1.26. Ġndikatörsüz DNA dizi algılama yöntemi (Kadayıfçılar, 2003). 

Guanin ve adenine ait yükseltgenme Ģemaları Ģekil 1.27 ve 1.28‟de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 1.27. Guanin bazının yükseltgenmesi (Kadayıfçılar, 2003). 

ġekil 1.28. Adenin bazının yükseltgenmesi (Kadayıfçılar, 2003). 



45 

 

2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Elektrokimyasal biyosensörler, kolay hazırlanması, hızlı yanıt vermesi, çok az 

miktarda numuneyle bile ölçüm yapılabilmesi gibi avantajları nedeniyle son yıllarda 

özellikle DNA biyosesnörlerinin çok yaygın bir Ģekilde kullanılmasına neden 

olmuĢtur. Elektrot yüzeyinin çeĢitli malzemelerle modifikasyonu, gerek yüzey 

alanını büyütmek, gerek spesifik bağlanmaları sağlamak, gerekse elektrokimyasal 

reaksiyonları katalizlemesi nedeniyle gün geçtikçe daha yaygın kullanım alanı 

bulmaktadır. Modifiye elektrotlarla DNA hybridizasyonuna dayalı çalıĢmalar kısaca 

özetlenmiĢ ve ayrıca tablo halinde verilmiĢtir.  

Kuralay ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu çalıĢmada, kalem grafit elektrot yüzeyi 

polivinilferrosenyum ile modifiye edilmiĢ ve bu modifiye elektrot DNA 

hibridizasyonun elektrokimyasal tayininde kullanılmıĢtır (Kuralay vd. 2009).  

Muti ve arkadaĢları tarafından geliĢtirilen benzer bir çalıĢmada kalayoksit 

nanopartikülleri (SNP) ile desteklenmiĢ polivinil ferrosen modifiye tek kullanımlık 

elektrotlar DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal tayininde kullanılmıĢtır (Muti 

vd,. 2010) 

Tek kullanımlık kalem grafit elektrotların grafen (GRP) ile modifiye edildiği diğer 

çalıĢmada kalem grafit elektrot ile camsı karbon elektrot yüzeyinde DNA 

hibridizasyonunun elektrokimyasal tayini gerçekleĢtirlmiĢ ve elde edilen sonuçlar 

her iki elektrot açısından karĢılaĢtırılmıĢtır (Muti vd., 2011).  

Muti ve arkadaĢları DNA hibridizasyonuna dayalı bir diğer çalıĢmasında tek duvarlı 

karbon nanotüp tutuklanmıĢ polivinil ferrosen modifiye tek kullanımlık kalem grafit 

elektrotları etiketsiz DNA hibridizasyon tayininde kullanmıĢlardır (Muti vd., 2012). 

Diazonyum ile modifiye edilmiĢ elektrot yüzeyinde DNA hibridizasyonunun tayin 

edildiği bir baĢka çalıĢma Mashhadizadeh ve arkadaĢları tarafından yapılmıĢtır. 

Altın elektrot önce 5-amino-2-mercapto-1, 3, 4-thiadiazol (AMT) içeren çözeltiye 

daldırılmak suretiyle elektrot yüzeyinde kendiliğinden biriktirilmiĢtir. Sonra basit 

diazonizasyon reaksiyonu ile diazonyum modifiye elektrot elde edilmiĢtir. 

Elektodun DNA hibridizasyon tayininde kullanılabilirliğinin araĢtırıldığı çalıĢmada, 

doğrusal çalıĢma deriĢim aralığı 7.9x10
-11

–1.2x10
-7

mol/L olarak bildirilmiĢ, tayin 

sınırı ise 1.4x10
-11

 mol/L olarak hesaplanmıĢtır (Mashhadizadeh vd., 2013). 
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Camsı karbon elektrodun poli(5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiadiazol) (PAMT) ile 

modifiye edildiği bir baĢka çalıĢmada ilaç maddesi nitrofurantoin ile çift sarmal 

DNA arasındaki etkileĢim incelenmiĢtir. Modifiye elektrot yüzeyinde nitrofurantoin 

ile dsDNA arasındaki etkileĢim diferansiyel puls voltametri tekniği kullanılarak 

incelenmiĢ ayrıca elektrotların elektrokimyasal karakterizasyonu, elektrokimyasal 

empedans spektrometri (EIS) tekniği ile karakterize edilmiĢtir (Aydoğdu vd., 2014). 

Ferreira ve arkadaĢları grafit elektrot yüzeyini elektropolimerizasyon yoluyla poli 3-

hidroksibenzoik asid ile modifiye ettikleri çalıĢmada modifikasyon koĢullarını 

optimize ettikten sonra elde edilen yüzeyi DNA hibridizasyon tayininde 

kullanmıĢlardır (Ferreira vd., 2014). 

