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Genetiği değiştirilmiş organizmaların (GDO), artan gıda ihtiyacını karşılamak 

amacıyla geliştirilen verim artışı, yüksek besin değeri ve herbisitlere dayanıklılık gibi 

olumlu etkileri yanında doğadaki tür dağılımı ve alerjik reaksiyonlar gibi endişeler 

ülkelerin GDO teknolojisine karşı yaklaşımlarını etkilemiştir. Transgenik bitkilerin 

gıda ürünlerindeki kullanımlarının dünya genelinde giderek artması bu ürünlerin 

tespitine yönelik ihtiyacı beraberinde getirmiştir. GDO’lu ürünlerin tespiti için son 

yıllarda kullanımı basit ve iyi analitik özelliklere sahip biyosensörler tercih 

edilmektedir. Bu tez çalışmasında, gıda ürünlerinde transgenik soya içeriğinin tespiti 

amacıyla elektrokimyasal yöntemle yüzeyi altın (Au) ve gümüş (Ag) elementleri ile 

modifiye edilmiş grafen oksit (GO)/indirgenmiş grafen oksit (rGO) nanokompozit 

kaplı kalem grafit elektrotlar (PGE) tasarlanmış ve elektrokimyasal biyosensör 

özellikleri incelenmiştir. GDO ürünlerinin tespiti için yakalayıcı DNA probu olarak 

CaMV 35S promotör bölgesine spesifik tiyol işaretli oligonükleotidler ile hedef gen 

hibridizasyonuna bağlı olarak elde edilen sonuçlar elektrokimyasal empedans 

spektroskopisine (EIS) dayalı olarak değerlendirilmiştir. Bu sonuçlara göre 10-12-10-

16 M doğrusal konsantrasyon aralığında tespit gerçekleştirilmiştir. Çalışmada farklı 

işlenmişlik seviyelerine sahip gıda ürünlerine (bisküvi, kek, kraker, mısır cipsi, soya 

unu, mısır unu) için en uygun DNA izolasyon yöntemleri belirlenmiştir. Moleküler 

taramalar sonucunda soya içeren bazı gıda ürünlerinde CaMV 35S bölgesi 

bakımından GDO taramaları yapılmıştır. Tasarlanan GDO biyosensöründe, gerçek 

örnek denemeleri için izole edilen genomik DNA ürünleri doğrudan hedef olarak 

kullanılmış ve işlenmiş gıda ürünlerinde GDO tespitine yönelik alternatif ve hızlı bir 

teknik geliştirilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Genetiği değiştirilmiş organizma, GDO, elektrokimyasal 

biyosensör, grafen oksit, transgenik soya, PCR 
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Genetically modified organisms (GMOs) have positive effects such as increased 

yield, high nutritional value, and resistance to herbicides in order to meet the 

increasing food demand. However, concerns such as species distribution in nature 

and allergic reactions have affected countries approaches to genetically modified 

organism technology. The increasing use of transgenic plants in food products 

around the world has brought about the need for the detection of these products. In 

recent years, for the detection of GMO products, biosensors are preferred due to their 

ease to use, automation, and good analytical properties. In this thesis study, graphene 

oxide (GO)/reduced graphene oxide (rGO) nanocomposite-coated pencil graphite 

electrodes (PGEs) modified with gold (Au) and silver (Ag) elements were designed 

and used to determine the transgenic content in food products with the 

electrochemical method. Thiol-labeled oligonucleotides specific to the CaMV 35S 

promoter region were used as capture DNA probes. The results obtained due to target 

gene hybridization were evaluated according to electrochemical impedance 

spectroscopy (EIS). According to these results, detection was carried out in a linear 

range of 10-12-10-16 M. In the study, the most appropriate DNA isolation methods for 

processed food products (biscuits, cakes, crackers, corn chips, soy flour, corn flour) 

were determined. As a result of molecular studies, GMO was determined in terms of 

CaMV 35S region in some food products containing soy. In the designed GMO 

biosensor application, the isolated genomic DNA products were used as direct targets 

for real samples, and an alternative and rapid technique for GMO detection in 

processed food products was developed. 

Keywords: Genetically modified organism, GMO, electrochemical biosensor, 

graphene oxide, transgenic soybean, PCR 
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1.  GİRİŞ  

Rekombinant DNA teknolojisindeki ilerlemeler, yaygın şekilde yetiştirilen bitkisel 

ürünlerin transgenik üretimi başta olmak üzere genetiği değiştirilmiş organizmaların 

(GDO) üretimini arttırmıştır. GDO teknolojisi, ilgili genetik materyalin doğal olarak 

hibritleşme veya doğal rekombinasyon yoluyla meydana gelemeyecek şekilde 

değiştirilmesi ile oluşturulan organizmaları tanımlamaktadır (Mahgoub ve Nollet, 

2019). Dünya genelinde nüfus artışının sürekli olarak yükselmesi gıda ihtiyacını 

karşılayacak etkili yöntemlere ihtiyaç duyulmasına neden olmaktadır. Bu sebeple 

verimi iyileştirmek, besin değerini arttırmak, stres koşullarına dayanıklılığı 

geliştirmek için genetik modifikasyondan yararlanılmaktadır. Transgenik teknolojisi 

uzun yıllardan beri geliştirilmiş olmasına rağmen, başta gıda güvenliği, çevresel risk 

ve etik kaygılar olmak üzere çok sayıda araştırma yapılmaya devam etmektedir. 

Bununla beraber, GDO teknolojisinin gıda ürünleri içeriğinde yer alması bu ürünlerin 

tespiti konusunda büyük bir ihtiyaç doğurmaktadır. Yaklaşık 40'tan fazla ülke GDO 

etiketlemesi için yasa ve kurallar dizisi oluşturmuş ve ülkeler arasındaki farklı 

düzenlemeler GDO'nun tespiti ve tanımlanmasının önemini arttırmıştır. Bu 

kapsamda genetiği değiştirilmiş organizmaların kullanım alanları ve etiketlemelerine 

ilişkin yaptırımlar çeşitlilik göstermektedir. Avrupa birliği GDO içeriğine sahip 

gıdaların etiketlenmesi konusunda daha sıkı politikalara sahipken, Kanada ve ABD 

gibi bazı ülkeler, transgenik içeriğe sahip gıda ürünlerinin etiketlemesini zorunlu 

kılmamaktadır (Ateş, 2020; Vega Rodriguez ve diğerleri, 2022). Ülkemizde 2010 yılı 

5977 sayılı Biyogüvenlik Kanununa göre GDO’lu ürünlerin gıdalarda kullanımı 

yasak olmakla birlikte, hayvan yemlerinde kullanımı izin verilmiş genlere ait eşik 

değerleri çerçevesinde etiketleme zorunluluğu içerisindedir.  

GDO teknolojisi, gıda testleri ve etiketlemeyi kapsayan düzenlemelerle tüketicinin 

bilgilendirilmesi ve tercih hakkı sunulması için elverişli sistemlere ihtiyaç 

duymaktadır. Bu bakımdan hem bilinçli tüketimi desteklemek hem de biyoçeşitliliği 

korumak için transgenik ürünleri hammadde olarak bulunduran işlenmiş gıdaların 

takibi önemlidir. Limanlarda ve gümrük kapılarında kontrol ve tespit 
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laboratuvarlarının kurulması ile özellikle ithal olarak ülkemize gelen ürünlerin hızlı 

bir şekilde GDO testlerine tabi tutulmaları gerekmektedir. 

GDO'nun tespiti için çeşitli yöntemler geliştirilmiştir. Roundup Ready soya fasulyesi 

(Wurz ve diğerleri, 1997) ve Bt-mısır (Hupfer ve diğerleri, 1998) incelenmesinde 

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile tespit prosedürü uygulanmaktadır. Bu 

prosedüre göre kullanılan primerler, gıdaların genel olarak taranmasına olanak 

sağlamak için karnıbahar mozaik virüsü (CaMV 35S), Agrobacterium 

tumefaciens'ten türetilmiş nos terminatöründen ve antibiyotik marker geni NPTII'den 

(neomisin-fosfotransferaz II) türetilen promotör ve terminatör parçalarını çoğaltmak 

üzere tasarlanmaktadır. Radyoizotopik ve floresan izlemeye dayanan DNA tespitine 

yönelik geleneksel yöntemler, yetişmiş personel ile alt yapı gerektirir ve zaman 

alıcıdır. Bu nedenle özellikle inceleme noktasındaki rutin ve hızlı analizler için pek 

uygun değildir. Nükleik asit ve protein temelli yöntemlerin deneyimli eleman, işgücü 

ve maliyetli ekipman gerektirmesi nedeniyle GDO'ların tespiti amacıyla etkin 

metodolojilerin geliştirilmesi önemlidir. Bu amaçla GDO içeren ve içermeyen 

gıdaların tanımlanmasını hedefleyen otomatik tespit sistemlerinin ve ayrıca 

gıdalardaki GDO seviyelerinin doğrulanmasını amaçlayan teknolojilerin üretilmesi 

gerekmektedir. Son yıllarda hızlı ve hassas GDO tespiti için çeşitli biyosensörler 

geliştirilmekte ve uygulanmaktadır (Manzanares ve diğerleri, 2015; He ve diğerleri, 

2017; Jamaluddin ve diğerleri, 2018; Liu ve diğerleri, 2020; Zeng ve diğerleri, 2021). 

Elektrokimyasal biyosensörler GDO tespiti için umut verici biyoanalitik araçlardır. 

Elektrokimyasal tespit maliyeti daha düşük, hızlı ve taşınabilir bir analiz teknolojisi 

sunmaktadır (Zheng ve diğerleri, 2022). Ancak, elektrokimyasal algılama 

platformlarında, karmaşık biyolojik ortamlarda elektrot kirlenmesinden dolayı düşük 

hassasiyet ve algılama problemleri gibi sınırlamalar mevcuttur. Bu problemleri 

gidermek için elektrokimyasal biyosensörlerin önemli bir bileşeni olan algılayıcı 

elektrotların nanoyapılarda üretilmesi ya da farklı modifikasyonlarla geliştirilmesi 

gerekmektedir. Nanoyapılı elektrotlar, yüksek yüzey aktifliği ve karmaşık biyolojik 

numunelerde çalışırken (serum, kan vb) biyolojik kirlenme direnci gibi avantajlı 

özellikler sağlayarak biyosensörlerin duyarlılık ve tespit avantajlarının gelişmesine 

yardımcı olmaktadır. 

Bu tez çalışmasında, GDO ürünlerinin tespiti için yüzeyi indirgenmiş ve 

pullandırılmış grafen oksit yapısı ile temellendirilmiş, devamında ise altın (Au) ve 
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gümüş (Ag) bimetalik nano yapıları ile modifiye edilmiş kalem grafit elektrotlar 

(PGE) kullanılmıştır. Biyosensör yüzeyinin iletkenliğini iyileştirmenin yanında 

sensör yapısının duyarlılığını arttırmak için elektrot yüzeyine kaplanan pullandırılmış 

grafen oksit ve indirgenmiş grafen oksit yapıları tez çalışması boyunca modifiye 

Hummers yöntemine göre sentezlenmiş ve pullandırma işlemi için bilyalı öğütme 

metodu kullanılmıştır. Sentezlenen grafen yüzey üzerine altın-gümüş nano yapıların 

modifikasyonu yapılarak Au-Ag/GO-rGO/PGE yoluyla GDO tespitine yönelik DNA 

bazlı elektrokimyasal biyosensör üretimi tamamlanmıştır. Ayrıca işlenmiş gıda 

ürünlerine ait genomik DNA kalite ve miktar karşılaştırması bakımından farklı DNA 

izolasyon protokolleri ile incelenmiş, incelenen ürünlerde soya ve mısır içeriğinin 

taranması için lektin ve zein genine spesifik primerlerle spesifik taramalar yapılmış, 

CaMV 35S promotör dizilerinin moleküler taraması gerçekleştirilmiştir.  

Tez çalışmasının son basamağında ise moleküler verilerle karşılaştırmak ve 

tasarlanan GDO biyosensörünün etkinliğini gerçek gıda örneklerinde test etmek 

amacıyla elektrokimyasal empedans spektroskopisinden faydalanılmıştır. Elde edilen 

sonuçlar geliştirilen biyosensörün GDO tespitinde CaMV 35S promotör bölgesine 

sahip gıda ürünlerini bu gen bölgesini içermeyen ürünlerden ayırabildiğini 

göstermiştir.  Bu tez çalışması ile elde edilen sonuçların, özellikle transgenik 

ürünlerin limanlarda ve gümrük kapılarında kontrol ve tespitinde kullanılması ile 

ithal olarak ülkemize gelen içeriğinde CaMV 35S promotör bölgesi bakımından 

GDO içeriği bulunduran işlenmiş ürünlerin hızlı bir şekilde GDO tarama testlerine 

tabi tutulmaları konusunda fayda sağlaması beklenmektedir. 
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2.  KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARAŞTIRMASI  

2.1 Genetiği Değiştirilmiş Organizmalar (GDO) 

2.1.1 Biyoteknoloji ve genetiği değiştirilmiş organizmalar 

Biyoteknoloji, canlı organizmalarla ilgilenen tüm teknolojileri kapsayan bir terimdir. 

"Biyoteknoloji" kelimesi, "bios" (hayatla ilgili her şeyi ifade eden) ve "technikos" 

(insan bilgi ve becerilerini içeren) olmak üzere iki Yunanca kelimeden türetilmiştir 

(EuropaBio, 2017). Biyoteknoloji yeni, kullanışlı ürünler ve süreçler oluşturmak için 

biyolojik madde veya süreçleri kullanan teknolojileri içermektedir. Biyoteknolojiden 

yararlanan uygulama yelpazesi, ekmek, alkol ve peynir üretimi gibi geleneksel 

kullanımlardan genetiği değiştirilmiş organizma (GDO) üretimi gibi daha modern 

uygulamalara kadar uzanmaktadır. Bu anlamda GDO üretimi, biyoteknolojinin 

modern uygulamalarından biri olan biyoteknoloji çatısı altına girmektedir. GDO'ları 

üretmek için çeşitli biyoteknoloji araçları kullanılmaktadır. Tarım, farmakoloji ve tıp 

disiplinleri altında biyoteknolojinin kullanıldığı alanlardan bazıları moleküler 

biyoloji, mikrobiyoloji, embriyoloji, doku kültürü ve genetik mühendisliğidir. 

“Genetik modifikasyon” hem eski hem de yeni biyoteknolojileri kapsayan genel bir 

terimdir. Biyoteknoloji aşağıdaki gibi iki temel bölüme ayrılabilir (Shrestha, 2010): 

• Gen dışında kalan biyoteknoloji (eski biyoteknoloji) tüm hücre, doku ve hatta 

bireysel organizmaları inceleyen süreçler ve metodolojiler. 

• Genetik teknikleri içeren biyoteknoloji (yeni biyoteknoloji) klonlama, genetik 

manipülasyon gibi benzer süreçleri içeren teknikler. 

“Transgenik teknoloji” ve “genetik mühendisliği” olarak da bilinen genetik 

modifikasyon (GM), canlı bir organizmanın genetik materyal DNA'sını değiştirmek 

veya mühendislik yapmak için kullanılan bir dizi tekniği içeren modern biyoteknoloji 

türüdür. Bu teknikler, genleri kesip birleştirmeye, mutasyona uğratmaya, 

kopyalamaya, çoğaltmaya ve ardından bu genleri bir organizmadan diğerine izole ve 

transfer ederek genetiği değiştirilmiş organizma olarak bilinen teknolojiyi oluşturur. 
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Çevre üzerinde zararlı bir etkiye sahip olmadan, kaliteden ödün vermeden gıda ve 

yem verimini arttırmanın yanında sağlıklı ve sürdürülebilir üretim yapabilmek 

tarımsal biyoteknoloji endüstrisinin en önemli hedeflerinden biridir. GDO teknolojisi 

bu konuda kullanılan genetik materyalin, doğal olarak hibritleşme veya doğal 

rekombinasyon ile oluşamayacak şekilde insanlar tarafından değiştirilmesi ile oluşan 

organizma olarak tanımlanmaktadır. Dünya Sağlık Örgütü'ne (WHO, 2014) göre ise 

GDO'lar “genetik materyalin (DNA) doğal olarak meydana gelmeyecek şekilde 

değiştirildiği organizmalar” olarak tanımlanmaktadır. Benzer bir tanımla FAO 

(Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü) ve Avrupa Komisyonu da GDO’yu 

rekombinasyon/çiftleşme yoluyla oluşmayan ürün veya ürünler olarak belirtmektedir 

(FAO, 2016). Bu tanımlar daha düşük fiyat, dayanıklılık, daha yüksek besin değeri 

veya her ikisi gibi bazı avantajlar sağlayabildikleri için üretilen genetiği değiştirilmiş 

canlıları kapsamaktadır (Mahgoub ve Nollet, 2019).  

GDO üretiminin en etkili sebepleri arasında küresel nüfus artışı karşısında artan 

besin ihtiyacını karşılayabilme ihtiyacıdır. Birleşmiş Milletler Nüfus Fonu 

(UNFPA) 2022 tahminlerine göre mevcut küresel insan nüfusunun 2021 yılı için 

yaklaşık 7 milyar 874 milyon 965 bin 732 kişi olduğu ve 2022 yılı için bu rakamın 

yaklaşık 8 milyar kişi olacağı tahmin edilmiştir (TÜİK 2022). Birleşmiş Milletler 

Ekonomik ve Sosyal İşler Departmanı/Nüfus Bölümü Dünya Nüfus Beklentileri: 

2015 Revizyonu raporuna göre, dünya nüfusunun büyüme hızı son yıllarda 

yavaşlamış olsa da yıllık 83 milyon kişinin eklenmesi beklenmektedir. Buna göre, 

tahmini dünya nüfusu 2030'da 8,5 milyar ve 2050'de 9,7 milyar olacaktır. Nüfusun 

genişlemesi, dünyadaki yetersiz beslenmeye neden olan en önemli sebeplerden 

biridir. 2016 yılında, BM Gıda ve Tarım Örgütü (FAO), 780 milyonu gelişmekte 

olan bölgelerde olmak üzere dünyada 795 milyon insanın yetersiz beslendiğini 

bildirmiştir (FAO, 2015). Bu nedenle, yetersiz beslenmenin ortadan kaldırılması 

küresel politika oluşturmanın önceliği olmalıdır. Mahsullere yönelik artan küresel 

talebi karşılamak için en gerçekçi çözüm, halihazırda ekili olan arazilerde mahsul 

verimini artırmaktır. FAO, kişi başına gıda üretimi için mevcut sınırlı ekilebilir arazi 

miktarının 0,242 hektardan 2050 yılına kadar 0,18 hektara düşeceğini öngörmektedir 

(Alexandratos, 2012). Dönüm başına daha fazla verim sağlanmalıdır. Bu sebeple 

çözüm, hastalık direnci, yabancı ot kontrolü gibi genetik iyileştirmelerden gelmelidir 

(Oliver, 2014). 
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Geleneksel ıslah, istenen bazı özelliklerin (örneğin hastalık direnci) ifade edilmesi 

için bir ebeveyn soyunun başka bir ebeveyn soyu ile çaprazlanmasına dayanmaktadır 

(Oliver, 2014). İstenen özelliği seçmek ve/veya istenmeyen özellikleri en aza 

indirgemek için en iyi nesil seçilir ve ebeveynlerinden birine (bitki veya hayvan) geri 

melezlenir. İstenen özelliğin ifadesi için bu süreç genellikle birkaç yıl alır (örneğin 

buğday için 10-15 yıl) ve sonrasında geleneksel ıslah yolu ile ticari olarak yeterli 

sayılarda çoğaltılır. Uzun ıslah sürelerinin yanında istenen özellikleri gösteren bir 

gen havuzu ve geliştirilmek istenen organizmaların melezlenebilmesi için birbiri ile 

uyumlu olması gerekmektedir. Tüm bu gereklilikler geleneksel ıslahın gelişimini 

kısıtlamaktadır. Modern metodolojiler, yeni mutasyon varyasyonlarını belirlemek 

için kimyasallar veya radyasyon kullanabilir. Ancak bunlar, istenilen özelliğe 

ulaşmak için rastgele şans faktörününe bağlıdır (Oliver, 2014; Zhang ve diğerleri, 

2016). Bu sebeple genetiği değiştirilmiş gıdaların besin zincirimize girmesi için 

neden bu kadar büyük çaba gösterildiğini anlamak önemlidir (Zhang ve diğerleri, 

2016).  

2.1.2 GDO mekanizması 

GDO'ları üretmek için hem geleneksel hem de modern biyoteknolojik teknikler 

kullanılmaktadır. Tarımda kullanılan geleneksel biyoteknoloji teknikleri aşağıdaki 

metotları içerir (Mahgoub, 2016): 

• Basit seçilim 

• Markör destekli seçilim 

• Çaprazlama/Melezleme 

• Türler arası çaprazlama 

• Embriyo kurtarma 

• Somatik hibridizasyon 

• Somaklonal varyasyon 

• Mutasyon ıslahı 

• Bitki doku kültürü ve mikro çoğaltma 

Bu teknikler uzun süredir tarımda kullanılmakta ve doğal olarak var olmayan 

bitkilerin ortaya çıkmasına neden olmaktadır. Modern biyoteknolojik teknikler 

genellikle genetik mühendisliğinde kullanılan tekniklerdir. Aşağıdaki yöntemler, 

tarımsal ürünlerin genetik yapısında istenen değişiklikleri elde etmek için bugün 

uygulanan modern tekniklerden bazılarıdır: 
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• Mikrobiyal vektörler (bakteriyel taşıyıcılar ve viral taşıyıcılar dahil) 

• Elektroporasyon 

• Mikroenjeksiyon 

• Mikropartikül bombardımanı 

• Gen ekleme 

• Gen susturma 

• Kalsiyum fosfat çökeltme 

DNA'nın bir canlı organizmadan diğerine transferinin keşfi 1946 yılı itibari ile 

olmuştur. Genetiğiyle oynanmış ilk bitki olan antibiyotiğe dirençli tütün bitkisi 

1983'te geliştirilmiştir. Genetik mühendisliği yoluyla geliştirilen gıdayla ilgili ilk 

GDO'lardan biri ise Flavr Savr domatestir. Kaliforniya merkezli Calgene şirketi, bu 

genetiği değiştirilmiş dometesin olgunlaşmasını toplama sonrasına kadar geciktiren 

ACC sentaz genini içerecek şekilde üretmişlerdir. Flavr Savr domatesin üretimi, 

kanola, mısır, soya fasulyesi, patates ve kabak dahil Bacillus thuringiensis (Bt) 

mahsullerinin üretimine yol açan genetik olarak modifiye mahsulleri üretmek için 

daha fazla çalışmanın başlatılmasına yardımcı olmuştur. GM'un kazandırdığı 

özelliklerden bazıları, herbisitlere ve virüslere karşı dirençtir. Genetik modifikasyon 

tarafından elde edilen bir diğer olumlu özellik, gıda ürünlerindeki besin maddelerinin 

arttırılmasıdır. 2000 yılında, A vitamini içeriğini artırmak için pirincin genetiği 

değiştirilmiştir ve bu teknoloji, gıdanın besin içeriğini artırmak için ilk kez 

kullanılmıştır (Takepart, 2017). 

GM süreci temel olarak şu adımları içermektedir; ilgilenilen bir özelliğin 

belirlenmesi, bu genetik özelliğin izole edilmesi, bu özelliğin istenen bir 

organizmanın genomuna eklenmesi ve ardından tasarlanmış organizmanın 

büyütülmesidir (Powell, 2015). 

GM'da izlenen adımların ayrıntıları aşağıdadır: 

Adım 1: Nükleik asit (DNA/RNA) Ekstraksiyonu 

Herhangi bir izolasyon prosedüründe ilk adım, viral, bakteriyel veya bitki hücreleri 

olabilen istenen özelliği içeren organizmanın hücre duvarını kırmak için hücrenin 

parçalanmasıdır. Bu, nükleik asidin ekstraksiyonuna yardımcı olur. 

2. Adım: Gen Klonlama 

Klonlama işlemi dört aşamadan oluşur: DNA parçalarının üretilmesi, bir vektöre 

aktarılması, konak hücreye girilmesi ve gerekli dizinin seçilmesi. 
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Adım 3: Gen Tasarımı  

İstenen gen klonlandıktan sonra, bitki hücresi içindeki ekspresyonunu kontrol edecek 

DNA parçalarına bağlanmalıdır. 

Adım 4: Transformasyon (Gen yerleştirme) 

Adım 5: Geri çaprazlama (Backcross breeding) 

Bu işlem, halihazırda istenen tarımsal özelliklere sahip olan ancak transgenin 

özelliğinden yoksun olan elit üreme hatları veya ticari çeşitler ile üretilen transgenik 

bitkilerin çaprazlanmasını içerir. Tüm bu adımlar biyoteknoloji laboratuvarında 

başlatılır, daha sonra ilk büyüme için seraya aktarılır ve son olarak mahsulün 

olgunluğa ulaştığı tarlaya götürülür. 

Genetiği değiştirilmiş bitkilerin üretiminde ilgili seçilmiş yabancı genler bitki 

genomlarına eklenmişlerdir. Yabancı DNA'nın genoma katılmasıyla başlayan bu 

süreç, birkaç elementin fonksiyonel bir genetik birim oluşturmak üzere 

birleştirilmesini gerektirir. Modifikasyon genellikle bir promotör ve bir terminatör 

olmak üzere iki düzenleyici öğe olarak seçilen gen bölgelerini içerir. Karnabahar 

mozaik virüsünden konstitütif 35S promotörü ve Agrobacterium tumefaciens'in 

nopalin sentaz geninden (NOS) izole edilen NOS 3 sonlandırıcı, kullanılan en yaygın 

düzenleyici öğelerden ikisidir. Bu iki element, transagenik organizmaların çoğunda 

birlikte veya tek olarak bulunur. CaMV 35S promotörü, birkaç farklı bitki türünde 

yapısal olarak aktiftir. CaMV 35S promotörinin uzunluğu 400 baz çiftine ulaşabilir. 

GDO tespit çalışmalarında, testin doğruluğu, her numunede kontrol olarak 

kullanılacak negatif ve pozitif kontrollerin varlığına bağlıdır (Wurz ve diğerleri, 

1999). Bu tez çalışmasında incelenen örneklerde GDO içeriğinin tanımlanması için 

karnabahar mozaik virüsünden konstitütif 35S promotörünün taranması 

amaçlanmıştır.  

2.1.3 Genetiği değiştirilmiş bitkilerin üretimi 

Gnetiği değiştirilmiş bitkiler üretmek için, belirli özellikleri kodlayan gen veya 

genler bitki hücresine sokulur, ardından doku kültürü yoluyla bitki yeniden 

oluşturulur. Genel olarak, hücrelerdeki genleri değiştirmenin üç yolu vardır (Zhang 

ve diğerleri, 2016). 

Mikropartikül bombardımanı 1980'lerin sonunda Sanford (Stanford, 1990) tarafından 

geliştirilen ve eksojen DNA’yı iletmek için yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir. 
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Eksojen DNA, altın veya tungsten mikropartiküller üzerinde kaplanır. DNA, tohum 

veya meristemler gibi embriyonik dokulardan basınçlı helyum tarafından hedeflenen 

dokulara yüksek hızda iletilir. Protoplastlara elektroporasyon, mikroenjeksiyon, 

kloroplast transformasyonu, silikon-karbür şeritleri, mezogözenekli silika 

nanoparçacıkları vb. dahil olmak üzere, DNA'yı bitki hücrelerine iletmenin başka 

yolları da vardır. (Barampuram ve Zhang, 2011). Bununla birlikte, parçacık 

bombardımanı, büyük DNA parçalarının, hatta bütün kromozomların aynı anda 

transferinde daha etkili bir yöntem olarak kullanılmaya devam etmektedir (Schmidt 

ve diğerleri, 2008). 

Agrobacterium tumefaciens'in kullanımı, bitki hücrelerine eksojen genlerin 

aktarılmasında yeni bir çağ açmıştır. Bir toprak bakterisi olan A. tumefaciens, 

bitkileri enfekte ederek taç tümörü oluşturur. Bu bakteriler bitkinin genomunu 

değiştirerek sadece bitki hücrelerinin çoğalmasına neden olmakla kalmaz, aynı 

zamanda bitkinin kendileri için modifiye amino asitler üretmesini sağlar. Bakteriler, 

gen aktarımını gerçekleştirmelerini sağlayan tümör indükleyici plazmide ("Ti-

plazmit") sahiptir. Araştırmacılar Ti-plazmitin T-DNA (transfer DNA) bölümüne 

"tasarımcı genler" ekleyerek plazmidi modifiye edebilmektedir (Zhang ve diğerleri, 

2016). 

2012 yılında ise “CRISPR-Cas9” sistemi geliştirilmiştir. Yeni bir genom düzenleme 

aracı olarak bu sistem çeşitli hücre tiplerindeki genleri değiştirmek için bir yöntem 

sağlar (Ran ve diğerleri, 2013). Bu teknik, genetik mühendisliğinin etkinliğini önemli 

ölçüde artırarak bitkilerle çalışmayı çok daha kolay hale getirmektedir (DeMayo ve 

Spencer, 2014). Cas9, orijinal olarak bakterilerde bulunan ve konakçı bakterileri 

istilacı DNA moleküllerinden (örneğin virüsler) koruyan bir DNA endonükleazdır. 

Endonükleaz, dizisi çıkarılacak hedef DNA’ya diziye tamamlayıcı olan özel bir 

"kılavuz RNA" (gRNA) tarafından yönlendirilir. Böylece saldırı tarafından 

yönlendirilen Cas9, çift sarmallı DNA'nın her iki zincirini de bölmek için iki aktif 

bölgesini kullanır. Yeni oluşan DNA çift sarmallı kopmalar daha sonra hücrelerin 

içinde iki farklı mekanizma tarafından onarılır. Bunlardan "homolog olmayan uç 

birleştirme" mekanizması, küçük bir silmeye veya rastgele DNA yerleştirmesine 

neden olarak, kesilmiş bir gen veya nakavt ile sonuçlanabilir. "homolog 

rekombinasyon" mekanizması ise kırılma bölgesindeki endojen gene bir donör 

DNA'nın eklenmesine izin verir (Zhang ve diğerleri, 2016). 
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2.1.4 Transgenik soya fasulyesi 

Gıda üretimi için onaylanan ilk ve en yaygın mahsul, 1996'da Roundup Ready 

(RRTM) soyadır (Rott ve diğerleri, 2004). Monsanto tarafından geliştirilmiştir ve 

Roundup herbisite toleranslıdır. Bu transgenik içerik, 35S promotor, Petunia 

hybrida'dan CTP4 lider sekansı, Agrobacterium tumefaciens'ten 5-enol-pyruvyl 

shikimat-3-fosfat sentaz (EPSPS) genini ve herbisit toleransı için Agrobacterium 

tumefaciens nopalin sentaz (nos) sonlandırıcısı bulundurur (Monsanto Şirketi, 2000). 

Transgenik soya fasulyesi, soya fasulyesinin biyolojik özelliklerini modifiye etmek 

için yapay olarak izole ve modifiye edilmiş genlerin mevcut soya fasulyesi 

genomuna sokulmasıyla meydana gelmektedir (Li ve diğerleri, 2016; Du ve diğerleri, 

2016; Fu ve diğerleri, 2018). Moleküler biyoloji teknikleriyle transgenik olarak elde 

edilen transgenik soya için geleneksel ıslah yoluyla yapılan melezlemenin neden 

olduğu herhangi bir bağlı gen sürüklenmesi sorunu yoktur. Transgenik soya 

fasulyesindeki hedef genler uzak türlerden veya sentetik genlerden elde 

edilebilmeleri bakımından geniş bir kaynak yelpazesine sahiptir. Bu yöntem, mevcut 

genetik kaynakları arttırmakta ve soyanın dar genetik geçmişinin neden olduğu 

üreme sınırlamalarını önlemektedir (Fu ve diğerleri, 2018). Trangenik soya tüm bu 

nedenlerden dolayı transgenik teknolojinin kullanıldığı en yaygın alanlardan birini 

oluşturmaktadır. 

1960'lardan beri soya ve soya ürünleri çeşitli gıda türlerinde içerik olarak 

kullanılmaktadır. Gıda ürünlerine soya eklenmesi sadece ürün kalitesini 

iyileştirmekle kalmaz (örn. gelişmiş duyusal özellikler ve emülsifikasyon), aynı 

zamanda değerli bir temel amino asit kaynağıdır. Üretim sürecinde soya unu / irmik, 

soya proteini konsantreleri ve soya proteini izolatları gibi çeşitli farklı formlarda soya 

ürünleri kullanılabilir (Belloque ve diğerleri, 2002). Singh ve diğerleri (2008), sert 

kurabiyelerde % 2-5 yağsız soya ununun eklenmesinin eşleştirmeyi iyileştirdiğini ve 

gevrek bir doku oluşturduğunu bildirmiştir. Bu amaçla fırıncılık ürünlerinde soya 

türevlerinin kullanımına uzun yıllardır büyük ilgi vardır. Bunun yanında, soya 

fasulyesi beslenme içeriği bakımından iyi bir bitkisel yağ ve protein kaynağıdır 

(Korth, 2008).  

