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OZET

Giliniimiizde kafein tayininde cesitli kromatografik, spektrofotometrik yontemler

kullanilmaktadir. Ancak bunlar 6zel ekipmanlar gerektiren zaman alict sistemlerdir.

Biyosensorler; enzim, hiicre ve doku gibi biyolojik unsurlarin uygun bir iletim
sistemiyle birlestirilmesi ile olusan biyoanalitik cihazlardir. Biyosensdrlerin diger
yontemlere karsi en 6nemli avantaji, tayin edilecek maddeler i¢in ekonomik, pratik ve

spesifik 6l¢timlere imkan vermesidir.

Saf enzimleri igeren dokularin kullanilmasiyla hazirlanan doku temelli
biyosensorler, saf enzimlerin immobilize edilmesiyle hazirlanan biyosensorlerle
kiyaslandiklarinda, oldukc¢a ucuz, yiiksek kararlilikli ve yiliksek aktiviteli tayin

sistemlerini olusturmaktadir.

Bu c¢alismada, kahve cekirdegi, ¢ay yapragi, taze fasulye ve taze bakla olmak
uzere 4 farkl bitkisel doku, kafein oksidaz aktivitesi bakimindan tarandi. Dokulardan,
nispeten daha yiiksek kafein oksidaz aktivitesi gosteren taze bakla dokusu kullanilarak

kafein tayini i¢in doku temelli bir biyosensor gelistirildi.

Bu amac¢ dogrultusunda taze bakla bitki dokusu, immobilizasyon materyali
olarak jelatin ve capraz baglayici olarak glutaraldehitin kullanilmasiyla camsi karbon
elektrot yiizeyinde immobilize edildi. Olgiimler, kafein konsantrasyonu ile orantili
olarak azalan akim siddetinin belirlenmesiyle elde edilen standart grafikler yardimiyla

gerceklestirildi.

Immobilizasyon ve ¢alisma kosullarin  optimizasyonu igin, optimum
glutaraldehit yiizdesi, doku miktari, jelatin miktari, pH, tampon konsantrasyonu ve
sicaklik degerleri taze bakla biyosensérii icin sirastyla % 1, 20.59 mg/cm?, 2.37 mg/cm?,
6.5, 100 mM, 37.5 °C olarak bulundu. Bunun yani sira purin halkasi igeren 6 farkli
bilesik substrat olarak kullanilarak taze bakla biyosensoriiniin verdigi cevaplar
incelendi. Gelistirilen biyosensoriin  depolama kararliligi, analiz sonuclarinin
tekrarlanabilirligi ve bazi kimyasal maddelerin biyosensdér cevabi {izerine etkisi

arastirildi.



Taze bakla biyosensorii igin kafein lineer tayin araligi, 1.5-4.0 mM olarak
bulundu. Biyosensoriin standart sapma ve varyasyon katsayisi degerleri, sirasiyla
+0.040866 ve % 1.36 olarak bulundu. Calismanin son kisminda g¢esitli icecek

orneklerinde kafein miktar1 standart ekleme metoduyla belirlendi.

Anahtar kelimeler: Amperometrik biyosensor, kafein oksidaz, doku

biyosensorii, kafein



ABSTRACT

Nowadays, several methods can be used for caffeine determination such as
chromatographic and spectrophotometric methods. However, these methods are time

consuming and require expensive equipments.

Biosensors are defined as a analytical device incorporating a biological sensing
element such as enzyme, cell and tissue with a transducer. In contrast the other methods,
the most important advantage of the biosensor is to offer specific, economic and

portable diagnostic for the target biological substances.

As compared with prepared biosensor with immobilized pure enzymes, tissue
based biosensors, which have including these enzymes, show potential advantages of
low cost, high stability and activity.

In this study, firstly, four different tissues as tea leaf, fresh bean, fresh broad,
unroasted coffee bean were scanned for caffeine oxidase activity. The tissue based
biosensor was prepared for determination of caffeine by using fresh broad, which have

the highest caffeine oxidase activity.

For this purpose, by using gelatin as the immobilization material and
glutaraldehyde as cross-linking agent, the tissues were immobilized on the surface of
glassy carbon electrode. Measurements were taken by standart curves which were
obtained by the determination of decreasing current level related to caffeine compound

concentration.

For the optimization of the immobilization and experimental parameters such as
optimum glutaraldehyde percentages, amounts of tissue homogenate, amounts of
gelatin, pH, buffer concentrations and temperatures were founded to be 1 %, 20.59
mg/cm?, 2.37 mg/cm? 6.5, 100 mM, 37.5 °C for fresh broad based biosensor,
respectively. Substrate specifities of biosensor were studied by using six different
substrates which contain purine system. The usability and storage of the biosensor were
investigated in optimum conditions. The effects of some chemical compounds on

biosensor response were studied by using some salts and sugars.



The typical calibration curve for fresh broad biosensor revealed a linear range of
1.5- 4.0 mM caffeine. Standart deviation and variation coefficient of the biosensor were
calculated +0.040866 and % 1.36 for fresh broad based biosensor, respectively. Finally,
concentration of caffeine were determined with developed biosensor by using standart

addition method in common drinks used in daily life.

Key words: Amperometric biosensor, caffeine oxidase, caffeine, tissue

biosensor
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1.GIRIS

Tim canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilayip yasamlarini
siirdiirebilmek igin degisimlere uymak zorundadir. Iste bu algilama mekanizmasi

biyosensorlerin in vitro uygulamasi i¢in temel olusturmustur (Coulet, 1991).

Canlilarla ilgili mesajlar1 algilamay1 saglayan sistemlerin fiziksel analiz
sistemleri ile birlestirilmesi biyosensorleri olusturur. Biyosensorler biyolojik bir
sistemin yiiksek spesifikligi ile fiziksel bir sistemin tayin duyarliliginin birlestirilmesi

ile olusturulan 6lgtim ve analiz sistemleridir (Timur vd. 2003).

1962 yilinda Clark ve Lynos’un kan orneklerindeki glukoz konsantrasyonunun
belirlenmesi igin fiziksel O0l¢lim sistemi olarak amperometrik oksijen elektrodunu ve
algilayict sistem olarak glukoz oksidaz enzimini kullanarak hazirladiklar: sistem,

tanimlanan ilk biyosensordiir (Clark ve Lynos, 1962).

Son yillarda bilim ve teknolojideki hizli gelismeler, biyosensor kavram ve
tanimlarinda da 6nemli gelismelere yol agmistir. Canli yasaminin dnemli unsurlarindan
olan gorme, isitme, koklama, tat alma, dokunma gibi algilama mekanizmalari, dogal ve
en milkemmel biyosensorik sistemler olarak diisiiniildiikleri i¢in biyosensor
calismalarina giizel 6rnekler olusturmaktadirlar. Klasik elektrokimya ile sadece anyon
ve katyonlar1 belirleyen sensorler hazirlanabilirken, sisteme biyomateryalin de

katilmasiyla diger birgok maddenin tayini miimkiin hale gelmistir.

Biyosensorler; tip, tarim, gida, eczacilik, c¢evre kirliligi, savunma ve birgok
endistriyel aktivitede oOzellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespiti ve enerji
saklanmasinda ¢ok 6nemli rol oynarlar. Ayrica, gida maddeleri, metabolitler, vitaminler,
antibiyotikler, ilaglar gibi organik maddeler, bazi anorganik bilesikler, enzimler, viriisler

ve mikroorganizmalarin tayininde de kullanilir (Telefoncu, 1999).

Sosyal bir aligkanhiga dontisen kafein, keyif ve enerji verici etkileriyle
hayatimizdaki yerini her gegcen giin biraz daha saglamlastirmis ve bu durum birgok

kisinin hayatinda bagimliliga kadar ulagsmstir.



Yapilan aragtirmalar sonucunda, kafeinin insan saglig1 iizerinde birgok olumlu
ve olumsuz etkileri tespit edilmistir. Bu nedenle yiyecek ve igeceklerdeki kafein

miktarinin tayini biiyiik onem kazanmistir.

Gilinimiizde kafein tayinine yonelik olarak kromatografik, spektrofotometrik
yontemler kullanilmaktadir. Ancak bunlar pahali kimyasal ve cihazlara gereksinimi olan
zaman alic1 yontemlerdir. Son yillarda bu tiir bilesiklerin analizleri igin pratik ve ¢abuk
sonug veren biyosensdrik metodlara olan ilgi giderek artmaktadir. Ozellikle saf enzim
biyosensorlerinin yerine uygun enzimleri i¢ceren doku biyosensorlerinin tercih edilmesi

pratik ve ekonomik olmasi bakimindan avantajli goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinin amaci; kafein oksidaz enzimini i¢eren taze bakla dokusunun
kullanilmasiyla, kafein tayinine yonelik hazirlanmasi kolay, ucuz, pratik uygulamaya
olanak saglayan, giivenilir ve hassas amperometrik esasli bir biyosensoriin
olusturulmasit ve hazirlanan biyosensoriin karakterizasyonu, optimizasyonu ve

uygulanabilirliginin incelenmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Purinler

Niikleik asitlerin yapisini olusturan iki grup organik bazin biri purin bazlari
digeri pirimidin bazlaridir. Pirimidinler, yapilarinda iki azot bulunan ve tek alt1 {iyeli
heterohalkaya sahip bazlardir. Purin halka yapist ise pirimidinlerdeki temel halka
sistemine, besli bir imidazol halkasinin baglanmasiyla meydana gelmistir. Purin ve

pirimidin halka yapilar1 Sekil 2.1.’de verilmistir.

NT S NT ORI\
L Ly
N N N

Pirimidin Purin

Sekil 2.1. Pirimidin ve purin halka yapilari

Purin adi Alman kimyager Emil Fischer tarafindan 1884'te tiiretilmistir. Fisher,
purini 1899'da sentezlemistir. Baslangic maddesi olan firik asit, PCls ile reaksiyona
sokularak 2,6,8-trikloropurin olusturulmus, bu iiriin de HI ve PHyl ile 2,6-diiyodopurine
doniistiiriilmiistiir. Elde edilen {irlin ¢inko tuzu ile purine indirgenmistir. Bu sentezin

reaksiyonu sekil 2.2.”de verilmistir.