Ġletken polimer ve iyonik sıvı ile modifiye edilerek hazırlanan kompozit elektrot 

yüzeyinde DNA hibridizasyonunun tayin edildiği bir baĢka çalıĢma Dülgerbaki ve 

arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġyonik sıvı içeren ortamda poli alkil 

dioksi tiyofen ile modifiye edilmiĢ fluorene katkılı kalay oksit kaplı cam elektrot 

yüzeyi modifiye edilmiĢ, söz konusu yüzeyin biyoalgılama yeteneği literatürdeki 

diğer çalıĢmalarla kıyaslanmıĢtır (Dulgerbaki vd. 2014). 

Elektrokimyasal olarak polimerleĢtirilmiĢ Eriochrome Black T ile modifiye edilmiĢ 

camsı karbon elektrot yüzeyinde DNA hibridizasyonunu tayin ettikleri çalıĢmada 

Wang ve arkadaĢları sensörün tayin sınırını 0.11 fM olarak bulmuĢlar ve çalıĢma 

doğrusal deriĢim aralığını 5.0 fM- 5.0 pM olarak bildirmiĢlerdir  (Wang vd., 2014). 

Zhu ve arkadaĢlarının DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal tayini için 

geliĢtirdikleri bizmut sülfit (Bi2S3) nano malzeme ile desteklenmiĢ polianilin 

modifiye iyonik sıvı karbon pasta elektrotlar DNA hibridizasyonunun impedimetrik 

tayini için kullanılmıĢtır (Zhu vd., 2015). 

Molekül baskılı polimer modifiye karbon pasta elektrodun DNA hibridizasyonunda 

kullanıldığı bir diğer çalıĢmada, metilen mavisi baskılanmıĢ polimer modifiye 

elektrot yüzeyine, MB geri bağlanmıĢ ve katyonik boya olması nedeniyle pozitif 

yüklü olan MB ile fosfat grupları nedeniyle negatif yüklü DNA arasındaki 

elektrostatik etkileĢimle DNA elektrot yüzeyine immobilize edilmiĢtir. Elde edilen 

sensör, DNA hibridizasyonunda kullanılmıĢ, sensörün kendi tamamlayıcısı olan 

hedef DNA dizisine yüksek seçimlilikle bağlandığı bildirilmiĢtir (Muti vd., 2015) 
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Çizelge 2.1. Modifiye elektrotlarla DAN hibridizasyonuna dayalı yapılmıĢ 

çalıĢmalar 

Elektrot Modifikasyon Analit Teknik Literatür 

PGE
(1)

 (PVF
+
)

(2)
 

DNA 

Hibridizasyonu 
CV

(3)
, 

DPV
(4)

 

Kuralay vd., 

2009) 

PGE PVF
+
-SNP

(5)
 

DNA 

Hibridizasyonu 
DPV, EIS

(6)
 Muti vd., 2010 

PGE, GCE
(7)

 GRP
(8)

 
DNA 

Hibridizasyonu 
DPV, EIS Muti vd., 2011 

PGE PVF
+
-SWCNT

(9)
 

DNA 

Hibridizasyonu 
DPV, EIS Muti vd., 2012 

AuE
(10)

 AMT
(11)

 
DNA 

Hibridizasyonu 

CV, DPV, 

EIS 

Mashhadizadeh 

vd., 2013 

GCE (PAMT)
(12)

 
DNA 

Hibridizasyonu 

CV, DPV, 

EIS 

Aydoğdu vd., 

2014) 

GCE Poly 3-HBA
(13)

 
DNA 

Hibridizasyonu 
CV, DPV 

Ferreira vd., 

2014 

Flüoren kalay 

oksit (FTO) 

kaplı cam 

PProDOT
(14) 

Me2-

PProDOT
(15)

 

Et2-PProDOT
(16)

 

DNA 

Hibridizasyonu 
CV 

Dulgerbaki vd., 

2014 

GCE pEBT
(17)

 
DNA 

Hibridizasyonu 

CV, DPV, 

EIS 

Wang vd., 

2014 

GCE 
PANI

(18)
/ 

Bi2S3 

DNA 

Hibridizasyonu 
CV, EIS Zhu vd., 2015 

CPE
(19)