Türkiye'de tüketilen soyanın çoğu, transgenik soya fasulyesi ekiminin ve 

yetiştirilmesinin serbest olduğu başka ülkelerden ithal edilmektedir. Bu sebeple 

işlenmiş gıdalarda transgenik soya varlığının ve miktarının tespiti en önemli tüketici 
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endişelerinden biri olan gıda kalitesi ve güvenliği konusunda bilgi sağlanmasına 

katkı sağlayacaktır (Mandacı ve diğerleri, 2014). Ülkemizde de tüketilen pek çok 

gıda içeriğinde soya ürünleri kullanılmaktadır bu sebeple yapılan bu tez çalışmasında 

da seçilen örnekler çoğunlukla soya içeriği bulunduran işlenmiş gıda örneklerinden 

oluşmaktadır.  

Genetiği değiştirilmiş soya ürünlerinin tespiti ve zorunlu etiketleme gerekliliğini 

karşılamak için, çeşitli ülkeler bu alana önemli insan gücü ve malzeme kaynakları 

yatırmakta bu sayede tespit teknolojisi sürekli olarak iyileşmektedir. Bu bağlamda, 

genetiği değiştirilmiş soya fasulyesinin ana saptama yöntemleri, protein tespiti ve 

nükleik asit tespiti olmakla birlikte elektrokimyasal gen teknolojisi, son yıllarda hızla 

gelişen yeni ve oldukça etkili bir moleküler biyoloji teknolojisidir (Deng ve diğerleri, 

2019). Gerçekleştirilen tez çalışmasında GDO tespitinde etkin bir şekilde kullanılan 

moleküler biyoloji tekniklerinin biyosensör teknolojileri ile birleştirilmesi ve 

desteklenmesi hedeflenmektedir. 

2.1.5 GDO konusundaki endişeler 

Genetiği değiştirilmiş gıdaların ortaya çıkışı, küresel gıda kıtlığı sorununu çözmüştür 

fakat bununla birlikte gıda güvenliği tartışma konusu haline gelmiştir. GM 

teknolojisinin karşıtları tarafından sunulan temel argüman, daha iyi alternatifler 

olduğu için uygulanmasına gerek olmadığı yönündedir. Önerilen alternatifler 

arasında geleneksel ıslah, GM olmayan biyoteknoloji ve organik tarım kullanımı yer 

almaktadır. GM teknolojisinin muhalifleri tarafından dile getirilen bir eleştiri, bu 

teknoloji 1-2 gen gerektiren uygulamalar için iyi olsa da, bazı özelliklerin (kuraklığa 

dayanıklılık gibi) birçok gen içermesi sorunudur.  

Eleştirmenler ayrıca genetiği değiştirilmiş herbisite dayanıklı ekinlerin çoğalmasının 

"süper yabani otlar" ve "süper zararlılar" ile herbisitlere ve pestisitlere karşı dayanıklı 

böceklerin mutasyona uğramasına yol açtığına dikkat çekmektedir. GM ürünleri 

ABD tarımına dahil edildiğinden beri pestisit ve herbisit kullanımında bir artışa yol 

açmıştır. Organik ürünler yetiştiren ve satan bazı çiftçilerin GM tarlalarında çapraz 

kontaminasyon yaşadığını iddia edilmektedir (Takepart, 2017). 

GDO'ların güvenliği ile ilgili olarak düzenleyici makamlar tarafından yapılan 

çalışmaların nesnelliği konusunda da endişe duymaktadırlar. Karşıt gruplar 

tarafından dile getirilen diğer endişeler arasında GDO'suz gıda ürünlerinin olası 
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kontaminasyonu, GDO'ların çevre üzerindeki potansiyel zararlı etkileri ve GDO'ları 

üreten ve pazarlayan şirketlerde gıda arzının sıkı kontrolüne duyulan ihtiyaç yer 

almaktadır. GDO karşıtları, Monsanto, Syngenta ve Dow gibi birkaç güçlü şirketin 

hem tohumların GDO'sunu hem de bu mahsullerin direnç oluşturmak üzere 

tasarlandığı pestisit ve herbisitlerin üretimini kontrol ettiği gerçeğine işaret ediyor. 

GM, belirli tohumların patentlenmesine yol açmıştır ve Monsanto, çiftçilere şirketin 

sahip olduğu tohumları biriktirip yeniden ektikleri için dava açmıştır.  

GDO'ların güvenliği konusuyla ilgili olarak eleştirmenler, GDO'ların ve onlardan 

türetilen ürünlerin insan veya hayvan kullanımı için güvenli olduğu iddiasını 

destekleyecek bilimsel bir fikir birliği olmadığına inanmaktadır (Takepart, 2017).  

Liu (2021), GDO'lu gıdaların gıda güvenliği konusunda sunduğu çalışmasında 

genetiği değiştirilmiş gıdaların güvenliği konusunda daha ayrıntılı araştırma ve 

değerlendirmeye ihtiyaç duyulduğundan bahsetmektedir. Bu kaygılardan bazıları 

özetle şu şekilde ifade edilmektedir. GDO'lu ürünlerle ilgili kaygıların başında 

günlük olarak tüketilen ve akut zehirlenme riski az olan gıdaların doğal özelliklerinin 

değişmesi kaynaklı olarak öngörülemeyen zararlar gelmektedir. Bunun yanında, 

genetiği değiştirilmiş mahsuller, biyolojik zinciri ve orijinal ekolojik yapıyı tahrip 

ederek orijinal çeşitlerin doğal olmayan şekilde ortadan kaldırılmasına ve tür 

çeşitliliğinin etkilemesine neden olabilmektedir. Genetiği değiştirilmiş ürünlerin 

insan vücuduna verdiği zarar konusunda ise, yapılan iddialar spekülasyon olarak 

görülmektedir, çünkü bu gıdalar henüz uzun vadeli güvenlik araştırmalarından 

geçmemiştir. Bu aşamada genetiği değiştirilmiş gıdaların insan vücudu üzerindeki 

olası etkileri, insanlarda alerjik reaksiyonlara neden olabileceği şeklindedir. Bir 

besine karşı alerjisi olan kişi, daha önce alerjisi olmadığı bir besine karşı alerji 

gösterebilir. Bunun nedeni, bu tür yiyeceklerin alerjiye neden olan proteinleri 

içermesidir. Doğal seçilimin etkisi altında genetiği değiştirilmiş bitkiler, yerel 

çevreye uyum sağlama ve daha geniş bir yaşam alanı işgal etme konusunda 

avantajlara sahiptir. Bu durumdan etkilenen bazı orijinal türler yaşam alanlarını 

kaybedebilir veya genetiği değiştirilmiş mahsullerin getirdiği ekolojik çevredeki 

değişikliklere uyum sağlayamayabilir. Tüm bu etkilerinin yanında, yeni 

teknolojilerin geliştirilmesi ile bu süreç geliştirilmeye devam edecektir. Bu nedenle, 

şu anda piyasada bulunan genetiği değiştirilmiş gıdalar, sıkı güvenlik 

değerlendirmelerinden geçmektedir. Analiz ve araştırmaların sürekli derinleşmesiyle, 
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insanların genetiği değiştirilmiş teknolojinin getirdiği yiyeceklerin besin zincirine 

daha güvenli bir şekilde girmesi hedeflenmektedir. 

GDO'lar hakkında, özellikle gıda üretiminde kullanımları konusunda geniş 

tartışmalar olduğu açıktır. Anlaşmazlık, tüketiciler, biyoteknoloji şirketleri, resmi 

düzenleyiciler, sivil toplum kuruluşları ve bilim adamları dahil olmak üzere farklı 

tarafları içermektedir. GDO'ların üretimi ve kullanımıyla ilgili olarak tartışmalara yol 

açan temel endişe konuları Mahgoub (2016) tarafından aşağıdaki şekilde 

listelenmiştir: 

• Gıda güvenliği ve insan sağlığı ile ilgili endişeler 

• Çevresel kaygılar 

• Etik kaygılar 

• Düzenleyici ve yasal kaygılar 

• Ekonomik kaygılar 

• Hayvan sağlığı ve refahı 

• Tüketici tercihi 

• Bilimsel yayıncılıkta önyargı ile ilgili endişeler 

Biyogüvenlik ve çevresel kaygılara rağmen, transgenik teknoloji, gelişmiş mahsul 

bitkilerinin hızlı gelişimi ve elverişli özelliklerin istiflenmesi bakımından tercih 

edilen bir yöntemdir. Son 22 yılda, küresel transgenik mahsul alanı 1996'da 1,7 

milyon hektardan 2018'de 191,7 milyon hektara, yani 113 kat artmıştır. Bu ürünler 

içerisinde, 95.9 milyon hektar (% 50) transgenik soya fasulyesi, 58,9 milyon hektar 

(% 31) transgenik mısır, 24.9 milyon hektar (% 13) transgenik pamuk, 10,1 milyon 

hektar (% 5.3) transgenik kanola ve 1,9 milyon hektar (< % 1) diğer transgenik 

ürünler yer almaktadır (ISAAA, 2018). Bugüne kadar, 32 üründe toplam 525 

transgenik içerik ticarileştirilmiştir (ISAAA, 2019; Kumar ve diğerleri, 2020). 

Sırasıyla maksimum içerik miktarı bakımından mısır (238), ardından pamuk (61), 

patates (49), Arjantin kanolası (42), soya fasulyesi (41), karanfil (19) ve diğerleri 

gelmektedir.  

2.1.6 GDO’lu gıdalar konusundaki destekleyici görüşler 

Destekçiler tarafından sunulan argümanlar, GM'un bitki ve hayvanların özelliklerini 

iyileştirmek için bir araç olarak kullanılabileceği, dünya çapında açlığın ve yetersiz 

beslenmenin azaltılmasına yardımcı olabileceği, ayrıca bitki ve hayvanların üretim 
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maliyetlerini azaltabileceği yönündedir. Buna ek olarak sağlık veya çevresel riskler 

bakımından GM ürünlerinin kanıtlanmış örnekleri veya vakaları yoktur. 

GDO savunucuları, GDO teknolojisinin yeni olmadığına ve organizmaları 

değiştirmek için binlerce yıldır kullandığımız çeşitli teknolojilerin bir uzantısı 

olduğuna dikkat çekmektedir. İnsanlar tarafından tüketilen yiyeceklerin hemen 

hemen tamamı, örneğin yapay seçilim veya çapraz tozlaşma yoluyla, insan faaliyeti 

tarafından halihazırda kapsamlı bir şekilde değiştirilmiştir (Novella, 2014). 

Genetiği değiştirilmiş gıdaların savunucuları, insan tüketimi için tamamen güvenli 

olduklarını ve kullanımlarıyla ilişkili hiçbir olumsuz etkiye rastlanmadığını 

savunmaktadır. Ayrıca, dünya çapında mahsul verimini artırmak ve dünyadaki açlığı 

önemli ölçüde azaltmak için GM gıdaların yetiştirilmesinin gerekli olduğu 

düşünülmektedir. Dünyanın dört bir yanındaki tüketiciler, uzun süredir genetiği 

değiştirilmiş gıdaları tüketmekte ve daha ucuza satın almaktadır (Takepart, 2017). 

GDO'lu gıdaların güvenliği ve potansiyel sağlık etkileri sürekli olarak 

araştırılmaktadır. Büyük hacimli araştırma sonuçları, mevcut GDO'ların insan 

tüketimi ve hayvan yemi olarak güvenli olduğunu göstermektedir. Bu sonuçlar, The 

American Association for the Advancement of Science (AAAS), The National 

Academies of Science (NAS), The World Health Organisation (WHO) gibi birçok 

güvenilir meslek kuruluşu tarafından onaylanmıştır.  

Eleştirmenler ise GDO’nun yarar veya zararları konusunda yeterli test yapılmadığını 

iddia etmektedir (Novella, 2014). Bu nedenle, tüm faaliyetlerin risklerini 

değerlendirmek, insanları ve çevreyi korumak için gerekli kontrollerin yapıldığından 

emin olmak çok önemlidir. Bu tür işler için risk değerlendirmelerinin, çalışmaya 

başlamadan önce onay için düzenleyici makamlara sunulması tavsiye edilmektedir. 

Düzenleyici makamlar, bu nedenle, çalışma faaliyetleri sırasında bulaşıcı 

materyalleri içeren tesis ve ekipmanlarda çalışmanın yapılmasını sağlayacak 

konumdadır. 

2.1.7 GDO konusunda yasal düzenlemeler 

Transgenikler hakkındaki ana tartışma alanları, genetik olarak modifiye mahsullerin 

ve GM gıdaların insan, hayvan sağlığı ve çevre üzerindeki gerçek ve potansiyel 

riskleri, pestisit direnci üzerindeki etkisi, yapılan ve yayınlanan araştırmaların gen 

teknolojisi ve GM üzerindeki güvenilirliği ile objektifliği hakkındadır. GM gıdaların 



16 

etiketlenmesinin gerekip gerekmediği, gen teknolojisi ve GM mahsullerinin çiftçiler 

üzerindeki etkisi, biyoteknoloji şirketleri, araştırmacılar ve hükümet arasındaki çıkar 

çatışmaları, GM gıdaların dünya nüfusu üzerindeki beslenmedeki olası rolü ve dünya 

çapında gıda güvensizliğinin azaltılmasına yardımcı olup olmadığı hakkında 

tartışmalar devam etmektedir. Bu sebeple, GDO'ların, insanlar ve çevre arasındaki 

temasını yönetmek ve sınırlandırmak için bazı kontrol önlemlerinin uygulanması 

gerekmektedir. Transgeniklerin yönetim süreci GDO'ların kullanımı, depolanması, 

taşınması ve imhasını kapsamaktadır (Health and Safety Executive, 2017). 

GM gıdalar da dahil olmak üzere GDO ürünlerinin etiketlenmesi, düzenleyici kurum 

ve yetkilileri ilgilendiren ana konulardan biridir. Genel olarak, GDO ürünlerinin 

etiketlenmesi ülkeler arasında değişen bir eşik GDO içerik seviyesine kadar zorunlu 

veya isteğe bağlı olmakla beraber bu konuda çok fazla tartışma vardır. Tarım 

endüstrisi etiketlemenin gönüllü olması gerektiğine, serbest pazar ve tüketici 

tercihlerinin etiketleme sürecini etkileyeceğine inanmaktadır. Tüketicilerin etiketli 

gıdaları etiketsiz gıdalara tercih etmesi durumunda, endüstri kendini yeniden 

düzenleme veya tüketicileri kaybetme riski taşımaktadır. Tartışmanın diğer tarafında, 

insanların ne yediklerini bilme hakkına sahip olduklarını belirten GDO gıdalarının 

zorunlu olarak etiketlenmesine inanan tüketici grupları bulunmaktadır.  

GDO teknolojisinde etiketleme hakkında uluslararası görüş farklılıkları vardır. 

Avrupa birliği (AB), GDO mahsulü üretim sürecine dayanan düzenleyici rejimler ve 

yasal zorunluluklar uygulayarak, GDO'lu ürünlerin izlenebilirliği ve etiketlenmesi 

yoluyla tüketici seçimine bağlı bir uygulama sunmaktadır. Ayrıca GDO olmayan 

tahıl veya gıda / yem ürünlerinde tesadüfü veya düşük seviyeli GDO varlığı da 

Cartagena Biyogüvenlik Protokolü'ne uyan ülkeler için uluslararası endişe kaynağı 

olmuştur. Bu yaklaşıma göre, genetiği değiştirilmiş organizmalar, bu ürünlerin 

etkinliğini ölçen bilimsel verilere ilişkin olarak, insan sağlığı ve biyolojik çeşitlilik 

üzerindeki riskleri en aza indirecek şekilde kullanılmalı, taşınmalı ve işlenmelidir 

(Madde 18.2.a). AB'deki mevzuata göre, analitik bir numunede ağırlıkça % 0,9'luk 

GDO içeriğinin eşik seviyesinde mevcut olabileceği ve en az bu oranda varlığı 

kanıtlanan tahılların / yağlı tohumların, gıda ve yem ürünlerinin izlenebilirliği ve 

etiketlenmesinin kabul edilebilir olduğu belirtilmektedir. Kanada ve ABD, son 

ürünün besin içeriği ve gıda güvenliği yönündeki GDO varlığının GDO olmayan 
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ürünlerden ayırt edilemez olduğunu ve bu gıda ürünlerinin GDO’lu ürünler ile büyük 

ölçüde eşdeğer olduğunu düşünmektedir (Vega Rodriguez ve diğerleri, 2022).  

Ülkemizde de 2010 yılı 5977 sayılı Biyogüvenlik Kanununa göre GDO’lu ürünlerin 

gıdalarda kullanımı yasaktır ve hayvan yemlerinde kullanımı yine biyogüvenlik 

kurulu tarafından belirlenen izin verilmiş genlere ait eşik değerleri çerçevesinde 

etiketleme zorunluluğu içerisindedir. GDO içerikleri bakımından var olan ülkeler 

arası bu temel farklılıklar dünya çapında eş zamansız düzenlemeler ve izlenebilirlik 

gereksinimleri nedeniyle, tedarik zincirini izleyen, ürün içeriğini doğru bir şekilde 

onaylayan ve uluslararası etiketlemeye uygunluk gösteren doğrulanmış analitik 

yöntemler uygulanmadıkça tahıl ticaretini bozma potansiyeli yaratmaktadır (Demeke 

ve Jenkins, 2010). Bu sebeple yapılan tez çalışmasının, ülkemizde özellikle işlenmiş 

gıdalar için yapılan GDO tespiti metotlarının daha da geliştirilmesine katkı sağlaması 

beklenmektedir. 

2.1.8 GDO tespit yöntemleri 

Avrupa mevzuatına göre (Komisyon Tavsiyesi, 2004/787 / CE), transgenik DNA'nın 

miktarı, GDO DNA kopyaları / taksonomik DNA kopyaları oranı olarak ifade 

edilmelidir, bu yüzden GDO'ları içeren numunelerin analizi, yabani tür organizmada 

mevcut olan hedef bitki türlerinden toplam DNA miktarının bir tahminini sağlamak 

için taksonya özgü miktarların belirlenmesini gerektirir. Gıda ve yem örneklerinde 

GDO'ların varlığının ortaya koyulması protokole uygun bir ön işlem adımından 

taksona özgü deneyle başlamaktadır. Bitkisel DNA bulunması durumunda pozitif 

sonuç elde edilir. Sonraki adımdaki, tarama testi ile herhangi bir GDO'nun varlığının 

doğrulanması amaçlanmaktadır. Son olarak ise, spesifik olayı ve / veya eklenmiş 

geni ayırt etmek ve ardından numunedeki GDO içeriğinin niceliksel olarak 

belirlenmesi gerekmektedir (Noma ve diğerleri, 2022). Bu deneysel akış metoduna 

göre, tez çalışmasının moleküler ayağı boyunca hedef bitki türlerinin tespiti için soya 

ve mısır içeriği bakımından taksona özgü PCR taramaları yapılmış, ardından 

transgenik gen bölgesi taramaları gerçekleştirilmiştir.  

Tarımsal ürünlerde, gıda ve yemlerde GDO'ların mevcudiyetinin ve miktarının 

izlenmesi ve doğrulanması ihtiyacı, bu ürünlerin doğru, hassas, hızlı, ucuz tespiti için 

analitik yöntemlere olan ilgiyi ortaya çıkarmıştır. GDO'ların varlığını ortaya koymak 

için protein ve DNA'nın saptanmasına dayanan iki klasik yaklaşım kullanılmıştır 
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(Elenis ve diğerleri, 2008). Protein temelli yöntemler, transgenik genler tarafından 

kodlanan yeni proteinleri tespit ederken, DNA temelli yöntemler, genetik 

modifikasyonla ilgili DNA dizisini tespit etmektedir. Bu iki yöntem içerisinde DNA 

temelli yöntemler daha yaygın olarak kullanılmaktadır (Fraiture ve diğerleri, 2015).  

GDO'larda bulunan DNA hedeflerine göre, DNA temelli GDO testleri farklı 

basamaklarda sınıflandırılmaktadır. Birinci basamakta yer alan yöntemler sıklıkla 

“tarama yöntemleri” olarak adlandırılır ve birçok farklı GDO'da bulunan promotörler 

ve terminatörler gibi GDO'larda ortak olan DNA elementleri içerir. Bazen, neomisin 

fosfotransferaz II (nptII) geni olarak adlandırılan neomisin-kanamisin dirençli gen 

gibi marker genleri de tarama hedefleri olarak kullanılmaktadır (Wang ve diğerleri, 

2009). İkinci basamak, spesifik genetik modifikasyonla ilişkili özellik geninin bir 

parçasını tespit eden gene özgü yöntemlerdir. Bu yönteme örnek olarak Bt veya CP4 

EPSPS genleri verilebilir. Pozitif bir sinyal elde edilirse, GM ile ilişkili dizilerin 

varlığı oldukça muhtemeldir, ancak belirli bir GDO'yu tanımlamak bu özellik 

geninin farklı organizmaların transformasyonunda da kullanılabilir olması 

bakımından kesinlik sağlamaz (Miraglia ve diğerleri, 2004). Hem tarama hem de gen 

spesifik yöntemler doğal olarak meydana gelen DNA sekanslarına çok yakın bir 

şekilde tespit edilir ve bu da testlerde yanlış pozitif analitik sonuç elde etme riskini 

önemli ölçüde arttırır. Üçüncü basamak, promotör özellik geni ve sürekli terminatör 

gibi iki DNA unsuru arasındaki bağlantıyı hedefleyen yapıya özgü yöntemlerdir. Bu 

yöntemler, doğada bulunmayan DNA dizilerini hedefler. Bununla birlikte, farklı 

GDO'lar, örnek olarak, aynı promotör ve özellik genlerine sahip iki farklı GDO 

mısır, MON809 ve MON810 için olduğu gibi aynı DNA elemanlarını paylaşabilirler. 

En yüksek özgüllüğe, eklenen DNA ile alıcı genomu arasındaki entegrasyon 

lokusunda bulunan, hedefin karakteristiği olan benzersiz birleşim noktaları olması 

durumunda ulaşılır. Bu tür yönlemlere olaya özel yöntemler denir. Ancak, bu 

yöntemlerin bile sınırlamaları vardır. İki GDO hattı arasındaki melezleme, istiflenmiş 

genlere yol açabilir. Örneğin, herbisit toleranslı bir GDO, insektisit toleranslı bir 

GDO ile birleştirilebilir. Ortaya çıkan melezlerde her iki dizi gen bulunur. Kantitatif 

yöntemler istiflenmiş gene sahip GDO ve iki ebeveyn GDO'su arasında ayrım 

yapamaz. ABD'de, bu tür hibrid GDO düzenlenemez. Bununla birlikte, Avrupa 

Birliği'nde, gen istiflenmiş melezler yeni tek GDO olarak kabul edilir ve kendi 

yetkilerini gerektirir (Miraglia ve diğerleri, 2004). 
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Protein temelli yöntemler, protein ve spesifik antikor arasındaki bağlanmayı hedef 

alır ve bu yöntemlerin çoğu enzim bağlı immünosorbent analizine (ELISA) 

dayanmaktadır. Bu durumda, proteinin bütünlüğünü etkileyen teknolojik süreçler göz 

önünde bulundurulmalıdır ve bu yaklaşımlar genellikle aynı veya benzer proteinleri 

eksprese eden çeşitli GDO'lar arasında ayrım yapamaz (Mafra ve diğerleri, 2008). 

GDO tespiti için uygulanan DNA bazlı yöntemler içinde bu yöntemin yüksek 

duyarlılığı nedeniyle gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yer 

almaktadır (Gašparič ve diğerleri, 2010). Ancak, teknik nispeten pahalı ekipman ve 

nitelikli personel gerektirir.  

Gıda güvenliği değerlendirmesinin temel amacı, gıdaların kimliği ve bileşimi 

hakkında güvenilir bilgi sağlamak ve zararlı bileşenlerin varlığını azaltmaktır. 

Günümüzde, patojenlerin varlığından ziyade, gizli alerjenlerin varlığı, hileli 

uygulamalar ve gıdadaki genetik modifikasyonlar üzerine yaygın tüketici endişeleri 

bulunmaktadır. Buna göre, gıda düzenlemeleri yüksek düzeyde koruma sunmaya ve 

tüketicilere şeffaf bilgi vermeye yönelmektedir. Bu gereksinimleri yerine getirmek 

için analitik yöntemlerin kullanılabilirliği önemlidir. Protein temelli stratejiler 

genellikle bu amaçla kullanılır, ancak bazı sınırlamalar sunar. DNA, çoğu dokularda 

bulunan ve çoğaltılabilen daha kararlı bir molekül olduğundan, DNA bazlı 

yaklaşımların (polimeraz zincir reaksiyonu, mikrodiziler ve genosensörler) 

geliştirilmesi giderek artmaktadır. Bu nedenle, GDO'ların saptanmasında alternatifler 

sağlayabilecek diğer bazı analitik teknolojiler ortaya çıkmaktadır.  

Basitlik, otomasyon, düşük maliyet ve iyi analitik özellikleri nedeniyle biyosensörler 

GDO analizi için yeni bir DNA tespit teknolojisi olarak tercih edilmektedir. Bu 

sebeple bu tez çalışmasında da tercih edilen elektrokimyasal genosensörler bu 

ihtiyaçların giderilmesinde büyük rol oynayabilir. DNA biyosensörleri, iki 

tamamlayıcı iplik, hedef ve prob olarak adlandırılan tanıma elemanı arasında bir 

hibridizasyon tespit reaksiyonuna dayanmaktadır. Bu cihazlarda, transdüser olarak 

elektrot bazlı platform kullanır ve bu oldukça spesifik hibridizasyon reaksiyonunu 

ölçülebilir bir sinyale dönüştürmek için genellikle bir raportör molekül (elektroaktif 

moleküller veya enzimler) sisteme eklenir (Martín-Fernández ve diğerleri, 2017).  
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2.2 Biyosensörler 

2.2.1 Biyosensörlerin tanımı ve tarihi 

"Sensör" kelimesi, kökeninde Latince "sentire" kelimesinden gelmektedir; bu sözcük 

herhangi bir şeyi 'tanımlamak' anlamına gelir. Temel olarak fiziksel ve kimyasal 

sensörler insan duyularına dayanmaktadır (Ali ve diğerleri, 2017).  Fiziksel sensörler, 

elektromanyetik radyasyon, akustik dalgalar ve basınç gibi fiziksel özelliğe yanıt 

veren yapılardan oluşur ve bu durum görme duyusu, işitme, dokunma gibi dış 

uyarılara tepki verme durumuna benzetilebilir (Yuriyama ve Kushida, 2010).  

Fiziksel ve kimyasal algılama tekniklerini içeren biyosensörler, son zamanlarda 

tanımlanan sensör sınıflarından biridir (Buenger ve diğerleri, 2012). Ortamdaki 

biyokimyasal ve biyofiziksel değişimlerin yorumlanmasında kullanılan 

biyosensörler, alıcı-dönüştürücü temelli araçlardır. Başka bir tanımla biyosensörler, 

biyolojik bir olayı ölçülebilir bir sinyale dönüştüren analitik cihazlardır. Ayrıca 

biyosensörlerin diğer sensör çeşitlerine göre en ilgi çekici özelliği ortamda bulunan 

bazı biyolojik moleküllerin algılanmasında görev alan biyolojik tabanlı tanıma 

elemanının varlığıdır (Wang, 2006). Antikor-antijen etkileşimi gibi belirli biyolojik 

analitlerin tespiti ve gözlemi için elektrokimyasal transdüserlerle (sinyal çeviriciler) 

DNA, RNA ve proteinler/enzimler gibi biyolojik varlıkların kombinasyonunu 

içermesi bakımından disiplinler arası bir teknolojidir ve mühendislik, mikrobiyoloji, 

fizik, kimya, biyoloji ve biyoteknolojinin ortak çabalarını içerir (Hinze, 1994).  

Klinik, gıda ve çevre uygulamasında kullanılan birçok sensör, ortamdaki analiti aynı 

anda ve devamlı şekilde izleyebilmelidir. Şeker hastaları tarafından kişisel kan 

şekerinin takibi gibi bazı önemli tıbbi uygulamalar için tek kullanımlık biyosensörler 

bulunmaktadır. Örneğin, gen çalışmalarında floresan temelli biyosensörler, 

araştırmacıların karmaşık kimyasal süreçleri incelemesi ve analiz etmesi bakımından 

büyük öneme sahiptir (Palmer, 2011). Gıda endüstrisinde kullanılan biyosensörler, 

hem taze gıdalardaki mantar ve bakteri kontaminasyonunun takibi hem de bozuk 

gıdalardan kaynaklanan biyolojik içeriğin tespit edilmesi için uygulanabilir teknikler 

önermektedir (Situ, 2010). Çevresel açıdan bakıldığında, biyosensörler hava kirliliği, 

ağır metal veya patojen vb. varlığının tespitinde (Tamayo, 2001), savunma sanayi 

için özellikle biyoterör saldırılarında Bacillus anthracis, Ebola, hepatit C virüsleri 

gibi biyolojik varlıkları tespit etmede kullanılabilir (Edelstein ve diğerleri, 2000). 
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Biyosensörlerin tarihçesi, glikoz tespiti ve ölçümü için icat edilmiş potansiyometrik 

enzim temelli bir elektroda dayanmaktadır (Clark ve Lyons, 1962). L.C. Clark, 

ameliyat esnasında kandaki O2 miktarını elekrokimyasal olarak izlemiştir. Glikoz, 

elektrot etrafındaki membranda elektrot yüzeyine geldiğinde glikoz glukonik aside 

dönüşür (Şekil 2.1). Böylece hem elektrot ile fiziksel sistemin duyarlılığı hem de 

enzim varlığı ile biyolojik sistemin spesifikliği birleştirilmiştir.  

 

Şekil 2.1 : Glikoz tespitinde kullanılan Clark elektrodu                        

(Kökbaş ve diğerleri, 2013) 

Klasik elektrokimyada sensörler ilk aşamada, sadece anyon ve katyon tespitinde 

kullanılırken, ilerleyen yıllarda biyolojik materyalin de sisteme katılması ile pek çok 

maddenin tayini mümkün olmuştur. Son zamanlarda ise, taşınabilir, küçük 

boyutlu/nano boyutlu ve çok işlevli biyosensörlerin geliştirilmesine yönelik daha 

ekonomik biyosensör tasarımları üzerine çalışılmaktadır (Vidal, 2013). 

2.2.2 Biyosensörü oluşturan temel bileşenler 

Sensör yapıları, ortamda belli bir analite yanıt verebilen belirli reaksiyon bölgeleri 

içermektedir. Analitten gelen bilginin elektrik sinyaline dönüştürülmesini başlatan 

bölgede fiziko-kimyasal bir etkileşim tetiklenmektedir. Sonrasında, oluşan elektrik 

sinyali algılama yanıtını gerçekleştiren işlem birimine iletilir (Yogeswaran ve Chen, 

2008). Teknik olarak sensörler, algılama kısmı ve dönüştürücü olmak üzere iki 

bölümden oluşur. Reseptör, fiziksel/kimyasal uyarıyı alır ve bu bilgiyi elektrik 

enerjisi biçiminde dönüştürürken, dönüştürücü bu enerjiyi daha sonra analiz 

Ag anot

Pt katot

O2 geçirgen

membran

Elektrolit

Glikoz
H2O2

O2

Glikoz oksidaz

içeren enzim 

tabakası

glikoz + O2 +H2O                                glikonik asit + H2O2

Elektrotta: O2 + 2e- + 2H+ H2O2

glikoz oksidaz



22 

edilebilecek ve elektronik bir biçimde sunulabilecek değerli analitik sinyale 

dönüştürme işlevini yerine getirir (Gordeliy ve diğerleri, 2002). 

Biyosensörlerde biyoelement (biyoreseptör) ve algılama elemanı temeldir. 

Biyoelement, genellikle ortamdaki diğer türlere karşı tepkisiz kalırken, ilgili 

ortamdan belirli analiti spesifik olarak tespit etmesi gereken türdür. Algılama ise, 

biyosensörün manyetik, optik, elektrokimyasal mekanizmalar gibi yollarla sinyal 

üretilmesine dayanır (Chao ve diğerleri, 2016).  

Biyosensörün performansı genellikle, duyarlılığı, teşhis sınırı (LOD), doğrusal ve 

dinamik aralıkları, yanıtın tekrarlanabilirliği veya kesinliği, seçiciliği ile girişim 

yapan türlere karşı yanıtı gibi temellere bağlı olarak değerlendirilir (Eggins, 2002). 

Sıklıkla karşılaştırılan diğer parametreler arasında da sensörün tepki/cevap süresi, 

çalışma ve depolama kararlılığı, kullanım kolaylığı ve taşınabilirlik yer alır. İdeal 

olarak, ardışık birkaç ölçümün yapılabilmesi bakımından algılamanın gerçekleştiği 

sensör yüzeyinin yenilenebilir olması önemlidir (Ronkainen ve diğerleri, 2010). 

2.2.3 Biyoreseptör türüne göre biyosensörler 

Biyosensörlerin sınıflandırılmasında birkaç farklı yaklaşım bulunmaktadır (Buenger 

ve diğerleri, 2012). Biyoelement temelinde bir sınıflandırma yapıldığında; enzim, 

nükleik asit, proteinler, mikroorganizmalar, oligonükleotidler, ligandlar vb. gibi 

farklı biyosensör çeşitleri mevcuttur (Mohanty ve Kougianos, 2006). Tespit edilen 

analit tipinin ardından DNA, glikoz, toksinler, mikotoksinler, ilaçlar veya enzim 

bazlı biyosensör sınıfları elde edilmektedir (Turner, 2000).  