Q cl I

HN N PCls NP NN HI / PH,I NN Zn NN
A&f"—’x [ o AL T S 2 T
o) E N cl1” N E 17N g N II:II

Urik asit :
Purin

Sekil 2.2. Laboratuvarda purin sentezi reaksiyonu



Niikleik asitlerin yapisinda baglica 2 purin bazi bulunmaktadir ve bunlar adenin
ve guanin’dir. Purinlerin (adenin ve guanin) yikim metabolizmast sirasinda, son
tirtinden bir basamak Once ara {iiriin olarak, adeninden hipoksantin, guaninden ksantin
olusur. Bu iki ara iirlin de sonraki adimlarda, iirik asit son iiriiniine doniisiirler.
Insanlarda, purin metabolizmasinin son yikim {iriinii idrarda ¢ikan iirik asittir. Dogal
olarak canlilarda meydana gelen bu purin bazlari daha ¢ok genetik materyaller olan
DNA ve RNA yapisinda ve serbest niikleotidler (GMP, AMP, ADP ve ATP gibi)
halinde biitiin canlilarda bulunurlar. Serbest niikleotidler, enerji bilesigi, koenzim ve

aktivator olarak fonksiyon gosterirler.

Bitkilerde yukarida belirtilen ortak purin tiirevlerinin yaninda, metilatlanmis
purinler de bulunur ve bunlardan teobromin ve kafein yiiksek uyarici fizyolojik
aktiviteye sahiptirler. Cay, kahve, mate ve kakaoda bagil olarak konsantrasyonlari
yiiksektir. Purin bazlar1 genellikle renksiz, kristal yapili bilesiklerdir. Suda yavas
¢oziiniirler, alkali veya zay1f asitli ¢ozeltilerde daha ¢abuk ¢oziiniirler (Sagiroglu, 2003).

Onemli purin bazlarinin yapilar1 Sekil 2.3.’de gdsterilmistir.
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Sekil 2.3. Purin halka yapis1 ve 6nemli purin bazlari



2.2. Kafein

Kafein ilk kez 1819 yilinda Alman kimyager Friedrich Ferdinand Runge
tarafindan, kahve c¢ekirdeklerinden izole edilmis ve elde edilen saf kafeine RUNGE
KAFEINI adi verilmistir. Kafeinin ilk toplam sentezi ise 1895 yilinda Franz Fischer
tarafindan gerceklestirilmistir (Polat, 2005).

2.2.1. Kafeinin genel ozellikleri

Kafein, tein, trimetilksantin, matein, guaranin, metilteobromin gibi isimlerle de
anilan, baslica cay, kahve, kakao, kola nut, mate, guarana olmak iizere 60’tan fazla bitki
tiiriiniin meyvesinde, tohumlarinda ya da yapraklarinda bulunan dogal bir alkaloiddir.
Dolayistyla bu bitkilerden yapilan yiyecek ve igeceklerin ¢ogunda bulunur. Ayrica tat
vermek i¢in yiyecek ve igeceklere, etkilerini artirmak ig¢in de ilaclara katildigi da
bilinmektedir. Sonu¢ olarak kafein, hazir kahvede, bitkisel ¢aylarda, ¢ayda, kolada,
cikolatada ve bazi soguk alginligr ilaglari, agr1 kesiciler, diyet haplari ve alerji

ilaglarinda da bulunur. Sekil 2.4.”de kafein i¢eren bitkilere 6rnekler verilmistir.

CAY

Cay Bitkisi Kurutulmus Cay Yapraklari Cay
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Kahve Cekirdekleri Kahve

Kakao Agaci Kakao Cekirdekleri Kakao Tozu

KOLA NUT

Kola Nut Agaci Kola Nut Yapragi Kola Nut Taneleri



Mate Agact Mate Yapraklari Kurutulmus Mate

GUARANA

s

Guarana Bitkisi Guarana Taneleri Guarana Tozu

Sekil 2.4. Kafein iceren bitki ¢esitleri

2.2.2. Kafeinin fiziksel ozellikleri

Saf ve kati haldeki kafein beyaz toz veya parlak goriintimlii igneler seklindedir

(Sekil 2.5.). Bazik 6zellik gostermesinden dolay1 tadi acidir.

Suda, etanol, etilasetat, metanol, benzen gibi organik ¢oziiclilerde orta derecede
coziinlir. Kafein, sudan kristallendirilerek eldesinde 1 molekiil kristal suyu ile,
¢oziicliden kristallendirildiginde ise susuz olarak elde edilir. Monohidrat formundaki
kafein 100°C’de anhidrat formuna kolaylikla donistiiriilebilir. Anhidrat kafein
235-238 °C’de erir. Kafein erime noktasi altindaki sicakliklarda diisiik basing altinda
hemen siiblimlesebilir. Atmosferik basingta 176°C’de bozunmaksizin siiblime olur

(Sarath Babu vd., 2006).



Sekil 2.5. Saf Kafein

Kafeinin diger fiziksel 6zellikleri asagida belirtilmistir:

Kaynama Noktasi: 178 °C
Erime Noktasi: 238 °C
Yogunlugu: 1.2 g/cm?
Volatilitesi: 0.5%

Buhar Basinci: 101 kPa 178 °C
pH: 6.9 (% 1’lik ¢bzeltinin)
Sudaki Coziintirligii: % 2.17
Buhar Yogunlugu: 6.7 g/m?
Molekiiler Agirlik: 194.19 g/mol

2.2.3. Kafeinin molekiil yapis1

Kafeinin kimyasal formiilu CgH1oN4O ve sistematik ismi

1,3,7-trimetilksantin’ dir. Temel bileseni, niikleik asitlerin yapitasi olan “purin” dir



Sekil 2.6. Kafeinin (CgH1oN4O2) molekiil yapisi

2.2.4. Kafein metabolizmasi

Kafein alimindan sonra, kafeinin hemen hemen tamami (%99) hizli bir sekilde
mide-barsak kanalindan (gastrointestinal sistem) emilir ve 30-120 dakika sonra doza
bagiml olarak kan plazmasinda en yiiksek seviyesine erigir. Hidrofobik 6zelliginden
dolay: biitiin biyolojik zarlardan gegerek hiicrelere ulasir. Kafeinin % 5’inden daha azi

iirine ¢evrilmeden kalir.

Insanda kafein igin normal plazma seviyesi 5-20 uM olarak belirtilmistir.

300 mg’lik kafein alimindan 1-2 saat sonra plazmadaki kafein seviyesi 39-46 uM’dur.

Yetiskin insanlarda kafein ic¢in kan-beyin bariyeri ve plasental bariyer
bulunmamaktadir. Bu nedenle yiiksek miktarda kafein tiikketen hamile bayanlarin yeni

dogan bebeklerinde yiiksek seviyelerde kafein tespit edilmistir.

Insanlarda kafeinin yar1 dmrii 2.5-6 saat arasinda degisirken, fetal yasam ve yeni
dogan periyodunda bu siire, kafeinin demetilasyonu i¢in gerekli enzimlerin noksan

olmasi nedeniyle 32-149 saat arasinda degismektedir.

Kafein, Sekil 2.7.°deki metabolizmasina gore; hepatik sitokrom enzimi
tarafindan demetilasyona ugratilarak paraksantine (1,7-dimetilksantin) doniistiiriiliir. Bu
basamak kafein metabolizmasinin ilk basamagini olusturmakla birlikte, metabolizmanin
% 72-80’ini kapsar. Kafein daha diisiik oranda da teobromin (3,7-dimetilksantin) ve
teofiline  (1,3-dimetilksantin)  doniigiir.  Paraksantin, ayni enzim tarafindan
demetilasyonla 1-metilksantine doniisiir ve sonunda 1-metil irik asit olusur (Ofluoglu,
2007).
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Sekil 2.7. Insanlarda kafein metabolizmasi
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2.2.5. Kafein tiikketimi

Kafein, gilinlik hayatta hemen her giin tiiketilen kahve, cay, kola, enerji
icecekleri, cikolata gibi yiyecek ve iceceklerle, regetesiz satilan agri kesiciler, diyet

haplar1 ve antihistaminik ilaglarla viicuda alinmaktadir.

Yapilan aragtirmalara gore, insanlarin giinde ortalama 300 mg’dan fazla kafein
tiikkettigi belirtilmistir. Hatta giin igerisinde, kisiden kisiye degismekle birlikte alinan
kafein miktar1 hesaplanirsa, hi¢ farkinda olmadan giinde 1 gr’dan fazla kafein tiiketildigi
goriilmektedir. Oysa ki pek ¢ok calismada, yetiskinlerin giivenli olarak tiiketecekleri
kafein miktar1 300 mg (3-4 fincan kahve ya da 5-6 biiyiik bardak cay) olarak

belirlenmistir.

Cocuklarin tliketecegi kafein miktarinin ise, giinde 35-40 mg’t gegmemesi
gerekmektedir. Cocuklarda kafein kullaniminin (6zellikle enerji icecekleri), endise,

yatak 1slatma ve uyku problemlerine yol agtig1 gézlenmistir.

Yetigkin ya da ¢ocuklarda asir1 miktarda kafein alimi, ciddi zarar ve Sliimlere
neden olabilmektedir. Yetigkin bir kisinin giinde alacagi asir1 doz 5-10 g olarak
belirlenmistir. Bu miktar 57 fincan nescafe, 86 kahve fincan1 kahve ya da 161 cay
bardagi c¢aya karsilik gelmektedir. Cocuklarin giinde alacagi asir1 doz ise, 1 g’dan daha
az olarak belirlenmistir. Bu da 22 tane kutu kolaya karsilik gelmektedir (Ofluoglu,
2007).
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Tablo 2.1. Ticari baz1 yiyecek ve igeceklerdeki kafein miktarlar

Filtre kahve 150 ml 60-180 mg kafein
Kafeinsiz kahve 150 ml 2-8 mg kafein
Tiirk Kahvesi 150 ml 57 mg kafein
Expresso 150 ml 100 mg kafein
Cappucinno 150 ml 100 mg kafein
Demleme gay 150 ml 20 - 110 mg kafein
Poset cay 150 mi 24-50 mg kafein
Yesil cay 150 ml 30-48 mg kafein
Kakao 150 ml 2-7 mg kafein

Ice Tea 330 ml 70 mg kafein
Siitli cikolata 284 1-15 mg kafein
Bitter ¢ikolata 28 ¢ 5-35 mg kafein
Kola 330 ml 46 mg kafein
Diet kola 330 ml 46 mg kafein
Enerji icecegi 200 ml 80 mg kafein

Kafeinin viicuttaki etkileri goz oniine alindiginda, gidalardaki kafein miktarinin
onemli oldugu anlasilmaktadir. Bu sebeple gidalarin kafein igerigi yasalarla

denetlenmektedir.