 
MB

(20)
 imprinted 

polymer 

DNA 

Hibridizasyonu 
DPV Muti vd., 2015 

1: Kalem grafit elektrod 2: Polivinilferronsiyum 3: DönüĢümlü voltametri 4: Diferansiyel puls 

voltametri 5: Kalayoksit nanopartikül 6: Elektrokimyasal Empedans Spektrometri 7: Camsı karbon 

elektrod 8: Grafen 9: Tek duvarlı karbon nanotüp 10: Altın elektrot 11: 5-amino-2-merkapto-1,3,4-

tiadiazol 12: poli 5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiadiazol 13: Hidroksibenzoik asit 14: Poly (3,4-

propylenedioxythiophene) 15: poly(3,4-dimethylpropylenedioxythiophene) 16: poly(3,4-

diethylpropylenedioxythiophene) 17: Poli Eriochrome Black T  18: Poli anilin 19: Karbon pasta 

elektrot 20: Metilen mavisi. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM  

3.1. Deneylerde Kullanılan Kimyasallar 

3.2. Deneyde Kullanılan Cihazlar 

Kullanılan cihaz Üretici Firma 

Ivium Compact Stat  

(Elektrokimyasal analizör) 

Ivium Technologies B.V. 

Ultra saf su cihazı LABCONCO WaterPro PS 

Ag/AgCl referans elektrot BASI 

Pt karĢıt elektrot BASI 

Vorteks Classic, Velp Scientifica 

Manyetik karıĢtırıcı MS 3000 serisi, Misung Scientific Co. 

Sonikatör Bandelin Sonorex 

pH metre Orion 

 

3.3. Deneylerde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 

3.3.1. Stok Çözeltilerin Hazırlanması 

5-amino 1,3,4-tiyadiazol 2-tiyol (AMT): Günlük olarak 1 mM deriĢiminde 

hazırlandı. 0.133 g AMT, 10 mL 0.5 M fosfat tamponu içerisinde (PBS)  30 dakika 

sonikatörde bekletilerek çözüldü. 

Stok Oligonükleotid Çözeltileri: Sentetik oligonükleotidler TIB MOLBIOL 

(Almanya) firmasından satın alındı. Bu çalıĢmada Hepatit B virüsünü (HBV) temsil 

Kullanılan Kimyasal Marka 

5-amino 1,3,4-tiyadiazol 2-tiyol (AMT) Sigma-Aldrich 

Potasyum hegza siyano ferrat ( K4[Fe(CN)6])   Sigma-Aldrich 

Potasyum hegza siyano ferrit ( K3[Fe(CN6]) Sigma-Aldrich 

Sülfirik Asit ( H2SO4 ) Merck 

Tris (hidroksimetil) aminometan hidroklorür (C₄H₁₂ClNO₃) Sigma-Aldrich 

Asetik Asit (%99-100) (CH3COOH) Merck 

Sodyum hidroksit (Na(OH))   Merck 
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eden prob dizisi kullanılmıĢtır. Söz konusu bu prob dizileri daha önce 

hibridizasyonla ilgili yapılan çalıĢmalarda (Erdem vd., 2005) olduğu gibi HBV‟yi 

temsil eden gen haritasından seçildi ve guanin bazı içermeyen prob dizisinin 

kullanılması, indikatörsüz hibridizasyon tayinini sağlaması açısından çalıĢmamıza 

önemli bir avantaj kazandırdı. 

 Oligonükleotidlerin baz dizilimi aĢağıdaki gibidir: 

 Tiyol işaretli poly adenin DNA: (21 baz; poly A): 

 5‟- SH –(CH2)6 –AAA AAA AAA AAA AAA AAA– 3‟  

 Tiyol işaretli HBV (hepatit B virüsünü temsil eden kısa DNA dizisi) 

DNA  prob (20 baz): 

 5‟ –SH –(CH2)6 -AAT ACC ACA TCA TCC ATA TA– 3‟ 

 Hedef DNA (20 baz): 

 5‟ –TAT ATg gAT gAT gTg gTA TT– 3‟ 

 Tek-bazı farklı dizi (mismatch) (20-baz; MM): 

 5‟ –TAT cTg gAT gAT gTg gTA TT– 3‟ 

 Rastgele dizi (Noncomplementary) (23-baz; NC): 

 5‟-AAT ACC TgT ATT CCT CgC CTg TC-3‟ 

DNA stok çözeltileri 500 µg/mL olacak Ģekilde Tris-EDTA (10 mM Tris-HCl, 

1 mM EDTA, pH:8.00; TE) tampon çözeltisi içinde hazırlandı. Stok 

çözeltiler -20
0
C‟de saklandı. 

Tüm prob DNA çözeltisi seyreltmeleri 20 mM NaCl içeren 0.5 M asetat tampon 

çözeltisinde (pH:4.80; ABS) yapıldı. 