Enzim biyosensörlerinde, enzimlerin moleküler tanıma özelliklerinin kullanımı 

analitik yöntemin yüksek hassasiyetiyle birleştirilir. Enzimler substratı ürüne katalize 

eden, reaksiyonda tüketilmeyen proteinlerdir. Hedef analiti anahtar kilit ilişkisine 

benzer şekilde tanıyabilirler. Enzimler ayrıca, diğer biyolojik reseptörlere göre 

oldukça hızlıdır, çeşitli transdüksiyon mekanizmalarıyla birlikte kullanılabilir ayrıca 

daha hassas ve duyarlıdır. Bu biyoreseptörlerin çalışma mekanizmaları:  

(1) analitin sensörle saptanabilir bir ürüne dönüştürülmesi;  

(2) enzim inhibitörü veya aktivatörü olarak görev yapan bir analitin tespiti; veya  

(3) analit ile etkileşim üzerine enzim özelliklerinin modifikasyonunun 

değerlendirilmesi şeklinde olabilir. 
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Bir immünosensör, spesifik antijeni tespit etmek için antikorları biyoreseptör olarak 

kullanır. İmmünolojik testler spesifik analitik tekniklerdir çünkü son derece düşük 

teşhis sınırları sağlar ve çeşitli maddeler için kullanılabilir. Bu tür deneyler, 

proteinlerin tanımlanması ve nicelenmesi için son derece kullanışlı hale gelir. 

İmmünoanaliz terimi, immünreaksiyonlara dayalı testler için kullanılırken, 

immünosensör terimi özellikle tüm aletleri, yani immünreaksiyonlara dayalı 

biyosensörleri tanımlamak için kullanılır (Kuranakaran ve diğerleri, 2015). 

Nükleik asit temelli biyolojik tanıma mekanizması, DNA veya RNA'nın 

hibridizasyonunu içerir. Çift sarmallı DNA (dsDNA) oluşturmak için tek sarmallı iki 

DNA (ssDNA) zinciri arasındaki yüksek düzeyde spesifik afinite bağlama 

reaksiyonu, nükleik asitleri biyolojik tanıma elemanı olarak kullanan nükleik asit 

temelli biyosensörlerde kullanılmaktadır. DNA'nın birbirine eşlenik dizileri 

arasındaki baz etkileşimleri oldukça sağlam ve spesifiktir. Bu sayede DNA, 

biyoalgılama uygulamaları için oldukça uygun bir molekül olarak öne çıkmaktadır. 

DNA tabanlı biyosensörlerde, hedef DNA, tanıma katmanında yakalanır. Ortaya 

çıkan hibridizasyon sinyali, görüntüleme ve analiz için kullanılabilir bir sinyale 

dönüştürülür (Kuranakaran ve diğerleri, 2015; Kuralay ve diğerleri, 2018; Gürsoy ve 

diğerleri, 2019).  

Mikrobiyal biyosensörler, hedef analitlerin tespiti için mikroorganizmaları bir 

dönüştürücü üzerinde immobilize hale getiren analitik cihazlardır. Bakteriler ve 

mantarlar gibi mikroorganizmalar, belirli molekülleri veya çevredeki ortamın genel 

durumunu saptamak için biyosensörlerde tanıma elementi olarak kullanılabilir. 

Enzim bazlı biyosensörlerle karşılaştırıldığında, mikrobiyal biyosensörler saflaştırma 

gerektirmez (Kuranakaran ve diğerleri, 2015).  

2.2.4 Analit ve biyoaktif madde arası etkileşime göre biyosensörler 

Analit ile biyoaktif madde arasındaki etkileşime bağlı olarak biyosensörler, 

biyoaffinite, biyokatalitik, immobilize hücre temelli ve transmembran esaslı olmak 

üzere çeşitlendirilebilir.  

Biyoaffinite biyosensörleri, biyolojik bileşenler arasındaki seçici bağlanma 

etkileşimlerini temel almaktadır. Bu bileşenler, nükleik asitler, reseptörler veya analit 

ile antikor arasındaki etkileşimler olabilir (Babamiri ve diğerleri, 2019). Bu 

biyosensörler, reseptör moleküllerinin analit moleküllerini “geri dönüşümsüz olarak” 
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bağladığı ve oluşan etkinin bir dönüştürücü tarafından algılanan fizikokimyasal 

değişikliğe neden olduğu cihazlardır.  

Biyokatalitik esaslı biyosensörler, çeşitli kimyasal maddelerin tayini için, enzim 

immobilizasyonu ile enzimin substratı, aktivatörü, koenzimi veya substratını 

kullanan sensör gruplarıdır. Örneğin, immobilize glikoz oksidazlı sensör şeritleri, 

şeker hastalığının kişisel/evde izlenmesi için kullanılmaktadır. 

İmmobilize hücre temelli biyosensörlerde, iletici sistem üzerindeki hücrelerin 

immobilizasyonu sayesinde, bu hücreler tarafından metabolize edilmiş olan farklı 

maddelerin tayini yapılabilir.  

Transmembran temelli biyosensörlerde, hücre membranları içinde yer alan farklı 

moleküllere spesifik membran proteinleri veya reseptörleri kullanılarak belli 

moleküllerin seçimli bir şekilde tayin edilmesi sağlanır.  

2.2.5 Transdüser (sinyal çevirici) çeşidine göre biyosensörler 

Kullanılan transdüksiyon (çevrim) ilkesine bağlı olarak biyosensörler; 

elektrokimyasal, optik, sıcaklığa bağlı, kütle tabanlı biyosensörler gibi sınıflara 

ayrılmaktadır (Thevenot ve diğerleri, 2001). 

Optik biyosensörler, yüksek hassasiyetleri nedeniyle uygulamalar için umut verici 

sensörler olarak kabul edilirler. Biyomoleküllerin gerçek zamanlı ve yerinde 

etkileşimini tespit etmek için, biyomoleküllerin algılama plakalarının yüzeyinde 

hareketsiz hale getirilmiş reseptörlere bağlanmasından sonra oluşan fiziksel 

değişiklikler optik özelliklere bağlı olarak sinyaller oluşturmaktadır. Optik 

biyosensörler yüzey plazmon rezonansı (SPR), Raman ve Fourier dönüşümlü 

kızılötesi (FTIR) spektroskopisi ve floresan etkilerine göre çeşitlendirilebilmektedir 

(Yang ve diğerleri, 2020).  

Sıcaklığa bağlı (termal) biyosensörlerde, genel olarak etkileşim sonucu oluşan 

sıcaklık değişikliği takip edilmektedir (Dinh ve diğerleri, 2017). Termal 

biyosensörler, reaksiyon entalpilerindeki değişimi termometrik olarak tespit etmek 

için kullanılır (Grime, 1985; Yang ve diğerleri, 2020). 

Kütle tabanlı biyosensörler, piezoelektrik sensör, kuvars kristal mikro terazi (QCM) 

ve yüzey akustik dalgası gibi farklı türdeki sensörlerde karşılık gelen bir değişiklikle 
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belirlenen analitlerin tanınması için kütle değişikliklerinden yararlanan kütle tabanlı 

biyoalgılama uygulamalarını kapsar (Yang ve diğerleri, 2020).  

Elektrokimyasal biyosensörde etkileşimin gerçekleştiği alt taban elektrottur. 

Elektrokimyasal biyosensörler, biyolojik bir olayın elektrik sinyaline doğrudan 

dönüştürülmesini hassas ve hızlı bir şekilde sağlama yeteneğine sahiptir, bu da onları 

biyolojik bir numune veya ilgilenilen analitin içeriğini ya da konsantrasyonunu tespit 

etmek için oldukça arzu edilir ve çekici kılar. Elektrokimyasal biyosensörler, 

reaksiyon hacminden bağımsızdır, öyle ki küçük hacimli numuneler bile ölçülebilir. 

Sensör çalışmaları genellikle çalışma, referans ve bir karşı elektrot içermektedir. 

Bazı durumlarda (potansiyometrik analiz gibi) sadece çalışma ve referans elektrot 

kullanılmaktadır. Potansiyometri, iletkenlik, amperometri, elektrokimyasal empedans 

spektroskopisi gibi yöntemlere dayalı olarak elektrokimyasal sensörler 

gruplandırılmaktadır. Ayrıca, elektroanalitik çalışmalarda voltametrik tekniklerden 

de faydalanılmaktadır (Yang ve diğerleri, 2020). Bu tez çalışmasında; yüksek 

hassasiyetleri, kullanım kolaylıkları, taşınabilirlik, düşük maliyet ve üretim kolaylığı 

gibi birçok avantajından dolayı elektrokimyasal biyosensör teknolojisinden 

yararlanılmıştır.   

2.2.6 Biyosensörlerin avantajları ve kullanım alanları 

Biyosensörler, farklı türlerin tayinine olanak veren modern analitik cihazlardır ve 

hastalık teşhisi, tıp, gıda uygulamaları gibi önemli alanlarda kullanım kolaylığı 

sağlamaktadır. Maliyet etkinliği, hızlı analiz, kullanıcı dostu olma gibi özellikler 

biyosensör kullanımını artırmaktadır (Chowdhury ve diğerleri, 2019; Thapa ve 

diğerleri, 2021). Bu kriterlerin sağlanması adına kimya, nanoteknoloji ve biyolojik 

bilim yaklaşımlarını içeren çalışmalar önem kazanmaktadır. Biyosensör teknolojisi; 

gıda, çevre, tarım ve diğer birçok biyoteknolojik endüstriler gibi sayısız uygulama 

alanı bulmaktadır (Arora, 2018; Kumar ve Arora, 2020; Fatima ve diğerleri, 2022, 

Mei ve diğerleri, 2022; Ventura-Aguilar ve diğerleri, 2023). 

Örneğin, çeşitli giyilebilir elektrokimyasal biyosensörler, bir kullanıcının sağlık 

durumunun göstergeleri olarak vücut sıvısındaki elektrolitlerin ve metabolitlerin 

gerçek zamanlı invazif olmayan tarama amaçlı ortaya konulmuştur (Bandodkar ve 

Wang, 2014).  
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Biyosensörlerin gıda endüstrisinde bozulmuş gıda gazlarını tespit etmek, kontamine 

gıdaları tanımlamak ve taze gıdalardaki bakteri, mantar gibi mikroorganizmaların 

varlığını ve büyümesini kontrol etmek için de uygulamaları vardır (Tamayo ve 

diğerleri, 2001). Ayrıca, dünyanın mevcut senaryosunda, biyoterörizm tehditleriyle 

karşı karşıya olmamız bakımından biyosensörler, B. anthracis (Bacillus anthracis), 

hepatit C virüsü, E-bola, SARS (Şiddetli Akut Solunum Sendromu) virüsü vb. 

biyolojik varlıkların mevcut zararları ve zarar vermek için kasıtlı olarak 

kullanılmasına karşı bu saldırıları baskın çıkmadan önce tespit etmek adına başarıyla 

kullanılmıştır (Edelstein ve diğerleri, 2000). Biyosensörler, yapılandırarak sürekli 

izleme ve süreç kontrolü optimize edilebilmektedir. Bu sayede uğraştırıcı ve zaman 

alıcı tanı laboratuvar analizlerinin önemli parametreleri yerinde teşhis ve tespit 

edilebilecektir. 

Sonuç olarak, biyosensörlerin gelişimi çoğunlukla duyarlılık, seçimlilik, küçük 

molekül tespitine olanak ve maliyet etkinliği gibi özelliklere dayanmaktadır. 

Nanomalzemelerle kombinasyon halinde elektrokimyasal sensörlerde görülen 

ilerlemenin bir kısmı, iyileştirilmiş özelliklere sahip biyosensör tasarımları ile 

sonuçlanmaktadır (Bandodkar ve Wang, 2014). Genel olarak, biyoalgılama ve biyo-

fabrikasyonun, elektrokimyasal, optik veya biyo-elektronik ilkeleri ile bunların 

kombinasyonunu kullanan sentetik biyoloji yaklaşımlarıyla modern çağ için güçlü 

biyosensörlerin başarılı bir şekilde geliştirilmesinin yolu açılmaktadır (Vigneshvar ve 

diğerleri, 2016). Geniş kullanım alanı ve avantajları sayesinde, biyosensör teknolojisi 

gelecek için umut vericidir, ancak biyosensör sistemini araştırma ve geliştirme 

laboratuvarından pazara çıkarmak için kararlı, uygun maliyetli ve çok disiplinli 

yaklaşımlar gerekmektedir (Fatima ve diğerleri, 2022; Chadha ve diğerleri, 2022; 

Kulkarni ve diğerleri, 2022)  

2.3 Elektrokimya ve Elektrokimyasal Teknikler 

Elektrokimya, biyosensörlerde analit tayini için avantajlar sunan bir tekniktir. 

Biyosensör çalışmalarında kullanılan elektrokimyasal teknikler; genellikle akım, 

iletkenlik, potansiyel (veya gerilim) ve empedans temelli ölçümlere dayanmaktadır 

(Goswami, 2020; Hashem ve diğerleri, 2022; Ramya ve diğerleri, 2022). 

Tez kapsamında yer alan elektrokimyasal karakterizasyon ve elektroanalitik 

çalışmalarda kullanılan yöntemlere ait genel bilgiler aşağıda sunulmaktadır: 
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2.3.1 Voltametrik teknikler 

Voltametri, elektroanalitik ve karakterizasyon çalışmalarında kullanılan çok yönlü 

bir tekniktir. Bu teknikte, değiştirilen potansiyele bağlı olarak değişen akım ölçülür. 

Akım değerleri analit konsantrasyonu ile ilişkilendirilir (Bard ve Faulkner, 2001). Ek 

olarak voltametri, tek bir elektrokimyasal deneyle birbirinden farklı potansiyellerde 

cevap veren birden fazla bileşiği saptayabilir. Böylece birden çok analitin aynı anda 

tayini gerçekleştirilebilir. 

Voltamogram adı verilen akım-potansiyel grafiği, kimyasal reaksiyon hakkında bilgi 

sağlar. Voltametrik yöntemler arasında dönüşümlü voltametri (CV), lineer sıyırma 

voltametrisi, hidrodinamik voltametri, diferansiyel puls voltametrisi ve kare dalga 

voltametrisi sayılabilir. 

Dönüşümlü voltametri 

Dönüşümlü voltammetri, kimyasal türlerin elektrokimyasal özelliklerin bir göstergesi 

olarak redoks potansiyellerini ve analit veya herhangi bir redoks probuna bağlı 

redoks akımlarını ölçmenin klasik yöntemidir (Khalafi ve Rafiee, 2017).  Bu teknik, 

Şekil 2.2'de gösterildiği gibi çalışma elektrodunda üçgen şeklinde bir tarama 

gerçekleştiren lineer sıyırma voltametrisi (LSV)'ye benzer. Dönüşümlü voltametride 

grafik kapalı bir eğriden oluşur ve geri yönde tarama söz konusudur.  

 

Şekil 2.2 : Dönüşümlü voltametri a) anodik anlamda başlayan potansiyel 

tarama b) tersinir bir redoks sisteminin dönüşümlü voltamogramı (SP, 

başlangıç potansiyeli; EP, bitiş potansiyeli; t0 ve tf, taramanın başlangıç ve son 

zamanları) (Karunakaran, 2015).  
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Voltametrik teknikler arasında, dönüşümlü voltametri elektrokimyasal biyosensör 

çalışmalarında sıklıkla kullanılır. Karakterizasyon amaçlı olarak ise kullanılan redoks 

çiftlerinin davranışını incelemede oldukça faydalar sağlar (Kuralay ve diğerleri, 

2018; Gürsoy ve diğerleri, 2019). Dönüşümlü voltametride, çalışma elektrodu adı 

verilen bir elektrodun karıştırılmayan bir çözelti ortamına daldırılması ve belirli bir 

tarama hızında sistemin tutulması ile katodik ve anodik yönde tarama yapılır. Bu 

aşamada, çalışma elektrotunun potansiyeli, bir referans elektroda karşı kontrol edilir. 

Tarama sırasında takip edilen akım ise karşıt elektroda göre kontrol edilir (Bard ve 

Faulkner, 2001). Bu voltametrik teknikte; potansiyel başlangıç potansiyelinden son 

potansiyele ve sonra tekrar başlangıç potansiyeline çevrilmektedir. Ortaya çıkan 

grafiğe, dönüşümlü voltamogram adı verilmektedir (Şekil 2.3). Bu voltamogram 

platin (Pt) çalışma elektrodu kullanılarak ferro/ferrisiyanür ([Fe(CN)6]4-/3-) redoks 

çifti içeren çözelti ortamına aittir. Redoks çiftinin yükseltgenme/indirgenmesine 

bağlı olarak redoks potansiyellerine karşılık gelen iki farklı akım tepe noktası (Ipa ve 

Ipc) gözlenir. Epc, katodik tepe (pik) akımına (Ipc) karşılık gelen potansiyeldir, Epa ise 

anodik tepe (pik) akımı (Ipa) ile ilişkili potansiyeldir (Schöning ve Poghossian, 2018). 

 

Şekil 2.3 : Çıplak bir Pt elektrotta ferri/ferrosiyanür redoks çifti kullanılarak 

alınan dönüşümlü voltamogram (Karunakaran ve diğerleri, 2015).  
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2.3.2 Elektrokimyasal empedans spektroskopisi 

Empedans terimi akımın (alternatif akım) akışına karşı direncin ölçülmesi şeklide 

tanımlanabilir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), belirli bir frekans 

aralığında empedansın ölçülmesi temeline dayanmaktadır. Bu teknik; elektrokimya 

çalışmalarında malzeme karakterizasyonu, (biyo)sensör çalışmaları, korozyon gibi 

uygulama alanlarında oldukça karşımıza çıkmaktadır. Özellikle (biyo)sensör 

çalışmalarında elektrot-çözelti arayüzeyindeki yük transferinin ölçüldüğü yük 

transfer direnci (Rct) değeri sıklıkla kullanılmaktadır. Elektrotların 

biyokomponentlerle (biyoreseptörlerle) immobilizasyonu, arayüzeyde transfer 

direncinde ve kapasitansta değişiklikler meydana getirmektedir. Ayrıca bu teknikle, 

analitlerin etiket gerektirmeyen (işaretsiz) tespiti yapılabilmektedir. Bir biyosensör 

çalışmasında, analit ile etkileşen biyoreseptör fizikokimyasal bir değişiklik 

sağlamaktadır. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ele alındığında, arayüzdeki 

yük transferi, çözelti direnci, çift katmanlı kapasitans gibi kriterler bu aşamada ön 

plana çıkmaktadır (Barsoukov ve Macdonald, 2005; Karunakaran ve diğerleri, 2015; 

Hosseini ve diğerleri, 2022). EIS son yıllarda artan bir popülerlik kazanmıştır ve 

sensör, biyoalgılama süreçlerinde hassas ve doğru tespit anlamında avantajlar 

sağlamaktadır (Jolly ve diğerleri, 2015; Hammond ve diğerleri, 2016). 

Elektrokimyasal empedans verilerini değerlendirmek için en popüler formatlar 

Nyquist ve Bode grafikleridir. Nyquist grafiği şeklinde sunulan empedans spektrumu 

Şekil 2.4'te gösterilmektedir. Bu grafikte, hayali empedans bileşeni (Z''), her uyarma 

frekansında gerçek empedans bileşenine (Z') karşı çizilmektedir. Rs, çözelti 

direncidir. Rct, yük transfer direncini ifade eder. C, çift katmanlı kapasitanstır. W, 

Warburg empedansıdır ve kütle transfer sınırlamalarının etkilerini açıklayan bir 

elementtir.  
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Şekil 2.4 : Nyquist grafiği şeklinde sunulan şematik empedans spektrumu 

(Karunakaran ve diğerleri, 2015). 

Bir Nyquist grafiği, arayüz ve yük (elektron) transfer reaksiyonu hakkında bilgi 

içerir. Bu grafik genellikle düz bir çizgi tarafından takip edilen eksen üzerinde 

uzanan yarım daire bir bölgeyi içerir. Daha yüksek frekanslarda gözlenen yarım daire 

kısmı yük transferiyle sınırlandırılmış sürece karşılık gelirken, doğrusal kısım daha 

düşük frekans aralığının karakteristiğidir ve difüzyonla sınırlı elektrokimyasal süreci 

temsil eder. Yarım dairenin çapı yük transfer direncine, Rct’e eşittir (Karunakaran ve 

diğerleri, 2015; Strong ve diğerleri, 2021; Brett, 2022). 

2.4 Elektrokimyasal Biyosensörler 

Kimyasal sensörlerin bir alt sınıfı olarak elektrokimyasal biyosensörler, düşük 

maliyet, yerinde ve basit kullanım gibi avantajlarının yanında elektrokimyasal 

tekniklerin sahip olduğu yüksek hassasiyet gibi özellikleri de kapsamaktadır (Eggins, 

2002; Wang, 2006; Hassanpour ve diğerleri, 2018; Hosseini ve diğerleri, 2022). 

Elektrokimyasal biyosensörler hedef analit ile seçici olarak reaksiyona girebilen ve 

çalışılan analitin konsantrasyonu ile ilgili bir elektrik sinyali üreten bir biyolojik 

tanıma elemanı içerir. Bu biyolojik tanıma elemanı diğer biyosensör türlerinde 

olduğu gibi antikorlar, proteinler, hücreler, enzimler, dokular veya nükleik asitler 

olabilir. Elektrokimyasal biyosensör çalışmaları, üçlü veya ikili elektrot sistemlerini 

içeren ortamda gerçekleştirilir. Elektrokimyasal biyosensör çalışmalarında, 

amperometri, potansiyometri, iletkenlik, impedimetri ve voltametri gibi tekniklerden 

faydalanılır (Baranwal ve diğerleri, 2022). 
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Çalışma elektrodu (WE), ilgilenilen reaksiyonun gerçekleştiği elektrottur 

(Karunakaran ve diğerleri, 2015). Çalışma elektrodunun belirli özelliklere sahip 

olması önemlidir. İlgili reaksiyon (indirgenme/indirgenme) çalışma elektrodunda 

gerçekleştiğinden, yüksek sinyal-gürültü özellikleri, tekrarlanabilir cevap, çalışma 

aralığında inert olma gibi hususlar tercih sebebidir. Ayrıca elektriksel iletkenlik, 

yüzey tekrarlanabilirliği, mekanik özellikler, toksisite ve maliyet gibi etkenler de 

dikkate alınmalıdır. Camsı karbon elektrot (GCE), platin (Pt) elektrot, altın (Au) 

elektrot, serigrafi veya perde baskılı elektrotlar, indiyum kalay oksit (ITO), kalem 

grafit elektrot (PGE) gibi farklı çalışma elektrotları bulunmaktadır (Zhou ve 

diğerleri, 2010; Abdulbari ve Basheer; 2017; Horwood, 2022).  

Kalem grafit elektrotlar: 

Düşük maliyetleri ve kolay kullanımı nedeniyle yazma amaçlı kullanılan ve grafit 

temelli kurşun kalem uçları farklı modifikasyonlara da açık oluşları nedeniyle 

elektrot malzemesi olarak kullanılabilmektedirler. Bu aşamada kalem ucu, kalem ile 

birlikte kullanılır. Bu nedenle kaleme elektriksel bağlantı için bakır tel sarılabilir. 

Ortaya çıkarılan bu elektroda kalem grafit elektrot (PGE) denilmektedir. Herkes 

tarafından günlük olarak kullanılan kalem, dünyanın her yerinde çeşitli çap ve 

uzunluklarda bulunan taşınabilir, düşük maliyetli, basit bir grafit malzemedir (Jadon 

ve diğerleri, 2017). Grafit haricinde kil de içermektedir. Avrupa standartlarına göre 

harf ölçeği H (sertlik) ve B (siyahlık) şeklinde ifade edilir. 9H'den (en sert) 8B'ye (en 

yumuşak) sertlik veya siyahlık derecesi belirlenir. B tipi uçlar büyük miktarda grafit 

içermektedir ve daha yumuşaktır (Kariuki, 2012; Sharma ve diğerleri, 2019), 

Şimdiye kadar, elektroanalizde çalışma elektrotları olarak B, 2B, 3B, 4B, 6B, 3H, 

2H, 4H, 6H, HB gibi farklı sertlikte çeşitli kurşun kalem uçları kullanılmıştır (Wang 

ve Kawde, 2001; Kariuki, 2012; Vishnu ve Kumar, 2015). Kalem grafitin ana 

bileşimi olan grafit iletkenlik ve kolay analit adsorpsiyonu sağlamaktadır (McCreery, 

2008). Ayrıca, karbon pasta, camsı karbon gibi elektrotlarda yüzeyde farklı safsızlık, 

kirlilik oluşması gibi durumların tek kullanımlık kalem grafit elektrot gibi 

substratlarda yaşanmaması kullanım potansiyelini artırmaktadır. Kolay 

erişilebilirliği, iyi mekanik kararlılığı, modifikasyon kolaylığı gibi özellikleri 

nedeniyle de kalem grafit elektrotlar rağbet görmektedirler. Özellikle nanomalzeme 

gibi malzemelerle modifikasyondan sonra özelliklerinin daha da iyileştirilebileceği 

tespit edilmiştir (Yardım, 2011; Akanda ve diğerleri, 2016; Gürsoy ve diğerleri, 

2019).  
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Farklı çalışmalara dayanarak, çeşitli polimerler, metal oksit ve diğer farklı 

malzemeler ile modifye edilen kalem grafit yüzeylerin, kan, gıda, endüstriyel ve 

çeşitli çevresel örnekler gibi çeşitli gerçek numune ortamlarında var olan 

biyomoleküllerin hassas  şekilde izlenmesi için verimli bir şekilde uygulanabileceği 

gözlemlenmiştir (Malifarge ve diğerleri, 2017; Pandey ve diğerleri, 2018). Örneğin, 

Kuralay ve diğerleri (2018) çalışmalarında poli-L-lizin temelli kurşun kalem grafit 

elektrotları nükleik asit (DNA hibridizasyon tespiti) tayininde kullanmışlardır. Yakın 

bir zamanda Huang ve arkadaşları organik kafes yapıları kullanarak modifiye edilen 

kalem grafit elektrotlar ile bisfenol A ve bisfenol S’nin tayinini gerçekleştirmişlerdir 

(Huang ve diğerleri, 2022). Genel olarak, PGE'nin diğer daha pahalı ticari karbon 

elektrotlara kıyasla elektrokimyasal ölçümler için ucuz ve tek kullanımlık sensör 

tasarımında sağlayabileceği avantajlar göz önüne alınarak bu tez kapsamında 

yürütülen biyosensör çalışmalarında kullanımı tercih edilmiştir. 

2.5 Moleküler Tanıma, Prob İmmobilizasyonu ve Hibridizasyon 

Bir biyosensörün başarısı hedef analiti etkin bir şekilde tanımasına bağlıdır 

(Karunakaran ve diğerleri, 2015; Goswami, 2020). GDO'ları tespit etmede, DNA'dan 

proteinlere kadar biyolojik ajanlar ve biyobelirteçlerin saptanmasına yönelik çeşitli 

tiplerde nanobiosensörler geliştirilmiştir (Topkaya ve diğerleri, 2016; Aghili ve 

diğerleri, 2017). Bir elektrokimyasal genosensörün yapımı genellikle aşağıdaki 

aşamaları içerir: 

(1) DNA probunun elektrot yüzeyine immobilizasyonu, 

(2) hedef diziyle hibridizasyon, 

(3) etiketli veya etiketsiz olarak sinyal okuma (Deng ve diğerleri, 2000; Azimzadeh 

ve diğerleri, 2016). 

Her adımın optimizasyonu, sensörün genel performansını iyileştirmek için gereklidir. 

Prob immobilizasyon aşaması, elektrokimyasal DNA biyosensörünün performansını 

belirlemede önemli bir rol oynar. Adsorpsiyon, kovalent bağlanma, kendiliğinden 

düzenlenmiş tek tabakalar (SAM) ve elektropolimerizasyon dahil olmak üzere 

DNA'nın immobilizasyonu için birçok yöntem veya yüzey kimyası kullanılmıştır 

(Goswami, 2020). İmmobilizasyonu için altın, gümüş, silikon ve bakır 

nanopartiküller dahil olmak üzere farklı türde nanomateryallerin kullanımı 

https://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122859
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bilinmektedir. Ayrıca grafit, grafen ve karbon nanotüpler (CNT) gibi karbon temelli 

malzemeler, elektrot yüzeyinde nükleik asit immobilizasyonunda uygulama bulmuş, 

duyarlılığı, iletkenliği ve seçiciliği kolaylaştırmıştır (Apiwat ve diğerleri, 2016; Xing 

ve diğerleri, 2016; Sang ve diğerleri, 2016; Hashem ve diğerleri, 2021). 

2.6 Nükleik Asit Temelli Biyosensörler 

Nükleik asit biyosensörleri, genellikle tamamlayıcı sarmal ile hibridize olabilen, son 

derece yüksek verimliliğe ve iyi özgüllüğe sahip tek sarmallı ssDNA'dan oluşur ve 

böylece tamamlayıcı sarmal DNA veya RNA'nın tespiti kolayca gerçekleştirilebilir 

(Turner, 2013; Du ve Dong, 2017; Morales ve Halpern, 2018; Hashem ve diğerleri, 

2022). Tespit yüksek özgüllük (seçicilik) ile hibridizasyona dayanır. Aynı zamanda 

genosensörler olarak da ifade edilebilecek olan DNA sensörlerindeki biyolojik 

tanıma öğeleri, ilgilenilen DNA sekansını (hedef) tamamlayan problar olarak 

adlandırılan DNA dizileridir. Uyumsuzların varlığında bile tamamlayıcı sekanslar 

arasındaki baz eşleştirme etkileşiminin yüksek özgüllüğünden dolayı seçicilik 

sağlanmaktadır (Hashem ve diğerleri, 2021).  

Çeşitli yüksek hassasiyetli ve seçici nükleik asit biyosensörler arasında, 

nanomateryal tabanlı elektrokimyasal nükleik asit biyosensörleri dikkat çekmektedir. 

Yüksek hassasiyet, mikro fabrikasyon teknolojilerine uyum sağlama, maliyet 

etkinliği ve taşınabilirlikleri sayesinde elektrokimyasal nükleik asit biyosensörleri 

temel bilim ilkelerini nanobilim temelleriyle ilişkilendirebilen çok disiplinli bir 

çalışma alanı olmuştur (Hashem ve diğerleri, 2021). 

2.7 Grafen Sentezi ve Üretim Yöntemleri 

Grafen, karbon atomlarının sp2 hibridizasyonu ile iki boyutlu yapıda altıgen olarak 

düzenlenmiş mükemmel kristal ve elektronik özelliklere sahip bir malzemedir. 

Grafenin en ilgi çekici özelliklerinden bazıları, esnekliği, şeffaflığı (% 97,7) 

(Novoselov ve diğerleri, 2005; Nair ve diğerleri, 2008) ve kaliteye bağlı olarak 103-

106 cm2/V'lik yük taşıyıcı hareketliliğidir (Morozov ve diğerleri, 2008). Sağlam 

karbon-karbon bağı sayesinde çok daha iyi termal ve elektrik iletkenliğine sahiptir. 

Grafenin tek katmanlı kesintisiz yapısı, yüksek termal iletkenliğinden sorumludur ve 

oda sıcaklığı koşullarında, iyi elektriksel iletkenlik (104 S/m), ısıl iletkenlik (5000 
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W/mK), yüksek mekanik dayanıklılık (42 N/m kırılma dayanımı ve 1,0 TPa Young 

katsayısı) gibi mükemmel özellikler göstermektedir. Grafenin yaklaşık 2600 m2/g'lik 

özgül yüzey alanı ve mekanik mukavemeti, onu hafif kompozit malzemeler için 

çekici kılmaktadır (Yi ve Shen, 2015; Halbig ve diğerleri, 2016). Tüm bu avantajlar 

göz önüne alındığında, 2028 yılına kadar grafen pazarının 300 milyon dolara 

ulaşacağı tahmin edilmektedir (Cinti ve diğerleri, 2018; Ghaffarzadeh, 2019). 

Grafen ailesi nanomalzemeleri (GFN), tek katmanlı grafen, çok katmanlı grafen, 

oksitlenmiş grafen formu (grafen oksit, GO) ve indirgenmiş grafen oksit formundan 

oluşmaktadır (Şekil 2.5).  

 

Şekil 2.5 : Grafen ailesi nanomalzemeleri (GFN): tek katmanlı grafen, çift 

katmanlı grafen, grafen oksit (GO), indirgenmiş grafen oksit (rGO) ve çok 

katmanlı grafen (Jaleel ve diğerleri, 2017). 

 

Saflık ve yüzey kimyası dışında GFN'nin her bir üyesinin kusur yoğunluğu ve 

bileşiminde farklılıklar bulunmaktadır. Tek katmanlı grafen daha yüksek yüzey 

alanına sahiptir. Katman sayısı arttıkça yüzey alanı azalır ve rijitlik artar. Tek 

katmanlı hatasız grafenin sentezi ile ilgili zorluklar ve yüksek reaktivitesi nedeniyle, 

çok katmanlı grafen veya GO biyolojik uygulamalar için yaygın olarak 

araştırılmaktadır (Goenka ve diğerleri, 2014). Bununla birlikte grafen ailesi 

nanomalzemeleri, adsorpsiyon karakteri nedeniyle DNA ve RNA'nın tespitinde 

kullanılabilir. Pozitif yüklü grafen, negatif yük taşıyan nükleotidlerle etkileşime 

girebilir ve DNA’yı nükleaz enzimlerinden koruyabilir (Wu ve diğerleri, 2011; Jaleel 

ve diğerleri, 2017). 
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1859'da Brodie, grafiti potasyum klorat ve nitrik asit karışımıyla oksitlemiştir. Fakat 

bu yöntemle geliştirilen GO zaman alıcı bir prosedüre sahiptir ve ürün oluşumunu 

sağlamak için tekrarlanan bir oksidasyon işlemi gerektirmektedir (Şekil 2.6) (Brodie, 

1859). 1898'de Staudenmair tarafından değiştirilen Brodies yöntemi; grafitin 

oksidasyonunun sülfürik asit, nitrik asit ve potasyum klorat karışımı ile sentezidir. 