Alkolsiiz iceceklerdeki kafein miktari ile ilgili yasa asagida belirtildigi gibidir:
Tarim ve Kdyisleri Bakanligi’nin AB mevzuatina uyum amaciyla Tiirk Gida Kodeksi

kapsaminda hazirladig teblig 2007 yilinda yiiriirliige girmistir. Teblige gore:
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Alkolsiiz igecekler, tiplerine 0zgii tat, koku, renk ve goriliniiste olacaklar,
yabanci tat ve koku igermeyecektir. Alkolsiiz i¢eceklerdeki kafein miktar1 en fazla
150 mg/L olacaktir.

Kafein miktar1 1 mg/L’den fazla olan iiriinlerde “kafein icerir” ifadesi, marka ile
ayni yiizde yer alan iirlin adinin altinda, farkli ve dikkat ¢ekici renkte ve biiyiikliikte

belirgin sekilde yer alacak, iiriin etiketinde de bu bilesenin miktar1 belirtilecektir.

Kafein miktar1 1 mg/L’den diisiik olan fiiriinlerde *“ kafein icermez” veya

“kafeinsiz” ibaresi istege bagl olarak kullanilabilecektir.

Ayni tebligde enerji igecekleri i¢in de kafein smir1 150 mg/L olarak

belirtilmistir. Ayrica asagidaki uyari ifadesinin bulunmasi zorunlulugu getirilmistir:

“ Alkol ile birlikte tiiketilmemelidir. Gebe ve emzikli kadinlar ile yash kisiler
icin tavsiye edilmez. Diabetikler, yliksek tansiyonu olanlar, metabolik hastaligi olanlar,
bobrek yetmezligi olanlar ile kafeine hassas kisiler i¢in tavsiye edilmez. Sporcu i¢ecegi
degildir, yogun fiziksel aktivite sirasinda veya sonrasinda tiikketilmemelidir. 18 yas alt1

kisilere satilamaz.”

2.2.6. Kafeinin organizmaya etkileri

Kafeinin giinliik normal doz araliginda (50-300 mg) tiiketimi, viicudun enerji
seviyesinin artmasina, uyanik ve ding olmaya, keyif ve rahatlik hislerinde artisa neden
olur. Ayrica kan basincini artirir, nabz1 hizlandirir, kan damarlarim1 daraltir, nefes
almay1 kolaylastirir ve mide asit seviyesini yiikseltir. Bu degisimler, viicudun stres
altinda verdigi tepkilere yakindir. Beyine giden kan damarlarinin daralmasi, kan akisini
azaltir ve beynin bunu bir tehdit olarak algilamasini ve viicudu korumak i¢in ataga
gecmesini  saglar. Bu durum uykunun ertelenmesine ve stres hormonlarinin

yiikselmesine neden olur.

Kafeinin yiiksek miktarlardaki (300-800 mg ve iizeri) tiiketimi, kiside uyku
bozuklugu ve uykusuzluk hali, sinirlilik, huzursuzluk, endise, panik atak, kaygi

hallerine sebep olur. Diizenli olarak alinan kafeinin kesilmesi bas agrisi, yorgunluk,
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halsizlik, uykusuzluk ya da uykulu olma hali, konsantrasyon eksikligi, huzursuzluk ve

sinirlilik gibi yoksunluk belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Kafein devamli ve diizenli olarak kullanildiginda bagimlilik olusturur. Kafeinin
uyanik ve din¢ olma, keyif ve rahatlik hislerindeki artis gibi etkileri, alinan kafein
miktarina ve kisinin kafeine olan bagimlilik ve bagisiklik derecesine bagli olarak

degismektedir (Ofluoglu, 2007).

2.2.7. Kafeinin Uyaric1 EtKisi

Kafeinin bizi uyanik tutmasi, kafeinin adenozin reseptoriine baglanmasiyla
ilgilidir. Insanin beyinde iiretilen adenozin adi verilen bir madde ile iliskilidir.
Adenozin, kendisine 0zgili reseptorlere baglanarak sinir hiicrelerinin aktivitesini
yavaglatir ve viicudu uykuya hazirlar yani rahatlatir. Adenozinin reseptorlerine
baglanmasi beyindeki damarlarda da genislemeye neden olur. Bu sayede uyku sirasinda

beyine daha fazla kan ve oksijen gider.

Adenozin ve sinyal iletimi

Ar- Az A
Il f ()
= % AdcmlefSuldcz —
*f @ : f | % @
cAMP

(Klinger vd., 2000, Kayir ve Uzbay, 2004)



15

Q NH,
H3C\N N N o’ I\I\
P L
0~ N~ N N
| OH
CH, o
H H
OH OH
Kafein Adenozin

Sekil 2.8. Kafein ve adenozinin molekiil yapilar

Organizmaya kafein alindig1 zaman ise, kafein molekiilii adenozine yap1 olarak
benzer bir molekiil oldugundan (Sekil 2.8.) ayn1 reseptore baglanir. Kafein, adenozin
reseptoriine baglanarak onu bloke eder, boylece sinir hiicreleri dolagimdaki adenozini
fark edemez ve aktiviteleri yavaslamak yerine hizlanir. Kafein ayni zamanda kan
damarlarinda daralma ve biizlismeye neden olur. Bu durum damar kokenli bas
agrilarimin gegmesine neden oldugundan, kafein bu ozelligiyle bazi agr1 kesicilerin

icinde de bulunur.

Sinir hiicrelerindeki aktivite artinca hipofiz bezi bu durumu viicutta acil bir
durum varmis gibi algilar ve bobrek listli bezlerini adrenalin salgilamak {lizere uyarir.
Adrenalinin etkisiyle, géz bebekleri biiyiir, solunum yollar1 genigler, kalp atimlar
hizlanir, cilde yakin kan damarlar biiziiserek kanin kas ve vital organlara akmasini
saglar, cilt soluklasir ve sogur, midenin kan akimi azalir, ek enerji saglamak icin

karaciger kan sekerini yiikseltir, kaslar kasilarak harekete hazirlanir.

Kafein, tipki amfetaminler, kokain ve eroin gibi dopamin ad1 verilen maddenin
salinimint artirir. Dopamin, mutluluk hormonu olarak da bilinir. Kafeinin dopamin

tizerindeki bu etkisi bagimlilik nedeni olarak gdsterilmektedir.
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(www.cellscience.com)

2.2.8. Kafeinin olumsuz etkileri

Hamilelikte kafein

Arastirmalara gore, kafeinin 6zellikle hamile kadmlar iizerindeki etkisinin fazla
oldugu saptanmistir. Journal of American Medical Association (JAMA)’da yayinlanan
bir aragtirma, hamileligin ilk donemlerinde kafein kullanimmin distik tehlikesini
arttirdigini gosterdi. Arastirmada, hamileliklerinin ilk {i¢ ayinda diisiik yapan 550 ve
diisiik yapmayan 950 kadin incelenmis ve elde edilen veriler karsilagtirilmistir. Sonug
olarak, giinde 1-2 fincan kahve i¢en kadinlardaki diisiik yapma riskinin hi¢ igmeyenlere
oranla % 30 daha fazla oldugu gozlenmis, kahve tiiketimi 4 fincana ¢iktiginda bu oran
% 40’a, 5 fincanin lizerine ¢iktiginda ise % 220’ye yiikselmistir. Bu duruma neden olan
faktorler tam olarak bilinmemekle birlikte, hamile kadinlarin metabolizmalarinin kafeini

daha yavas 6ziimsedigi bilinmektedir.



17

Kafeinin viicuttaki yar1 émrii 6 saat iken hamilelikte bu zaman 11 saate kadar
uzayabilir. Fetusta ise durum daha irkiitiicidir: 32-149 saat. Bu, i¢ilen kahveden
bebege gegen kafeinin yarisindan fazlasinin, 100 saat sonra bile hala anne karnindaki
bebegin kaninda dolastigi anlamina gelir. Plesantaya niifuz eden kafein, korunmasiz
olan fetus iizerinde toksik etki yaratmaktadir. Bebek ne kadar kii¢iikse onun kafeini

detoksifiye etme yetenegi de o kadar azdir.

Kafeinin gilinlik normal doz aralifinda tiikketimi, anne adayinda carpinti ve
benzeri yakinmalar yaratmasa da bebegin kalp atimlarinda ve solunumunda (bebek daha

dogmadan da anne karninda solunum hareketleri yapar) belirgin artisa neden olabilir.

Yapilan hayvan deneylerinde, anne karninda orta ya da yiiksek diizeyde kafeine
maruz kalan fetuslarin beyin agirliklarinda azalma ve beyin gelisiminde dalgalanmalar
izlenmistir. Yine bu fetuslarda dogumdan sonra 6grenme ve hatirlama giigliikkleri ortaya

cikmaktadir.

Bazi caligmalar ise yiiksek miktarda kafein aliminin, diisiik dogum agirligi ve
yarik damak, yarik dudak gibi anomalilerle iligkili oldugunu diistindiirmektedir. Ancak
bu calismalarda eksik olan nokta bu anomalilere yol acabilecegi bilinen alkol alimu,

sigara gibi diger risk faktorlerinin dikkate alinmamis olmasidir.

Ozellikle yemeklerden hemen sonra alinan kafein, bagirsaklardan demir
emilimini % 40 oraninda azaltir. Bu durum demir gereksiniminin ¢ok yiiksek oldugu

hamilelik doneminde oldukg¢a 6nemlidir.

Sonug olarak, doktorlar hamile kadinlara giinde 200 mg’dan (2- 4 fincan gay ya

da kahve) daha fazla kafein almamalarini 6nermektedirler (www.mumcu.com).

Kafein ve kanser

Kafeinin kanser riskini arttirdigina dair kesin bulgular yoktur. Ancak kafeinin
meme dokusunu etkileyerek kist olusumuna neden olacag siipheleri vardir. Ciinkii eski
aragtirmalar, giinde 500 mg’in iizerinde (5 fincandan fazla kahveye esdeger) kafein

tiketiminin kist olusum riskini arttirdigim1 gostermekteydi. Diger taraftan Amerikan
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Beslenme Dernegi tarafindan yiiriitillen bir ¢alisma, kafeinin goégiis dokusu tizerinde

herhangi bir etkisi bulunmadigini gostermistir (http://www.turkiyedoktorlari.com).

Kafein ve kemik erimesi

Kafeinin kalsiyum eksikligine yol actig1 bilinmektedir. Ciinkii kafein, cesitli
vitaminlerin, kalsiyum ve demir gibi minerallerin emilimini bloke eder. Ayrica diiiretik
etkisi nedeniyle de kalsiyum depolanmasini olumsuz etkiler. Bu da kafeinin kemik
yogunlugunu azaltacagi, sonugta da kemik erimesiyle karst karsiya kalinacagini

diistindiirmektedir.