Hedef – NC - MM DNA seyreltmeleri ise 20 mM NaCl içeren 0.02 M Tris HCl 

tampon çözeltisi (pH:7.0, TBS) içinde yapıldı.  
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3.3.2. Tampon Çözeltilerin Hazırlanması  

0.5 M Asetat (ABS) tampon çözeltisi:  

Kullanılan 0.50 M asetat tampon çözeltisi litresinde 28.9 mL asetik asit ve 1.168 g 

NaCl (0.02 mol) içermektedir. Asetat tamponunun oluĢturulması ve çözeltinin 

pH‟sının 4.8 değerine ayarlanması 0.1 N NaOH ilavesiyle pH metre ile ölçülerek 

gerçekleĢtirildi. 

0.5 M Fosfat (PBS) tampon çözeltisi: 

Kullanılan 0.5 M PBS litresinde 1.36g KH2PO4, 6.96g K2HPO4 ve 1.168g NaCl 

içermektedir. Çözeltinin pH‟sı gerektiğinde 1N NaOH ya da 1N HCl ilavesiyle pH 

metre kullanılarak pH 7.4 e ayarlandı.  

10 mM TRIS-EDTA Oligo stok çözeltisi:  

Tris-EDTA oligo stok çözeltisi 50 mL‟sinde 0.0788g (78.8 mg) Tris-HCl (Trisma 

Hidroklorür) ve 0.0186g (18.6 mg) EDTA içermektedir. pH metre ile gerektiğinde 

0.1 N HCl ya da 0.1 N NaOH ilavesiyle pH 8.0 e ayarlandı.  

0.02 M Tris-HCl tampon çözeltisinin hazırlanması (TBS) 

Kullanılan 0.02 M Tris HCl tampon çözeltisi, litresinde 3.152 g Trizma HCl ve 

1.168 g NaCl (0.02 mol) içermektedir. Çözeltinin pH‟sının 7.0 değerine ayarlanması 

0.1 N NaOH ve /veya 0.1 N HCl ilavesiyle pH metre ile ölçülerek gerçekleĢtirildi. 

3.3.3. Redoks Çözeltisinin Hazırlanması  

Empedans ölçümlerinde kullanılan redoks çözeltisi, litresinde 0.822 g K3Fe(CN)6, 

1.040 g K4Fe(CN)6 ve 7.45 g KCl içerecek Ģekilde ultra saf suda hazırlandı. 

3.4. Voltametrik Ölçümler 

Tüm elektrokimyasal ölçümlerde üçlü elektrot sistemi kullanılmıĢtır. ÇalıĢma 

elektrodu olarak kalem grafit elektrot (Tombow uç), referans elektrot olarak 

Ag/AgCl elektrot, yardımcı elektrot olarak ise platin tel kullanılmıĢtır. Tüm 

voltametrik ölçümler ABS (0.5 M pH:4.8) içinde, elektrokimyasal empedans 
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spektrometri ölçümleri ise 0.1 M KCl içeren 2.5 mM Fe(CN)6
4-/3-

 (1:1) karıĢımı 

içinde Faraday kafesinde gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Çevrimli Voltametri (CV) Koşulları: 

EbaĢlangıç  : -0.400 V 

Eçevrim  : 1.700 V 

Eson  : -0.400 V 

Eadım  : 5 mV 

Tarama hızı : 100 mV/s 

Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) Koşulları: 

EbaĢlangıç  : 0.000 V 

Eson  : 1,500 V 

Puls süresi : 50 ms 

Puls genliği : 50 mV 

Eadım  : 5 mV 

Tarama hızı : 50 mV/s 

3.5. Deneylerde Kullanılan ÇalıĢma Elektrotların Hazırlanması  

3.5.1. Kullanılan Kalem Grafit Elektrodun (PGE) Hazırlanması  

ÇalıĢmalarda kullanılan kalem grafit elektrot, Live firmasından satın alındı. 

(Tombow, HB, 0.5 mm). Elektrotlar Tombo marka kalem uçlarının 3.0 cm 

boyutunda kesilmesiyle hazırlandı (Özsöz vd., 2002; Wang vd., 2001) 

Elektrokimyasal hücre içerisinde 1.0 cm kalacak Ģekilde kalem içerisine yerleĢtirildi. 
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3.5.2. Elektrotların AMT ile Modifikasyonu 

3.5.2.1.  Elektrot modifikasyonunda döngü sayısının optimizasyonu  

Yüzeyi modifiye edilmemiĢ yalın elektrotlar 0.1 M H2SO4 içeren 1mM AMT 

çözeltisi içerisinde -0,4 ile +1,7 V potansiyel aralığında, 50 mV/s tarama hızında, 

farklı döngü sayıları (5, 10, 15) uygulanarak dönüĢümlü voltammetri tekniği ile 

modifiye edildi. Farklı döngü sayıları uygulanarak kaplanmıĢ olan elektrotların 

elektron transfer direncindeki değiĢim elektrokimyasal empedans spektrometri (EIS) 

tekniği kullanılarak ölçüldü. Ayrıca farklı döngü sayıları uygulanarak kaplanmıĢ 

elektrotların yüzeyine poli-Adenin DNA immoblize edilerek adenin yükseltgenme 

sinyalleri diferansiyel puls voltametri tekniği kullanılarak ölçüldü. DönüĢümlü 

voltametri tekniğinde tarama hızı, daha önceki çalıĢmada optimize edildiği Ģekilde 