1937'de Hoffmann, nitrik asidi % 68'lik nitrik asitle değiştirmiştir (Poh ve diğerleri, 

2012). GO sentezi için yaygın olarak kullanılan yöntem, 1958 yılında Hummer ve 

Offeman tarafından geliştirilmiş daha verimli ve güvenli bir yöntemdir. Bu yöntem, 

konsantre sülfürik asit ile potasyum permanganat ve sodyum nitrat gibi güçlü 

oksitleyici ajanlar varlığında grafit veya grafenin oksidasyonunu içermektedir. 

Reaksiyon patlayıcıdır, bu nedenle tehlikeli durumdan kaçınmak için KMnO4 ilavesi 

buz banyosu altında gerçekleştirilir. Sodyum nitratın hariç tutulması dahil olmak 

üzere Hummers yöntemi için çeşitli modifikasyonlar araştırılmıştır (Paulchamy ve 

diğerleri, 2015).  

 

Şekil 2.6 : GO sentezi için kullanılan farklı yöntemler                              

(Jaleel ve diğerleri, 2017).  

 

Grafen, genellikle altıgen karbon kafesin pul boyutunu ve kalitesini etkileyen 

aşağıdan yukarıya (bottom-up) veya yukarıdan aşağıya (top-down) yöntemlerle 

sentezlenmektedir (Eigler ve Hirsch, 2014; Zhang ve diğerleri, 2018). Grafen için 

aşağıdan yukarıya sentezler, küçük organik moleküllerin katalitik aktif yüzeyler 
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üzerinde ayrışmasına dayanır. Yukarıdan aşağıya yaklaşımlar grafitten başlar ve 

grafen katmanlarını ayrılır. Grafitten tabakaların mekanik olarak soyulması 

konusundaki örnekler; tekrarlanan yapışkan bant delaminasyonu (Novoselov ve 

Geim, 2004), ultrasonikasyon (Guardia ve diğerleri, 2011), ıslak/kuru bilyeli öğütme 

(Damm ve diğerleri, 2015) ve jet kavitasyon/yüksek basınçlı homojenizasyon 

(Nacken ve diğerleri, 2015) olarak verilebilir. Bu yöntemler esas olarak birkaç 

katmanlı grafen eldesi sağlar. Grafitin indirgeyici veya oksidatif yollarla kimyasal 

aktivasyonu ise, işlenebilen ve grafene dönüştürülebilen işlevselleştirilmiş tek grafen 

katmanları sağlayabilir (Halbig ve diğerleri, 2016).  

Grafitin sıvı fazda pul pul dökülmesi genellikle ıslak kimyasal dağılımı ve ardından 

yüzey aktif maddelerin varlığında veya yokluğunda uygun çözücülerde sonikasyon 

kaynaklı pul pul dökülmeyi içerir. Çeşitli çözücüler ve yüzey aktif maddeler 

kullanılarak pul pul grafitten bir ila dört katmanlı grafen üretmek için sıvı fazlı pul 

pul dökülme tekniği uygulanarak, rastgele substratlar üzerine yerleştirilebilen, 

elektronik ve fotonik uygulamalar için faydalı olabilecek yarım santimetre boyutunda 

grafen filmler elde edilebilmektedir (Pavlova ve diğerleri, 2016; Coroş ve diğerleri, 

2019). 

Aşağıdan yukarıya sentez, epitaksiyel yöntem, kimyasal buhar biriktirme (CVD), 

termal piroliz (Tan ve diğerleri, 2018) ve aromatik moleküllerden kimyasal sentezi 

içerir. Silisyum karbürün (SiC) termal ayrışması, yüksek kaliteli grafen hazırlamak 

için umut verici bir yöntemdir. Bu yolla elde edilen epitaksiyel grafen, grafen temelli 

elektrikli cihazlara doğrudan uygulanabilir. CVD, yüksek kaliteli grafenin 

hazırlanması için çekici bir yöntem olmakla beraber, aynı zamanda sentez 

parametrelerinin (sıcaklık, basınç, biriktirme süresi, öncülerin türü) hassas 

kontrolünü gerektiren karmaşık bir yöntemdir (Fauzi ve diğerleri, 2018; Coroş ve 

diğerleri, 2019).  

Bunların arasında, grafen oksitin (GO) kimyasal olarak indirgenmesinin, kısa sürede 

düşük maliyetle büyük ölçekli üretim açısından en umut verici yöntem olduğuna 

inanılmaktadır (De Silva ve diğerleri, 2017). Bu sebeple grafen oksit ve grafen 

sentezinde kullanılan en yaygın yöntemdir. Bu yöntemlerin temelinde grafitin 

fiziksel, kimyasal veya mekanik eksfoliasyonu yer almaktadır (Şekil 2.7). Hummers 

metodu güçlü asit ve oksitleyicilerin kullanıldığı düşük maliyet ve büyük ölçekte 

üretime izin veren bir kimyasal sentez metodudur (Hummers ve Offeman, 1958). 
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Tüm bu avantajlarından dolayı bu tez çalışmasında tercih edilen indirgenmiş grafen 

oksit sentez metodu olarak modifiye Hummers metodu kullanılmıştır.  

 

 

Şekil 2.7 : Grafitin kimyasal indirgenmesi ve pullandırma                            

(Hu ve diğerleri, 2013). 

2.7.1 Elektrot malzemesi olarak grafen 

Dikkat çekici elektronik, optik, mekanik, termal ve elektrokimyasal özelliklerinin 

yanında grafen elektronik olarak düşük gürültüye sahip, elektrokimyasal algılama 

için uygun bir malzemedir. Tüm bunlara ek olarak, yüksek elektriksel iletkenliği ve 

verimli elektrokatalitik davranışları, elektrokimyasal uygulamalar için ilgi çekicidir. 

Grafenin benzersiz avantajları arasında gelişmiş elektronik özellikler, geniş bir kenar 

düzlemi/bazal düzlem oranı ve hızlı elektrot kinetiği bulunur. Grafen tabanlı 

elektroanalitik elektrotlar, geleneksel karbon elektrotlardan daha yüksek 

hassasiyetlere, daha düşük algılama sınırlarına ve daha hızlı elektron transfer 

kinetiğine sahiptir. Grafenin yüksek yüzey alanı, mükemmel elektron iletkenliği, 

hidrofobikliği ve grafen filmlerinin gelişmiş mekanik mukavemeti, grafen filmlerinin 

son yıllarda önem kazanmasını sağlamıştır. Birçok biyosensör, grafeni 

biyomoleküler moleküller için algılama elemanları olarak dahil etmiştir (Cernat ve 

diğerleri, 2015; Borisova ve diğerleri, 2016). 

Pirolitik grafitten eksfoliasyon tekniği ile elde edilebilen grafen, tek karbon 

atomunun katmanlarıdır. Sentez kolaylığı ve dispersiyon prosesine uygun olması 

nedeniyle grafen, elektrokimyasal cihazların geliştirilmesi gibi teknolojik kütle 
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ölçekli uygulamalar için ucuz ve cazip hale gelmektedir (Li ve diğerleri, 2008; 

Novoselov, 2010). 

2.7.2 Grafen tabanlı kompozit malzemeler 

Kompozit malzemeler, benzersiz özelliklere sahip bir son malzeme üretmek için 

farklı özelliklere sahip iki veya daha fazla malzemenin birleştirilmesiyle oluşturulan 

malzemelerdir ve her birinin en iyi özelliklerinden yararlanmak için iki veya daha 

fazla malzemenin birleşimini içerir. Saf grafenin geniş bir yüzey alanı, mükemmel 

elektron hareketliliği, iletkenliği ve geniş bir elektrokimyasal kapasitesi vardır, ancak 

birçok araştırmacı saf grafenin bir elektrot malzemesi olarak önemli avantajlar 

sergileyebilmesinde elektrokimyasal aktivitenin ve işlevselliğin kompozit 

malzemelerle geliştirilebileceğini belirtmektedir (Ramakrishnan ve diğerleri, 2015; 

Lawal, 2019). Bu kompozitlerde grafenin varlığı, malzemelerin mekanik/elektriksel 

özelliklerini iyileştirmektedir. 

Grafenin termal, mekanik ve elektronik özellikleri, onu kompozit uygulamalar için 

ana dolgu maddesi olarak öne çıkarmaktadır. Nanokompozitlerin mekanik, 

elektriksel ve termal özelliklerini geliştirmek için çok sayıda araştırmacı 

nanokompozitlerle grafen üzerinde araştırma yapmıştır. Grafen nanokompozit 

elektrotlar, Au nanoyapılar (Li ve diğerleri, 2017), Ag nanopartikül (NP) (Jamil ve 

diğerleri, 2015; Yusoff ve diğerleri, 2017), FeNP (Yu ve diğerleri, 2017), PtNP’ler 

(Zan ve diğerleri, 2016), TiO2 NP (Liu ve diğerleri, 2017), ZnO (Sandhya ve 

diğerleri, 2018) ile biyomoleküllerin tespiti için elektrokimyasal biyosensörler 

çalışmalarında kullanılmıştır.  

Metal NP'lerin grafen levhalar üzerine immobilizasyonu, yüksek iletkenlik, 

elektrokatalitik aktivite, daha az biyolojik kontaminasyon, yüksek hassasiyet ve 

yüksek seçicilik sağlamakta ve bu malzemelerin elektrokimyasal sensörlerde 

kullanımı onları ideal bir aktif malzeme haline getirmektedir (El-Shal ve diğerleri, 

2019). Ayrıca, < 10 nm'lik sentezlenmiş soy metal parçacıkları, bu malzemelere 

metal oksitlerin sağladığından daha büyük bir yüzey alanı sağlamaktadır (Wang ve 

diğerleri, 2016a). 

Altın, basit sentezlenme prosedürü ve kimyasal işlevselliği nedeniyle tercih edilen bir 

malzemedir. DNA etkileşimini kolaylaştırmak için, altın nanopartiküller, biyosensör 

tasarımında, elektrot yüzey modifikasyonunda sıkça kullanılmaktadır. AuNP'ler, 
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yüksek kimyasal kararlılıkları, iyi biyouyumlulukları ve biyomoleküller ile 

elektrotlar arasında elektron transferini kolaylaştırma yetenekleri nedeniyle DNA 

tayininde tercih edilmişlerdir (Wang ve diğerleri, 2014; Chou ve diğerleri, 2022). 

Ayrıca AuNP'ler, Au-NH veya Au-S bağları yoluyla veya elektrostatik etkileşimler 

yoluyla çeşitli türlerle etkileşimde bulunabilir (Zhang ve Huang, 2012). 

Elektrokimyasal biyosensörler alanında kullanım için grafenin hibrit yapılarının 

AuNP'lerle hazırlanmasında çok sayıda girişimde bulunulmuştur (Huang ve diğerleri, 

2015; Nooranian ve diğerleri, 2021).  

Gümüş nanoparçacıklar ise (AgNP'ler), diğer metal nanoparçacıklara kıyasla üstün 

elektriksel ve elektrokimyasal özelliklerinden dolayı en çok kullanılan metal 

nanoparçacıklar arasındadır (Fatema ve diğerleri, 2022). Kimyasal ve fiziksel 

özellikleri nedeniyle, gümüşle katkılanmış grafen, sensör, enerji depolama gibi 

önemli alanlarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu tür metal nanoparçacıkların 

grafen levha üzerinde işlevselleştirilmesi, çeşitli alanlardaki uygulamalarıyla grafen 

levhanın özelliklerini kat kat arttırabilmektedir (Lin ve diğerleri, 2016; Zhou ve 

diğerleri, 2018; Cai ve diğerleri, 2018; Fatema ve diğerleri, 2022; Mashuni ve 

diğerleri, 2022).  

Bu çalışmada da grafen üzerine altın ve gümüş birlikte modifiye edilerek 

elektrokimyasal biyosensör sistemi tasarlanmıştır. 

2.7.3 Nükleik asit tespitinde grafen temelli biyosensörler 

Nükleik asitlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik özellikleri bu biyomolekülü 

biyoalgılama teknolojisi için uygun kılmaktadır. Geleneksel antikor-antijen immün 

reaksiyonu, çeşitli biyomoleküllerin saptanmasında önemli bir rol oynamaktadır, 

ancak antikor, pH ve sıcaklık gibi dış etkenlere karşı hassastır. Ayrıca, üretim süreci 

karmaşıktır ve döngü uzundur. Bu nedenle; uygun sentez, düşük maliyet ve yüksek 

stabilite kombinasyonu, nükleik asitleri biyosensörlerde yaygın olarak kullanılır hale 

getirmektedir (Saharafeldin ve diğerleri, 2017; Wang ve diğerleri, 2020). Antikorla 

modifiye edilmiş immünosensörler gibi nükleik asit bazlı sensörlerin etkinliği de pH 

ve sıcaklıktan etkilenebilir, ancak genellikle antikorlara göre bu durum daha iyi 

düzeydedir. Örneğin, bazı sensörler, 7,0'ın altındaki pH değerlerinde iyi bir cevap 

sergileyemeyebilir. Bu durumda, sensörün çalışma ortamı olarak fosfat gibi bir 

tampon çözelti gereklidir (Rahman ve diğerleri, 2017). 
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Yapılan çalışmalar, genetik mutasyonların insan genetik hastalıklarının ana nedeni 

olduğunu gösterdiğinden, gıda güvenliği testleri, klinik teşhis ve güvenlik gibi 

uygulamalarda eser miktardaki nükleik asitlerin spesifik tespiti büyük ilgi 

görmektedir. Elektrokimyasal tayin, birçok nükleik asit saptama yönteminde en 

çekici ve gelecek vaat eden teknolojilerden biridir. Nükleik asitlerin elektrokimyasal 

analizinde nükleik asitlerin doğrudan elektrokimyasal cevabının takibi en basit 

yöntem olarak kabul edilir. Elektrokimyasal sinyal, dönüşümlü voltametri, 

diferansiyel puls voltametrisi veya elektrokimyasal empedans spektroskopisi gibi 

teknikler kullanılarak tespit edilebilir. Bu tekniklerle birlikte kullanılacak olan 

elektrot malzemesinin seçimi de oldukça önemlidir. Grafen bazlı malzemelerin 

elektrokimyasal nükleik asit sensörlerinde kullanılması belirli avantajlar 

getirmektedir. Bu elektrokimyasal biyosensörler, düşük maliyetleri, hassas oluşları 

ve seçicilikleri ile dikkat çekmiştir (Wang ve diğerleri, 2020). 

Niu ve diğerleri (2013), [Co(phen)2(Cl)(H2O)]+ kullanarak hassas bir dsDNA 

elektrokimyasal biyosensörü üretmişleridir. Tiyol işaretli prob DNA, AuNPs/GR ile 

modifiye edilmiş elektrot üzerine immobilize edilmiştir. Grafen ve AuNP'lerin geniş 

yüzey alanı nedeniyle, önerilen yöntem hassasiyeti artırmış ve 8,33 pM (S/N = 3) 

teşhis sınırı ile 25 pM-1.25 nM aralığında E. coli hedef DNA konsantrasyonunun 

logaritması ile doğrusallık yakalanmıştır. Ahour ve Ahsani (2016), guanin 

yükseltgenme sinyali kullanarak trombinin hızlı tespiti için ssDNA modifikasyonu 

ile etiketsiz elektrokimyasal bir biyosensör geliştirmişlerdir. Aptamer ilk olarak GO 

yüzeyinde adsorbe edilmiş ve güçlü bir elektrik sinyali göstermiştir. Trombin ile 

reaksiyona girdikten sonra aptamer-trombin kompleksi elektrot yüzeyinden ayrılmış 

ve yükseltgenme sinyali önemli ölçüde azalmıştır. 0,1 ile 10 nM arasında doğrusal 

bir aralık ve 0,07 nM'lik LOD elde edilmiştir. Yang ve diğerleri (2018), yalnızca GO 

kullanarak basit, hızlı, etiketsiz bir aptamer elektrokimyasal biyosensör üretmişlerdir. 

Bu sensörün lineer çalışma aralığı 0,01-100 ng mL-1 ve LOD 3 pg mL-1 olarak 

bildirilmiştir. Tanıma molekülü olarak AFP-aptamer ve sensör platformu olarak 

tiyonin/rGO/AuNP’lerin kullanıldığı etiketsiz başka bir elektrokimyasal biyosensör 

Li ve arkadaşları tarafından tasarlanmıştır (Li ve diğerleri, 2018). AuNP'ler ve rGO, 

yalnızca aptameri etkili bir şekilde yakalamak ve immobilize etmek için köprü 

molekülleri olarak değil, aynı zamanda tiyonin moleküllerini yüklemek için de fayda 

sağlamıştır. Doğrusal çalışma aralığı 0,1-100,0 μg mL-1 ve LOD 0,050 μg mL-1 
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olarak bildirilmiştir. Grafen bazlı malzemeler üzerinde yapılan çalışmalar, DNA'yı 

tespit etmek için ssDNA immobilize edilmiş grafen bazlı elektrokimyasal 

biyosensörler kullanıldığında, LOD değerlerinin oldukça iyileştiğini işaret etmektedir 

(Gong ve diğerleri, 2017; Wang ve diğerleri, 2020). 

2.8 GDO Tespitinde Kullanılan Biyosensörler 

Genetiği değiştirilmiş bitkiler, herbisitlere ve zararlılara karşı direnç, daha etkili 

yabancı ot kontrolü ve daha az pestisit kullanımı bakımından iyileştirilmiş özelliklere 

sahiptir. GM bitkilerin sahip oldukları tüm iyileştirici özelliklere rağmen, insan ve 

çevre üzerindeki etkilerine dair endişeler devam etmektedir. Bazı gelişmiş ülkelerde 

GDO içeren ürünlerin etiketleme yükümlülüğü ile ilgili düzenlemeler geliştirilmiş 

olmasına rağmen, dünya pazarlarındaki gıda ürünlerinin pek çoğunun GDO'lar için 

analiz edilmesi gerekmektedir (Arugula ve diğerleri, 2014). Bu nedenle, GM 

bileşenlerinin oldukça hassas ve kantitatif tespiti, GM ürünleri etiketleme 

politikasının uygulanması bakımından önemlidir.  

GDO’lu ürünler gıda ve yem pazarına sürüldükten kısa bir süre sonra, birçok 

genosensör tespitine yönelik alternatif yöntemler bildirilmiştir (Arugula ve diğerleri 

2014). GDO biyosensörler için, hedef seçiminde transgenik eklemeler ve spesifik 

sekanslar, veritabanlarında ulaşılabilir durumdadır ve bu teknolojiyi içeren ürünlerin 

onaylandıkları zaman valide edilmiş PCR yöntemleri de tam olarak açıklanmıştır. Bu 

dizilerin bazıları, 35S veya PEP promotörleri ile NOS terminatörleri gibi tüm GDO 

içeren ürünler için “genetik” hedefler olarak işlev görür, bu nedenle bu tür dizileri 

hedefleyen yöntemler “tarama yöntemleri” olarak adlandırılır ve ön analizde 

yardımcı olurlar. Bununla birlikte, en yüksek özgüllük seviyesi, hedeflerin, eklenen 

DNA ile alıcı genomu arasındaki entegrasyon bölgesinde bulunan her bir transgenik 

olayın karakteristiği sebebiyle benzersiz birleşimin olduğu olaya özgü (event-

spesifik) yöntemlerdir. GDO ölçümü ve ön tarama analizinde türlerin tanımlanması 

için taksona özgü tespit gereklidir, ancak bu genellikle elektrokimyasal yöntemler 

geliştirilirken gerçekleştirilmez (Sánchez-Paniagua López ve diğerleri, 2018). 

Biyosensörlerde ve genosensörlerde birkaç transdüser (sinyal çevirici) kullanılmasına 

rağmen, genelllikle optik, piezoelektrik ve elektrokimyasal temelli DNA 

biyosensörleri, GDO sekanslarının saptanması için başarıyla geliştirilmiştir 

(Karamollaoğlu 2009; Li ve diğerleri, 2017; Chou ve diğerleri, 2022).  
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Mascini ve diğerleri (2005), GDO taraması için elektrokimyasal algılama 

platformlarının geliştirilmesine öncülük etmiştir. Enzimatik etiketleme ile sandviç 

hibridizasyonun kullanıldığı sistemde elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile 

ölçüm yapılmıştır. Sinyalin amplifikasyonu, biyotin probuna bağlanan alkalin 

fosfataz (ALP)-streptavidin konjugatının eklenmesiyle gerçekleştirilmiştir (Lucarelli 

ve diğerleri, 2005). Sonuç olarak, 1,2 pM'lik bir teşhis sınırı ile dikkat çekici bir 

hassasiyet elde edilmiştir. Ancak, bu impedimetrik genosensör, PCR ile amplifiye 

edilen GDO soya ve mısır tozu referans malzemelerinin iki farklı konsantrasyonunu 

ayırt edememiştir. Bu nedenle bu yöntemin sadece “evet veya hayır” sistemi olarak 

çalışabileceği sonucuna varılmıştır.  

Mao-Qing ve diğerleri (2008), camsı karbon elektrodun (GCE) yüzeyinde platin 

nanopartiküllerin (Pt-nano) elektropozisyonu ile fonksiyonel nükleik asit biyosensörü 

geliştirmişlerdir. Platin nanopartiküllerin yüksek adsorpsiyon ve katalitik aktivitesi 

nedeniyle, özellikle elektrot yüzeyindeki biyomoleküllerin modifikasyonu için 

uygundurlar. Bunun yanında çok çeşitli biyomoleküller ve kimyasal ligandlar ile 

kolaylıkla modifiye edilebilir ayrıca elektron transferini kolaylaştırabilirler. 

Elektrokimyasal biriktirme yönteminin temel prensibine dayanarak, platin 

nanopartiküller elektroda doğrudan modifiye edilebilir. Çalışmada, CaMV 35S'nin 

19-mer ssDNA'sı Pt nanopartikül modifiye GCE üzerinde sabitlenmiştir. Bu prob, 

[Co(phen)3]3+ ile birlikte tamamlayıcı (hedef) DNA'nın tayininde kullanılmıştır. 

Sonuçlar, çıplak elektroda göre modifiye elektrodun cevabının daha yüksek 

olduğunu göstermiştir (Mao-Qing ve diğerleri, 2008). 

[OsO4(bipy)] kompleksinin kullanıldığı bir araştırmada, voltamerik (kare dalga 

voltametrisi) sinyaller takip edilmiştir (Mix ve diğerleri, 2012). Çalışmada, asimetrik 

PCR'dan sonra, tek iplikçikli ssDNA'yı oluşturmak için Sawady Taq DNA polimeraz 

kullanılmış ve sonrasında ürünler, osmiyum tetroksit bipiridin kompleksi ile 

etiketlenmiştir ve altın elektrotlar üzerinde immobilize edilmiş oligonükleotid 

problarla hibridize edilmiştir. Bu biyosensör kullanılarak transgenik mısır MON810 

içeren gerçek mısır örnekleri hedef olarak alınmıştır. Transgen kry1a/b ve MON810 

spesifik fragmanı tüm transgenik mısır örneklerinde tespit edilmiş ve karışık 

numunelerde MON810'un saptama sınırının % 0,6 kadar düştüğü saptanmıştır. 

Transgen kry1a/b veya MON810'un transjenik mısır % 0,5 olduğunda 
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saptanamamasının, büyük olasılıkla kalıp DNA'nın yetersiz amplifikasyonu 

nedeniyle olduğu düşünülmektedir.  

Jiang ve diğerleri (2014), hedef olarak CaMV 35S promoter sekansını kullanarak 

kolorimetrik GDO tespitinde etiketsiz G-quadruplex DNAzim sensörü 

geliştirmişlerdir (Jiang ve diğerleri, 2014). G-quadruplex hemin ile bağlandığında, 

DNAzim peroksidaz benzeri aktivitelere sahiptir, bu da 2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiyazolin-6-sülfonik asit) diamonyum tuzunun (ABTS2y) oksidasyonuna 

aracılık ederek H2O2'yi katalize eder böylece renkli bir radikal anyon ABTS- görünür 

bir renk değişimi üretir. Çalışmada, hemin konsantrasyonları, bölünmüş prob modları 

ve G-quadruplex ile hemin inkübasyon süresi gibi faktörler optimize edilmiştir. 

Optimum koşullar altında, % 0,9 transgen bileşeni içeren numunlerde, absorpsiyon 

ve renk sinyali açıkça tanımlanabilmektedir. Geliştirilen G-quadruplex DNA 

biyosensör testi, genetik olarak değiştirilmiş organizma tespiti ve gıda güvenliği 

kontrolünde yaygın olarak uygulanabilecek bir potansiyeldir. 

Ulianas ve diğerleri (2014), perde baskılı karbon elektrotlar üzerine akrilik 

mikroküreler ve altın nanopartiküllerin kullanıldığı bir kompozitin kullanımının sub-

femtomolar algılama seviyelerine ulaştığını bildirmişlerdir (Ulianas ve diğerleri, 

2014). Bu çalışmada, elektron transfer malzemesi olarak kullanılan nanopartiküller, 

etanol içinde dağıtılmış ve elektrot yüzeyine modifiye edilmiştir. Ardından, kovalent 

bağlanma yoluyla DNA problarının immobilizasyonu için modifiye edilmiş elektrot 

üzerine akrilik mikroküreler konulmuştur. Çift sarmalda interkalasyon kapasitesi 

nedeniyle hibridizasyon meydana geldiğinde artan sinyal, hibridizasyon redoks 

göstergesi olarak antrakinon-2-sülfonik asit monohidrat sodyum tuzunun davranışına 

bağlı olarak diferansiyel puls voltametrisi ile izlenmiştir. Çalışmada kullanılan 

biyosensör GDO soya örneklerinden elde edilen GDO'nun belirlenmesi için 

kullanılmıştır ve sentetik oligonükleotidlerle 0,779 fM teşhis sınırı elde edilmiştir. 

Barroso ve diğerleri (2015), transgenik mısırın tespiti için 0.48 nM'lik LOD değeri 

olan 3D-nano-yapılandırılmış Au elektrotlarına dayalı bir elektrokimyasal 

genosensör geliştirmişlerdir (Barroso ve diğerleri, 2015). Başka bir çalışmada, çoklu 

enzimatik etiketleme stratejisi, soya fasulyesi GDO'larının 0.11 ng DNA ile 

saptanması için iki DNA dizisinin sandviç hibridizasyonu yoluyla eş zamanlı 

manyetik yakalanmasında kullanılmıştır (Manzanares ve diğerleri, 2015). Huang ve 

diğerleri (2015), 0.1 pM DNA tespitine ulaşmak için eksonükleaz enzim katalitik 
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reaksiyonu ve altın nanoparçacık temelli biyobarkodlama stratejileri sunmuştur. 

Başka bir araştırmada, tek duvarlı karbon nanotüp alan etkisi transistörüne 

dayanarak, CaMV 35S promotör dizisi, düşük teşhis sınırı (1,0 nM) sağlayabilen 

basılı bir elektrot kullanılarak tayin edilmiştir (Tam, 2015). 

An ve diğerleri (2021), GDO'ların tespiti için yenilenebilir ve gerçek zamanlı bir 

SPR biyosensörü bildirmişlerdir (An ve diğerleri, 2021). Biyosensör T-nos, 

CaMV35S ve cry1A'nın kalitatif tespiti için oluşturulmuş ve iyi bir özgüllük ve 

duyarlılık göstermiştir. Bu biyosensörün LOD’si, herhangi bir sinyal amplifikasyonu 

olmaksızın 0,1 nM olarak belirlenmiştir.  

Nanoteknoloji, bilim ve teknoloji alanlarında nano malzemelerin kullanımının 

giderek yaygınlaşmasıyla önemli bir etki yaratmıştır. Karbondan altına pek çok 

nanoyapı yaygın bir şekilde farklı elektrot tasarımlarında kullanılmaktadır. Genetiği 

değiştirilmiş organizmaların tespiti için, biyolojik ajanları ve biyokimyasal 

belirleyicileri tespit edebilen nanobiyosensörler geliştirilmektedir. Pek çok 

nanomalzemeyle bu organizmaları tespit etmek için elektrokimyasal nanobiosensör 

sistemleri üzerinde çalışılmıştır. Kullanım amacına göre çeşitlenen çok sayıda 

nanomateryaller DNA sensörü çalışmalarında geniş bir yer bulmaktadır. Bunların 

içinde grafen oksit ve grafen temelli materyaller daha önce bahsedilen 

avantajlarından dolayı elektrokimyasal biyosensörler için ideal adaylardır.  

Gao ve diğerleri (2012), grafen, TiO2 nanoçubukları ve kitosan nanokompozit 

modifiye karbon iyonik sıvı elektrota (CILE) dayalı, MON89788'in transgenik soya 

fasulyesi dizisinin tespiti için bir elektrokimyasal DNA biyosensörü üretmişlerdir 

(Gao ve diğerleri, 2012). Farklı ssDNA dizileri ile hibridizasyonun izlenmesi için 

hibridizasyon indikatörü olarak metilen mavisi (MB) kullanılmış ve diferansiyel puls 

voltametrik yanıtı kaydedilmiştir. Optimal koşullar altında, hedef ssDNA dizisi; 

7,21×10-13 mol/L teşhis sınırı ile 1,0×10-12-1,0×10-6 mol/L konsantrasyon aralığında 

tespit edilmiştir.   

Sun ve diğerleri (2014), transgenik mısır MON810 dizisinin tespiti için 

elektrokimyasal olarak indirgenmiş grafen (ERG) modifiye elektrokimyasal DNA 

biyosensörü tasarlamışlardır (Sun ve diğerleri, 2014). Prob ssDNA dizisi, ERG/CILE 

yüzeyine immobilize edilmiş ve ERG'nin varlığı, elektrot üzerindeki prob ssDNA 

dizisinin adsorpsiyon miktarlarını arttırmıştır. Optimum koşullar altında metilen 
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mavisinin diferansiyel puls voltametrik cevaplarına bağlı olarak, 1,0×10−11 ile 

1,0×10−6 mol/L aralığında doğrusallık ve teşhis sınırı 4,52×10−12 mol/L olarak 

belirlenmiştir. Sensör, transgenik mısır numunelerinin PCR ürünlerinin tespiti için 

kullanılmıştır. 

Aghili ve diğerleri (2017), serigrafi karbon elektrodun modifiye edilmesi için 

pullandırılmış grafen oksit ve altın nano yapısı üzerinde çalışmışlardır (Aghili ve 

diğerleri, 2017). GDO'ların sıkça kullanılan CaMV 35S promotör sekansını saptamak 

için, altın nanoyapı yüzeyinde özel bir alkan tiyol DNA probu immobilize edilmiş ve 

pullandırılmış grafen oksit (EGO)-perde baskılı karbon elektrot (SPCE) 

tasarlanmıştır. ssDNA immobilizasyon işlemi, DNA hibridizasyon süreci ve 

indikatör olarak kullanılan hematoksiline ait parametrelerin optimize edilmesiyle, 

elektrokimyasal değerlendirmede en iyi koşullar seçilmiştir. Sonuçlar, 

nanobiyosensörün gerçek örnek ortamında mükemmel bir performans gösterdiğine 

işaret etmiştir. Biyosensörün geniş lineer aralığa ve düşük algılama sınırına sahip 

olmasının yanında aynı zamanda uygun maliyetli kolay bir yöntem olduğu 

belirtilmiştir. Önerilen nanobiyosensor GDO tespiti için kolay, hızlı ve güvenilir bir 

yol sunmuştur.  

Jamaluddin ve diğerleri (2020), genetik olarak değiştirilmiş soya fasulyesi tayini için 

elektrokimyasal bir DNA biyosensörü geliştirdikleri çalışmalarında piren bütirik asit 

(PBA) ile işlevselleştirilmiş grafit nanokürelerle süslenmiş grafen kullanmışlardır 

(Jamaluddin ve diğerleri, 2020). DNA hibridizasyon göstergesi olarak antrakinon 

monosülfonik asit redoks indikatörü kullanılarak, biyosensör yanıtı DPV 

elektrokimyasal yöntemi ile değerlendirilmiştir. Çalışmada, 1,0×10−16 M'den 

1,0×10−8 M'ye kadar olan hedef DNA konsantrasyonları arasında doğrusallık ve 

1,0×10−16 M'den daha düşük bir teşhis sınırı elde edilmiştir. 

Altın nanopartiküller de (AuNP) eşsiz optik ve elektronik özelliklerinden dolayı son 

zamanlarda geniş kullanım alanına sahiptir. Altın-indirgenmiş grafen oksit (Au-rGO) 

nanokompozitler algılama alanını ve elektron transfer hızını arttıran etkilere sahip 

olması bakımından biyosensör çalışmalarında hassasiyet ve seçicilik açısından tercih 

edilmektedir. He ve diğerleri (2017), genetiği değiştirilmiş Bt63’e spesifik tanıma 

sağlayan Au-rGO nanokompozit temelli sensör platformu üzerinde çalışmışlardır. 