Osteoporozun degistirilebilir belirleyicilerinden biri olan igeceklerle alinan
kafein miktar1 ve kemik mineral yogunlugu arasindaki iliski incelendiginde, cinse ve

Olglimiin yapildig1 bolgeye baglh farkliliklarin oldugu saptanmistir (Basaran vd., 2005).

Kafein ve tansiyon

Kafein tiiketimi kan basincin1 birka¢ dakikaligina hatta birka¢ saatligine
yiikseltebilir, ancak yiiksek tansiyona yol a¢gmaz. Bunun yani sira, zaten yiiksek
tansiyonu olan Kkisilerin yogun stres altindayken kafein tiiketimiyle birlikte,

tansiyonlarinin daha da yiikseldigi ve felg riskinin arttig1 gozlenmistir.

Kafein ve kalp rahatsizlhiklar

Kafein ¢arpintiya, diizensiz ve hizli kalp atisina neden olabilir. Bu durum,
aritmisi ve kalp rahatsizlig1 olanlar i¢in sorun yaratabilir. Giinde 6 fincan ve lizerinde
kahve igenlerin kalp krizi gecirme riskinin arttig1 gériilmiistiir. Buna ragmen kafein tek

basina kalp rahatsizliklarindan veya kalp krizinden sorumlu tutulamaz (Lane vd., 2002).

Kahvenin kalbe zarar verip vermedigi tartigmalidir. Amerikan Kalp Dernegi’nin
2005 yil1 Bilimsel Toplantisi’nda sunulan bir ¢alisma, kafeinden arindirilmis kahvenin,

0zel bir kan yaginin diizeyini ylikselterek zararli LDL kolesteroliinlin artmasina yol


http://www.turkiyedoktorlari.com/
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actigin1 ortaya koydu. Calismada, iki gruba ayrilan deneklere kafeinli ve kafeinsiz
kahve ile birlikte, kahve yapma makineleri verilmis ve bunlarla, tarif edilen bigimde ve
sOylenen miktarlarda verilen kahveyi yapmalar1 istenmis. Arastirmayir yoneten Dr.
Robert Superko’ya gore kahvedeki kafein diizeyi, kafeinli ve kafeinsiz kahveleri farkli
kilan tek unsur degil. Superko, kafeinli ve kafeinsiz kahve markalarinin, farkl tiirde
kahve cekirdeklerinden iiretildigine isaret ediyor. O’na goére kahveden kafeini ¢ikarma
siirecinde bazi flavanoidler de kayboldugundan, iireticiler tadin1 korumak icin kafeinsiz

kahveleri daha kuvvetli olan ¢ekirdeklerden iiretiyorlar.

Ug ay siiren uygulamanin dncesi ve sonrasinda deneklerin kanlarindaki kafein
miktarlariyla kisaca “metabolik sendrom” diye adlandirilan bir grup kalp hastalig1 risk
faktorii olglilmiistiir. Arastirmada, kan basincina, kalp atis hizina, beden kiitle indisine,
toplam kolesterol diizeyine, trigliseridlere, HDL ve LDL’ye, insiilin, glukoz ve kandaki
yag miktarina (NEFA), HDL2’ye (yiiksek yogunlukta lipoprotein-¢ok iyi bir kolesterol)
bakilmigtir. Ug aylik kahve tiiketiminin sonunda farkli gruplardaki deneklerin
kanlarinda glukoz, insiilin ve diger risk faktorlerinde bir farklilik belirlenmemistir.
Ancak, kafeinsiz kahve tiiketen gruptakilerin kanlarindaki yag asitlerinde dikkat ¢ekici
bir artis olmustur. Bunlar LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein-kotii kolesterol) iiretimini
hizlandiran faktorlerdir ve bu faktorlerin kalp rahatsizliklarini tetikledigi ifade

edilmektedir (TUBITAK Bilim ve Teknik Dergisi, 2005).

Kafeinin diiiretik etkisi

Kafein bobrekleri ¢alistirarak daha sik idrara ¢ikmayi saglar. Bu durum bir siire
sonra mesanede tahrise ve rahatsizliga neden olabilmektedir. Ayrica fazla idrar yapma

vicuttan su eksilmesine de neden olur.

Kafein ve anksiyete-panik atak

Yiiksek dozda kafein, beyin kimyasim etkileyerek anksiyete ve panik atak

olusumunu gii¢lendirir.



20

Kafein ve adet oncesi sendrom

Kafein, kan sekerini diisiirerek adet Oncesi sendromu siddetlendirir. Bazi
arastirmalara gore, giinde 3-4 fincan kahve i¢enlerde adet dncesi sendrom sikayetleri {i¢

kat artmustir.

Kafein ve mide problemleri

Kafein mide salgisini uyarir. Mide salgisinin asirt artmasit mide dokusu zayif
olan bireylerde iilser riskini artirir. Bu nedenle gastrit ve {ilsere meyilli olan kisilerin

kafein tiiketimi konusunda dikkatli olmas1 gerekir ( www.turkiyedoktorlari.com) .

2.2.9. Kafeinin Olumlu Etkileri
Arastirmalar, kafeinin pek ¢cok olumlu etkisinin de oldugunu gostermistir.

- Kafeinin psikolojik canlandirict etkisi vardir. Uyku hali yaratan adenozin adli
beyin kimyasalin1 bloke ederek diisiinsel performansi artirir ve ruh haline
olumlu katkida bulunur. Ustelik bu etkiyi 50 mg’dan daha az kafein (rnegin 1
fincan ¢ay) dahi gosterir.

- Kas koordinasyonu ve giicii arttirir.

- Enerji sarfiyatin yiikseltir ve fazla kalori yakmaya yardimer olur.

- Akcigere giden solunum yollarini rahatlatir ve astim krizlerini azaltict etkisi
vardir.

- (Gilinde 2-3 fincan kahve icen erkeklerde safra tasi olusumunun azaldigi
gorilmiistiir.

- JAMA’da yaymnlanan yeni bir aragtirmaya gore, kafein tiikketimi arttirilarak
Parkinson hastalig1 riski azaltilabilir (http://www.turkiyedoktorlari.com).

- Idrar soktiiriicii 6zelligi nedeniyle, siskinlikten kaynaklanan rahatsizliklarin

giderilmesine yardimci olur.


http://www.turkiyedoktorlari.com/
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- Beyinde kan damarlarini1 daraltir, bu nedenle bazi migren agrisi tiplerini tedavi
etmek ve merkezi sinir sistemini zayiflatan bazi ilaglar1 dengelemek igin
kullanilir.

- Hiperaktif c¢ocuklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu c¢ocuklar iizerinde

sakinlestirici etkisi vardir.

2.2.10. Kafein tayin metodlar:

Kafein miktar tayini i¢in geleneksel olarak en ¢ok kullanilan yontemler,
Yiiksek Performans Likit Kromatografisi (HPLC) ve UV spektrofotometrik tayin
metodlaridir. Ayrica, kapiler elektroforez ve gaz kromatografisi (GC) gibi metodlar,
kiitle spektroskopisi (MS) ve fourier doniisiim infrared spektrometresi (FTIR) gibi tayin
metodlari ile birlestirilerek kullanilir (Akyilmaz ve Tiiremis, 2010).

2.2.10.1. UV Spektrofotometrik tayin

Bazik ortamda ekstrakte edilen kafeinin asidik ve bazik iki kolondan segimli

olarak aritilmasindan sonra 276 nm dalga boyunda absorbansinin Olgiilmesi esasina

dayanir (TS 5389).

Ayrica, ¢ay, kahve, kola gibi bazi iceceklerdeki kafein igerigi, herhangi bir 6n-
ayirma ya da bir diizeltme prosediirii kullanmaksizin, ikinci ve lgiincii derece tlirev
spektrofotometre ile tayin edildi. Metod, 6rnek ¢6zeltilerin ikinci derece ve tigilincii
derece tiirev spektrumlarinin iki maksimum degeri arasindaki uzakligin o6l¢iilmesi

esasina dayanir (Alpdogan vd., 2002).

2.2.10.2. HPLC ile tayin

Kafein tayininde en c¢ok kullanilan metodlardan biri yiiksek performans likit

kromatografisi (HPLC)dir.
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Yontem, MgO’li ortamda, 90°C sicaklikta su ile kafeinin ekstraksiyonu,
filtrasyonu ve bir UV dedektoriiniin kullanildigi HPLC teknigi ile kafeinin tayin
edilmesi esasina dayanir. Tastyic1 faz olarak metanol-su karisimi kullanilir ve akis hizi
Iml/dk’ya ayarlanir. C18 ters faz kolonu kullanilir ve kolon sicakligi 40°C’ dir.
Enjeksiyon miktar1 10uM, dalga boyu 280 nm’dir.

Nishitani ve Sagesaka’nin bu prensiple gergeklestirdigi HPLC analizinde, analiz
stiresi 40 dk’dir. Bilesenlerin daha kiigiik miktarlarini, bu sistemle 20 dk’da
aymrabilmislerdir (Nishitani.ve Sagesaka, 2004).

Benzer bir ¢alismada, kahve, ¢ay ve alkolsiiz igeceklerdeki kafeinin HPLC ile
tayinininde, oncelikle kafein kloroform kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyonu ile izole
edildi. Ardindan kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) ile saflastirild1 ve toluen ve petrol eteri ile
yeniden kristallendirildi. Kafeinin safligi, erime sicakligimi tespit ettikten sonra, TLC,
FTIR, HPLC ve UV-visible spektrofotometre ile karakterize edildi. 50 mM dihidrojen
fosfat (pH=2), asetonitril ve metanol (40:8:2) karisimi mobil faz olarak kullanildi, akis
hiz1 0.5 mL/dk’ya ayarlandi ve UV dedektorii ile 254 nm’de kromatogramlar elde edildi
(Mumin vd., 2006).

2.2.10.3. Kapiler elektroforez ile tayin

Kafein tayininde test edilen diger bir teknik, kapiler elektroforezdir. Bu metod
cok yiiksek ayirma verimliligi saglamasina ragmen, heniliz genis bir kullanim alanina

sahip degildir.

Igeceklerdeki kafeinin kapiler elektroforez ile kantitatif tayini amaciyla yapilan
calismada, ornek hazirligi, analizden Once filtrasyon ve ardindan su ile seyreltme
gerektirdi. Tayin 280 nm’de gerceklestirildi ve sonuglar HPLC verileri ile karsilastirildi
(Hurst vd., 1993).
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2.2.10.4. FTIR ile tayin

Cay vyaprak orneklerinde kafeinin FTIR (Fourier Transform Infrared
Spectrometry) ile tayini i¢in, bir prosediir gelistirilmistir. Bu metod, amonyak ve
kloroform ile ekstraksiyon ve 1658.5 cm™de kloroform ekstraktindaki kafeinin direk
tayinine dayanir. Bir 6rnegi bu metodla analiz etmek 15 dk zaman alir (Ohnsmann vd.,

2002).