100 mV/s  olarak uygulandı (Muti vd. 2013)  

3.6. Poli-AMT ile Modifiye EdilmiĢ Elektrot Yüzeyine DNA 

Ġmmobilizasyonu  

3.6.1. Modifiye Sensör ile Yalın Sensörün DNA Sinyali Açısından 

KarĢılaĢtırılması  

Yüzeyi modifiye edilmemiĢ (yalın) ve poli-AMT ile modifiye edilmiĢ PGE‟ler, 

8 µg/mL tiyol (SH) iĢaretli DNA (poli adenin) çözeltisi içeren viyallere daldırıldı ve 

pasif adsorbsiyon yöntemine göre bu viyaller içinde 1 saat süreyle bekletildi. Daha 

sonra, PGE‟ler spesifik olmayan adsorbsiyonun uzaklaĢtırılması için 10 saniye 

boyunca ABS ile yıkandı. DNA yanıtları, adenin yükseltgenme sinyali diferansiyel 

puls voltametri tekniği kullanılarak ölçüldü ve yalın ve poli-AMT modifiye 

elektrotlar açısından karĢılaĢtırıldı. 

3.6.2. Elektort Yüzeyine Ġmmobilize Edilecek Optimum DNA DerĢiminin 

Saptanması  

Yüzeyi poli-AMT ile modifiye edilmiĢ PGE‟ler farklı deriĢimlerde (1, 2, 4, 6, 8, 

10  µg/mL) tiyol (SH) ile iĢaretli DNA çözeltisine (poli-adenin) çözeltisine 1 saat 

süre ile daldırıldı. 1 saatin sonunda elektrotlar 10 saniye boyunca asetat tampon 

çözeltisine daldırılarak yıkandı ve adenin yükseltgenme sinyali DPV tekniği ile 

ölçüldü. 
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3.6.3. Modifiye Sensör ile Seçimlilik ÇalıĢmaları 

Poli-AMT PGE yüzeyine önce 8 µg/mL guanin bazı içermeyen SH iĢaretli HBV 

prob dizisi immobilize edildi. Elektrotlar 10 saniye ABS içerisine daldırılarak 

yıkandı ve bu kez 8 µg/mL hedef DNA, bir bazı hedef diziden farklı olan dizi (MM) 

ve rastgele DNA dizisi (NC)‟ne yine 1 saat süre ile daldırıldı. 1 ssatin sonunda 

elektrotlar bu kez TBS ile yıkanarak spesifik olmayan bağlanmalar uzaklaĢtırıldı ve 

elektrotlar ölçüme hazır hale getirildi.   

3.7. Poli-AMT ile Modifiye EdilmiĢ PGE ile HBV-DNA 

Hibridizasyonunun Elektrokimyasal Empedans Spektrometri 

Tekniği Ġle Ġncelenmesi 

Kalem grafit elektrotların;  

Yalın halde, 

Poli-AMT ile modifikasyondan sonra, 

Poli-AMT yüzeyine 8 µg/mL DNA immobilizasyonundan sonra, 

Poli-AMT yüzeyinde prob DNA’nın; 

8 µg/mL hedef DNA,  

8 µg/mL MM ve  

8 µg/mL NC ile  

hibridizasyonundan sonra redoks çözeltisi (0.1 M KCl içeren 2.5 mM Fe(CN)6
4-

/
3-

 

(1:1) karıĢımı) içerisinde elektron transferine karĢı gösterdikleri direnç, açık devre 

potansiyelinde (0.24 V) adım adım yukarıdaki sırayla ölçüldü. Ayrıca tüm empedans 

çalıĢmalarında elektron transfer direnci (Rct)‟lerin ölçülmesinde kulanılan devre 

modeli aĢağıdaki Ģekilde gösterilmiĢtir.  
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ġekil 3.1. EIS devre modeli 

Yukarıdaki Ģekilde; 

 Rs, çözelti direncini,  

Cd, DNA/ elektrot ara yüzeyindeki ara yük kapasitansını,  

Rct, DNA/elektrolit ara yüzeyindeki yük transfer direncini (Rct),  

W: Elektrot yüzeyindeki kütle transferinden kaynaklanan Warburg empedansını 

göstermektedir. 