Sonuçlara göre biyosensör tekrar kullanılabilirlik, kararlılık ve Bt63’e karşı seçicilik 

bakımından oldukça iyi özellikler göstermiştir (He ve diğerleri, 2017). 
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Başka bir çalışmada, olaya özgü Roundup Ready (RR) soya fasulyesi ve taksona 

özgü DNA dizilerinin immobilizasyonu için platform olarak ultra küçük çekirdek-

kabuk Fe3O4@Au manyetik nanoparçacıkları (MNP'ler) kullanılmıştır (Placido ve 

diğerleri, 2018). Fe3O4@Au MNP'lerin Au kabuğu üzerine ssDNA probunun 

kovalent immobilizasyonu, alkan tiyollerin (6-merkapto-1-hekzanol ve 

merkaptohekzanoik asit) karışımlarından oluşturulan kendi kendine düzenlenen tek 

tabaka (SAM) yoluyla sağlanmıştır. Çalışmada ayrıca tiyol oranının, elde edilen 

elektrokimyasal cevap üzerindeki etkisi incelenmiştir. Olaya özgü (RR) ve taksona 

özgü (lektin) hedefler için sırasıyla 0,02 nM ve 0,05 nM'lik benzer teşhis sınırlarıyla 

0,1 ile 10,0 nM ve 0,1 ile 5,0 nM arasında doğrusal aralıklar belirlenmiştir. Yapılan 

çalışma ile yem ve gıdalardaki genetiği değiştirilmiş organizmaların tespiti 

konusunda başarı sağlanmıştır. 

Karnabahar Mozaik Virüsü 35S'yi (CaMV 35S) tanıyarak genetiği değiştirilmiş soya 

fasulyesi tespiti için basit ve etiketsiz bir elektrokimyasal impedimetrik DNA 

biyosensörü üzerine yapılan bir çalışmada, Wang ve diğerleri (2016b), algılama 

sisteminde, çok duvarlı karbon nanotüple indirgenmiş grafen oksit nanoşeritler ile 

işlevselleştirilmiş altın nanoparçacıkları, tek sarmallı DNA'yı immobilize etmek için 

kullanmışlardır. Hedef DNA, hibridizasyon yoluyla modifiye elektrot yüzeyine 

sabitlendiğinde, elektron transfer sürecini kısıtlayan çift sarmallı DNA nedeniyle 

impedimetrik sinyal artan bir eğilim göstermiştir. Optimal koşullar altında, önerilen 

DNA biyosensörünün artan impedimetrik sinyali, 1×10−16 M ile 5×10−10 M 

aralığında hedef DNA konsantrasyonlarının logaritması ile doğrusaldır ve çalışmada 

3,3×10−17 M gibi düşük bir teşhis sınırı elde edilmiştir. 

Liu ve diğerleri (2020), genetiği değiştirilmiş mısır tespiti için altın nanoparçacıklarla 

işlevselleştirilmiş nitrojen katkılı grafen nano tabakalara dayalı bir elektrokimyasal 

DNA biyosensörü geliştirmişlerdir. Hedef DNA hibridizasyon olayını izlemek için 

metilen mavisi indikatörünün diferansiyel puls voltametri yanıtı kullanılmıştır. 

Optimum koşullar altında, 1,0×10−14 M ile 1,0×10−8 M aralığında DNA 

konsantrasyonunun logaritması ile değişen bir doğrusallık elde edilmiştir ve teşhis 

sınırı 2,52×10-15 M (S/N = 3) olarak belirlenmiştir. DNA biyosensörünün yüksek 

seçiciliğe, iyi bir kararlılığa ve üretim tekrarlanabilirliğine sahip olduğu da 

gösterilmiştir. 
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Zeng ve diğerleri (2021), genetiği değiştirilmiş (GM) mahsullerde CP4-EPSPS 

proteininin tespiti için nitrojen katkılı grafen ve poliamid-amin (GN-PAM) 

kompozitlerine dayalı basit bir elektrokimyasal immünosensör önermişlerdir. Bu 

immünosensörde, algılama sinyalinin amplifikasyonu, altın nanopartiküller 

(AuNP'ler) ile etiketlenmiş antikorlar aracılığıyla gerçekleştirilmiştir. GM soya 

fasulyesi RRS ve mısır NK603 için teşhis sınırları sırasıyla % 0,01 ve % 0,03 kadar 

düşük bulunmuştur. Elde edilen bulgular immünosensörün CP4-EPSPS proteininin 

hassas tespiti için yeni bir yaklaşım sağladığını göstermiştir. 

Chou ve diğerleri (2022), tek katmanlı altın nanoparçacıklara sahip basit bir elektrot 

kullanarak genetiği değiştirilmiş soya fasulyelerini niteliksel ve niceliksel olarak 

tespit edebilen bir DNA sensörü tasarlamışlardır. Yakalama probu olarak CaMV 35S 

promotörünün tamamlayıcısı (P35S) kullanılmış ve sentezlenmiş DNA segmentleri 

yerine doğrudan genetiği değiştirilmiş soya fasulyesinden ekstrakte edilen hedef 

DNA kullanılmıştır. Teşhis sınırı % 1 olarak belirlenmiştir. % 4 ve % 5,7 GDO 

DNA’sı için geri kazanım oranları, % 6,24 ve % 2,54'te RSD ile % 104,1 ve 

%102,49 olarak ölçülmüştür. Deneysel sonuçlar, önerilen biyosensörün soya 

fasulyesinden izole edilen genetiği değiştirilmiş genleri doğrudan tespit edebildiğini 

göstermiştir.  

Cui ve diğerleri (2022), genetiği değiştirilmiş mısır tespiti için rekombinaz Polimeraz 

amplifikasyonu ile birleştirilmiş etiketsiz elektrokimyasal empedans genosensörü 

geliştirmişlerdir. Optimum koşullar altında, rekombinaz polimeraz amplifikasyonu 

(RPA) ile birleştirilmiş önerilen genosensör, % 0,10'luk bir teşhis sınırı ile % 0,10-

5,0'lik bir aralıkta DNA konsantrasyonunun logaritması ile değişen bir doğrusallık ile 

mısır Ruifeng12-5'i tespit edebilmiştir. Geliştirilen yöntemin GD organizma tespiti 

için kullanımı kolay ve hassas bir platform sağlayacağı bildirilmiştir. 
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3.  MATERYAL ve METOT 

3.1 DNA İzolasyonu ve Moleküler Çalışmalar 

3.1.1 Gıda numunelerinin temini 

Çalışmada gıda materyali olarak yerel marketlerden temin edilmiş, içeriğinde soya 

veya mısır bulunan bisküvi, kraker, kek, mısır cipsi, soya unu ve mısır unu gibi 

çeşitli gıda ürünleri kullanılmıştır. DNA izolasyonunda kullanılan bu ürünler, farklı 

markalardan ve farklı işlenmişlik düzeylerine sahip 20 ayrı üründen oluşmaktadır 

(Çizelge 3.1). Pozitif kontrol olarak TÜBİTAK-MAM Biyoteknoloji Enstitüsünden 

temin edilen standart GM soya küspesi ve GM mısır tohumu, negatif kontrol olarak 

ise buğday DNA’sı kullanılmıştır. 

Çizelge 3.1 : GDO analizinde kullanılan gıda örnekleri. 

Örnek No Gıda Ürünü  Örnek No Gıda Ürünü 

1 Bisküvi (marka 1) 13 Kraker (marka 3) 

2 Bisküvi (marka 2) 14 Mısır cispi (marka 1) 

3 Bisküvi (marka 3) 15 Mısır cipsi (marka 2) 

4 Bisküvi (marka 4) 16 Mısır unu (marka 1) 

5 Bisküvi (marka 5) 17 Mısır unu (marka 2) 

6 Bisküvi (marka 6) 18 Soya unu (marka 1) 

7 Kek (marka 1) 19 Soya unu (marka 2) 

8 Kek (marka 2) 20 Soya unu (marka 3) 

9 Kek (marka 3) 21 Referans GM soya küspesi 

10 Kek (marka 4) 22 Referans GM soya küspesi 

11 Kraker (marka 1) 23 Referans GM mısır 

12 Kraker (marka 2) 24 Referans GM mısır 
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3.1.2 DNA izolasyon metotları 

Bu tez çalışmasında biyosensör analizinde kullanılmak üzere hedeflenen örnek 

gruplarının seçilmesi amacıyla gıda örneklerinden yüksek moleküler ağırlıklı ve 

kaliteli DNA eldesi için literatürden seçilen izolasyon protokolleri karşılaştırılmış ve 

incelenen işlenmiş gıda ürünlerinde en iyi sonuç veren DNA izolasyon protokolü 

seçilmiştir.  

Tez çalışmasında kullanılan DNA izolasyon prosedürleri sırasıyla; Metot-1; 

Modifiye Wizard yöntemi (Tung Nguyen ve diğerleri, 2009; Sönmezoğlu ve Keskin 

2015), Metot-2; modifiye CTAB yöntemi (Matthes ve diğerleri, 2020), Metot-3; 

modifiye Wizard-CTAB yöntemi ve Metot-4; klasik CTAB yöntemi (Doyle ve 

Doyle, 1990) olarak uygulanmış, ayrıca biyosensör çalışmalarında geleneksel 

izolasyon yöntemleriyle birlikte kullanılmak üzere ticari DNA ekstraksiyon kiti 

(DNasy Mericon Food Kit – Qiagen) ile de DNA izolasyonu yapılmıştır. 

Gıda numuneleri eşit oranlarda her biri 50 mg olacak şekilde homojenize edilmiş 

numuneler halinde hazırlanmıştır. Ekstraksiyonun güvenilirliği ve tekrarlanabilirliği 

için DNA izolasyon yöntemi üç tekrarlı olarak uygulanmıştır. Kontaminasyon 

risklerine karşı deney sırasında her sete bir numune yerine su eklenerek kontrol 

yapılmıştır. 

DNA izolasyon prosedürleri boyunca kullanılan cihazlar, santrifüj cihazı (Eppendorf 

5810 R), su banyosu (Nüve BM 302), analitik hassas terazi (AND), ph metre (Inolab 

pH-7110), -20 dondurucu (Sanyo), ısıtıcı blok (Eppendorf) ve Bio-Rad dikey agaroz 

elektroforez sistemidir. 

İşlenmiş gıda ürünlerinde kullanılan DNA izolasyon yöntemlerine ait prosedürler 

aşağıda verilmiştir. 

Metot-1 : Modifiye Wizard Yöntemi 

1. Homojenize gıda numunesi (50 mg) 2 ml'lik steril bir tüpe aktarıldı. Üzerine 1500 

µL TNE tamponu ve 50 µl proteinaz K (Sigma Aldrich) (20 mg/ml) eklendi. 

2. Gıda numuneleri su banyosunda 55 °C'de 2 saat inkübe edildikten sonra, 5 μl 10 

mg/ml ribonükleaz enzimi (RNase) (Thermo Scientific) eklendi. 1 saat boyunca 60 

°C'de su banyosunda bekletildi. 
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3. Örnekler 1300 rpm'de 10 dakika santrifüj edildi. ~700 µl süpernatant yeni bir tüpe 

aktarıldı. Aynı hacimde kloroform (Sigma Aldrich) eklendi ve daha sonra karışım 

13000 rpm'de 10 dakika daha santrifüjlendi. 

4. Süpernatant yeni bir 1,5 ml tüpe alındı. 15 µl 3M sodyum asetat (pH 5,2) ve 50 µl 

saf etanol (Sigma Aldrich) 600 µl süpernatanta ilave edilerek kalan nişasta 

polisakkaritleri çözüldü. Karışım 15 dakika buz üzerinde tutuldu ve 7 dakika 

boyunca 13000 rpm'de santrifüjlendi. 

5. Yeni bir tüpe alınan süpernatanta 5 µl 3M sodyum asetat (pH 5,2) ve 500 µl saf 

etanol eklendi. 

6. DNA'nın çökmesi için 15 dakika buz üzerinde inkübe edildi, ardından 12000 

rpm'de 7 dakika santrifüj edildi. Sıvı kısım döküldü ve pelet elde edildi. 

7. Peletler, 1000 µl % 70 etanol ile yıkandı. Çöktürmek için 12000 rpm'de 10 dakika 

santrifüj edildi, sıvı kısım döküldü ve pelet oda sıcaklığında kurutuldu. 

8. Pelet 100 µl çift distile su (ddH2O) içinde çözüldü ve kullanılana kadar -20 °C'de 

muhafaza edildi. 

Metot-2 : Modifiye CTAB Yöntemi 

1. 50 mg öğütülmüş numunelere önceden ısıtılmış (65 °C) 700 µl CTAB lizis 

tamponu, 5 µl RNase A (10 mg/ml) ve 20 µl proteinaz K (20 mg/ml) eklendi. 

Karışım, 60 dakika boyunca 65°C'de çalkalanan bir termomikser içinde inkübe 

edildi. 

2. Çöktürme için örnekler 10000 rpm'de 5-10 dakika santrifüj edildikten sonra 

süpernatantın üzerine 500 µl kloroform eklendi, üst faz yeni tüpe alındı ve 45 saniye 

karıştırıldı. 

3. DNA örnekleri, iki hacim CTAB çökeltme çözeltisi eklendikten sonra oda 

sıcaklığında 60 dakikalık bir inkübasyon adımıyla çöktürüldü ardından 10000 rpm'de 

5-10 dakika santrifüjlendi. 

4. Süpernatant dikkatlice uzaklaştırıldı. Pelet 350 µl 1,2 M NaCl içinde yeniden 

süspanse edildi. Ardından 350 µl kloroform eklenerek karıştırıldı. 

5. Yeni tüpe alınan süpernatant, 0,6 hacim izopropanol eklenerek çöktürüldü. -20 

°C'de 15 dakikalık bir inkübasyon adımından sonra karışım, 5000 rpm'de 10 dakika 

santrifüj edilerek çökeltildi. 

6. Elde edilen süpernatant dikkatlice atıldı. Pelet 1000 µl % 70 (h/h) etanol ile 

yıkandı, tekrar 10 dakika santrifüjlendi. 
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7. DNA kurutuldu ve 100 µl ddH2O içinde çözüldü. Ardından kullanılana kadar -

20°C'de muhafaza edildi. 

Metot-3 : Modifiye Wizard-CTAB Yöntemi 

1. Her bir örnek için, yaklaşık 50 mg numune tartıldı. 1000 ul TNE tamponu ve 30 µl 

Proteinaz K (20 mg/ml) ile karıştırıldı. Bu karışım, 65 °C'lik bir su banyosunda üç 

saat tutuldu ve her 15 dakikada bir karıştırıldı. 

2. Örnekler, karışıma 5 µl (10 mg/ml) RNase eklenerek bir saat daha 65 °C'de inkübe 

edildi. 

3. 15000 rpm'de 15 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant yeni steril 

eppendorf tüplere alındı. Tüplerin üzerine aynı hacimde Kloroform/izoamil alkol 

(24:1) ilave edildi. 

4. 13000 rpm'de 10 dakikalık santrifüjden sonra süpernatant yeni tüplere alındı ve 

3/2 izopropanol eklendi. 

5. 13000 rpm'de 20 dakika daha çökeltmeden sonra, pelet 400 µl TE tamponu içinde 

çözdürüldü ve gece boyunca + 4 °C'de inkübe edildi. 

6. Ertesi gün numune tüpleri 60 °C'lik su banyosunda yeniden süspanse edildi ve 

Kloroform/izoamil alkol (24: 1) basamağı tekrar edildi. 

7. 13000 rpm'de 15 dakika santrifüj edildikten sonra üst faz yeni tüplere alındı. 

8. Çöktürme aşaması için alınan süpernatanlara 9 µl 3M sodyum asetat (pH: 5,2) ve 

30 µl saf etanol solüsyonu ilave edildi ve karıştırıldı. 

9. Karışım, DNA'yı çökeltmek için buz üzerinde 15 dakika inkübe edildi. Daha sonra 

13000 rpm'de 10 dakika santrifüj edildi. 

10. Üst faz yeni bir tüpe alındı. Üzerine 3 µl sodyum asetat ve 500 µl saf etanol 

solüsyonu ilave edildikten sonra tekrar 15 dakika buz üzerinde inkübe edildi. 

11. Numuneler 13000 rpm'de 10 dakika santrifüj edilerek çökeltildi ve pelet % 70 

alkol ile yıkandı. 

12. Ardından pelet alkol içinde yeniden santrifüjlendi, temizlendi, iyice kurutuldu, 

alkolden arındırıldı ve 100 µl ddH2O içinde çözüldü. Kullanılana kadar -20 °C'de 

muhafaza edildi. 
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Metot-4 : Klasik CTAB Yöntemi 

1. Homojenize gıda numunesi (50 mg), 2 ml'lik steril bir eppendorf tüpe aktarıldı. 

1200 µl TNE tamponu ve 40 µl proteinaz K (20 mg/ml) ilave edildikten sonra 

vorteks ile iyice karıştırıldı. 

2. 65 °C'de 2 saat su banyosunda inkübe edildikten sonra karışıma 5 µl 10 mg/ml 

RNase ilave edildi ve bir saat daha 65°C'de inkübe edildi. 

3. Çözelti, 15 dakika boyunca 15000 rpm'de santrifüjlendi. Süpernatant yeni bir tüpe 

alındı ve aynı hacimde kloroform/izoamil alkol (24:1) eklendi. Karışım hafifçe ters 

çevrilerek karıştırıldıktan sonra tekrar 13000 rpm'de 10 dakika santrifüj edildi. 

4. Üst faz yeni bir 1,5 µl’lik tüpe alındı. Üzerine 100 µl 1,2 M NaCl ve 800 µl 

mutlak etanol eklendi ve karıştırıldı. Ardından karışım 14000 rpm'de 20 dakika 

santrifüjlendi. 

5. Süpernatant atıldı. Pelet % 70 etanol eklenerek yıkandı ve oda sıcaklığında 

kurutuldu. 

6. Peletlere 100 µl ddH2O eklenerek kullanılana kadar -20 °C'de muhafaza edildi. 

Ekstra temizleme adımı (gerekirse) 

Numuneler 60 °C'de 1 saat ısıtıldı ve DNA, 500 µL mutlak etanol ile çöktürüldü. 

Tüplere 100 µl ddH2O eklenerek 15000 rpm'de 15 dakika santrifüj edildi. Pelet % 70 

alkol ile yıkandı ve tekrar 14000 rpm'de 10 dakika santrifüj edildi. Pelet iyice 

kurutuldu. 

3.1.3 DNA miktar ve saflık analizleri  

İzole edilen DNA'nın saflığını ve miktarını belirlemek için spektrofotometrik 

yöntemler ve jel elektroforezinden faydalanılmıştır (Şekil 3.1). Bu amaçla numuneler 

mikro hacimli spektrofotometre (NanoDrop-Denovix DS-11) ile 260-280 nm dalga 

boylarında ölçülerek kantitatif tayinler yapılmıştır (Wilfinger ve diğerleri, 2006). 

Agaroz jel elektroforezi, izole edilmiş DNA'yı görselleştirmek için tercih edilmiştir. 

Elde edilen genomik DNA'lar, % 1 agaroz jellerde yürütülmüştür. DNA'yı agaroz jel 

içinde yürütmek için 1 X Tris-Borik asit (TBE) tamponu kullanılmıştır. Örneklerin 

yüklendiği % 1’lik agaroz jel; 1,2 g agaroz, 24 ml 1 x TBE tamponu ve 96 ml 

ddH2O'dan oluşmaktadır. Jel boyama için, jele 8 µl etidyum bromür (Sigma Aldrich) 

(20 mg/ml) ilave edilmiştir. Numunelere ait agaroz jeller UV transilluminatör 

(BioRad, ChemiDocTMMP Imaging System) kullanılarak görüntülenmiştir. 
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Şekil 3.1 : Spektrofotometrik ölçümlerinde kullanılan NanoDrop ve 

UV transillüminatör cihazı. 

3.1.4 Soya ve mısır geninin moleküler taraması 

Çalışmada incelenen gıda ürünlerinin GDO taramalarının yapılması için öncelikle 

genomik DNA izolasyonu tamamlanan gıda numunelerinin soya ve mısır içeriğinin 

varlığı araştırılmıştır. PCR çalışmaları boyunca Bio-Rad C1000 Touch termal döngü 

cihazı kullanılmıştır. 

Yerel marketlerden temin edilen ve çişitli marka gıda örneklerinde soya/mısır 

içeriğini tespit etmek için spesifik primerler yardımıyla soya-mısır DNA taraması 

yapılmıştır. İzole edilen örnek DNA’larda soya içeriğinin belirlenmesinde lektin geni 

varlığının izlenmesi için LEC1/LEC2 primer çiftleri (İontek) (Vollenhofer ve 

diğerleri, 1999) kullanılmış ve aynı şekilde mısır içeriğinin tespiti amacıyla mısır 

bitkisine özgü zein geninin örneklerde izlenmesi için ZEIN03/ZEIN04 (Pauli ve 

diğerleri, 2000) primer çiftleri (İontek) kullanılmıştır (Çizelge 3.2). 

Çizelge 3.2 : Soya ve mısır DNA’sı taramasında kullanılan primerlere ait bilgiler. 

Primer Adı Baz Dizisi (5’-3’) 
Beklenen Bant 

Büyüklüğü (bp) 

LEC1 GTG CTA CTG ACC AGC AAG GCA AAC TCA GCG 164  

LEC2 GAG GGT TTT GGG GTG CCG TTT TCG TCA AC 164  

ZEIN03 AGT GCG ACC CAT ATT CCA 277  

ZEIN04 GAC ATT GTG GCA TCA TCA TTT 277  
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Gıda örneklerinin soya ve mısır tespitinde kullanılan spesifik primerlere özgü PCR 

amplifikasyon işlemi için hazırlanan mix solüsyonu; 4 μl 10X Taq Buffer, 3,2 μl 25 

mM MgCl2, 3,2 μl dNTP mix solüsyonu, 1’er μl 10 mM ileri ve geri primer, 0,5 U 

Taq DNA polimeraz, 2 μl kalıp DNA ve ddH2O olmak üzere toplam 40 μl reaksiyon 

hacmine sahiptir. Lektin geni PCR reaksiyonu için döngü koşulları Çizelge 3.3’te 

verilmiştir.  

Çizelge 3.3 : Lektin primerleri için kullanılan PCR döngü koşulları. 

İşlem Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ön denatürasyon 95 12 dk 1 

Denatürasyon 95 1 dk  

 

40 

Primerin DNA’ya 

yapışma safhası 

72 30 sn 

Uzama safhası 72 30 sn 

Son uzama safhası 72 10 dk 1 

 

Zein geni taramaları için yapılan amplifikasyon sonucu beklenen bant büyüklüğü 277 

bant çiftidir (Pauli ve diğerleri, 2000). Zein geninin amplifikasyonu için kullanılan 

PCR döngü koşulları Çizelge 3.4’de verilmiştir.  

Çizelge 3.4 : Zein primerinin amplifikasyonu için PCR döngü koşulları. 

İşlem Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ön denatürasyon 95 5 dk 1 

Denatürasyon 96 1 dk  

 

40 
Primerin DNA’ya 

yapışma safhası 

           60 1 dk 

     Uzama safhası 72 1 dk 

Son uzama safhası 72 5 dk 1 

 

3.1.5 GDO tarama 

DNA'nın hangi bitki türüne ait olduğu belirlendikten sonra Camv 35S promotör 

bölgesinin amplifikasyonu yapılmıştır. Bu amaçla, P35s-cf3/cf4 primerleri (İontek) 

(Cardarelli ve diğerleri 2005; Lipp ve diğerleri 2001) kullanılmıştır (Çizelge 3.5). Bu 
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primerlerin kullanıldığı pozitif kontrolde görülmesi beklenen bant büyüklükleri, 

P35s-cf3/cf4 primeri için 123 baz çiftidir. 

Çizelge 3.5 : 35S promotor dizilerinin taramasında kullanılan primerlere ait bilgiler. 

Primer Adı Baz Dizisi (5’-3') 
Beklenen Bant 

Büyüklüğü (bp) 

P35s cf3 CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 123 

P35s cf4 TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC 123 

 

Promotör gen bölgesi taramasında kullanılan primerler ile amplifikasyonun PCR 

reaksiyon koşulları, çalışmada kullanılan örneklerle yapılan çalışmalar için kaynak 

makalelerde belirtilen koşullara göre optimize edilmiştir. Buna göre, toplam 25 µl 

reaksiyon hacimi için 2,5 µl 10x Taq Buffer, 160 µM her bir dNTP, 0,24 µM ileri ve 

ters primer, 1,5 mM MgCl2, 0,5 U Taq DNA polimeraz, 2 µl kalıp DNA ve ddH2O 

kullanılmıştır. 

3.1.6 İstatistiksel analiz 

Spektrofotometrik verileri değerlendirmek için iki yönlü varyans analizinden 

(ANOVA) yararlanılmıştır. Rastgele blok tasarımına göre SPSS 15.0 yazılımı 

kullanılarak ölçümler iki kopya halinde alınmış ve ortalama verileri karşılaştırmak 

için Duncan testi kullanılmıştır. 

3.2  Grafen Oksit ve İndirgenmiş Grafen Oksit Sentezi  

Tez çalışmasında elektrot yüzeyine kaplanması hedeflenen grafen tabakalarının 

sentezi için, modifiye Hummers metodu ile indirgenmiş grafen oksit (rGO) elde 

edilerek grafen oksit (GO) ve rGO tabakalarının karakterizasyon çalışmaları 

yapılmıştır.  

3.2.1 Kullanılan kimyasal ve çözeltiler 

Tez çalışmasında grafen sentez çalışmaları boyunca kullanılan kimyasallar; 

potasyum persülfat (K2S2O8) (Acros Organics), fosfor pentaoksit (P4O10) (Acros 

Organics), sülfürik asit (H2SO4) (Acros Organics) grafit tozu (Sigma Aldrich), 

sodyum nitrat (NaNO3) (Merc), Potasyum permanganat (KMnO4) (Kimetsan) ve 
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H2O2 (Merc)'dir. Kullanılan çözeltiler, % 37’lik HCl çözeltisi olarak hazırlanmıştır. 

Pullandırma için kullanılan N-metil-2-propilidine Acros Organics ve indirgeme ajanı 

olarak kullanılan hidrazin hidrat Merck’ten temin edilmiştir. 

3.2.2 Ön oksitleme 

Grafit tabakalarının ön oksitleme işlemi için, 2,5 g potasyum persülfat (K2S2O8), 2,5 

g fosfor pentaoksit (P4O10) ve 12,5 ml sülfürik asit (H2SO4) kullanılmıştır. 

Hazırlanan karışım yağ banyosunda yaklaşık 80℃ sıcaklığa kadar ısıtılmış ardından 

grafit tozu eklenmiştir. Beş saat sonunda çözelti yağ banyosundan alınarak 

soğutulmuştur. Oda sıcaklığına gelen çözelti üzerine 500 ml deiyonize su eklenerek 

karışım bir gece boyunca oda sıcaklığında bekletilmiştir. Ardından kalan asit 

kalıntılarının giderilmesi için karışım filtre kağıdı kullanılarak yıkama ve süzme 

işlemi gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.2). 

  

 

 

Şekil 3.2 : Grafitin ön oksitlemesi. 

3.2.3 Oksitleme 

Oksitleme için 1,5 g sodyum nitrat (NaNO3) ve 69 ml sülfürik asit (H2SO4) buz 

banyosu içinde karıştırılmış ardından ön oksitlenmiş grafit tozu eklenmiştir. 

Potasyum permanganatın (KMnO4) ilavesinin ardından sıcaklık kontrollü bir şekilde 

reaksiyon devam ettirilmiştir. Sıcaklık 50℃’ye geldiktan sonra, reaksiyona deiyonize 

su eklenerek sıcaklık 95 ℃ üzerine çıkartılmıştır. Ardından tekrar bir miktar 

deiyonize su ve H2O2 ilave edilerek reaksiyon sonlandırılmıştır. Elde edilen çözelti 

bir gece boyunca oda koşullarında bekletilmiş, 1:10 oranında 1 L % 37’lik HCl 
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çözeltisi ile muamele edilmiştir. 3-4 saat oda sıcaklığında bekletilen çözelti santrifüj 

işlemi ile yıkanarak kurutulmuştur (Şekil 3.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3 : Grafitin oksitleme basamakları. 

3.2.4 Diyaliz ve kurutma 

Oksitlemeden sonra kuruyan grafit oksit (GO) diyaliz membran içerisine alınarak 

deiyonize su içerisinde yedi gün boyunca diyaliz işlemine tabi tutulmuştur (Şekil 

3.4). 
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Şekil 3.4 : Diyalize bırakılan membran filtre içindeki GO örnekleri. 

Diyalizden alınan örnekler cam petri içinde vakumlu fırına götürülerek, 60C 

sıcaklıkta ve vakum altında 24 saat boyunca kurumaya bırakılmıştır (Şekil 3.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.5 : Vakumlu fırında 24 saat kurumaya bırakılan örnekler. 

3.2.5 Pullandırma  

Vakumlu fırından alınan örnekler 2,5 g tartılarak, bir miktar N-metil-2-propilidine 

çözeltisi ile birlikte pullandırma işlemine tabi tutulmuştur. Pullandırma (exfoliation) 

aşaması için bilyalı öğütme (ball milling) tekniği kullanılmıştır. Bilyalı öğütme 

işleminde fiziksel olarak parçalanan örnekler çözücü ile koyu siyah renkte 

görünürler. Karışım, deiyonize su ile çözdürülerek santrifüj yoluyla yıkanmış ve 
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bilyalı öğütme için kullanılan çözücü ortamdan uzaklaştırılmıştır. Yıkanan pelet oda 

sıcaklığında kurumaya bırakılmıştır (Şekil 3.6). GO-B bu aşmada elde edilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.6 : GO örneklerinin pullandırılması. 

3.2.6 İndirgeme 

Pullandırılmış GO-B tabakalarının indirgeme basamağı için 0,4 g GO-B, 240 ml 

deiyonize su içerisinde sonikasyon işlemine tabi tutulmuştur. Çözelti daha sonra 

birkaç saat boyunca manyetik karıştırıcıda karıştırılmış ve bu basamakta indirgeme 

ajanı olarak hidrazin hidrat kullanılmıştır. Karışım daha sonra yağ banyosuna 

alınarak 95 C sıcaklıkta bir gece boyunca karıştırılmıştır. Reaksiyon sonunda oda 

sıcaklığında soğuyan karışım filtre kağıdı ile kurumaya bırakılmıştır (Şekil 3.7). 

İndirgeme basamağı sonunda rGO elde edilmiştir. 
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Şekil 3.7 : GO indirgeme işlemi boyunca uygulanan basamaklar. 

3.2.7 Karakterizasyonda kullanılan cihazlar ve donanım 

Sentezlenen grafen oksit (GO) ve indirgenmiş grafen oksit (rGO) örneklerinin 

yapısındaki fonksiyonel gruplarının incelenmesi için Fourier dönüşümlü kızılötesi 

spektrometresi FTIR (Bruker VERTEX 70), kristal özellikleri ve tabakalar arasındaki 

değişikliklerin incelenmesi için X-ışını difraktometrisi XRD (Bruker D8 Advanced) 

analizlerinden yararlanılmıştır. Bu tez çalışmasında Hummers metodu ile sentezlenen 

GO ve rGO için yapıdaki bozulmalar, safsızlıklar ve karbon-karbon bağ 

gerilmesinden meydana gelen yapılar RAMAN spektroskopisi (Renishaw inVia 

Raman microscope)  ile 633 nm dalga boyunda lazer ölçümü alınarak incelenmiştir. 

Grafen oksit ve indirgenmiş grafen oksit tabakalarının morfolojisinin incelenmesi 

için taramalı elektron mikroskobu (HITACHI SU5000 SEM) görüntülerinden 

yararlanılmıştır. Bunun yanında sentezlenen örneklerin UV-vis spektrumları 

(HITACHI Floresans spektrofotometresi F-7100) incelenmiştir.  

Biyosensör çalışmaları için tasarlanan modifiye elektrodun analizi için 

karakterizasyon yöntemleri kullanılmıştır. Bunun için elektrokimyasal tekniklerin 

(CV, EIS) yanında SEM analizlerine dair sonuçlar tez çalışması boyunca analiz 

edilmiş ve elde edilen veriler bulgular ve tartışma kısmında değerlendirilmiştir. 

3.4 Biyosensör Çalışmaları 

3.4.1 Kullanılan elektokimyasal sistemler ve cihazlar 

Bu tez çalışmasında biyosensör çalışmaları için düşük maliyet, seri üretim kolaylığı 

ve hız gibi avantajları bakımından diğer daha pahalı ticari karbon elektrotlara kıyasla 
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elektrokimyasal ölçümler için ucuz ve tek kullanımlık sensör malzemeleri olan 

kalem grafit elektrotlar (PGE) tercih edilmiştir.  

Elektrokimyasal ölçümler için referans elektrot olarak Ag-AgCl, karşıt elektrot 

olarak Pt tel (% 99,9) ve çalışma elektrodu olarak Tombow HB kurşun kalem (0,50 

mm) içeren üçlü elektrot sistemi kullanılmıştır. Kalem ucunu tutmak için Rotring 

(Almanya) marka mekanik kurşun kalem kullanılmıştır. Elektrik bağlantısını 

sağlamak için kurşun kalemin metalik gövdesine bakır tel sarılmıştır. 

Potansiyostat/Galvanostat olarak, Autolab PGSTAT 204 cihazı ile Nova 2.1 yazılım 

programı kullanılmıştır. Bu cihazda elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) 

deneyleri için sisteme entegre edilen FRA32M modülünden yararlanılmıştır. 

Kullanılan çalışma elektrodu, referans ve karşıt elektrodu içeren üçlü elektrot sistemi 

ile elektrokimyasal sistem Şekil 3.8'de verilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.8 : Kullanılan üçlü elektrot ve elektrokimyasal sistem. 

Kullanılan diğer yardımcı cihazlar pH metre (HANNA Instruments HI 2550), hassas 

terazi (KERN ACJ/ACS), ultrasonik banyo (KUDOS SK1200H), manyetik karıştırıcı 

(IKA), otomatik mikro pipetler (Eppendorf) ve uygun pipet uçlarıdır. 