2.2.10.5. Kafeinin biyosensor esash tayini

Kahvedeki kafeinin tayini i¢in yeni bir biyosensor gelistirmek amaciyla, bir pH
elektrot kullanilmigtir. Kafein biyosensoriiniin 6lgiim metodu, adenozin 3°,5’-siklik
monofosfat (c-AMP)’m, protein aktivatérii (kalmodulin) ve Ca*® varhiginda,
fosfodiesteraz 3’,5’-siklik niikleotid (CPDE)’in etkisiyle adenozin 5’-monofosfat
(AMP) ve H3O" iyonuna hidrolizine dayanir. Bu reaksiyon kafein tarafindan inhibe
edildiginde, H3O" iiretimi potansiyometrik pH probu ile gozlenir. H30" iiretimi, kafein
konsantrasyonu ile ters orantilidir. Gelistirilen biyosensoriin kafein tayin limiti

0.6 mg/mL, cevap zamani ise 2-4 dk idi (Pizzariello vd., 1999).

Cozeltilerdeki kafeinin tayini i¢in, amperometrik bir biyosensor gelistirilmistir.
Bunun i¢in kafeini yikabilen bir mikroorganizmadan (Pseudomonas alcaligenes)
yararlanilmistir. Mikroorganizma hiicreleri kovalent ¢apraz baglama metod ile selofan
membran lizerine immobilize edilmistir. Mikroorganizma enziminin kafeini parcalamasi
sonucu tiiketilen ¢oziinmiis Oz miktart tespit edilmistir. Mikroorganizma araciliiyla
doniistiiriilen kafein miktar1 ile tiiketilen O, miktar1 arasinda stokiyometrik bir iliski
vardir. Bu bagintidan yararlanilarak biyosensor sistemi ile, ¢ozeltilerdeki 0.1-1 mg/mL

konsantrasyon araligindaki kafein tayin edilebilir (Sarath Babu vd., 2006).

Bir diger calismada, kafein tayini igin alkalen fosfataz (ALP) enziminin
inhibisyonuna dayali bir biyosensor gelistirilmistir. Tayin metodu, kafeinin ALP
enzimini yarigmali olarak inhibe etmesine dayanir. Olgiimiin prensibi ise kafein varlig
ve yoklugunda ALP tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyondaki biyosensor

cevaplariin farkinin tayinidir. Biyosensor cevaplar1 arasindaki farkliliklar, reaksiyon
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ortammna eklenen kafein konsantrasyonu ile orantilidir. Kafein konsantrasyonu,
biyosensor kullanilarak 0.1-10 pM arasinda tam olarak tayin edilebilir (Akyilmaz ve
Tiremis, 2010).

2.3. Biyosensorler

2.3.1. Biyosensorlere genel bakis

Canlilar teknologlarin hayal bile edemeyecegi duyarlilik performansi gosterirler.
Ormegin; baz1 kopeklerin koku almalar1 insanlardan 100.000 kat daha duyarhdir. Yilan
baliklar1, tonlarca su igerisine ilave edilen birka¢ damla yabanci maddeyi derhal
algilarlar. Kelebekler eslerinin yaydigi birka¢ molekiilii bile hissederler. Algler ise
zehirli maddelere karsi ¢cok duyarlidirlar. Canlilara bu uyarilar1 algilamayr miimkiin
kilan biyolojik maddelerin, analiz sistemleri ile birlestirilmesi biyosensorlerin temelini

olusturur.

Biyosensorlerin tarithi, 50°li yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati
Hastanesi’'nde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarin1 bir elektrot ile
izlemesiyle baglar. 1962 yilinda Clark ve Lyons, Glukozoksidaz (GOD) enzimini O,
elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini 6lgmeyi basardilar. Boylece yeni
bir analitik sistem olusmustur. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek
spesifikligini (enzim), diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrot) tayin duyarliligini

birlestirmis ve genis spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur.

Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler
hazirlanabilirken, sisteme biyomateryalin de katilmasi ile diger bircok organik ve
biyolojik maddenin tayini miimkiindiir. Boylece hazirlanan analiz sistemlerine

“Biyosensorler” adi verilir (Telefoncu, 1999a).
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2.3.2. Biyosensorler ve bilesenleri

Biyosensorler, birbiri i¢ine ge¢mis biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal
ozellikteki iki ceviriciden olusmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi, analizlenecek
maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Biyosensoriin ikinci kismi olan elektrokimyasal
kisim ise bu tanima olayini, okunabilir (6lgtlilebilir) bir sayisal degere cevirmekle
gorevlidir. (Coulet, 1991, Turner, 1987) Yani; bir biyosensoriin gorevi, biyolojik bir
olayimn elektriksel sinyale doniistliriilmesidir. Biyosensorlerin  sematik gdsterimi

Sekil 2.9.’daki gibidir.

f Olgim cihan

etici
%4 Biyoaktif tahaka
Amlit 2%

Sekil 2.9. Biyosensorlerin sematik gosterimi (Telefoncu, 1999)

Biyosensor sistemlerini olusturan biyolojik bilesenler “reseptor”, fiziksel

bilesenler “transduser” olarak adlandirilir. Bu bilesenler Sekil 2.10.’da verilmistir.
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Sekil 2.10. Biyosensorlerin bilesenleri (Telefoncu, 1999)

2.3.2.1. Biyolojik bilesenler (reseptor)

Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyolojik bilesenler “biyoreseptor” olarak
da adlandirilirlar. Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi doniisiime ugratirlar ve bu

dontisiime eslik eden degisimler transduser taratindan algilanir.

Yiiksek  spesifikliklerinden dolayr enzimler en yaygin  kullamilan
biyoreseptorlerdir. Uygun bir enzimin bulunamamasi veya enzimin kararsiz olmasi ve
birden ¢ok maddenin tayini durumunda hiicre sistemleri veya mikroorganizmalar
kullanilir. Bunlarin yani sira organeller ve niikleik asitler de biyobilesen olarak

kullanilmaktadir (Telefoncu, 1999a).

2.3.2.2. Fiziksel bilesenler (transduser)

Transduserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu, Olgiilebilir fiziksel bir
sinyale doniistiiriirler. Bir biyosensor sisteminde kullanilacak olan fiziksel bilesen,
biyokimyasal reaksiyon sonunda olusan degisimin tiiriine gore segilir. Amperometrik ve

potansiyometrik dl¢iimlerde elektrotlar kullanilir. Ornegin; O, elektrodunda ¢oziinmiis
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oksijen, pH elektrodunda H® iyonu belirlenir. Termal biyosensérlerde enerji
degisimleri, piezoelektrik sensorlerde kristalin salinim rezonansinin kiitle yiliklenimi

nedeniyle degisimi, optik sensorlerde de 151k, temel alinmaktadir (Telefoncu,1999a).

Bu yiiksek lisans tezinde bitki dokusu temelli, amperometrik bir biyosensor
hazirlanmistir. Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin
Olciimii esasmna dayanir. S0z konusu akim yogunlugu g¢alisma elektrodunda
yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu
olarak tamimlanir. Ikinci elektrot referans elektrodu olarak is goriir (Ag/AgCl el.).
Kalibrasyondan sonra akim yogunluklarindan, ilgili tiirlerin konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde yararlamlir. Ugiincii elektrot, Pt karsit elektrottur (Yildiz, 1999, Killard
ve Smith, 2000).

2.3.3. Biyosensdrlerin simiflandirilmasi

Biyosensorleri calisma prensiplerine gore, biyoaffinite sensorleri ve

biyokatalitik sensorler olmak tizere iki grupta incelemek miimkiindiir.

Biyoaffinite sensorleri; boyalar, lektinler, antikorlar veya hormon reseptorleri
matrikse bagli olarak enzimler, antijenler, hormonlar ve glikoproteinlerin molekiiler
tanimlanmalart amaciyla kullanilir. Baglanma sonucunda, tabaka kalinlhigi, kirinim
indisi, 151k emilmesi ve elektriksel yilik gibi fizikokimyasal parametrelerin degisimine
neden olurlar. Bu degisimler optik sensorler, potansiyometrik elektrotlar veya

transistorler ile tespit edilirler.

Biyokatalitik sensorlerde ise; enzimler, organeller, doku kesitleri veya
mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilen molekiiler degisimlere, analitlerin
kimyasal doniisimii eslik eder. Biyoaffinite ve biyokatalitik sensorler Tablo 2.2° de

gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Biyosensorlerin siniflandiriimasi

BIYOAFFINITE SENSORLER BIYOKATALITIK SENSORLER
RESEPTOR ANALIT RESEPTOR ANALIT
Enzim Substrat, Inhibitor | Enzim Substrat
Apoenzim Prostetik grup Mikroorganizma | Kofaktor
Antikor Antigen Organel Aktivator
Reseptor Hormon Doku kesiti Inhibitér
Lektin Glikoproteinler Enzim
Sakkaritler
Protein

Biyosensorler biyolojik bilesenin tiiriine goére, doku sensorleri, enzim
sensorleri, mikrobiyal sensorler, DNA sensorleri ve immiinosensorler olarak
gruplandirilirlar.

2.3.3.1. Enzim biyosensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarithsel geg¢misine bakildiginda bu alandaki ilk
caligmalarin enzim sensorleriyle basladigi goriilmektedir. 1962°de Clark ve Lyons ve
1967°de Updike ve Hick tarafindan rapor edilen glukoz tayinine yonelik “glukoz
oksidaz enzim elektrodlar1” bu konudaki ilk 6rnekleri olusturmaktadir (Clark, 1962,
Updike ve Hicks, 1967) .

Temel bilimlerdeki ilerlemelerin dogal bir sonucu olarak farkli biyolojik
materyallerin ve iletim sistemlerinin kombinasyonuyla c¢ok c¢esitli biyosensorler
gelistirilmis ve gelistirilmeye devam edilmektedir. Hangi temel iletim sistemi s6z
konusu olursa olsun, pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrotlarinin biyiik bir
istlinliigli goze ¢arpmaktadir. Bunun nedeni, canli sistemlerle ilgili hemen hemen her
tiirli maddenin dogrudan veya dolayli olarak analizinde kullanilabilecek binlerce
enzimin varligidir. Bilinen enzimlerin yani sira bilinmeyenlerin potansiyel varligi,

piyasada yiizlerce ticari enzim preparatinin bulunabilirligi ve bu saymin her gegen giin
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yiikselmesi enzim sensorlerinin tartisilmaz {stlinligiiniin  devam edeceginin bir

gostergesidir (Telefoncu, 1999).