3.8. Yalın ve Modifiye Elektrotların Spektroskopik Karakterizasyonu 

3.8.1. AMT ile Modifiye EdilmiĢ PGE Yüzeylerinin Taramalı Elektron 

Mikroskobu ile Karakterizasyonu  

Yalın PGE, poli-AMT ile modifiye edilmiĢ PGE ve yüzeyine DNA immobilize 

edilmiĢ PGE yüzeylerinin mikroskobik karakterizasyonu, alan emisyonu taramalı 

elektron mikroskobu ile (hızlandırma potansiyeli 5.0 KV) Ġzmir Yüksek Teknoloji 

Enstitüsü Malzeme AraĢtırma Merkezi‟nde uzman personel tarafından 

gerçekleĢtirildi.
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4. BULGULAR VE TARTIġMA 

4.1. AMT’nin Elektrokimyasal DavranıĢının Belirlenmesine ĠliĢkin 

Elde Edilen Bulgular 

Elektrokimyasal davranıĢının dönüĢümlü voltametri tekniği ile belirlendiği 

çalıĢmada AMT‟nin 0.505 V, 0.775 V, 1.18 V ve 1.43 V‟ta olmak üzere 4 adet 

yükseltgenme ve - 0.015 V‟ta 1 adet indirgenme sinyali verdiği gözlenmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. Yalın ve Modifiye Elektrotların Spektroskopik 

Karakterizasyonuna ĠliĢkin Elde Edilen Bulgular 

Yalın PGE, poli-AMT ile modifiye edilmiĢ PGE ve yüzeyine DNA immobilize 

edilmiĢ PGE yüzeylerinin mikroskobik karakterizasyonu iki farklı büyütme için 

500 (a, c, e) ve 2500 (b, d, f)  Ģekil 4.2 de görülmektedir. Modifiye olmamıĢ 

(yalın) PGE„nin pürüzlü yüzeyi Ģekil 4.2 (a,b)‟de görülmektedir. Elektrot 

yüzeyinin elektroaktif poli-AMT ile modifiye edildiğinde (c,d) yalın elektroda 

(a,b) kıyasla daha pürüzsüz olması yüzeyin polimer film ile kaplanması 

nedeniyledir. Ayrıca poli-AMT ile modifiye edilmiĢ yüzeyin (c,d) daha parlak 

görülmesi, elektrot yüzeyinin elektroaktif bir molekül tarafından modifiye 

edildiğinin bir kanıtı olarak görülebilir. Poli-AMT ile modifiye edilmiĢ elektrot 

ġekil 4. 1. AMT‟nin dönüĢümlü voltamogramı 
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yüzeylerindeki parlak görüntünün e ve f resimlerinde kaybolmasının, yüzeye DNA 

immobilize olması nedeniyle olduğu düĢünülebilir.  

4.3. Yüzeyi AMT ile Modifiye EdilmiĢ PGE Yüzeyinde DNA Tayini 

4.3.1. Poli-AMT PGE ile Yalın PGE’nin Adenin Yükseltgenme Sinyalleri 

Açısından KarĢılaĢtırılması  

Yüzeyine 20 µg/mL DNA çözeltisi (SH iĢaretli poli adenin) immobilize edilmiĢ 

Yalın-PGE ve poli-AMT ile modifiye edilmiĢ PGE‟lerin adenin yükseltgenme 

sinyalleri 0.5 M ABS tamponunda ölçüldü. Yüzeyi poli-AMT ile modifiye edilmiĢ 

elektrotla (14.3 µA, RSD=%11.5) yalın elektrota (7.02 µA, RSD=%21.1) kıyasla 2 

kat yüksek adenin sinyali elde edildi.  

ġekil 4. 2. Yalın PGE (a,b), poli-AMT PGE (c,d) ve DNA immobilize edilmiĢ poli-AMT 

PGE‟ye (e,f) ait SEM fotoğrafları. 500 büyütme (a,c,e) ve 2500 büyütme (b,d,f). 
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ġekil 4.3. Poli-AMT PGE ile yalın PGE‟nin Adenin yükseltgenme sinyalleri açısından 

karĢılaĢtırılması,  Adenin yükseltgenme sinyaline ait A) diferansiyel puls 

voltamogramı ve B) histogram 
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4.3.2. Elektrot Modifikasyonunda Döngü Sayısının Optimize Edilmesine 

ĠliĢkin Elde Edilen Bulgular  

Elektrot yüzeyini poli-AMT ile modifiye etmede dönüĢümlü voltametri tekniği 

kullanıldı. Elektrot yüzeyini en yüksek miktar ve kararlılıkta poli-AMT film ile 

kaplamak için uygulanacak döngü sayısını belirlemek amacıyla, 5, 10 ve 15 döngü 

uygulanarak kaplanan elektrotların elektron transfer direnci EIS tekniği 

kullanılarak ölçüldü. Elde edilen sonuçlar Ģekil 4.4 A da görülmektedir.  