3.4.2 Kullanılan çözeltiler ve kimyasallar 

Stok solüsyonların hazırlanmasında kullanılan kimyasallar; potasyum ferrosiyanür 

(K4[Fe(CN)6]), potasyum ferrisiyanür (K3[Fe(CN)6]), sodyum klorür (NaCI), 

magnezyum klorür (MgCl2), potasyum klorür (KCl), sodyum hidrojen fosfat 

(Na2HPO4.2H2O), sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4.2H2O), etilen diamin 
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tetraasetik asit (EDTA), sodyum hidroksit (NaOH), Sigma-Aldrich ve Merck’ten 

temin edilmiştir.  

Hazırlanan stok solüsyonları;  

50 mM Tris-HCl tampon çözeltisi; 0,1 M NaCl, 0,2 M KCl, 5,0 mM MgCl2, 1,0 mM 

EDTA ile pH 7,4’e ayarlanarak hazırlanmıştır. 

0,1 M Fosfat tampon solüsyonu (PBS, pH 7,4); NaH2PO4 ve Na2HPO4 standart stok 

solüsyonları karıştırılarak 0,1 M NaOH ile pH ayarlanarak hazırlanmıştır.   

Immobilizasyon tampon solüsyonu 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA ve 0,3 M NaCl 

eklenerek pH 8,0’e ayarlanmıştır. 

Ferri/ferrosiyanür çözeltisi; 0,1 M KCl içerecek şekilde 5 mM potasyum ferrisiyanür 

ve potasyum ferrosiyanür ile hazırlanmıştır. 

Tris-EDTA (TE) tampon solüsyonu (1X); 1 mL 1 M Tris-HCl (pH 8,0) ve 0,2 mL 

0,5 M EDTA (pH 8,0) ile hazırlanmıştır. 

6-merkapto-1 hekzanol (MCH) solüsyonu; immobilizasyon tamponunda 0,1 M 

olacak şekilde hazırlanmıştır. 

Kullanılan tüm solüsyonlar distile su (saf su) içinde hazırlanmıştır. 

3.4.3 Oligonükleotid dizileri ve DNA numunelerinin hazırlanması 

Oligonükleotid stok çözeltileri 100 µM olacak şekilde ultra saf su içinde hazırlanmış 

ve kullanılana kadar -20 ºC’de muhafaza edilmiştir. Kullanılan sentetik 

oligonükleotidler Microsynth firmasından temin edilmiştir. Tez çalışması boyunca 

elektrot yüzeyinde kullanılan oligonükleotidlere ait sekans bilgileri Çizelge 3.6’da 

verilmiştir.  

Çizelge 3.6 : Sentetik oligonükleotidlere ait sekans bilgileri. 

Materyal Sekans bilgisi  

-SH işaretli oligonükleotid prob (P35S) 
5’ –SH-(CH2)6- 

GGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCC 3’ 

Oligonükleotid hedef CaMV 35S  

(tamamlayıcı hedef - tDNA) 
5’ GGCAGAGGCATCTTCAACGATGGCC 3’ 

Oligonükleotid hedef CaMV 35S  

(3 baz çifti uyuşmazlığı -  M3) 
5’ GGCAGACGCAACTTCAAGGATGGCC 3’ 

Oligonükleotid hedef CaMV 35S  

(tamamlayıcı olmayan - Nc) 
5’ GATTAGAGTCCCGCAATTAATCATT 3’ 
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3.4.4 Çalışma elektrodu yüzey modifikasyonu ve biyosensör düzeneğinin 

oluşturulması 

Çalışma elektrodu modifikasyonu için tez çalışması boyunca grafen sentez 

basamağında elde edilmiş olan pullandırılmış GO (1 mg) ve rGO (2 mg) 2 ml saf su 

içinde ultrasonik banyoda 2 saat boyunca dispers edildi. Ardından çalışma elektrodu 

(PGE) hazırlanan GO-rGO solüsyonu içine daldırılarak oda sıcaklığında 10 dk 

boyunca bekletildi (GO-rGO/PGE). Kalem uçları kullanılmadan önce etanolde 

yıkanmış ve kurutularak kullanılmıştır. Aktive edilen ve edilmeyen uçların 

cevaplarında anlamlı bir farklılık görülmemiştir. 

Yüzeye altın (Au) ve gümüş (Ag) bimetal yapısı kaplama işlemi için, 1:1 oranında 

HAuCl4 ve AgNO3 içeren kaplama çözeltisi, 2 ml sülfürik asit (H2SO4) içinde 3 mM 

HAuCl4 (Alfa Aesar) ve 3 mM AgNO3 çözeltisi ile hazırlandı. Bu çözelti dönüşümlü 

voltametri ile -1.0 V ile +0.1 V aralığında 100 mV/s tarama hızında 10 döngü 

boyunca elektrot yüzeyine biriktirildi (Au-Ag/GO-rGO/PGE) (Arvinte ve diğerleri, 

2018). 

Yüzey modifikasyonun tamamlanmasının ardından modifiye eletrot yüzeyine tiyol 

işaretli probların immobilizasyonu için sentetik oligonükleotidlerin immobilizasyon 

basamağına geçilmiştir. 

3.4.5 Oligonükleotid immobilizasyonu ve hibridizasyon basamakları 

İmmobilizasyon basamağı için tiyol (-SH) işaretli oligonükleotid problar 

immobilizasyon solüsyonu içinde seyreltildi (25 µM). Çalışma elektrodu 90 dk 

boyunca 25 µM prob DNA çözeltisi içinde inkübe edildi. İnkübasyonun ardından 

çalışma elektrodu inkübasyon tamponu ile yıkandı, hemen ardından immobilize 

olmayan bölgelerin bloklanması için çalışma elektrodu 0,1 M 6-merkapta-1 hekzanol 

(MCH) çözeltisine daldırılarak 30 dk boyunca inkübe edildi. Sonrasında yüzey, 

fosfat tampon solüsyonu ile yıkandı.  

Hibridizasyon basamağı için hedef DNA solüsyonları hibridizasyon tampon 

solüsyonu içinde seyreltildi (10-12, 10-13, 10-14, 10-15, 10-16 M). Prob oligonükleotid 

bağlı çalışma elektrodu, hedef DNA içeren immobilizasyon tampon çözeltisi içinde 

oda sıcaklığında 30 dk boyunca inkübe edilerek hibridizasyon gerçekleştirildi. 
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Ardından yüzey yeniden fosfat tampon çözeltisi ile yıkanarak 0,1 M KCl içeren 5 

mM ferri/ferrosiyanür çözeltisinde empedans ölçümleri alındı.  

3.4.6 Gerçek örnek ölçümleri 

Moleküler çalışmalar basamağında izole edilen paketli gıda örneklerine ait genomik 

DNA numuneleri gerçek örnek analizleri için kullanıldı. Biyosensör analizleri için 

izole edilen genomik DNA örnekleri daha önce belirtilmiş olan DNA izolasyon 

metodu-3 (modifiye Wizard-CTAB) ve ticari kit (DNasy Mericon Food Kit – 

Qiagen) izolasyon yöntemi kullanılarak elde edilmiştir.  

Transgenik içeriğin tespit esilmesi için CaMV 35s promotör bölgesinin PCR 

reaksiyonu ile amplifikasyonu sonucu elde edilen tarama sonuçlarına göre pozitif 

bant profili gösteren paketli gıda ürünlerinin biyosensör analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Bunun için pozitif kontrol olarak GDO’lu soya, agaroz jel 

sonucu pozitif bant profili gösteren 2 adet paketli gıda numunesi, negatif kontrol 

olarak GDO içermeyen soya örneği ve GDO soya numunesi için hedef genin 

çoğaltıldığı PCR ürünü kullanılmıştır.  

Ayrıca çalışmada, moleküler taramalar boyunca DNA izolasyonu gerçekleştirilen 

diğer gıda numunelerine ait biyosensör analizleri yapılmıştır. Kek, cips, mısır unu, 

soya unu, bazı bisküvi ve kraker örneklerinin hedef olarak taranan CaMV 35S 

bölgesini içermemesi veya bu bölgenin büyük oranda denatüre olması sebebiyle 

biyosensör analizlerinden bu örnekler için sonuç alınamamıştır. 

Gerçek örnek denemelerinde kullanılan genomik DNA numuneleri DNA’nın çift 

zincirli yapısının açılması için öncelikle 5 dk boyunca 95ºC’de su banyosu içinde 

inkübe edilmiş hemen ardından 1 dk boyunca buzda bekletilmiştir.  

Hibridizasyon işlemi için, prob bağlı çalışma elektrotları, TE buffer (pH 8,0) içinde 

seyreltilmiş (10-15 M) olan tek zincirli genomik DNA çözeltileri içinde oda 

sıcaklığında 30 dk boyunca inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında gerçek örnekler 

için elektrokimyasal ölçümler alınarak kaydedilmiştir. 

3.4.7 GDO biyosensör geliştirme basamakları  

GDO biyosensör geliştirme basamakları Şekil 3.9’da görselleştirildiği gibi sırasıyla 

aşağıdaki basamakları kapsamaktadır; 
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GO-rGO

modifikasyonu

Grafit kalem 

elektrot (PGE)

GO-rGO

Au-Ag

modifikasyonu

CV

Au -SH-probe

SH

SH

-SH işaretli 

oligonükleotid
immobilizasyonu

MCH inkübasyonu

MCH

Hedef 
oligonükleotid
(tDNA) 
hibridizasyonu

tDNA

DNA hibridizasyonu

EIS

Elektrokimyasal 

değerlendirme

Ag

• Kalem grafit elektrodun (PGE) pullandırılmış grafen oksit (GO) ve 

indirgenmiş grafen oksit (rGO) ile modifikasyonu (GO-rGO/PGE) 

• GO-rGO/PGE’nin altın (Au) ve gümüş (Ag) nanoyapıları ile modifikasyonu 

(Au-Ag/GO-rGO/PGE) 

• Yüzeyi modifiye edilmiş çalışma elektroduna (Au-Ag/GO/rGO/PGE) -SH 

işaretli oligonükleotid probların immobilizasyonu 

• İmmobilize olmayan bölgelerin bloklanması için MCH inkübasyonu 

• Hedef DNA hibridizasyonu 

• Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile elektrokimyasal değerlendirme  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.9 : GDO biyosensör modifikasyon basamakları.
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4.  BULGULAR ve TARTIŞMA 

4.1 DNA İzolasyonu ve Moleküler Çalışmalar 

GDO analizinde DNA izolasyon yöntemi DNA kalitesini belirlemesi bakımından 

önemli basamaklardan biridir. DNA amplifikasyon yöntemlerinin başarısı karmaşık 

veya yüksek oranda işlenmiş gıda matrislerinin analizinde kritik olan DNA 

ekstraksiyon protokollerinin verimliliğine bağlıdır. 

Agaroz jel elektroforezi, farklı boyutlardaki DNA ve RNA moleküllerini ayırmak 

için yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir. Bu tez çalışmasında numunelerdeki 

DNA miktarı hakkında faydalı bilgiler sağlaması adına DNA kalitesini 

değerlendirmek için agaroz jel elektroforezi kullanılmıştır.  

Bu tez çalışmasında incelenen gıda ürünlerinden farklı DNA izolasyon protokolleri 

ile elde edilen örnekler % 1 konsantrasyona sahip agaroz jeller kullanılarak, yüksek 

yoğunluklu DNA fragmanları halinde görüntülenmiştir (Şekil 4.1). 
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Şekil 4.1 : Farklı DNA izolasyon protokollerine ait agaroz jel 

görüntüleri a) DNA izolasyon metot-1, b) DNA izolasyon metot-2, c) 

DNA izolasyon metot-3, d) DNA izolasyon metot-4. L, GeneRulerTM 1 

kb DNA Ladder (Termo Scientific). Kuyucuk; 1-6 bisküvi, 7-10 kek, 11-

13 kraker, 14-15 mısır cipsi, 16-17 mısır unu, 18-19 soya unu, 20 GM 

soya, 21 GM mısır ve 22 negatif kontrol (ddH2O). 

Agaroz jelde dağılım göstermiş olan yüksek moleküler ağırlıklı ve net görünen bant 

profilleri, en az bozulmaya uğramış sağlam genomik DNA'yı gösterir. Bozulmuş 

veya kırılmış DNA ve RNA kontaminasyonu, jelde yayılma olarak görülebilir 

(Shokere ve diğerleri, 2009). Bu tez çalışmasında farklı izolasyon protokollerine ait 

agaroz jel fotoğraflarına göre, daha yüksek moleküler ağırlıklı genomik DNA 

örneklerinin modifiye Wizard metodu (Şekil 4.1’a) ile CTAB-Wizard DNA 

metoduna (Şekil 4.1 c) ait olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.1). Agaroz jel sonuçları, 

izolasyon protokolü için izolasyon verimliliğinde numune işleme seviyelerinin ve 

öğütme adımlarının önemini göstermektedir. DNA ekstraksiyon verimliliği, 

numunedeki partikül boyutu azaldıkça artabilir (Trifa ve Zhang, 2004). Tane 

boyutunun DNA ekstraksiyonunun verimliliği üzerindeki etkisi ile ilgili olarak, 

Moneano ve diğerleri (2005), farklı tane boyutlarındaki (irmik, un, küspe) mısır 
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örneklerini karşılaştırmıştır. Elde ettikleri sonuçlara göre, en yüksek verimin en 

küçük tane boyutuna sahip mısıra ait olduğu gözlemlenmiştir. Bu durum daha küçük 

parçacıkların ekstraksiyon reaktiflerine daha büyük bir yüzey alanı sunması ile 

ilişkilendirilebilir. Bu çalışmada, mısır unu örnekleri tüm izolasyon yöntemleri için 

en az bir net bant verirken soya unu örnekleri, metot-4 (klasik CTAB) hariç diğer 

tüm protokoller için temiz bant profilleri vermiştir. Diğer üç DNA izolasyon 

yöntemine göre mısır unu numunesi soya unu numunelerinden daha temiz ve yoğun 

bir bant profili göstermemiştir. Literatür ile uyumlu olarak gıda, tohum/tahıl veya 

yem örneklerinden izole edilen DNA'nın miktarı ve kalitesi, örnek boyutundan, 

optimal örnekleme yönteminden, biyolojik faktörlerden, inhibitörlerden ve matris 

tipinden etkilenmektedir (Ondřej, 2004; Laffont ve diğerleri, 2005; Gryson, 2010). 

Isı, enzimatik aktivite ve düşük pH gibi işleme tekniklerinin DNA'nın miktarı ve 

bütünlüğü üzerindeki etkisinden dolayı, işlenmiş gıda maddelerinden yeterli miktarda 

çoğaltılabilir DNA ekstraksiyonu elde etmek çok daha zor olmaktadır (Tengel ve 

diğerleri, 2001; Peano ve diğerleri, 2004; Vijayakumar ve diğerleri, 2009; Arun ve 

diğerleri, 2013; Turkec ve diğerleri, 2015; Pacheco Covello ve diğerleri, 2017; Soylu 

ve diğerleri, 2020; Joelma ve diğerleri, 2022). İşlenmiş gıda numunelerinin agaroz jel 

sonuçlarına göre bisküvi, kek ve kraker numuneleri için jelin daha düşük moleküler 

ağırlıklı kısımlarına doğru kaymalar gözlenmiştir (Şekil 4.1). Agaroz jel 

elektroforezinde düşük moleküler ağırlıklı fraksiyonlar kırık veya bozulmuş 

RNA/DNA kontaminasyonunu göstermektedir. Jelde daha yüksek moleküler 

ağırlıkta yoğun bant bulunması, genomik DNA'nın sağlam ve minimum düzeyde 

kontamine olduğu anlamına gelir (Shokere ve diğerleri, 2009). Pişirmenin DNA 

izolasyon verimini ve PCR sonuçlarını olumsuz etkilediği bilinmektedir (Bauer ve 

diğerleri, 2003; Gryson ve diğerleri, 2007; Gryson, 2010). Bu bakımdan pişirme, 

kızartma, asit ve pH değişimlerine maruz kalma düzeyi açısından bisküvi, kek, 

kraker ve mısır cipsi örneklerinin agaroz jel elektroforezinde düşük moleküler 

ağırlıklı kısımlara doğru yayılmalar göstermesi beklenen bir sonuçtur.  

İncelenen DNA izolasyon yöntemlerinden elde edilen DNA konsantrasyonları ve 

260/280 oranları ürün çeşidine göre değişmektedir (Çizelge 4.1). 260/280 oranı, 

DNA'nın saflığı ve kalitesi hakkında bilgi sağlamaktadır. DNA'daki protein 

kontaminasyonunun değerlendirilmesi için rutin olarak 260/280 oranı 

kullanılmaktadır. Bu orana göre 1,7 ve üzeri değerler kabul edilebilir olarak 
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değerlendirilebilir (Sambrook ve Russell 2001). 1,8 oranı, protein ve fenolik 

bileşiklerin yokluğunda yüksek saflığa sahip bir DNA derecesidir. Bu oran 2'nin 

üzerine çıktığı zaman RNA kontaminasyonundan söz edilebilmektedir (Sönmezoğlu 

ve Terzi, 2018). 

Çizelge 4.1 : Gıda DNA’larının konsantrasyon ve saflık analizi sonuçları. 

 DNA İzolasyonu 

Metot-1 

DNA İzolasyonu 

Metot-2 

DNA İzolasyonu 

Metot-3 

DNA İzolasyonu 

Metot-4 

 

Gıda 

Ürünü 

ng/µl 260/280 ng/µl 260/280 ng/µl 260/280 ng/µl 260/280 Ortalama* 

ng/µl 

Ortalama* 

260/280 

Bisküvi 125,22ab 1,80a 35,05b 1,86c 68,43ab 1,77b 52,19ab 1,88c 70,22 1,83 

Kek 118,87ab 1,72a 8,27a 1,41a 37,81ab 1,58ab 45,26ab 1,61ab 52,55 1,58 

Kraker 274,58bc 1,80a 26,08ab 1,76c 57,83ab 1,58ab 68,02b 1,79bc 106,62 1,73 

Mısır 

Cipsi 

81,80ab 1,67a 45,24b 1,76c 58,98ab 1,72ab 46,65ab 1,57a 58,16 1,68 

Mısır Unu 36,16a 1,75a 25,40ab 1,76c 25,03ab 2,05c 

 

16,86a 1,67ab 32,86 1,81 

Soya Unu 593,58d 1,89a 107,12cd 1,71bc 63,98ab 1,47a 82,14b 1,75abc 211,80 1,71 

GM 

Soya 

380,77c 1,83a 159,47e 1,46ab 78,53b 1,81bc 12,65a 2,14d 157,86 1,81 

GM Mısır 150,84ab 1,81a 134,61d 1,94c 20,67a 1,45a 13,66a 1,74abc 79,85 1,74 

Ortalama* 220,22 1,78 67,65 1,71 51,41 1,68 42,18 1,77   

 

*Aynı sütun ve ardından gelen farklı harfler ortalamalarda önemli ölçüde farklılık 

göstermiştir. (P<0.05). 

 

Tüm izolasyon yöntemlerine göre ekstrakte edilen örnekler arasındaki DNA miktarı 

8,27 ng/µl (Metot-2) ile 593,58 ng/µl (Metot-1) arasındadır. Gıda ürünleri üzerinde 

yapılan istatistiksel analizlere göre örneklerin ortalama A260/A280 oranlarının en 

düşük ve en yüksek olduğu değerler 1,58 (kek) ve 1,83 (bisküvi) olmuştur. Çizelge 

4.1'deki spektrofotometre sonuçları incelendiğinde toplam DNA varlığının en yüksek 

değerlerinin soya unu örneklerine (593,58 ng/µl), en düşük miktarın ise mısır unu, 

kek ve mısır cipsi örneklerine ait olduğu görülmektedir. Çikolata ve sos gibi 

bileşenlerin yanı sıra nişasta ve lesitin içeren örneklerden kaliteli ve bozulmamış 

DNA elde etmek zordur (Greiner ve diğerleri, 2005). Bu nedenle yapılan çalışmada 

ürün işleme düzeyinin olumsuz etkisinin yanında ürün bileşiminden kaynaklanan 

farklılıkların numune türü açısından farklı sonuçlara yol açabileceği 

desteklenmektedir. Bu sonuçlar literatürdeki diğer çalışmalarla benzerlik 

göstermektedir.  

Türkeç ve diğerleri (2015), inceledikleri ürünler arasındaki DNA veriminin incelenen 

izolasyon yöntemine göre farklılık göstermesine rağmen, orta ve yüksek işlenmiş 
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mısır içeriğine sahip ürünlerde genellikle daha düşük saflık değerleri elde edildiğine 

dikkat çekmiştir (Bernardo ve diğerleri, 2007). 

En düşük DNA verimi, bazı kek (8,27 ng/µl), kraker (26,08 ng/µl), mısır cipsi (45,24 

ng/µl) gibi işlenmiş gıda örneklerinde görülmektedir. Bu sonuç, gıdalardaki işleme 

seviyelerine bağlı olarak DNA miktarında azalma ve bozulma olduğunu 

doğrulamaktadır. Bu ürünlerin, yüksek sıcaklığa maruz kalmaları DNA’larının da bu 

yüksek sıcaklıkta degrade olmasına neden olmaktdır. > 1,9 saflık oranı bazı 

örneklerde RNA'yı belirtirken, ekstrakte edilen DNA örneğinde < 1,7'lik bir oran bu 

örneklerde proteinlerin varlığını göstermektedir (Abdel-Latif ve Osman 2017). Bu 

tez çalışmasında incelenen tüm modifiye izolasyon yöntemlerine göre gıda 

örneklerinde sırasıyla kek (1,58) ve mısır cipsi (1,68) ortalama 260/280 oranı 1,7'den 

az bulunmuştur. İncelenen diğer gıda numuneleri için ortalama 260/280 oranı 1,7 ile 

2,0 arasındadır ve bu sonuçlar numunelerde protein ve polisakkaritler tarafından 

önemsiz düzeyde kontaminasyon seviyelerine işaret etmektedir (Pervaiz ve diğerleri, 

2011). Tüm numuneler için 260/280 oranının ortalama değerleri 2,0'ın altındadır ve 

bu sonuç incelenen izolasyon protokolleri açısından gıda numunelerinde minimal, 

nükleik asit kontaminasyonunu göstermektedir. 

Türkeç ve diğerleri (2015), Türkiye'de ticari olarak satılan mısır içeren gıda ve yem 

ürünlerinde GDO tespitini değerlendirmek için DNA ekstraksiyon yöntemlerini 

incelemiştir. İncelenen tüm gıda ve yem ürünleri için Wizard, Genespin kit izolasyon 

protokolleri ve CTAB prosedürleri başarıyla uygulanmıştır. Araştırmacılara göre, 

CTAB yöntemi, ticari kitlere kıyasla ham soya ile mısır ve yüksek oranda işlenmiş 

gıda numuneleri için en uygun yöntem olarak bildirilmiştir. Mısır ekmeği hariç 

incelenen örneklerde CTAB yönteminin DNA saflığının 1,5'in üzerinde olması, 

ekstrakte edilen DNA'nın amplifikasyon analizi için uygun olduğunu göstermiştir 

(Querci ve diğerleri, 2005; Turkec ve diğerleri, 2015). Bu çalışmada incelenen 

örnekler için soya unu ve kek hariç tüm örneklerde 260/280 değerinin ortalaması 

1,7'nin üzerindedir. 

Mathes ve diğerleri (2020), protein açısından zengin mısır yemlerinden DNA 

ekstraksiyonu için modifiye bir CTAB protokolü önermiştir. Karşılaştırdıkları diğer 

protokoller arasında bu protokolün yüksek oranda işlenmiş mısır örneklerinden DNA 

ekstraksiyonu için en uygun ve tekrarlanabilir yöntem olduğunu belirtmişlerdir. Aynı 

DNA ekstraksiyon protokolü, bu tez çalışmasında da küçük değişikliklerle 
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 1       2       3      4       5       6       7      8       9     10     11     12    13     14     15    16     17   18    19 

200 bp _ 
 

100 bp _ 

kullanılmıştır (metot-2). Mısır unu ve referans mısır örneği için uygulanan DNA 

izolasyon metodu-2, metot-1'den sonra en yüksek DNA verimine sahip protokol 

olmuştur. Ek olarak, taksona özgü PCR çalışmaları için zein içeriğinin tarandığı 

agaroz jel elektroforez görüntüleri, numunelerin beklenen baz çifti aralığında 

tekrarlanabilir temiz bant profilleri verdiğini göstermiştir. 

İşlenmiş gıda ürünlerinin çoğu, çeşitli bitki kaynaklarından farklı genomik DNA 

içeriği bulundurmaktadır. Bu karmaşık matris içinde, PCR için şablon olarak 

kullanılan genomik DNA'nın sadece küçük bir kısmı, amplifikasyon için uygun 

hedefi içermektedir. Bu nedenle taksona özgü referans gen (endojen kontrol) ile 

yapılan ön çalışmalar PCR güvenilirliği için kritik bir adımdır (Shokere ve diğerleri, 

2009). Bu tez çalışmasında, soya ürünlerinin içeriğini belirlemek için lektin geninin 

varlığının ve mısır ürünlerinin içeriğini belirlemek için zein geninin varlığı 

izlenmiştir. 

PCR çalışmalarında incelenen gıda ürünlerinde soya içeriğinin varlığı araştırılmıştır. 

Lektin geninin varlığının saptanması için yapılan PCR sonucunda beklenen yaklaşık 

bant boyutu 164 baz çiftidir. Pozitif kontrol olarak kullanılan referans soya fasulyesi 

örneğinde ve ürünlerde soya içeriğinden bakımından beklenen baz çifti aralığında 

doğru bandın varlığı gözlemlenmiştir (Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.2 : Lektin primeri için PCR örneklerinin agaroz jel 

görüntüsü. 1) 100 bp DNA Ladder (Thermo Scintific) 2) GM Soya 

(pozitif kontrol); 3-8) bisküvi; 9-12) kek; 13-15) kraker; 16-17) mısır 

cipsi; 18-19) soya unu. 

Şekil 4.2'ye göre soya içerikli örnekler sırasıyla, 3-8 (bisküvi), 10,12 (kek), 13-15 

(kraker), 16-17 (mısır cipsi), 18-19 (soya unu) örnekleri olarak seçilmiştir. Soya unu 

ve bisküvi örnekleri, beklenen baz çifti aralığında doğru bant profilini gösteren 

örnekler arasında daha yoğun ve belirgin bant profilleri göstermiştir. Öte yandan, kek 
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örnekleri agaroz jelde belirgin bant profilleri göstermemiştir. Bu tez çalışmasında 

incelenen dört izolasyon protokolünün ortalaması ile karşılaştırıldığında, DNA 

kalitesi kek numuneleri için en düşük ortalamaya sahiptir (1,58). DNA kalite 

sonuçlarına göre soya içeriğinin belirlenmesinde en temiz bant profiline sahip örnek 

grupları olan bisküvi ve soya unu örneklerinin DNA kalite oranlarının sırasıyla 1,83 

ve 1,81 olduğu görülmektedir (Çizelge 4.1).  

Zein gen taramaları için kullanılan ZEIN03 / ZEIN04 primer çifti ile 

amplifikasyondan elde edilen agaroz jel görüntüsü Şekil 4.3'de verilmiştir. İncelenen 

primer açısından zein geninin varlığı için beklenen 277 bp aralığında doğru bant 

değerleri esas alınmıştır. 

 

Şekil 4.3 : Zein primeri için PCR örneklerinin agaroz jel görüntüsü. 

1) 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) 2) GM Mısır (pozitif 

kontrol); 3-8) bisküvi; 9-12) kek; 13-15) kraker; 16-17) Mısır cipsleri; 18-

19) Mısır unu; 20) Buğday DNA'sı (negatif kontrol). 

Mısır içeriğini belirlemek için yapılan PCR taraması sonuçlarının agaroz jel 

görüntüsüne göre (Şekil 4.3) 3, 4 ve 6 numaralı bisküvi numuneleri, 17 numaralı 

mısır cipsi ve 18-19 numaralı mısır unlarında Zein geninin varlığı tespit edilmiştir. 

Kek ve kraker numunelerinde incelenen numune grupları arasında mısır içeriğine 

ilişkin bant profili elde edilememiştir. Bu sonuçların mısır unu numuneleri için 

beklenmesine rağmen, incelenen numunelerde mısır içeriği soya fasulyesi içeriğine 

göre daha az olması veya ilgili gen bölgesinin denatürasyonu ile ilgili olabileceğini 

düşündürmektedir. 

Mandacı ve diğerleri (2014), çalışmalarında inceledikleri tüm örnekler için soya 

varlığını gösteren lektin geninin 118 bp aralığında doğru bant profilini soya içeren 

dokuz örnekte elde etmişlerdir.  

Meriç ve diğerleri (2014), mısır ve soya fasulyesinin türe özgü genlerini saptamak 

için mısır için zein genine özgü ZEIN_1-L / ZEIN_1-R primerlerini ve soya fasulyesi 



74 

için lektin gen bölgesine özgü GM03F / GM04R primerlerini kullanmıştır. Bu 

taramalar, 11 yem ürününün mısır ve soya varlığı tespit edilmiştir. 

Arun ve diğerleri (2013), yanlış negatif sonuçları ortadan kaldırmak için sırasıyla 

CaMV 35S ve nos negatif örneklerde GDO'lu ve GDO'suz soya ve mısırda bulunan 

soyaya özgü lektin ve mısıra özgü zein dizilerini analiz etmişlerdir. Taranan 100 

üründen soya ve mısır içeriğindeki pozitif ürünlerin dağılımı; test edilen 43 mısır 

örneğinin 14'ü (% 32,6) ve test edilen 57 soya fasulyesi örneğinin 11'i (% 19,3) 

pozitif bulunmuştur. 

Şeker, bitkisel yağlar, yüksek oranda işlenmiş karbonhidratlar yüksek sıcaklık ve 

kimyasal faktörlere maruz kalan gıda ürünleri için transgenik bölge bozulabilir 

(Rastegar ve diğerleri 2021). İzolasyon protokolünün etkinliği ile bu durumun 

üstesinden gelinebilse de DNA izolasyonu sırasında ürünlerin maruz kaldığı fenolik 

asit kalıntıları veya polisakkaritler ortamdan tamamen uzaklaştırılamamaktadır. Bu 

kirleticiler, PCR amplifikasyonu sırasında DNA polimeraz aktivasyonunu 

etkilemekte ve hatta inhibe etmektedir (Arun ve diğerleri 2013; Aboul-Maaty ve 

Oraby, 2019; Jia ve diğerleri 2019). Bununla birlikte, PCR ile küçük miktarlarda 

DNA amplifiye edilebilmektedir, ancak agaroz jel sonuçlarına göre bant profillerinde 

DNA kalitesi ve veriminde farklılıklar oluşmaktadır. GDO tespitinde rutin olarak 

kullanılan PCR çalışmalarına dair bu tür dezavantajları ortadan kaldırmak için 

biyosensör sistemleri daha hassas ve tekrarlanabilir sonuçlar verebilir. Bu sebeple bu 

tez çalışmasında işlenmiş gıda örnekleri kullanılarak hem PCR tabanlı moleküler 

tespit yöntemi hem de biyosensör sisteminin karşılaştırılması ve değerlendirilmesi 

esas alınmıştır. 

Bu tez çalışmasında Metot-3 izolasyon protokolüne göre elde edilen genomik DNA 

örneklerinin GDO taraması, 35S promotör bölgesinin amplifikasyon sonuçlarına göre 

değerlendirilmiştir (Şekil 4.4). İncelenen gıda örnekleri arasında pozitif kontrol 

örneği olan GM soya cf3/cf4 primerleri ile yapılan PCR amplifikasyonu sonucu 

beklenen bant büyüklüğü olan 123 bp aralığında net bir bant profili göstermiştir. 

İncelenen diğer gıda örnekleri içinse 6 ve 8 numaralı bisküvi, 9-10 numaralı kraker 

örnekleri benzer aralıkta bant profilleri göstermiştir. Negatif kontrol örneğinde 

herhangi bir amplifikasyona ratlanmamıştır (Şekil 4.4).  
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Transgenin kopya sayısı, gıda işleme ile bağlantılı yüksek sıcaklık ve basıncın bir 

sonucu olarak önemli fiziksel hasar ve parçalanma ile azalır. Bu bakımdan 

çoğaltılabilir DNA hedef dizilerinin PCR analizlerindeki zorluğu, işleme prosesinin 

şiddeti ile orantılıdır. Sıcaklık ve/veya basınç ne kadar yüksek ve işlem süresi ne 

kadar uzun olursa, DNA'ya verilen hasar da o kadar artmaktadır. Genomik DNA'nın 

bozunması, öncelikle düşük pH'ta gerçekleştirilen işlemlerle bağlantılıdır ve bu 

bozunma termal stres ile önemli ölçüde artar (Vijayakumar ve diğerleri, 2009). Şekil 

4.4’te pozitif GM soya örneğine ait bant profili net olarak görünmektedir.  

Peano ve diğerleri (2004) ısı gibi kimyasal ve fiziksel işlemlerin yüksek moleküler 

ağırlıklı DNA zincirlerinin parçalanmasına neden olabileceğini ve dolayısıyla 

ortalama parça boyutunu azaltabileceğini belirtmişlerdir. Aynı şekilde, Gryson ve 

diğerleri (2007), ısıl işlemin, DNA konsantrasyonunu düşürmeden toplam DNA 

fragman uzunluğunu azalttığını ifade etmiştir. Benzer şekilde, Lipp ve diğerleri 

(2001), DNA bozulmasının, gıdalarda GDO'ların saptanmasına izin verecek kadar 

uzun olan DNA fragmanlarının miktarında önemli bir azalmaya neden olabileceğini 

göstermiştir. 