Bir enzim elektrodunda, enzimi igeren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi
reaksiyona uygun bir iletim ve Olglim sisteminin uzantis1 olan bir ileticiyle
birlestirilmektedir. iletim sistemi biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik reaksiyon
sonucu substrat, kosubstrat (veya koenzim) konsantrasyonundaki azalis ya da {iriin
konsantrasyonundaki artis1 tespit edebilecek sekilde secilebilir. Konsantrasyonlarin hizl
bir sekilde dengeye ulasabilmesi i¢in diflizyon engelini en aza indirgemek amaciyla
biyoaktif tabaka kalinligimin miimkiin oldugunca ince olmasi gerekmektedir. Bunun
yant sira biyoaktif tabakada sabit bir substrat konsantrasyonu saglayabilmek i¢in 6l¢iim

¢ozeltisinin yeterli bir sekilde karigtirilmasi gerekmektedir (Dingkaya, 1999).

Sekil 2.11.’de bir enzim sensoriiniin genel ¢alisma ilkesi, biyoaktif tabakasinda

gerceklesen olaylar agisindan 6zetlenmistir.

=] [E,] [ [F,

I I il

2] + [B] gq——== [5] + [Fd

[ 3 [ 3

[ E.l [Cz1  [Fl

A : Substrat B : Kosubstrat veya koenzim C ve F : Uriinler ¢ : Olgiim ¢ozeltisi icindeki
konsantrasyont : Biyoaktif tabakadaki konsantrasyon y : Elektrot yiizeyindeki konsantrasyon
D.T : Diflizyon tabakasi B.T : Biyoaktif tabaka i : Iletici

Sekil 2.11. Enzim biyosensoriiniin ¢alisma ilkesi (Telefoncu, 1999)
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2.3.3.2. Doku biyosensorleri

Ilk defa 1981 yilinda bitki dokusu temelli elektrot hazirlanmasindan itibaren,
bircok bitki dokusu temelli biyosensor gelistirilmistir. Bitkisel doku materyalleri
kullanilarak olusturulan biyosensorler, izole enzimlerle olusturulan biyosensorlere bir
alternatiftir (Sidwell ve Rechnitz, 1986). Hayvansal ve bitkisel dokularin ve
organellerin baz1 enzimlerce olduk¢a zengin oldugu bilinmektedir. Iste bu enzimlerin
izole edilmis preparatlar1 yerine, dogrudan yogun bulunduklart dokular biyosensor
hazirlanmasinda kullanilir (Telefoncu, 1999).

Doku biyosensdrlerinde enzimin saflastirilmasi gerekliligi ortadan kalkar, ayrica
bu biyosensorler bazi enzimler i¢in dogal ortamda artan kararlilik ve diisiik maliyet gibi

avantajlara sahiptirler (Macholan, 1987).

Doku kesitleri kullanildiginda biyosensoriin cevap siiresi genellikle uzundur. Bu
stireyi kisaltmak i¢in direkt doku kesiti yerine, doku ezilerek veya iyice homojenize

edilerek hazirlanir. Boylece difiizyon problemi de azaltilmis olur (Telefoncu, 1999).

2.3.3.3. Mikrobiyal biyosensorler

Bugiin E. coli hiicresinde bile 3000’den fazla enzimin bulundugu disiiniiliirse,
gelismis hiicrelerdeki enzim sayisinin ¢ok fazla olacagi agiktir. Saf enzimlerle
gerceklestirilen biyotransformasyon reaksiyonlari, bu enzimi igeren hiicre ile de
gerceklestirilebilir.  Bunun icin ana kosul, hedeflenen biyotransformasyon

reaksiyonunun, hiicrenin i¢erdigi diger enzimler tarafindan etkilenmemesidir.

Mikrobiyal sensorlerinin, enzimlerin dogal ortamlarinda bulunmalar1 nedeniyle
dis etkilere karst dayanikli olmasi, enzim elektrotlarima kiyasla daha uzun Omiirli
olmalari, enzim izolasyonu ve saflastirilmasi gibi yorucu ve masrafli islemlere ihtiyag
duyulmamasi gibi avantajlarinin yani sira, hiicre bir¢cok enzim igerdiginden hedeflenen
tayin reaksiyonunun diger enzimlerden etkilenmesi, hiicre membraninin yol actif

difiizyon problemleri gibi dezavantajlar1 da mevcuttur.
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Mikrobiyal sensorlerin bir ¢ok uygulama alani vardir ama en yaygin olarak gida

ve ¢evre analizlerinde kullanilirlar (Telefoncu, 1999).

2.3.3.4. DNA biyosensorleri

Biyosensor tasariminda kullanilan dizi tanima yiizeyleri, analitik kimya alaninda
yeni ve ilgi cekicidir (Wang vd.,1997a). Bu tiir tamima yiizeyleri, sahip oldugumuz
bilinen elektrokimyasal biyosensorlere yeni boyutlar kazandiracak ve gelecekte doktor

gozetimindeki analizlerde 6nemli rol oynayacaktir (Wang vd.,1997b).

Tanima yiizeyi olarak DNA’ nin kullanildig1 biyosensdrlere DNA biyosensdrleri
adr verilir (McGown vd., 1995, Wang vd., 1998). DNA tanima yiizeyleri dizisi belli
hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde (Wang vd.,1997c, Meric vd., 2002) veya bu
yiizeyle etkilesime giren analizlenen maddelerin (karsinojen maddeler, ilaglar vb.)

tayininde kullanilabilirler (Brett vd., 1998).

2.3.3.5. immiinosensorler

Biyokimyada 10 M veya daha yiiksek derisimlerin 6l¢iimiin esas alan analitik
yontemler yaninda, 10° M veya daha diisiik derisimlerdeki ilag, hormon gibi
maddelerin tayini ile de karsilasilir. Bu diisiik derisimlerde sadece duyarli degil ayni
zamanda yiiksek secimlilige sahip yontemlerin kullanilmasi zorunludur. Ciinkii eser
miktarda girisim yapan madde onemli yanilgilara gotiiriir. Immiinolojik tekniklerin
kullanilmasi bu gibi durumlarda 6nemli avantajlar saglar. Yiiksek secimlilikte antijen-
antibadi reaksiyonlarinin duyarl1 dedektorlerle kombinasyonu immiinosensdrleri

olusturur (Uslan, 1999).
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2.3.4. Biyosensorlerin performansim etkileyen faktorler
Secimlilik

Secimlilik diger analiz sistemleriyle kiyaslandiginda, biyosensdrlerin varlik
nedenlerinin en 6n siralarinda yer almaktadir. Bir biyosensoriin se¢imliligi iizerinde
baslica, sensorle girisimler, biyokatalizorle girisimler ve pH etkili olmaktadir. Tayin
araliginin da segimlilik iizerinde bir etkisi vardir. Ornegin; bir reaksiyon ortaminda
analizlenecek hedef maddenin yaninda girisim yapabilecek bir bagka maddenin
varolmasi durumunda, hedef maddeye iliskin tayin araligi biiyiik 6nem tagir. Oldukca
diisiik konsantrasyonlara inebilen bir tayin araliginda, 6rnekteki hedef maddenin dnemli
Olciide  seyreltilerek  tayinine olanak varsa, girisim yapacak maddenin
konsantrasyonunun bu islemler sonucunda tayin sinirlart disina ¢ikarilmast miimkiindiir.

Bu durum secimlilige 6nemli bir katki saglar.
Biyosensor Omrii

Biyosensorlerin 6mrii, onlarin saklama ve calisma kosullar1 agisindan baslica iki
durumda incelenir. Dogal olarak kullanilmadan ideal kosullarda saklandigindaki 6mrii
ile stirekli ¢alisma kosullarindaki omrii farkli olacaktir. Bu nedenle, hazirlanan bir
biyosensor ile rutin uygulamalara ge¢meden Once, operasyonel ve depolama
kararliliklarinin spesifik olarak belirlenmesi gerekir. Biyosensor dmriinii etkileyen en

onemli faktor, biyolojik bilesenin aktivitesindeki azalmadir.
Tekrarlanabilirlik

Biyosensorlerle yapilan ¢alismalarda tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka
incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik denemelerinin en basiti, ayn1 kosullarda, ayni substrat
ile arka arkaya ol¢iimler almaktir. Elde edilen degerlerden standart sapma ve korelasyon
katsayilar1 hesaplanir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa biyosensor uygulamalarinin

da o denli iyi oldugundan soz edilebilir.
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Kararhhk

Bir biyosensoriin  kararli olmasi, onun pratik kullanilabilirliginin = bir
gostergesidir. Kararlilik, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina

baglidir. Ayrica pH, 1s1, nem, ortam,O; derisimi gibi faktorlerden de etkilenmektedir.
Tayin Aralig: ve Tayin Sinir1

Kalibrasyon grafiginde, substrat konsantrasyonu ile sensdr cevabi arasindaki
iliskinin dogrusal oldugu konsantrasyon araligina “dogrusal aralik” denir. Bu dogrusal
grafigin en alt sinir1 “tayin smir1” olarak tanimlanir. Tayin siirinin belirli bir derisim
degerinin altinda olmas1 istenir. Belirtilen bu s, elektrot ylizeyinin biiytikligi,
biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye affinitesi, immobilize edilen madde miktar1

gibi faktorlerden etkilenir (Dingkaya, 1999).
Cevap Zamani

Biyosensorlerin biiylik bir hizla yayginlagsmasinin en dnemli nedenlerinden biri,
pratik bir islemle kisa siirede sonu¢ alinabilmesidir. Cevap zamam ile kastedilen,
biyosensoriin, analizlenecek maddenin reaksiyon ortamina giris yaptig1 andan itibaren
6l¢iim diizeneginden sonucun okundugu ana kadar gecen zamandir. Biyosensoriin cevap
zamanin etkileyen baslica unsurlar, ¢ozeltinin karistirma hizi, substrat konsantrasyonu,

enzim konsantrasyonu, optimum pH ve sicakliktir (Kaufmann, 1992).