Hazırlanan 3 farklı grup elektrodun poli-AMT ile modifiye edilmeden önce ve 

sonra elektrot ile elektrolit ara yüzeyinde gerçekleĢen elektron transfer direnci 

(Rct) ölçüldü.  Rct değerlerindeki en yüksek farklanma (5.43 kat) 10 döngü 

uygulanarak kaplanan elektrotlarda ölçüldü.  

Ayrıca farklı döngü sayıları uygulanarak modifiye edilen elektrotlar ile adenin 

yükseltgenme sinyalleri ölçüldü (Ģekil 4.4 B). En yüksek sinyal yine 10 döngü 

uygulanarak modifiye edilen elektrotlar ile elde edildi (11.3 µA, RSD=% 6.6). Bu 

nedenle bundan sonraki çalıĢmalarda elektrotların dönüĢümlü voltametri tekniği 

ile modifiye edilmesinde 10 döngünün uygulanmasına karar verildi.  
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ġekil 4.4. Farklı döngü sayıları uygulanarak elde edilmiĢ poli-AMT PGE‟lerin A) Rct 

değerlerindeki farklanmayı B) AMT ve Adenin yükseltgenme sinyallerini gösteren 

histogram. 
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4.3.3. Poli-AMT PGE Yüzeyine Ġmmobilize Edilecek Optimum DNA 

DeriĢiminin Saptanması 

Poli-AMT PGE yüzeyine immobilize edilecek optimum DNA deriĢiminin 

saptanması için yapılan deneyde 1, 2, 4, 6, 8, 10 µg/mL poli adenin immobilize 

edilmiĢ elektrotlar ile elde edilen adenin yükseltgenme sinyalleri Ģekil 4.5‟te 

görülmektedir. En yüksek adenin sinyalinin 8 µg/mL DNA immobilizasyonu 

sonucu elde edilmesi, modifiye elektrot yüzeyine en yüksek miktarda bağlanacak 

DNA deriĢiminin 8 µg/mL olduğunu göstermektedir. 

 

ġekil 4.5. Yüzeyine farklı derĢimlerde DNA immobilize edilmiĢ poli-AMT PGE ile elde 

edilen adenin yükseltgenme sinyallerini gösteren A) voltamogram B) histogram. 
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4.3.4. Poli-AMT PGE Yüzeyinde HBV Hibridizasyonunun GerçekleĢtiği 

Optimum Hedef DNA DeriĢiminin Saptanması  

Yüzeyine 8 μg/mL HBV prob immobilize edilmiĢ poli-AMT PGE yüzeyinde prob 

ile hibritleĢecek optimum hedef DNA konsantrasyonunun belirlendiği bu 

çalıĢmada 2 μg/mL„den 10 μg/mL„ye kadar değiĢen deriĢimlerde hedef DNA 

kullanılarak hibridizasyon sonrası guanin bazının yükseltgenme sinyalleri ölçüldü. 

ÇalıĢmada kullanılan hedef DNA dizisi, 3. bölümde belirtilen, hepatit B virüsünü 

temsil eden ve guanin bazı içermeyen dizidir. Bu dizi hedef dizi ile hibridize 

olduğunda, hibridizasyonun derecesine bağlı olarak, hedef dizideki guanin 

yükseltgenme sinyalinde artıĢlar ortaya çıkmaktadır. Elde elden kalibrasyon 

grafiği Ģekil 4.6‟da görülmektedir. Kalibrasyon grafiğinden hesaplanan tayin sınırı 

(LOD) 7,1 μM (42,11 µg/mL) olarak, Miller (2000)‟deki yönteme göre 

hesaplandı. 

 

ġekil 4.6. poli-AMT PGE yüzeyine immobilize edilmiĢ tiyol iĢaretli HBV prob ile 

hibridizasyon sonrası elde edilen guanin yükseltgenme sinyalleri kullanılarak 

hazırlanmıĢ olan kalibrasyon grafiği. 
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4.3.5. Poli-AMT PGE yüzeyinde HBV DNA Hibridizasyonunda Seçimlilik 