Vijayakumar ve diğerleri (2009), fırınlama işleminde bozulmamış DNA'da önemli 

bir bozulma görülse de çoğaltılabilir diziler hala mevcut olduğunu bildirmişlerdir. Bu 

nedenle bazı bisküvi ve kraker örnekleri (6, 8, 9, 10) hem DNA izolasyonu hem de 

PCR analizleri bakımından diğer ürün gruplarına göre daha iyi sonuçlar vermektedir 

(Şekil 4.4). 

 

 

Şekil 4.4 : 35s cf3/cf4 primeri için PCR örneklerinin agaroz jel 

görüntüsü. 1) 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); 2) GM Soya 

pozitif kontrol); 3) soya unu; 4) kek; 5) mısır cipsi; 6-8) bisküvi; 9-10) 

kraker; 11) mısır unu; 12) buğday DNA'sı (negatif kontrol). 

Al-Salameen ve arkadaşlarına göre (2012), işlenmiş gıdalardan ekstrakte edilen DNA 

genellikle düşük kalitededir bu sebeple PCR amplifikasyonunda tespit edilmeyebilir, 

çok düşük konsantrasyonlarda bulunabilir veya ciddi şekilde hasar görmüş olabilir. 
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Böyle bir durumda GDO içeriğinin moleküler analizle tespiti başarılı olmayabilir. 

Türkiye'de satışa sunulan cips ve kahvaltılık ürünlerinde GDO tespitinin yapıldığı 

farklı bir çalışmada incelenen örneklere CTAB ve ticari kit izolasyon yöntemleri 

uygulanmıştır. İncelenen örneklerin hiçbirinde yeterli kalite ve miktarda DNA elde 

edilemediği için bu çalışma sonuçları, ürün işleme süreçlerinin DNA hasarına neden 

olduğunu desteklemiştir (Mutlu ve diğerleri, 2021). Başka bir çalışmada Artuvan ve 

Aksay (2021), bebek formüllerinde GDO içeriğini taramışlar ve Türkiye'de 

marketlerde satışa sunulan bebek devam sütlerinde, p35S, tNOS ve pFMV transgenik 

içeriğine rastlamamışlardır. Türkiye'de GDO içeriğinin gıda ürünlerinde kullanımına 

ilişkin katı yasal önlemler bulunmaktadır (Yönetmelik TR, 2010). Ülkemizde gıda 

ürünlerinde GDO'lar üzerine yapılan diğer çalışmalarda (Sönmzeoğlu ve Keskin, 

2015; Turkeç ve diğerleri 2015; Avsar ve diğerleri 2020), transgenik gen bölgesine 

özgü tarama sonuçları pozitif olsa da soya ve mısır içeriği açısından doğrulanmış bir 

GDO içeriği bildirilmemiştir.  

Bu çalışmada incelenen paketli gıda örneklerinden bazılarında (bisküvi, kraker) 35s 

promotör bölgesi bakımından pozitif sonuçlara ulaşılmıştır. Fakat nitel ve nicel 

çalışmalarla belirlenen düşük miktarda GDO'ların varlığının bir sonraki adımda dizi 

analizi ile incelenmesi önerilmektedir. Bu çalışmada bazı örneklerde pozitif olarak 

elde edilen bant profilinin, düşük konsantrasyonlarda GDO içeriği bakımından 

pozitif olabileceği, bunun da transfer veya aynı üretim hattında kontaminasyona 

bağlanabileceği unutulmamalıdır. Bu nedenle geleneksel PCR yöntemi ile yapılan 

GDO analiz çalışmalarında ilgili kanunlarca belirlenen sınır eşik değerinin 

belirlenmesi için kantitatif analizlerin yapılması ve nihai sonuca yönelik dizi 

analizlerinin yapılması önerilmektedir (Arun ve diğerleri 2013; Avsar ve diğerleri 

2020). Bu bakımdan biyosensör çalışmalarının tarama testleri için önemli bir kontrol 

basamağı oluşturacağı düşünülmektedir bu sebeple bu çalışmanın işlenmiş gıdalarda 

GDO taraması amacıyla kullanım bulması beklenmektedir.  

Buraya kadar gerçekleştirilen adımlar GDO tespit güvenilirliği bakımından temel 

adımlar olan genomik DNA izolasyonu, soya ve mısıra özgü bitkisel içeriğin 

belirlenmesi ve rutin PCR tarama testlerini kapsamaktadır. Tez çalışmasının 

moleküler ayağı boyunca tamamlanan çalışmalar sonucunda metot-3'de belirtilen 

CTAB-Wizard DNA izolasyon protokolünün hem lektin ve zein içeriğinin 



77 

belirlenmesi hem de kalitatif PCR analizi için yeterli miktar ve kalitede DNA 

örnekleri içerdiği belirlenmiştir. 

CaMV 35S transgenik içeriğin tespiti için, tüm gıda üretim süreçleri içinde 

gerçekleşen proses adımları boyunca genomik DNA bütünlüğü farklı oranlarda veya 

kısmen denatüre olmuş numune örneklerinin PCR ile takibi, ürün çeşidine bağlı 

olarak farklı optimizasyon adımları gerektiren, zaman alıcı ve deneyimli elemana 

ihtiyaç duyan karmaşık bir süreçtir.  

Bu sebeple tezin devamında GDO biyosensör üretim basamakları için işlenmiş gıda 

numunelerinden izole edilen genomik DNA’nın doğrudan tespitine dayalı 

elektorokimyasal sensör yanıtlarını değerlendirmek üzere elektot modifikasyonu ve 

sensör tasarımı basamaklarına dair sonuçlar değerlendirilmiştir. 

4.2 Grafen Sentezi ve Karakterizasyonu  

Bu çalışmada grafen oksit (GO), bilyalı değirmen ile pullandırma sonrası GO (GO-

B) ve indirgenmiş GO'nun (rGO) kristal özellikleri, tabakalar arasındaki 

değişiklikler, yapıdaki bozulmalar, safsızlıklar, karbon-karbon bağ gerilmesinden 

meydana gelen yapılar ile yapıdaki fonksiyonel grupların incelenmesi için XRD, 

FTIR, Raman ve UV-vis sonuçları değerlendirilmiştir (Şekil 4.5). 
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Şekil 4.5 : Grafen sentezi boyunca uygulanan işlem basamaklarına 

ait XRD a), FTIR b), Raman c) ve UV-vis spektrum d) grafikleri.  

X-ışını difraktometresi (XRD), GO’nun kristal yapısının tayininde kullanılan 

güvenilir bir tekniktir. Bu tekniğe göre, kısa dalga boyuna sahip elektromanyetik 

dalgalardan meydana gelen X-ışınları demeti analiz edilmek istenen numunenin 

üzerine iletilir ve kristallerin atomlarına çarptırılarak geri gönderilir (İkram ve 

diğerleri, 2020).  

Grafit temel olarak 2θ = 26,50° (002) ve 54,65° (004) civarında iki yoğun düzleme 

sahiptir (Siburian ve diğerleri, 2018; Sharma ve diğerleri, 2020). (002) düzlemi, 

altıgen dizilimde grafen tabakaları arasındaki mesafeyle ilgilidir. Literatüre göre, 

(Saleem ve diğerleri, 2018) 9° ile 15° arasındaki düzlemin (001) düzlemini temsil 

ettiği bilinmektedir (Feizi ve diğerleri, 2019). Tipik olarak GO, (001) kafes 

düzlemine karşılık gelen 2θ değerinde 10º'de keskin ve güçlü karakteristik pikler 

gösterir. Bu tez çalışmasında sentezlenen grafen oksit için elde edilen XRD grafiğine 

(Şekil 4.5 a) göre hesaplanan 2 değerlerine ait pikler grafit için, 2=26,28 GO için 

2=11,01’dir. Grafit ve GO arasındaki bu patern farkının nedeni oksijenli 
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fonksiyonel grupların varlığından kaynaklanmaktadır (Feizi ve diğerleri, 2019). 

GO'nun XRD sonucu incelendiğinde grafite göre keskin tepenin azaldığı ve GO’nun 

kristal yapısında tabakalar arasına yerleşen oksijen gruplarından dolayı bozunuma 

uğradığı ve tabakalar arası mesafe artışından dolayı pikin sola doğru kaydığı 

görülmektedir (Song ve diğerleri, 2014). Bu kayma grafitin başarılı bir şekilde 

oksidasyona uğratıldığı ve GO yapısının başarılı bir şekilde elde edildiğini gösteren 

beklenen bir sonuçtur (Loryuenyong ve diğerleri, 2013; Karteri ve diğerleri, 2015). 

Bilyalı öğütme sonrası pullandırılmış GO’e ait XRD değeri ise 2=11,55 olarak 

belirlenmiştir (Şekil 4.5 a). Pullandırma sonrası grafen oksit pikinin şiddeti düşmüş 

ve rGO yönüne doğru bir kayma gerçekleşmiştir. Bu durum tabakalar arasında yer 

alan fonksiyonel grupların koparıldığı ve böylece tabakaların birbirinden ayrılması 

işlemi bakımından pullandırma işleminin etkinliğini ifade eden bir kaymadır. 

Bununla birlikte literatürdeki çalışmalar incelendiğinde GO'nun rGO'ya 

indirgenmesiyle birlikte 10 civarında olan 2 değeri sırasıyla (002) ve (100) 

düzlemlerine atfedilen 26,8 ve 42,7 civarında pik verecek şekilde kaybolduğu 

bilinmektedir (Shahid ve diğerleri, 2014; Sharma ve diğerleri, 2017; Al-Gaashani ve 

diğerleri, 2019). Şekil 4.5 a’daki indirgenmiş grafen oksit örneği için sırasıyla (002) 

ve (100) düzlemlerine göre beklenen XRD pikleri sırasıyla 2=24,55 ve 2=43,23 

olarak belirlenmiştir. İndirgenmiş grafen oksit örneği için sırasıyla (002) ve (100) 

düzlemlerine ait tepe noktaları, grafen tabakalarının yeniden istiflenmesinden 

kaynaklanan azalmayı göstermektedir. Ayrıca, GO indirgemesi sırasında, oksijenli 

elektronegatif parçalar çıkarılır ve bu da π-π etkileşimlerine atfedilebilen grafen 

tabakalarının yeniden istiflenmesine işaret etmektedir (Ismail, 2019). Bu sonuç 

pullandırılan GO tabakalarının başarılı bir şekilde indirgendiğini göstermektedir. 

Katmanlar arası boşluk (d-uzaklığı) hesaplamaları, denklem (4.1)'deki Bragg Yasası 

kullanılarak belirlenmiştir (Rochman ve diğerleri, 2019). Denklem (4.1) aşağıdaki 

gibidir; 

𝑛𝜆=2 d sin 𝜃                                                     (4.1)  

Burada n bir tam sayıdır, λ elektronların dalga boyudur (nm), d kristal düzlemlerin 

ara katman aralığıdır ve θ Bragg açısıdır. Bu tez çalışmasında sentezlenen GO, GO-B 

ve rGO için hesaplanan d-uzaklığı ve 2θ değerleri çizelge 4.2’de verilmiştir. 

 



80 

Çizelge 4.2 : Grafit, GO, GO-B ve rGO için hesaplanan 2θ ve d-aralığı değerleri. 

 

Saleem ve Abbasi (2018) çalışmalarında, grafitin oksitlenmesi aşamasında düzlemler 

arası mesafenin 3,4 Å'den 7,5 Å'ye yükseldiğini gözlemlemişler ve düzlemler arası 

bu genişlemenin grafen oksit katmanları arasına katılan oksijenli fonksiyonel 

grupların varlığı olduğunu belirtmişlerdir. Benzer şekilde, Rochman ve diğerleri 

(2019) çalışmalarında grafit, GO ve rGO numunelerinin d-uzaklığını sırasıyla 3,37 

Å, 8,22 Å ve 3,56 Å olarak belirtmişlerdir ve aradaki değişen farkın oksidasyon 

sırasında oluşan oksijen fonksiyonel gruplarının varlığını gösterdiğini bildirmişlerdir. 

Bu tez çalışmasında elde edilen d-uzaklıkları ise grafit, GO, GO-B ve rGO için 

sırasıyla 3,39 Å, 8,04 Å, 7,65 Å ve 3,62 Å olarak hesaplanmıştır (Çizelge 4.2). 

Oksitleme sırasında d-uzaklığının arttığı görülmüştür. Elektrostatik itme nedeniyle, 

tepe noktasının yoğunluğu, elektronegatif fonksiyonel gruplardan kaynaklanan 

tabaka ara katmanları arasındaki mesafe ile ilişkilidir. Bu bakımdan elektronegatif 

fonksiyonel gruplar, π-π etkileşimleri nedeniyle grafen tabakalarının yeniden 

istiflenmesini önlemeye yardımcı olurlar (Sharma ve diğerleri, 2017). İndirgeme 

sonrası d-uzaklığı değerindeki azalma ise GO yapısındaki oksijen fonksiyonel 

gruplarının uzaklaştırılmasıyla GO'nun başarılı bir şekilde indirgendiğini 

göstermektedir (Ziang ve diğerleri, 2014). 

Nano tabakaların yüzeyinde ve kenarlarındaki oksijenli gruplar varlığının tespiti için 

Fourier dönüşümlü kızılötesi spektrumu (FTIR) karakterizasyonu gereklidir (Tienne 

ve diğerleri, 2022). FTIR, bir malzemenin fonksiyonel gruplarının incelenmesinde 

etkili bir analizdir ve grafit, GO ile rGO, FTIR spektrumları incelenerek etkin bir 

şekilde analiz edilebilir (Ikram ve diğerleri, 2020). Grafit, GO, GO-BO ve rGO 

örneklerine ait FTIR grafiği Şekil 4.5 b’de görülmektedir. Şekil 4.5 b’deki GO FTIR 

spektrumu incelendiğinde GO üzerine adsorbe edilen OH grupları su moleküllerinin 

gerilme ve bükülme titreşimine karşılık gelen yüksek frekanslı alan arasında (3689 – 

2853 cm-1) geniş bir tepe göstermektedir. 3400 cm-1 civarındaki bu geniş bant 

GO'daki su moleküllerinin ve diğer hidroksil fonksiyonel gruplarının OH 

bağı/gerilme titreşimlerini ifade etmektedir (Ismail, 2019). Bu nedenle, numunenin 

 Grafit Grafen oksit 

(GO) 

Pullandırma 

sonrası grafen 

oksit (GO-B) 

İndirgenmiş 

grafen oksit 

(rGO) 

2θ 26,28º 11,01º 11,55º 24,55º 

d-uzaklığı  3,39 8,04 7,65 3,62 
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güçlü bir hidrofilikliğe sahip olduğu sonucuna varılabilir. Şekil 4.5 b’de GO için, 

karboksil C=O'nun karakteristik zirveleri 1721 cm-1'de görülmüştür. 1721 cm-1’deki 

C=O kaynaklı gerilme titreşimlerinin ve 1620 cm-1’deki C=C bağlarının varlığından 

dolayı oluşan aromatik germe titreşimleri oksidasyon işleminin başında ve sonunda 

bulunmaya devam etmiştir. Rochman ve diğerlerine (2019) göre, 1213 ve 1053 cm-1 

arasındaki pikler, C–O–C epoksi veya C–O alkol varlığına bağlanabilir (Rochman ve 

diğerleri, 2019). Benzer şekilde, 1222 cm-1 ve 1041 cm-1 meydana gelen tepe 

noktaları, oksidasyon işlemi sırasında oksit fonksiyonel gruplarının varlığını 

doğrulamaktadır. GO için bu bağların varlığı grafen oksit oluşumunu 

desteklemektedir (Saleem ve Habib, 2016; Saleem ve diğerleri, 2018). Şekil 4.5 

b’deki rGO için 1485 cm-1'deki bant, bağlantının polar olmayan karakteri nedeniyle 

yoğun olmayan C=C titreşimi ile ilgilidir (Yang ve diğerleri, 2018). Oksijenli 

grupların etkisi nedeniyle, C=C kimyasal bağının dipolar özelliği arttırılabilir ve bu 

durumda bandın yoğunluğu artabilir (Safajou ve diğerleri, 2017). Bu sebeple GO için 

C=C bağları daha belirgin gözükmektedir. Teorik olarak, aynı kimyasal elementi 

içeren C=C gibi kimyasal bağlar, elektronlar aynı yoğunluk ve kuvvet türü altında 

olduğundan kohezyonu sürdürmek için polar olmayan bir bağ oluşturma 

eğilimindedir. Polar olmayan kovalent bağa ek olarak, karbonlar arasındaki bağların 

eşleşmemiş elektronları yoktur. Sonuç olarak, molekülün dipol moment değişimi 

sıfırdır, çünkü hiçbir endüktif ve elektronegatif etki, molekülde sapma veya açısal bir 

momentum oluşturma eğiliminde değildir (Manoratne ve diğerleri, 2017). Bu 

durumda varsayımsal olarak grafen aynı sp2 hibridizasyonundaki karbon 

atomlarından herhangi bir kusur olmadan oluşmalıdır. Fakat heteroatomların yan 

gruplar olarak eklenmesiyle kusurlu yapılar söz konusu olur ve bu ekleme molekülün 

açı oluşturmasını etkiler çünkü oksijenli grupların elektronu bu bağda bir açı 

oluşturma ve saptırma eğilimi gösterir (Manoratne ve diğerleri, 2017; Rochman ve 

diğerleri, 2019; Tienne ve diğerleri, 2022).  Şekil 4.5 b’de GO-B için 1051 cm-1'de 

ortaya çıkan bandın C–O–C gruplarından (1120 – 1000 cm-1) kaynaklanmış 

olabileceği düşünülmektedir. Bilyalı öğütme sırasında çözücü olatak kullanılan NMP 

moleküllerinin grafen düzlemleri ile etkileşiminin, çift oksijen bağlarının kopmasına 

ve C–O–C’nin R–O-C alkoksi bağlarının oluşumuyla ilerleyen NMP moleküllerinin 

oksijen aracılığıyla grafene bağlanmasına yol açtığı görülmektedir (Yakimchuk ve 

diğerleri, 2019). 
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rGO’nun FTIR spektrumları GO ile karşılaştırıldığında, 1721 cm-1'deki karboksil 

C=O için karakteristik tepe noktasının çok daha düşük bir yoğunluk gösterdiği ve 

indirgenmiş grafenin FTIR spektrumundaki tepe noktalarının yoğunluğu, 

deoksijenasyon nedeniyle 3689 – 2853 cm-1 aralığındaki (OH germe titreşimleri) 

dahil olmak üzere azaldığı belirlenmiştir (Şekil 4.5 b). rGO durumunda, 

oksijenlenmiş işlevselliklerin kaldırılması nedeniyle yukarıda bahsedilen tüm 

bantların yoğunluğu önemli ölçüde azalması beklenen bir sonuçtur (Monteserín ve 

diğerleri, 2017; Al-Gaashani ve diğerleri, 2019). 

Raman ve Krishnan (1928), moleküller tarafından saçılan ışının dalga boyunun gelen 

demetinkinden farklı olduğunu, dalga boyundaki kaymaların saçılmaya sebep olan 

moleküllerin kimyasal yapısına göre değiştiğini bildirerek 1931’de Nobel ödülüne 

layık görülmüşlerdir. Raman spektroskopisi, konjuge ve C=C çift bağları dahil olmak 

üzere karbon ürünlerinin karakterizasyonu için yüksek yoğunlukta Raman pikleri 

veren, güçlü bir teknik olmasının yanında karbon bazlı malzemelerin 

karakterizasyonunda hızlı ve tahribatsız analiz sağlamaktadır (Novoselov, 2007; 

Ikram ve diğerleri, 2020). Raman spektroskopisi, GO'nun rGO'ya indirgenmesini 

analiz etmek kullanılan yöntemlerden birisidir (Manouchehri ve diğerleri, 2019). 

Raman spektrumunda, D (sp3) bandı karbon yapının düzensizliklerini, yapıdaki 

bozulmaları ve amorf yapıları belirtirken, G (sp2) bandı ise aromatik/düzenli yapıları 

belirtmektedir. 2D bandı varlığı ise tek tabaka grafenin varlığını doğrulamak için 

kullanılmaktadır. Bu çalışmada, Raman spektroskopisi ile modifiye Hummers 

metodu yoluyla sentezlenen GO ve rGO için yapıdaki bozulmalar, safsızlıklar ve 

karbon-karbon bağ gerilmesinden meydana gelen yapılar incelenmiştir.  

Şekil 4.5 c'de grafit, GO, GO-B ve rGO sonuçlarına dair Raman sonuçları verilmiştir. 

GO için Raman spektrumunda, D ve G bandı değerleri sırasıyla 1359 cm-1 ve 1606 

cm-1, pullandırma sonrası GO için D ve G bandı değerleri, 1353 cm-1 ve 1594 cm-1 

olarak belirlenmiştir. Grafen için önceki bazı literatür çalışmaları, G ve 2D'ye 

karşılık gelen yaklaşık 1600 ve 2700 cm-1'de iki karakteristik tepe noktası bildirmiştir 

(Dresselhaus ve diğerleri, 2008; Sharma ve diğerleri, 2017). Bu çalışmada rGO 

spektrumunun D bandı ve G bandı ise sırasıyla 1343 cm-1 ve 1587 cm-1 olarak 

belirlenmiştir (Şekil 4.5 c). Şekil 4.5 c’deki rGO için 2D bandı ise 2672 cm-1'de 

keskin olmayan bir tepe olarak görülmektedir.  
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GO için, Raman spektrumunda görülebilen D, G ve 2D gibi iyi tanımlanmış ve 

belirgin üç tepe noktası görülmektedir (Voiry ve diğerleri, 2016). Kenarlardan 

kaynaklanan D bandı tepkisi, kusurlu veya translasyonel simetrinin parçalanmasına 

bağlanabilirken, G bandı grafitin sp2 bölgesinin E2g modunun birinci dereceli 

saçılmasına karşılık gelmektedir. D bandının G bandına kıyasla nispi gücü, grafitik 

materyallerdeki düzensizlik miktarına büyük ölçüde bağlıdır (Wang ve diğerleri, 

2008). 2D bandı, G'deki ikinci mertebe bölge sınırı fononlarının Raman saçılması 

nedeniyle ortaya çıkmaktadır (Ferrari ve diğerleri, 2006). 2D bandın şekli 

(yoğunluğu ve genişliği) ve konumu, yığılmış grafen katmanlarının sayısı azaldıkça 

artar (Hack ve diğerleri, 2018). 

D ile G bandı arasındaki oran, GO'nun rGO'ya indirgenmesini değerlendirmek için 

hesaplanan bir değerdir (Muzyka ve diğerleri, 2018). Wu ve diğerleri, (2018) 

çalışmalarında GO için D/G oranının 1'den az olduğu gözlemlemiştir ve bu oran 

GO'nun indirgenmesiyle önemli ölçüde iyileştirilmiştir (Wu ve diğerleri, 2018). Bu 

tez çalışmasında sentezlenen rGO için D/G oranı (ID / IG = 1,03) GO için 

hesaplanan D/G oranından (ID / IG = 0,81) daha yüksektir Bunun nedeni, düzenli 

kristal yapıların kısmen oluşması ve GO'nun rGO'ya indirgenmesi sırasında düzlem 

içi sp2 alanlarının boyutunun azalmasıdır (Xi ve diğerleri, 2019). GO-B için 

hesaplanan D/G değeri (0,78), rGO ile kıyaslandığında (1,03) daha düşük 

bulunmuştur. Bu değişiklik, pullandırılmış GO'nun indirgenmesiyle sp2 alanlarının 

ortalama boyutunda bir azalma olduğunu göstermekte olup indirgemeden önce GO-

B'de bulunan boyut olarak daha küçük, fakat sayıca daha fazla yeni grafitik alanların 

ortaya çıkışına atfedilebilir (Stankovich ve diğerleri, 2007). Sonuç olarak hem GO 

hem de GO-B yapıları ile karşılaştırıldığı zaman oksijen içeren fonksiyonel grupların 

rGO yapısından indirgeme sebebiyle çıkarılmasıyla birlikte ortalama sp2 alanlarında 

bir azalma olduğu ortaya çıkmaktadır (Lee ve diğerleri, 2017).  

Şekil 4.5 d’de GO ve rGO numunelerine ait ultraviyole-görünür bölge (UV-Vis) 

spektrumları verilmiştir. GO ve rGO numunelerinin UV-Vis spektroskopisi için 

ölçümler 1 mg/ml distile su içinde hazırlanmıştır. GO'nun UV-görünür spektrumunda 

iki karakteristik absorpsiyon bandı vardır. Yaklaşık 230 nm'deki absorpsiyon bandı 

π-π* aromatik C-C bağlarının geçişlerini 300 nm'de ortalanan pik ise n-π* C=O 

bağlarının geçişlerine karşılık gelir (Lai ve diğerleri, 2012; Alam ve diğerleri, 2017). 

Şekil 4.5 d’ye göre hidrazin hidrat ile indirgeme reaksiyonundan sonra, bütün 
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spektrumdaki absorbans değerleri artmıştır. Grafen indirgendiğinde 232 nm’deki GO 

pik zirvesi yaklaşık 270 nm'ye doğru kayar ve yaklaşık 300 nm'deki diğer pik ise 

ortadan kaybolur. Şekil 4.5 d’de elde edilen GO ve rGO örneklerine ait UV-görünür 

spektrumları GO yüzeyindeki fonksiyonel grupları içeren oksijenin çoğunlukla 

çıkarıldığını ve grafen nano tabaka içindeki elektronik konjugasyonun indirgenme 

reaksiyonu ile modifiye edildiğini göstermektedir. Benzer sonuçlar literatürde elde 

edilmiş diğer sonuçlarla uyumluluk göstermektedir (Xu ve diğerleri, 2011; Yu ve 

diğerleri, 2013). 

Taramalı elektron mikroskobu, GO nano tabakalarının yüzey morfolojisini incelemek 

için yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir. Farklı sentez metotları ile edilen GO 

malzemeleri, SEM görüntülemeleri sonucunda farklı morfolojiler göstermektedir. 

Genel olarak, GO'nun SEM görüntüleri, çeşitli yüzey oluşumları ile katmanlı bir yapı 

gösterir (Ikram ve diğerleri, 2020). Bu çalışmada da grafen oksit, pullandırılmış 

grafen oksit, ve indirgenmiş grafen oksit, tabakalarının morfolojisinin incelenmesi 

için SEM görüntülerinden yararlanılmıştır (Şekil 4.6).  
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Şekil 4.6 : rGO (a-b), GO-B (c-d) ve GO’ya (e-f) ait SEM 

görüntüleri (1-0,5 µm, 5 kV). 

İncelenen rGO örneklerinde 4.6 (a, b) pullandırma ve yeniden istifleme işlemleri 

nedeniyle deformasyonun bir sonucu olan buruşuk ve dalgalanan bir yapı ortaya 

çıkmaktadır. rGO’ya ait SEM görüntüleri, kenarlar belirgin, yüzey buruşuk ve 

katlanmış, rasgele kümelenmiş benzer ince levhalar şeklindedir (Shalaby ve diğerleri, 

2015). rGO yüzeyindeki boşluklu yapılar, indirgeme işlemi sırasında GO yüzeyinden 

oksijen fonksiyonel gruplarının ortamdan uzaklaştırılması ile ortaya çıkmaktadır 

(Sharma ve diğerleri, 2017). rGO nano tabakaları, SEM görüntülerinde gösterildiği 

gibi, katman yapılı, düzensiz katlanmış ve birbirleriyle dolaşmış şekilde 
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görünmektedirler. Pullandırılmış GO-B tabakaları Şekil 4.6 (c, d)’de görüldüğü gibi 

pullandırmadan kaynaklanan kısmi indirgeme nedeniyle rGO yapısına benzer 

buruşuk bir yapı göstermektedir. 

GO tabakalarının tek tabakalı grafenin kalınlığından daha büyük olduğu Şekil 4.6 (e, 

f)’deki SEM görüntüleri ile ortaya konmuştur. Kalınlıktaki artış, oksijen içeren 

fonksiyonel grupların girmesinden kaynaklanmaktadır. GO katmanlarının kenarlarda 

daha kalın olduğu da belirtilebilir. Bunun nedeni, oksijen içeren fonksiyonel 

grupların çoğunlukla GO'nun kenarlarında oluşmasıdır. Literatürdeki diğer 

çalışmalarla karşılaştırıldığında, Shojaeenezhad ve diğerleri (2017), GO'nun SEM 

görüntülerinin esnek ve kırışmış tabakalar sergilediğini göstermiştir. Shahriary ve 

Athawale (2014), SEM görüntülerinden, katmanlı yapıdaki GO filmlerinin 

kenarlardan, bükülmüş ve kırışmış alanlar gösterdiği sonucuna varmıştır. Bu tez 

çalışmasındaki SEM görüntüleri bu bakımdan literatürdeki diğer çalışmalarla 

uyumluluk göstermektedir.  

Ayrıca rGO’nun (Şekil 4.7 b) GO'ya (Şekil 4.7 a) kıyasla kenarlarda daha fazla 

kırışıklık gösterdiği geçirimli elektron mikroskobu (TEM) görüntülerinde daha net 

görünmektedir (Şekil 4.7). TEM görüntüleri rGO tabakalarının birbiri üzerine 

istiflenmiş birkaç katmandan oluştuğunu göstermekle olup yapının indirgendiğine 

dair yüzey morfolojisi hem TEM hem SEM görüntüleri ile desteklenmektedir. 

 

Şekil 4.7 : (a) GO ve (b) rGO’ya ait TEM mikrografları (200 nm). 

Çizelge 4.3’te grafen ve grafen oksit örneklerine ait iletkenlik ölçümlerine ait 

sonuçlar verilmiştir. Dört nokta prob ölçümü grafenin tabaka direncini (Rs) 

belirlemek için kullanılan yöntemlerden birisidir. Elde edilen numunelerin öz 

dirençlerinin belirlenebilmesi için gereken elektrik direnci, maddenin üzerinden 

geçen I akımı ve onun meydana getirdiği V geriliminin oranı ile bulunur. Elektriksel 

direnç (ρ), numune kalınlığı (L) ve numunenin yüzey alanı (A) verileri ile aşağıdaki 

a b
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eşitlik kullanılarak elektriksel iletkenlik (σ) hesaplamaları yapılmıştır (Wu ve 

diğerleri, 2011).  

σ (S⁄cm)= 
𝐿

𝐴

 
ρ 

Elektriksel iletkenlik, σ sembolü ile gösterilmektedir ve metre başına Siemens SI 

birimine (S/m) sahiptir. Elektriksel iletkenlik (σ), elektriksel direncin (ρ) tersidir 

(Helmenstine, 2018):  

σ = 
1

ρ
 

Çizelge 4.3 : Grafen oksit ve indirgenmiş grafen oksit iletkenlik ölçümleri. 

 Öz direnç (ρ) 

[Ohm.cm]  

Yüzey direnci 

[Ohm/sq] 

σ res. (S/m) 

 

σ sres. (S/m) 

 

Gres 1,42E+01 7,12E+06 7,02E-02 1,40E-07 

Gres1 1,50E+01 7,51E+06 6,66E-02 1,33E-07 

Gres2 2,06E+02 1,03E+08 4,86E-03 9,72E-09 

Gres3 1,12E+01 5,59E+06 8,94E-02 1,79E-07 

Gres4 1,88E+05 9,40E+10 5,32E-06 1,06E-11 

Gort.   4,62E-02 9,24E-08 

Rres 1,09E+01 5,44E+06 9,19E-02 1,84E-07 

Rres1 1,26E+01 6,28E+06 7,96E-02 1,59E-07 

Rres2 1,10E+01 5,48E+06 9,12E-02 1,82E-07 

Rres3 1,63E+01 8,15E+06 6,13E-02 1,23E-07 

Rres4 1,56E+01 7,81E+06 6,40E-02 1,28E-07 

Rort.   7,76E-02 1,55E-07 

 

Çizelge 4.3 incelendiğinde, GO ve rGO için iletkenlik değerleri karşılaştırması 

sonucu beklenildiği gibi rGO’nun iletkenlik değerlerinin GO’e göre daha yüksek 

olduğu belirlenmiştir. 

4.3 Biyosensör Geliştirilmesi ve Gerçek Örnek Ölçümleri 

Ag-Au'nun birikimini ve redoks davranışlarını değerlendirmek için dönüşümlü 

voltametri yöntemi kullanılmıştır. Au-Ag bimetal nano yapılarının elektro kaplama 

sonuçlarının optimizasyonuna ait çalışılan döngü sayılarına (5, 10 ve 20 döngü) dair 

veriler değerlendirilmiştir (Şekil 4.8). Bu sonuçlara göre kaplama için döngü sayısı 

10 olarak belirlenmiştir. 
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Şekil 4.8 : a) Au-Ag nano yapılarının biriktirilmesine dair sonuçlar 

ve b) bar grafikleri. 