Biyosensorler i¢in cevap zamani genel olarak birkac¢ saniye ile birkac dakika

arasinda degisir. 10 dakika gibi bir siire, olduk¢a uzun kabul edilebilir (Eggins, 1996).
Maliyet

Maliyet genelde, biyosensoriin hazirlik giderleri ile biyosensorle yapilan bir
analizin giderlerinin bileskesini ifade eder. Dogal olarak, biyosensoriin operasyonel
kararliligr maliyeti onemli Olciide etkileyecektir. Ciinkii; ayn1 sensor ile ne kadar ¢ok
analiz yapilabiliyorsa, sonugta hazirlik giderlerinden analiz basina diisen pay o kadar

azalacaktir (Dingkaya, 1999).
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2.3.5. Biyolojik bilesenlerin immobilizasyonu

Bir biyosensor olusturmak icin uygun biyolojik ve fiziksel bilesen secildikten
sonra, bunlarin birbirine baglanmasi islemine biyolojik bilesen immobilizasyonu denir.
Baglanma isleminde ¢ok degisik yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi,

secilen biyolojik ve fiziksel bilesene gore belirlenir.

Immobilizasyon, biyobilesenin kararlilig1 ve tekrar kullanimi agisindan biiyiik

avantaj saglar. Biyobilesen immobilizasyonunda baslica bes yontem kullanilmaktadir.
Adsorbsiyon

Immobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Genelde,
biyobilesenin bulundugu ¢ozeltiye, yiizeyi membran veya film ile kaplanmis fiziksel
bilesen daldirilir ve belirli bir siire beklenir. Biyolojik bilesen hidrofilik, hidrofobik ya
da iyonik etkilesim ile yilizeyde tutulur. En ¢ok kullanilan adsorbanlar; seliiloz asetat
membranlari, polistren, polivinil kloriir ve silikadir. Sorpsiyon tersinir bir olay
oldugundan adsorbsiyon ile immobilizasyon giivenilir bir yontem degildir ama yine de

biyosensorlerde basarili uygulamalari vardir (Deng ve Enke, 1980, Aizawa vd., 1994).
Tutuklama

Biyobilesenin polimer jel matrikslerde hapsedildigi immobilizsayon yontemidir.
Biyomolekiilii igeren ¢ozelti iginde polimerik jel hazirlandigl zaman, jelin donmasiyla
biyomolekiil jel matriks ic¢inde tutuklanmis olur. Biyosensorlerde bu amacla;

poliakrilamid, nigasta, naylon ve siliastik jel kullanilabilir.
Capraz baglama

Bu yontem biyosensdr hazirlanmasinda, daha c¢ok tutuklama ve kovalent
baglama yoOntemlerinin kombinasyonu seklinde kullanilir. Capraz baglayici reaktif
olarak glutaraldehit, hekzametilen, di-izosiyanat, diflorodinitrobenzen sik¢a kullanilir.
Bu reaktifler, kati desteklere biyomolekiilleri baglayabilirler. Bu nedenle de capraz

baglama biyosensorlerde sik kullanilan immobilizasyon yontemlerinden biridir.
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Kovalent baglama

Bu immobilizasyon tiirlinde biyobilesen, dogrudan fiziksel bilesene ya da
fiziksel bilesenin uygun bir film veya tabaka ile kaplanmig formuna kimyasal bir
reaksiyon sonucu kovalent olarak baglanir. Genellikle proteinlerin aminoasit yan
zincirlerinde bulunan amino, karboksil, imidazol, tiyol, hidroksil gibi niikleofilik
fonksiyonel gruplarla kovalent baglama yapilir (Sharma vd., 2003). Bu yontemin riski

kovalent baglanmaya bazi durumlarda aktif bolge gruplariin katilmasidir.
Biyolojik baglama

Biyolojik bilesenin film veya tabakaya biyokimyasal baglama ile tutturulmasidir.

Biyoaktif Poliner matrikste

Jel icinde Bilesen ':j' tuklaima
mklama

SNSeEE 0 &
FElektrod viizeyvinde biviktirmme b -
Capraz baglama

Sekil 2.12. Biyosensorlerde biyobilesen immobilizasyonunda kullanilan yontemler

(sci.ege.edu.tr/~eubio/yaz_okulu/biyosensor.htm)

2.3.6. Kafein oksidaz enzimi

Kafein oksidaz, oksidorediiktazlar smifina ait, enzim kodu 1.17.5.- olan bir
enzimdir. Kahve, ¢ay, mate ve guarana gibi kafein igeren bazi bitkilerde ve
Rhodococcus ve Klebsiella gibi bazi mikroorganizmalarda kafein metabolizmasinin var

oldugu, kafein oksidazin ¢esitli doniistimleri katalizledigi yoniinde calismalar mevcuttur
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(Mazzefera, 2004). Ancak bitkilerdeki metabolizmanin ayrmtilart heniiz kesinlik
kazanmamustir. Kesin olan bilgi, kafein oksidazin kafeinin 1,3,7-trimetil iirik aside
doniisiim reaksiyonunu katalizledigidir. Sekil 2.13.’den goriildiigii gibi kafein oksidaz,
substratlarinin CH-OH ve CH ya da CH, gruplar1 iizerinde rol oynar (Madyastha vd.,
1999).

H,C i CHs i CH;
3Cs N . ) H5C.
N | > Kafein oksidaz N N
A Y I ~=°
O N N
| 0 ITI H
CH,4 CHj

Kafein 0, +2¢"+2H" H,0 1,3,7-Trimetil iirik asit

Sekil 2.13. Kafein oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon

2.3.7. Kafein biyosensoriinde kullanilan biyobilesenler

Bakla

Anayurdu Avrupa ve Asya kitalar1 olan baklanin, 5000 y1l kadar 6nceleri Cin’de
yetistirildigi eski metinlerde goriilmektedir. Ulkemizde de bol bol yetistirilen ve
tiiketilen bakla, 60-100 cm boylanabilen 1 yillik otsu bir bitkidir. Toprakta bir metre
kadar derine inebilen giiclii bir kok yapisi ile dort kose kesitli i¢i bos bir govdesi vardir.
Yan kokleri kuvvetli bir sekilde etrafa yayilir ve ilizerinde yumrular meydana gelir.
Tiiysiiz olan sap1 bir metre kadar yiikselebilir. Sap iizerinde sarmali durumda yapraklari
vardir. Cicekleri yaprak altlarindan ¢ikar. Cigeklerin kendine has ve hos bir kokusu
vardir. Meyvesi, tohum aralar1 bolmeli ve dolgun bir kapciktir. Kapcik taze iken
yesildir, olgunlaginca esmerlesir ve sertlesir. Besin olarak kullanilan baklanin Sakiz
baklasi, Sultani bakla, Bayrampasa baklas1 gibi ¢esitleri vardir ve iilkemizin hemen her

yerinde yetisir (wWww.nedir.cc/bitkiler/bakla).


http://www.nedir.cc/bitkiler/bakla
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100 g baklanin igerdigi besin degerleri soyledir: 45 kalori; 5 g protein; 6 g
karbonhidrat; 0 kolesterol; 3 g yag; 1,5 g lif; 22 mg fosfor; 20 mg kalsiyum; 4 mg
demir; 85 mg sodyum; 110 mg potasyum; 150 IU A vitamini; 0.04 mg B1 vitamini;
0.03 mg B2 vitamini ve 4 mg C vitamini. Bakla, baklagillerdeki tiim sebzeler gbi
icerdigi antioksidan etkili fenolik bilesikler nedeniyle kansere yakalanma riskini azaltir.
Insanlarda kétii kolesterol diizeyini diisiiriir. Bakla icerdigi insiilinle kan sekerini diizene
sokar. Sekil 2.14.”de taze bakla bitkisi goriilmektedir (www.sagliksayfam.com/besinler-

ve-ozellikleri/bakla).

Sekil 2.14. Taze bakla bitkisi ( Vicia faba ) (www.kiriktabak.com)

Jelatin

Kollajenin hidrolizi ile elde edilen bir proteindir ve Kkarakteristik olarak
yapisinda glisin, prolin ve hidroksiprolin aminoasitlerini igerir. Bu aminoasitler jelatinin
ticlii heliks bir yap1 olusturmasinda ve jellesme 6zelligi kazanmasinda oldukea etkilidir.
Jelatin oda sicakliginda katidir, tamponda ¢6ziiniip 1sitildiktan sonra oda sicakligina
getirildiginde jole kivamini alir. Bu 6zelliginden dolay: iyi ve kolay kullanilabilir bir

immobilizasyon materyalidir (Rose vd., 1987).

Ucuz ve kolay bulunabilir olmasinin yaninda, immobilizasyon materyali olarak
kullanilan diger polisakkaritlerin aksine jel olusumu i¢in herhangi bir molekiile, iyona,

tuza ya da pH ayarlamasina gerek duymamasi, jelatinin enzim, hiicre ve doku
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immobilizasyonunda tercih edilmesini saglar. Biyosensor calismalarinda, termal ve
mekanik kararliligin artirilmasi amaciyla immobilizasyonda c¢ogunlukla capraz
baglayic1 bir reaktif olan glutaraldehit ile birlikte kullanilir (Scardi, 1987, Esposito vd.,
1995).

Glutaraldehit

Glutaraldehit, 06zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda siklikla

kullanilan bifonksiyonel bir reaktiftir.

Biyosensor gelistirilmesinde kullanilan enzim, hiicre, doku vb. biyobilesenlerin,
jelatin, kollajen, kitosan gibi biyolojik molekiillerle birlikte glutaraldehit ile capraz
baglar olusturmasi esasina dayali immobilizasyon yontemi ¢ok sik kullanilmaktadir
(Guilbault ve Kauffmann, 1987; Scouten vd., 1995). Yontem kolay uygulanabilir
olmasinin yani sira immobilize sistemin termal, operasyonel ve depo kararliligini

arttirmasi bakimindan tercih edilir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyaller

Calismanin deneysel kisminda kullanilmis olan bitkisel materyaller, kimyasallar

ve cihazlar kisa agiklamalarla asagida siralanmustir.

3.1.1. Bitkisel materyaller

Tez calismasinda, biyosensoriin biyobileseni olarak kullanilmak iizere, kafein
oksidaz aktivitesi olmasi muhtemel baz1 bitkisel kaynaklar tarandi. Bitkisel
materyallerden taze bakla (Vicia faba) ve taze fasulye (Phaseolus vulgaris) Liileburgaz
yerel pazarindan, kahve gekirdegi (Coffea arabica) yerel marketlerden, ¢ay yapragi

(Folium theae nigrae) ise Ordu ilinden temin edildi.