ÇalıĢması 

Poli-AMT PGE yüzeyine immobilize edilmiĢ probun seçimliliğini test etmek için 

yapılan bu çalıĢmada yalın PGE, poli-AMT PGE, yüzeyine 8 µg/mL DNA prob 

(guanin içermeyen tiyol iĢaretli) immobilize edilmiĢ PGE ve probun hedef, NC ve 

MM DNA dizileri ile hibridizasyonu sonrası elektron transfer direncindeki 

farklanma ölçüldü. Elde edilen sonuçlar Ģekil 4.7‟de görülmektedir. Yalın elektrot 

yüzeyinin elektron transfer direnci (15 Ω, RSD=% 6.2) elektrodun poli AMT ile 

modifiye edilmesi sonucu yüzeyin polimer film ile kaplanması nedeniyle 

artmaktadır (257 Ω, RSD=% 9.7). Poli-AMT PGE yüzeye prob yani tek sarmal 

DNA immobilize edildiğinde elektron transfer direnci daha da artarak 810 Ω 

(RSD=% 10.2) olmaktadır. Elektron transfer direnci MM ve NC ile 

hibridizasyondan sonra bir takım spesifik olmayan bağlanmalar nedeniyle 

azalmakta fakat hedef DNA ile hibridizasyon sonucunda oluĢan çift sarmal 

DNA‟nın bazları arasında bulunan H bağları üzerinden elektron transferinin 

gerçekleĢmesi nedeniyle neredeyse yarıya düĢmektedir (434 Ω, RSD=%10.9) 

tekrar düĢmktedir 

 

ġekil 4.7. Poli-AMT ile modifiye edilmiĢ PGE‟nin HBV DNA ile hibridizasyon öncesi ve 

sonrasındaki Rct değerlerinin ortalamasında hazırlanmıĢ olan histogram.  
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5. SONUÇ 

Genetik hastalıkların basit, hızlı ve ucuz yoldan tayini, hastalıkların erken teĢhisi ve 

tedavisi açısından son derece önemlidir. Hepatit B virüsünü (HBV) temsil eden DNA 

dizisinin elektrokimyasal olarak tayin edilmesi için sensör geliĢtirilmesini amaçlayan 

çalıĢmamızda, tek kullanımlık kalem grafit elektrot yüzeyi, iletken bir monomer olan 

AMT ile dönüĢümlü voltametri tekniği kullanılarak polimer film Ģeklinde modifiye 

edilmiĢtir. ÇalıĢmanın birinci bölümünde elektrot yüzeyini poli-AMT ile modifiye 

etmede uygulanacak döngü sayısı, hem elektrokimyasal empedans spektrometri tekniği 

ile yüzeyde meydana gelen elektron transfer direncindeki farklanma ölçülerek hem de 

diferansiyel puls voltametri tekniği kullanılarak adenin yükseltgenme sinyali ölçülerek 

optimize edilmiĢtir. Ġkinci bölümde modifiye elektrot yüzeyine immobilize edilecek 

prob deriĢimi optimize edilmiĢ ve HBV DNA sensörü tasarlanmıĢtır. ÇalıĢmamızın 

üçüncü bölümünde ise tasarlanan sensörün tayin sınırı ve seçimliliği gibi özellikleri 

incelenmiĢtir. Yalın PGE, yüzeyine poli-AMT modifiye edilmiĢ PGE ve DNA 

immobilize edilmiĢ poli-AMT PGE‟nin yüzeyi taramalı elektron mikroskopu (SEM) 

kullanılarak karakterize edilmiĢtir.  

Poli-AMT modifiye PGE ile yüzeye DNA prob immobilizasyonunda yalın PGE‟ye 

kıyasla 2.02 kat yüksek adenin sinyali elde edilmesi poli-AMT ile modifikasyon 

sonucu elektrot yüzeyinde bulunan SH gruplarıyla, SH iĢaretli DNA prob arasında 

meydana gelen disülfit bağlarının oluĢumu nedeniyledir (Muti vd. 2012). Poli-AMT ile 

elektrot modifikasyonu kolay, hızlı ve nanomalzelerle modifiye edilmiĢ elektrotlarla 

kıyaslandığında daha ucuzdur.  

GeliĢtirdiğimiz sensörün tayin sınırı 7.1 µM olarak hesaplanmıĢtır. GeliĢtirilen sensör 

kendi tamamlayıcısına yüksek seçimlilikle bağlanmıĢtır. ÇalıĢmada ayrıca, 

[Os(bpy)2Cl2]
+
, [Co(phen)3]

3+
, metilen mavisi, ekinomisin gibi hibridizasyon 

indikatörleri kullanılmaması hibridizasyonun indikatörsüz yapılması çalıĢmaya bir 

üstünlük kazandırmaktadır.  

ÇalıĢmamızın diğer bir avantajı ise elde edilen yüzeye immobilize edilen DNA‟nın 

yüksek kararlılıkta yüzeye bağlanması bunun sonucu kendi tamamlayıcısı olan hedef 

DNA dizisini yüksek seçimlilikte algılayabilen bir yüzey oluĢturulabilmiĢ olmasıdır.  
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