Tarama hızı ile pik akımları arasındaki ilişkinin incelenmesi için CV ölçümlerinden 

faydalanılarak elektrokimyasal mekanizmalar hakkında veri elde etmek amacıyla 

şekil 4.9’da tarama hızına bağlı olarak Ipa ve Ipc için artan pik şiddetleri 

görülmektedir. Bu sonuçlara göre, elektrot üzerindeki redoks tepe noktaları (pik 

şiddetleri), tarama hızı arttıkça kademeli olarak büyümektedir. Yükseltgenme pik 

akımı (Ipa), Şekil 4.9 b'de gösterildiği gibi tarama hızının karekökü ile doğrusal 

değişim göstermektedir (R2=0,997'dir). Bu sonuç, önerilen biyosensör algılama 

arabirimi üzerindeki indirgenme ve yükseltgenme reaksiyonunun, yüzey difüzyon 

kontrollü bir süreç içinde gerçekleştiğini doğrulamaktadır. 
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Şekil 4.9 : a) Farklı tarama hızlarına sahip (5,10, 25, 50, 100, 200, 

300, 400  mV/s) Au-Ag/GO-rGO/PCE CV ölçümleri ve b) Yükseltgenme 

pik şiddetinin (Ipa) tarama hızıyla ilişkisi (√v). 

Elektrokimyasal sensörlerin hassasiyetini daha da artırmak için, elektrot yüzeyi 

genellikle özellikleri iyileştirecek şekilde değiştirilir (Zheng ve diğerleri, 2022). 

Tasarlanan GDO biyosensör elektrot yüzeyi için uygulanan yüzey 

modifikasyonlarının incelenmesi için modifiye PGE’lerin [Fe(CN)6]3-/4- redoks 
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çözeltisi içinde alınan CV ölçümlerinden yararlanılmıştır. Şekil 4.10’da çıplak kalem 

grafit elektroda ait akım değerleri ile karşılaştırıldığında rGO ve GO’nun birlikte 

kullanılması elektron transferini kolaylaştırmaktadır. Bu yüzey üzerine modifiye 

edilen Au-Ag bimetalik nano yapılarının anodik pik akımlarını önemli ölçüde 

iyileştirmiş olduğu görülmektedir. Bu sonuçlar GO-rGO ve Au-Ag nanoyapılarının 

elektron transferini iyileştirdiğini göstermektedir.  

 

 

Şekil 4.10 : a) Elektrot yüzey modifikasyonuna dair 0,1 M KCl 

içeren 5 mM [Fe(CN)6]
3-/4- 

çözeltisi içinde alınan CV ölçümleri b) CV 

ölçümlerine ait bar grafikleri. 
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Au-Ag/GO-rGO/PGE yüzey modifikasyonlarının morfolojik değerlendirmesi 

taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile yapılmıştır. Elektrot yüzeyinde biriken Au-

Ag miktarı ve dağılımı alan haritalaması kullanılarak SEM'e bağlı enerji dağılım 

spektrumu (EDX) ile ölçülmüştür. Biriken nanopartiküllerin morfolojik kalitesi, PGE 

elektrot yüzeyinde uygulanan her modifikasyondan aşamasında incelenmiştir. Şekil 

4.11’de elektrot yüzeyine kaplanan GO-rGO ve Au-Ag nano yapılarının SEM 

görüntüleri verilmiştir. GO-rGO yapıları (b) yüzeyin yüzeyin modifikasyonu 

nedeniyle çıplak PGE (a) üzerinde buruşuk, dalgalı ve katlı görüntüler sergilemiştir. 

Au-Ag bimetalik nano yapıları ise GO-rGO/PGE üzerinde net şekilde görülmektedir 

(c). Parçacık boyutu, miktar ve kompaktlık olarak Au ve Ag parçacıklar arasında 

bazı farklar mevcuttur. Arvinte ve diğerleri (2018), çalışmalarında karbon nanotüp 

(CNT) elektrot yüzeyine biriktirmiş oldukları Au parçacık miktarının Ag’ye göre 

daha fazla ve daha kompakt bir görüntü sergilediğini belirtmişlerdir. Aynı zamanda 

EDX analizleri sonucu yüzeyde Ag birikimine (% 5-6 Ag - % ağırlık) kıyasla daha 

yüksek bir Au birikim yüzdesi (% 37-39 Au - ağırlık %) elde etmişlerdir.  

SEM görüntülerindeki Au-Ag miktarı ve dağılımı EDX ile Şekil 4.11’de 

değerlendirilmiştir. Sonuçlar Au yapılarının Ag’ye göre miktarının daha fazla 

olduğunu doğrulamakla birlikte (d) Au ve Ag nano yapılarının GO-rGO/PGE 

yüzeyinde homojen ve uniform bir dağılım gösterdiğine dikkat çekmektedir (e). Bu 

çalışmada uygulanan elektrobiriktirme yöntemi sonucu elde edilen SEM görüntüleri 

ve EDX sonuçları bu bakımdan literatür ile uyumlu görünmektedir (Arvinte ve 

diğerleri, 2018).  
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Şekil 4.11 : a) Çıplak elektrot (PGE), b) GO-rGO/PGE ve c) Au-

Ag/GO-rGO/PGE SEM görüntüleri (5 µm, içerideki görüntüler; 1 µm, 10 

kV), d) Au-Ag/GO-rGO/PGE EDX ve e) haritalama sonuçları. 

EIS, yüzeyi modifiye edilmiş elektrotların arayüz özelliklerini incelemek için etkili 

bir tekniktir. EIS ölçümlerinde, yüksek frekanslardan çıkan yarım daire kısmı, 

elektron transferini sınırlama işlemine karşılık gelmektedir, dolayısıyla elektron 

transfer direnci (Rct) doğrudan yarım daire çapı ile ölçülebilir (Wang ve diğerleri, 

2016).  

Probun immobilizasyonu ve hedef ile hibridizasyon reaksiyonu elektrot yüzeyinde 

gerçekleştirildiğinden, elektrot malzemesi ve yüzey özellikleri elektrokimyasal 

algılama sonuçları üzerinde büyük bir etkiye sahiptir (Karimi Maleh ve diğerleri, 

2021; Karimi Maleh ve diğerleri, 2022). Bu tez çalışmasında, DNA biyosensör 

üretim basamaklarının farklı aşamalarını incelemek için EIS ölçümlerinden 

yararlanılmıştır. Şekil 4.12 a’da görüldüğü gibi Au-Ag/GO-rGO/PGE yüzeyine -SH 

işaretli tek zincirli prob DNA (ssDNA) tiyol-Au etkileşimi yoluyla modifiye edilmiş 

elektrodun yüzeyine bağlanmış ve Rct belirgin bir şekilde artmıştır (Gao ve diğerleri, 

2022). Negatif yüklü ssDNA’nın [Fe(CN)6]3-/4-‘e karşı elektrostatik itici bir kuvvet 

oluşturabilmesi nedeniyle literatürde daha önce yapılmış olan benzer çalışmalarla 

(Benvidi ve Jananbani, 2016; Wang ve diğerleri, 2016) tutarlı bir şekilde 

elektrokimyasal empedansın önemli ölçüde etkilendiği görülmektedir. Tek zincirli 

prob DNA’nın yüzeye başarılı bir şekilde tutunmasının ardından ortama hedef 
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DNA’nın eklenmesiyle birlikte elektrot yüzeyinde tek zincirli prob DNA ve hedef 

DNA’nın hibridizasyonundan kaynaklı çift zincirli DNA (dsDNA) yapısı oluşmuştur. 

25 µM ssDNA probunun immobilizasyonundan sonra ortama eklenen 10-15 M 

tamamlayıcı hedef DNA, empedansı önemli ölçüde arttırmıştır. Au-Ag/GO-

rGO/PGE yüzeyinde çift zincirli DNA (dsDNA) oluşumu, negatif yüklerin 

yoğunluğunu arttırmaktadır. Bu sonuca bağlı olarak elektrot yüzeyinde [Fe(CN)6] 3-

/4-‘arasındaki yük transferinin (elektron transferi) daha fazla engellemesiyle Rct 

değeri beklenen şekilde artmaktadır (Benvidi ve diğerleri, 2014). Bu tez çalışmasında 

tasarlanan Au-Ag/GO-rGO/PGE hedef DNA’ya bağlı olarak artan EIS sinyali 

göstermiştir. Tasarlanan biyosensörün ölçülen EIS sinyalini izleyerek hedef DNA'yı 

tespit etmek için uygulanabilir olduğu belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.12 : a) 0,1 M KCl içeren 5 mM [Fe(CN)6]3-/4- çözeltisi içinde 

Au-Ag/GO-rGO/PGE, immobilize elektrot (ssDNA/ Au-Ag/GO-

rGO/PGE) ve hibridize elektrot (ssDNA/ Au-Ag/GO-rGO/PGE) EIS 

yanıtları b) EIS yanıtları sonucu elde edilen bar grafikleri. 

Kullanılan DNA biyosensörlerinin duyarlılığını ve seçiciliğini artırmak için, farklı 

prob ssDNA konsantrasyonları ve prob ssDNA'nın inkübasyon süreleri deneysel 

koşullar altında optimize edilmiştir (Şekil 4.13)  

Elektrokimyasal DNA biyosensörünün hassasiyeti, DNA biyosensörünün hassasiyeti 

için çok önemli olan ssDNA probunun konsantrasyonu ile yakından ilişkilidir (Wang 

ve diğerleri, 2016). Şekil 4.13 a'da gösterildiği gibi, Rct değeri, prob ssDNA 

konsantrasyonunun artmasıyla belirgin bir şekilde artmaktadır. 1, 10 ve 25 uM prob 

ssDNA konsantrasyonları karşılaştırıldığında, 25 uM bu çalışmada kullanılan optimal 

prob ssDNA konsantrasyonu olarak seçilmiştir. Wang ve diğerleri, (2016) 

çalışmalarında AuNPs/MWCNT-rGONR/GCE için belirledikleri optimal prob 
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ssDNA konsantrasyonunu 10 uM olarak seçmişlerdir. Bu çalışmada önerilen 

biyosensör için daha yüksek bir prob ssDNA konsantrasyonu belirlenmiş olmasının 

sebebi elektrot yüzeyine modifiye edilen indirgenmiş grafen oksit yapısı ile Au 

nanopartikül yapılarının prob ssDNA için daha yüksek bir tutunma alanı oluşturması 

olabileceği düşünülmektedir.  

DNA biyosensörünün performansı, prob ssDNA ve Au/GO-rGO/PGE arasındaki 

inkübasyon süresinin artmasıyla birlikte immobilizasyon miktarının arttırılmasını 

(Wang ve diğerleri, 2011) desteklemektedir. Biyosensörün performansını, özellikle 

hassasiyeti optimize etmek için, inkübasyon süresinin etkisi ayrıca araştırılmıştır. 

Şekil 4.13 b'de gösterildiği gibi, Rct kademeli olarak artmıştır. 30, 60, 90 ve 120 dk 

arasında Rct değeri, sürekli artış eğilimi göstermekle birlikte 90 ve 120 dk arasında 

çok belirgin bir artış görülmemiştir bu sebeple bu çalışma için optimum prob ssDNA 

immobilizasyon süresi 90 dk olarak seçilmiştir.  

 

 

Şekil 4.13 : a) Prob ssDNA konsantrasyonun ve b) prob ssDNA 

inkübasyon süresinin elektrokimyasal DNA biyosensörünün analitik 

performansı üzerine etkileri. 

Optimum deneysel koşullar altında, hedef DNA'nın farklı konsantrasyonlarını 

kantitatif olarak tespit etmek için hedef DNA’nın farklı konsantrasyonları varlığında 

Au-Ag/GO-rGO/PGE biyosensörü için ölçülen EIS cevapları şekil 4.14’de 

verilmiştir. Elde edilen EIS yanıtları, elektrot yüzeyinde ne kadar çok hedef DNA 

yakalanırsa (veya bağlanırsa), o kadar büyük Rct değeri elde edildiğini 

göstermektedir. 
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Lineer regresyon denklemi; ∆Rct (Ω)=496,9logC(mol/L)+8401,8 (R2=0,9943) olarak 

hesaplanmıştır. Hazırlanan biyosensör, 1×10-12 M ile 1×10-16 M aralığında hedef 

DNA konsantrasyonlarının logaritmasıyla doğrusaldır ve 10-17 M mertebelerinde 

düşük teşhis sınırına sahiptir. 

 

 

 

Şekil 4.14 : a) Hedef DNA'nın farklı konsantrasyonlarının 

saptanması için ssDNA/Au-Ag/GO-rGO/PGE 'nin EIS yanıtları             

(1×10-12, 1×10-13, 1×10-14, 1×10-15, 1×10-16),                                                            

b) hedef DNA tespiti için kalibrasyon eğrisi. 

Bu tez çalışmasında önerilen elektrokimyasal DNA biyosensörünün, Çizelge 4.4'de 

listelenen GDO tayini için literatürde daha önce bildirilen yöntemlerle 

karşılaştırıldığında, düşük tespit limitlerine sahip elektrokimyasal GDO 
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biyosensörleri ile yarışabilecek kadar hassas ve düşük bir tespit limitine sahip olduğu 

görülmektedir. 

Çizelge 4.4 : Genetiği değiştirilmiş organizmaların tespiti için literatürde yapılmış 

olan bazı çalışmalar. 

Elektrot 
Elektrokimyasal 

teknik 
Doğrusal aralık LOD Referans 

GCDs (Altın karbon 

elektrot) 
EIS 

1.0×10−13–

1.0×10−7 M 

3,1×10−14 M 

 

Gao ve diğerleri, 

(2022) 

Fe3O4-Au@Ag MNPs 

nano prob etiketli 

genosensör 

DPV 
1×10−16–

1×10−10 M 
1,26×10−17 M 

Ye ve diğerleri, 

(2020) 

ssDNA/RGO/CPE 

(Karbon pasta elektrot) 
DPV 

3×10−15–

5×10−7 M 
1,7×10-12 M 

Deng ve diğerleri, 

(2020) 

Poly(nBA-NAS)-rGO 

modifiye SPE (Ekran 

baskılı elektrot) 

DPV 
1×10−15–

1×10−8 M 
6,3×10-16 M 

Jamaluddin ve 

diğerleri, (2018) 

AbC-Cu2 sinyal etiketli 

Au elektrot 
DPV 

0.10×10-12- 

0.50×10-9 M 

0,06 ×10−12 M 

 

Zhan ve diğerleri, 

(2017) 

Eksfoliye Edilmiş Grafen 

Oksit (EGO) ve Altın 

Nano-Urchins (GNU) 

modifiye SPCE (Ekran 

baskılı karbon elektrot) 

DPV 

40.0–

1100.0×10-15 

M 

13×10−15 M 
Aghili ve 

diğerleri, (2017) 

Au NPs/MWCNT-

rGONR 
EIS 

1×10−16–

5×10−10 M 
3,3×10−17 M 

Wang ve diğerleri, 

(2016b) 

core-shell SiO2@ CdTe 

modifiye PEC 

(fotoelektrokimyasal 

biyosensör) 

EIS 
1×10−16–

5×10−10 M 
0,05×10-12 M 

Li ve diğerleri, 

(2016) 

SWCNT-FET (alan etkili 

transistör) 
EIS 1-10×10-9 M 1×10−9 M Tam, (2015) 

Akrilik mikro küre ve 

altın nanoparçacık 

modifiye SPE (ekran 

baskılı elektrot) 

DPV 
2.0×10-12-

2.0×10-7 M 
7,79×10−16 M 

Ulianas ve 

diğerleri, (2014) 

indirgenmiş grafen 

(ERG) modifiye CILE 

(karbon iyonik sıvı 

elektrot) 

DPV 
2.0×10-12-

2.0×10-7 M 
4,52×10−12 M 

Sun ve diğerleri, 

(2014) 

Au-PtNPs/Pty 

(elektropolimerize 

polistiramin (Pty) film) 

EIS 

1.0×10−12–

1.0×10−7 M 

 

3,6×10−13 M 

 

Yang ve diğerleri, 

(2012) 

 

GDO tespitinde kullanılmak üzere önerilen DNA biyosensörünün seçiciliği, ssDNA 

immobilize elektrot yüzeyinde aynı konsantrasyonlarda (10-15 M) 3 baz çifti 

uyumsuz DNA (M3), ve tamamlayıcı olmayan DNA (Nc) varlığı bakımından 

değerlendirilmiştir. Şekil 4.15'de gösterildiği gibi, elde edilen Rct değerleri, 

tamamlayıcı olmayan DNA (Nc) dizilerini kıyasla 3 baz çifti uyumsuz DNA (M3) 

varlığında biraz daha yüksek bulunmuştur. Bu sonuçlar GDO biyosensörün 
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tamamlayıcı olmayan ve uyumsuz oligonükleotid fragmanlarını ayırt edebildiğini 

göstermektedir (Hu ve diğerleri, 2015). 

 

Şekil 4.15 : a) EIS yanıtları ve b) 10-15 M konsantrasyonda farklı 

oligonükleotitlerle her bir hibridizasyon olayı için önerilen DNA 

biyosensörünün Rct değerleri: (I) immobilize elektrot (ssDNA/Au-Ag/GO-

rGO/PGE), (II) tamamlayıcı olmayan (Nc),                                            

(III) 3-baz çifti uyuşmazlığı (M3). 

Biyosensör yanıtlarını karşılaştırmak ve CaMV 35s promotör bölgenin incelenen 

gıda numunelerinde varlığını kanıtlamak için bu transgenik gen bölgesine özgü P35S 

cf3/cf4 primerleri kullanılarak polimeraz zincir reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. 

Gerçek örnek denemerinde sensör yanıtı için kullanılan örneklerin PCR 

amplifikasyonlarına dair sonuçlarının görselleştirilmesi için örnekler etidyum bromür 

(EB) boyası kullanılarak % 2 agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmiştir.  

Şekil 4.16'da GDO’lu soya numuneleri; GDO soya-1, (CTAB-Wizard izolasyon 

yöntemi, 20,67 ng/µl, 260/280; 1,45), GDO soya-2 (kit izolasyon yöntemi, 100 

ng/µl, 260/280; 1,76), iki adet gıda örneği (bisküvi örnekleri, CTAB-Wizard 

izolasyon yöntemi, ~68,43 ng/µl, 260/280; ~1,77), transgenik olmayan gıda 

numunesi (soya unu) ve negatif kontrol olarak çift distile su (ddH2O) kullanılan 

agaroz jel sonuçları verilmiştir. 35S promotör bölgesi tayini için beklenen bant 

profili 123 bp'de pozitif kontrol olarak kullanılan GDO soya ve gıda numunelerinde 

ortaya çıkarken, bu gen bölgesini bulundurmayan soya örneği ve PCR inhibitör 

kontrolü için eklenen ddH2O negatif kontrol örneği agaroz jelde bant vermemektedir. 

Biyosensör gerçek örnek denemeleri için Şekil 4.16’daki agaroz jel fotoğrafı referans 

alınarak, GDO soya örneği için 1. kuyucuktaki GDO soya-1 örneğinin agaroz jelin 
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alt taraflarına doğru yoğunlaşan ve spesifik olmayan bant profili göstermesi 

sebebiyle daha temiz bant profili gösteren 2. kuyucuktaki GDO soya-2 örneği tercih 

edilmiştir. Biyosensör denemelerinde PCR karşılaştırması yapılmak üzere incelenen 

amplifikasyon ürünü 2.kuyucuktaki GDO soya numunesine aittir. 

 

Şekil 4.16 : 35S promotör bölgesinin tespiti için yapılan PCR 

sonuçları (L: 100 bp DNA Ladder (Thermo Scinetific), 1) GM soya-1 

(pozitif kontrol), 2) GM soya-2, 3) gıda-1, 4) gıda-2, 5) soya unu (negatif 

kontrol) 6) ddH2O (negatif kontrol)). 

Bir elektrokimyasal nanobiyoalgılama sisteminin gelecekteki gelişimi ve kullanılan 

tekniğin büyük ölçekli pratik uygulama alanı bulması doğrudan gerçek biyolojik 

ortamdaki performansına bağlıdır (Aghili ve diğerleri, 2017). Tasarlanan 

elektrokimyasal DNA biyosensör tespit yönteminin uygulanabilirliğini test etmek 

için tez çalışmasının moleküler basamakları boyunca izole edilmiş ve Şekil 4.16’da 

PCR sonuçları verilmiş olan genomik DNA numuneleri TE buffer içinde (pH 8.0) 

femtomolar konsantrasyonlarda seyreltilerek analiz edilmiştir. EIS tekniğinde negatif 

yüklü redoks habercisi olarak kullanılan potasyum ferri-ferrosiyanürün          

([Fe(CN)6]3-/4-) elektrostatik etkileşimler nedeniyle DNA ile modifiye edilmiş 

elektrot yüzeyine yaklaşması engellenir böylece yük transfer direncinde bir artış 

tespit edilebilir (Tertis ve diğerleri, 2019; Manzano ve diğerleri, 2019; Hai ve 

diğerleri, 2020). Şekil 4.17'de gösterildiği gibi, biyosensörün Rct değerleri pozitif 

kontrol olarak kullanılan GDO'lu soya fasulyesinden elde edilen hedef DNA ve iki 

gıda örneği için daha yüksek gözlemlenirken, incelenen transgenik içeriği 

bulundurmayan soya örneğinden daha düşük bir değer elde edilmiştir. Sensör 

yanıtları, önerilen Au-Ag/GO-rGO/PGE biyosensörün paketli gıda ürünlerinden izole 

edilmiş olan genomik DNA numulerini CaMV 35s promotör bölgesi bakımından 

GDO içermeyen örneklerden ayırabildiğini göstermektedir.  
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Çalışmada ayrıca sensör yanıtları genomik DNA ve PCR ürünlerine ait sensör 

yanıtları karşılaştırılmıştır. Buna göre Şekil 4.17’de gösterildiği üzere GDO’lu soya 

numunesine ait PCR ürününe ait Rct değeri daha yüksektir. PCR ürünlerinin hedef 

olarak kullanılan transgenik gen bölgesini spesifik olarak çoğaltması sebebiyle bu 

beklenen bir sonuçtur. Literatürde GDO tespiti için yapılmış olan elektrokimyasal 

biyosensör çalışmalarının çok büyük bir bölümü analit olarak PCR amplifikasyon 

ürününün elektrokimyasal tespitine dayanmaktadır (Wang ve diğerleri, 2016; Li ve 

diğerleri, 2016b; Placido ve diğerleri, 2018; Deng ve diğerleri, 2020; Gao ve 

diğerleri, 2022). Bu tez çalışmasında amacımız CaMV 35S transgenik içeriğe sahip, 

karmaşık biyolojik matriks içerikli, yüksek oranda bozulmuş veya denatüre olmuş 

işlenmiş gıda numunelerinin ekstra PCR analizine ihtiyaç olmadan genomik DNA 

yoluyla doğrudan tespitini incelemektir. Bu bakımdan Şekil 4.17’de verilen gerçek 

örnek numunelerine dair elde edilen sonuçlar literatürde var olan diğer GDO 

biyosensör çalışmalarından ayrılarak, tasarlanan biyosensörün özgünlüğüne katkı 

sağlamaktadır. 

Jel elektroforezi görüntülerine göre elde edilen sonuçlar, tasarlanan DNA 

biyosensörü ile elde edilen sonuçlarla iyi bir uyum içindedir. Önerilen 

elektrokimyasal DNA biyosensörünün paketli gıda gibi farklı proses adımları 

sebebiyle DNA içeriği büyük oranda denatüre olmuş GDO'lu içeriği ek PCR 

basamağına ihtiyaç duymadan tespit edebildiğini göstermektedir. 
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Şekil 4.17 : a) GDO biyosensörün gerçek numunelere ait Rct 

değerleri ve b) Rct değerlerine ait bar grafikleri.  

Bu tez çalışmasında GDO örneklerinin tespiti için tasarlanan elektrokimyasal 

biyosensör sistemi GDO’lu soya ve bazı paketli gıda örnekleri için ayırt edici sensör 

yanıtları vermiştir. Fakat gerçek örneklerde çoğunlukla hedef saptama sürecini 

engelleyebilecek ve yanlış negatif ve/veya pozitif yanıtlara neden olabilecek çeşitli 

biyomolekül türleri vardır.  

Aghili ve diğerleri (2017), GDO ürünlerinin tespiti için geliştirdikleri 

nanobiyosensör çalışmalarında sentezlenmiş DNA çözeltisine dört potansiyel girişim 

molekülü (% 25 CTAB, % 25 glukoz, % 25 etanol ve % 25 SDS) ekleyerek simüle 
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edilmiş bir ekstrakte DNA çözeltisi oluşturmuşlar ve bilinen miktarlarda hedef 

DNA’yı simüle edilmiş ekstrakte DNA örneklerine ekleyerek bağıl geri kazanım 

yüzdesi değerleri hesaplamışlardır. Elde ettikleri değerlere göre geliştirdikleri 

biyosensör yönteminin bağıl geri kazanım yüzdesi oldukça yüksek (% 98,3,             

% 101,98, % 99,5) bulunmuştur. Bu değerlere göre sunulan DNA biyosensörünün 

GDO'ların ekstrakte edilmiş DNA'sı ile gerçek laboratuvar testleri için pratik 

potansiyele sahip olduğunu ve gelecekte gıda endüstrisinde ve/veya tespit 

laboratuvarlarında GDO içeren ürünleri tespit etmek için kullanılabileceğini 

belirtmişlerdir. Bir başka çalışmada Chou ve diğerleri (2022), GDO’lu soya tespiti 

için geliştirdikleri biyosensör çalışmalarında iki hedef DNA örneği kullanarak (% 4 

ve % 5,7) GDO DNA örnekleri için sırasıyla % 104,1 ve % 102,49 geri kazanım 

oranları hesaplamışlardır. Bu sonuçlarla gerçek numune algılama sonuçlarının, 

önerilen sensör sisteminin GDO DNA'sını tam olarak algılanabileceğini 

doğruladığını bildirmişlerdir. Zhan ve diğerleri (2017), CaMV 35S promotör 

bölgesinin tespiti için önerdikleri elektrokimyasal DNA biyosensörü için yaptıkları 

gerçek örnek denemelerinde karmaşık matrislere sırasıyla 1,00 pM, 10,0 pM ve 50,0 

pM CaMV 35s ile içeren hedef DNA eklemişler ve test edilen geri kazanım 

oranlarını %96,4-102,0 aralığında bulmuşlardır. Elde ettikleri bu gözlemler 

önerdikleri yöntemin gerçek örneklerde CaMV 35'lerin tespiti için potansiyel olarak 

kullanılabileceğini göstermektedir. 

Geri kazanım çalışmalarında, 10-15 M ve 10-13 M olmak üzere iki konsantrasyon 

kullanılmış ve elde edilen geri kazanım yüzdeleri sırasıyla % 97,5 ve % 101,7 olarak 

hesaplanmıştır (Çizelge 4.5). Bu sonuçlara göre hesaplanan her iki ölçümün % 80-

120'lik kabul edilebilir iyileşme oranı aralığında olduğu tespit edilmiştir (Chou ve 

diğerleri, 2022). 

Çizelge 4.5 : İncelenen GDO ürünleri için geri kazanım sonuçları. 

Derişim 

(mol/L) 

Ölçülen Rct 

(Ohm) 

Gerçek Rct 

(Ohm) 

% Geri kazanım 

10-15  2115 2169 % 97,5 

10-13 3204 3150 % 101,7 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Gıda ve yemlerdeki genetik modifikasyon bileşenlerinin tespit edilmesi, denetim 

otoritelerinin transgenik ürün varlığı hakkında endişe duyan tüketicilere güvenilir 

bilgi sunmasına yardımcı olmaktadır. Gıdalardaki kalitatif GDO analizinin 

elektrokimyasal DNA biyosensörü ile tespitini amaçlayan bu tez çalışmasının ilk 

işlem basamaklarından biri, marketlerde tüketicilere satılan gıda materyallerinin 

GDO varlığının belirlenmesidir.  

Bu amaçla, bu tez çalışmasında farklı marka ve farklı işlenmişlik düzeylerindeki 

işlenmiş gıda ürünlerinin genomik DNA izolasyonları gerçekleştirilmiş, incelenen 

ürünlerdeki soya ve mısır varlığı belirlenmiş ardından bu ürünlerdeki GDO varlığı 

araştırılmıştır. 

Çalışmanın ilk basamağı olan mekanik, termal, kimyasal ve enzimatik işlemlere tabi 

tutulmuş gıda ürünlerinden yüksek verimde bozulmamış genomik DNA elde 

edilmesi amacıyla literatürde belirtilen DNA izolasyon protokolleri araştırılmış ve 

küçük modifikasyonlarla gıda örneklerinin DNA izolasyonunda kullanılmıştır. Tez 

çalışmasında işlenmiş gıda ürünlerinin izolasyonunda denenen farklı DNA 

ekstraksiyon protokollerinin karşılaştırılması sonucunda metot-3'de belirtilen CTAB-

Wizard DNA izolasyon protokolünün hem lektin ve zein varlığının belirlenmesinde 

hem de kalitatif PCR analizi için yeterli miktar ve kalitede DNA içerdiği 

belirlenmiştir. PCR reaksiyonlarında kullanılmak üzere izole edilen genomik DNA 

örneklerinin saflık ve miktar analizleri gerçekleştirilerek yeterli kalitede genomik 

DNA izolasyonu tamamlanmıştır. Modifiye DNA izolasyonu metotları ile elde edilen 

yeterli kalite ve miktar içeriğine sahip genomik DNA numuneleri seçilerek 

çalışmanın biyosensör basamağı boyunca gerçek örnek analizleri için kullanılmıştır. 

Gıda örneklerinde soya geni içeriklerinin belirlenmesi amacıyla lektin genine özgü 

primerlerle PCR taramaları gerçekleştirilmiştir. Moleküler taramalar ile 6’sı bisküvi, 
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2’si kek, 3’ü kraker, 2’si mısır cipsi ve 2 tanesi soya unu olmak üzere toplam 15 gıda 

numunesinde soya içeriği belirlenmiştir. 

Soya içeren numunelerde CaMV 35S promotör bölgesi bakımından moleküler GDO 

taramaları yapılmıştır. 35S spesifik cf3/cf4 primeri ile yapılan GDO taraması sonucu 

incelenen tüm gıda ürünleri (bisküvi, kek, mısır cipsi, kraker, soya ve mısır unu) 

içerisinde 2 adet bisküvi ve 2 adet kraker numuneleri beklenen büyüklükte net pozitif 

bant profilleri göstermiştir. Elde edilen yeterli kalite ve miktar içeriğine sahip 

genomik DNA numuneleri seçilerek, çalışmanın biyosensör basamağı boyunca 

gerçek örnek analizleri için kullanılmıştır.  

GDO tespitine yönelik DNA-bazlı elektrokimyasal biyosensör üretiminin 

hedeflendiği Au-Ag/GO-rGO/PGE tasarımı amacıyla grafen oksit yapılarının sentezi 

için grafit tozundan indirgenmiş grafen oksit üretimi çalışmaları yapılmıştır. 

Çalışmada kullanılan GO üretiminde modifiye işlemler yoluyla daha 

güvenilir/kullanılabilir hale getirilmiş ve diğer üretim yöntemlerine göre daha 

ekonomik olan modifiye Hummers yöntemi kullanılmıştır (Shahriary ve Athawale, 

2014; Song ve diğerleri, 2014). Modifiye Hummers yöntemi ile elde edilen GO 

bileşiklerinin karakterizasyon çalışmalarında FTIR, XRD, Raman, SEM ve TEM 

yöntemleri kullanılarak sentezlenen GO’nun yapısal ve kristal özellikleri, bağ 

yapıları, içerdiği fonksiyonel gruplar ve morfolojik özellikleri hakkında yorumlar 

yapılmıştır. Sonuç olarak sentezlenen pullandırılmış grafen oksit ve indirgenmiş 

grafen oksit yapılarının literatürde belirtilen özelliklere uygun nitelikte olduğu tespit 

edilerek biyosensör çalışmalarında kullanılmak üzere çalışma elektrodu yüzeyine 

modifiye edilmiştir. 

Elektrot modifikasyonu ve biyosensör üretim basamakları için optimizasyon 

çalışmaları gerçekleştirilmiş ve elektrokimyasal karakterizasyon çalışmaları başarıyla 

tamamlanmıştır. Tasarlanan elektrokimyasal GDO biyosensörü sentetik hedef için 

10-12 ve 10-16 M konsantrasyon aralığında bir doğrusallık göstermiştir.  

Tez çalışmasının moleküler basamağı boyunca GDO içerdiği tespit edilen işlenmiş 

gıda ürünlerinden izole edilmiş olan genomik DNA’lar tasarlanan elektrokimyasal 

GDO biyosensörü kullanılarak incelenmiştir. 

GDO'lu ürünlerin tespiti sadece tüketici tercihine bağlı olarak gıda güvenliğinde 

değil aynı zamanda ticari faaliyetlerde de önemli bir rol oynama potansiyeline 
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sahiptir. Geleneksel GDO tespit yöntemleri, gelişmiş cihazlar ve deneyimli personel 

gerektiren karmaşık adımlar içermektedir. Bu bakımdan elektrokimyasal sensörler, 

minyatürleştirilebilir olmaları, kullanım kolaylıkları ve hızlı sonuç vermeleri 

sayesinde saha testleri için uygun analitik cihazlardır. Bu tez çalışması ile işlenmiş 

gıdalarda GDO'nun tespitine olanak sağlayabilecek olan hassas ve pratik 

elektrokimyasal tabanlı, hibridizasyon esaslı bir DNA biyosensör tasarımı 

gerçekleştirilmiştir.  

Özellikle işlenmiş gıdaların DNA’sının ısıl işlemlerden dolayı zarar görmesi ve 

denatüre olması PCR tespitini zorlaştırmaktadır. Bu tez çalışması, genomik DNA’nın 

doğrudan analiz edilebilmesine olanak sağlaması açısından işlenmiş gıdaların GDO 

taramaları için umut verici sonuçlar içermektedir. Böylece GDO’nun gıdalarda etkin 

tespiti açısından literatüre önemli bir katkı sağlaması ve kalitatif PCR testlerine 

alternatif daha pratik bir test aracı sunması beklenmektedir.               
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