3.1.2. Kimyasallar

Denemelerde substrat olarak kullanilan kafein, teofilin, teobromin, ksantin,
hipoksantin, kafeik asit, {irik asit ve biyoaktif tabakanin elektroda immobilizasyonu i¢in
kullanilan jelatin, Sigma Chemical Co. (Steinhein, Almanya ) firmasindan saglandi.
Capraz baglayici ajan olarak kullanilan glutaraldehit ve tampon ¢ozeltileri hazirlamada
kullanilan, disodyum hidrojenfosfat, potasyum dihidrojenfosfat Merck (Darmstadt,

Almanya) firmasindan temin edildi.
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3.1.3. Cihazlar

Nuve BM 302 dis sirkiilasyonlu su banyosu
Eppendorf mikropipet takimi1

Biosan MSH 300 manyetik karistirici
Argelik buzdolabi

WTW pH 330i pH metre

Precisa XB 220A hassas terazi

Shimadzu UV-1601 Visible UV Spektrofotometre
Elga Purelab Option-E 5/10 saf su cihazi
Palmsense potansiyostat

Camsi karbon ¢alisma elektrodu

Platin karsit elektrot

Ag/AgCI referans elektrot

3.2. Metodlar

3.2.1. Biyosensoriin calisma ilkesi

Biyobilesen olarak kullanilan bitki dokusu, elektroda immobilize edilir.
Reaksiyon ortami substratsiz olarak hazirlanir. Ortamda substrat yokken, biyobilesenin
immobilize edildigi elektrot ylizeyine temas eden oksijen konsantrasyonu, devreden
gecen akim siddeti ile orantilidir. Reaksiyon ortamina kafein substrati ilavesi
yapildiginda, biyobilesenin igerdigi kafein oksidaz enzimi tarafindan gerceklestirilen

enzimatik reaksiyon geregi, kafein substrati oksijen varliginda 1,3,7-trimetil iirik asite
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yiikseltgenirken, elektrot ylizeyindeki oksijen tiiketilerek miktar1 azalir ve buna bagh
olarak akim siddeti degisir. Ilave edilen kafein konsantrasyonu ile orantili olarak

devreden gecen akim siddeti azalir ve kisa siire iginde yeniden dengeye gelir.

Ik ve ikinci denge durumu arasindaki akim siddeti farki, amperometrik olarak
potansiyostat ile tespit edilir. Substrat konsantrasyonu arttik¢a, jelatin-bitki dokusu
yizeyinde daha fazla oksijen harcanacak ve akim siddetinde ayni oranda azalma
meydana gelecektir. Sekil 3.1.’de biyosensor sisteminde meydana gelen reaksiyon

zinciri gosterilmistir.

ELEKTROT YUZEYi JELATIN-DOKU SIVI FiLM COZELTI
YUZEYI
O, P > 0O ) > 0, ) > 0,
+
Kafein

Kafein Oksidaz

1,3,7-trimetil tirik asit

+

H.O

Sekil 3.1. Biyosensor sisteminde meydana gelen reaksiyon zinciri

3.2.2. Doku homojenati biyosensérlerinin hazirlanmasi

Jelatin esaslh bitki dokusu temelli biyosensorlerin hazirlanmasi i¢in kullanilan
calisma elektrodu camsi karbon elektrottur. Reaksiyon sonucu meydana gelen

¢cozlinmiis oksijen miktarindaki degisimler, sabit potansiyelde sistemden gegen akim
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miktarindaki degisimlerle orantilidir ve camsi karbon calisma elektrodu ile akim

degisimlerini belirlemek miimkiindiir.

Bu sistemin olusturulmasi amaciyla, camsi karbon calisma elektrodu yiizeyi
jelatintdoku homojenati tabakasi ile kaplandi ve glutaraldehit ile ¢apraz baglama

gergeklestirildi.

3.2.3. Kafein tayini icin uygun dokunun belirlenmesi

Kafein tayinine yonelik gelistirilmek istenen biyosensor icin segilen bazi
dokular, taze bakla, taze fasulye, cay yapragi ve kahve cekirdegi idi. Belirtilen bitkisel
dokularin direkt homojenatlar1 kullanilarak biyosensorler hazirlandi ve tamponlu

reaksiyon ortaminda 6l¢iimler gergeklestirildi.

3.2.3.1. Taze bakla dokusu biyosensoriiniin hazirlanmasi

Biyoaktif tabaka materyalinin hazirlanmasi i¢in, 200 mg taze bakla dokusu
750 puL 50 mM pH 7.5 fosfat tamponu ile homojenize edildi. Bir flakona 10 mg jelatin
tartild1 ve iizerine 300 pL doku homojenat: ilave edildi. lyice calkalanarak 37.5°C deki
su banyosunda 15 dk bekletildi. Ardindan bu karisimin 30 pL’si camsi karbon ¢alisma
elektrodu iizerine yayildi ve + 4 °C’de 30 dk boyunca bekletilerek katilagsmasi saglandu.
Sonra, hazirlanan biyosensoér % 1°lik glutaraldehit ¢ozeltisi (50 mM pH 7.5 fosfat
tamponu ile hazirlanmis) i¢inde 5 dk boyunca capraz baglanmanin gergeklesmesi igin
bekletildi. Daha sonra biyosensor saf su ile pek ¢ok kez yikanarak 30 dk boyunca
calisma sicakligindaki ¢aligma tamponunda bekletildi. Kullanima hazir hale gelmis olan

biyosensor ile 6l¢iimler alindi.

3.2.3.2. Taze fasulye dokusu biyosensoriiniin hazirlanmasi

Biyoaktif tabaka hazirligi ig¢in, 200 mg taze fasulye dokusu 550 puL. 50 mM
pH 7.5 fosfat tamponu ile homojenize edildi. Bir flakona 10 mg jelatin tartildi1 ve
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iizerine 300 pL doku homojenati ilave edildi. Iyice calkalanarak 37.5°C’deki su
banyosunda 15 dk bekletildi. Ardindan bu karisimin 30 pL’si camsi karbon ¢aligma
elektrodu {izerine yayildi. + 4 °C’de 30 dk boyunca bekletilerek katilasmasi saglandi.
Sonra, hazirlanan biyosensoér % 1°lik glutaraldehit ¢ozeltisi (50 mM pH 7.5 fosfat
tamponu ile hazirlanmis) i¢inde 5 dk boyunca ¢apraz baglanmanin gergeklesmesi igin
bekletildi. Daha sonra biyosensor saf su ile pek ¢ok kez yikanarak 30 dk boyunca

calisma sicakligindaki ¢calisma tamponunda bekletildi.

3.2.3.3. Cay yapragi dokusu biyosensoriiniin hazirlanmasi

Biyoaktif tabaka hazirlig1 i¢in, 200 mg c¢ay yapragi dokusu 1 mL 50 mM pH 7.5
fosfat tamponu ile homojenize edildi. Bir flakona 10 mg jelatin tartildi ve {izerine
300 puL doku homojenat: ilave edildi. lyice calkalanarak 37.5°C deki su banyosunda 15
dk bekletildi. Ardindan bu karisimin 30 pL’si camsi karbon ¢alisma elektrodu tizerine
yayildi. + 4 °C’de 30 dk boyunca bekletilerek katilasmasi saglandi. Sonra, hazirlanan
biyosensor % 1°lik glutaraldehit ¢ozeltisi (50 mM pH 7.5 fosfat tamponu ile
hazirlanmis) icinde 5 dk boyunca ¢apraz baglanmanin gergeklesmesi i¢in bekletildi.
Daha sonra biyosensor saf su ile pek ¢ok kez yikanarak 30 dk boyunca g¢alisma

sicakligindaki ¢alisma tamponunda bekletildi.

3.2.3.4. Kahve cekirdegi dokusu biyosensoriiniin hazirlanmasi

Biyoaktif tabakanin hazirlanmasi i¢in, dncelikle kahve cekirdekleri havanda
doviilerek toz haline getirildi ve 150 um’lik elekten gegirildi. Elek altinda kalan 150 pm
ve 150 pm’den kiigiik olan kahve cekirdegi tozlari, biyosensor hazirliginda kullanildi.
Bundan sonraki asamada, kahve tozunda bulunabilecek serbest kafeinin
uzaklastirilmasi, boylece tayin edilecek kafein ile karigmamasi amaciyla iki yol izlendi.

Birincisi kahve cekirdegi tozlarin1 suda bekletme, ikincisi tampon ¢ozeltide bekletme
idi.
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a) Suda bekletilmis kahve cekirdegi tozu ile biyosensor hazirlanmasi

Elekten gecirilmis olan kahve ¢ekirdegi tozlarindan 0.15 g tartilarak {izerine
1.5 mL su eklendi ve bir gece oda sicakliginda kafeinin suya gegmesi i¢in bekletildi.
Ardindan 4500 rpm’de 10 dk siire ile ardarda 2 kez santrifiijlendi. Kat1 ve sivi kisim
birbirinden ayrild1 ve kat1 kisimdan 60 mg tartildi. Uzerine 700 pL 50 mM pH 7.5 fosfat
tamponu eklenerek homojenize edildi. Bir flakona 10 mg jelatin tartild1 ve iizerine
300 uL doku homojenati ilave edildi. Tyice calkalanarak 37.5°C’deki su banyosunda 15
dk bekletildi. Ardindan bu karigimin 30 pL’si camsi karbon ¢alisma elektrodu iizerine
yayildi. + 4 °C’de 30 dk boyunca bekletilerek katilagsmasi saglandi. Sonra, hazirlanan
biyosensor % 1’lik glutaraldehit ¢6zeltisi (50 mM pH 7.5 fosfat tamponu ile
hazirlanmis) icinde 5 dk boyunca ¢apraz baglanmanin gergeklesmesi igin bekletildi.
Daha sonra biyosensor saf su ile pek ¢ok kez yikanarak 30 dk boyunca g¢alisma

sicakligindaki ¢calisma tamponunda bekletildi.

b) Tamponda bekletilmis kahve ¢ekirdegi tozu ile biyosensor hazirlanmasi

Elekten gecirilmis olan kahve g¢ekirdegi tozlarindan 0.15 g tartilarak tizerine
1.5 mL tampon ¢ozelti (50 mM pH 7.5 fosfat tamponu) eklendi ve bir gece oda
sicakliginda kafeinin ¢ozeltiye gegmesi icin bekletildi. Ardindan 4500 rpm’de 10 dk
sire ile ardarda 2 kez santrifiijlendi. Kat1 ve siv1 kisim birbirinden ayrildi ve kati
kisimdan 60 mg tartildi. Uzerine 700 puL 50 mM pH 7.5 fosfat tamponu eklenerek
homojenize edildi. Bir flakona 10 mg jelatin tartild1 ve tizerine 300 nL. doku homojenati
ilave edildi. Iyice calkalanarak 37.5°C’deki su banyosunda 15 dk bekletildi. Ardindan
bu karigimin 30 uL’si camsi karbon ¢alisma elektrodu tizerine yayildi. + 4 °C’de 30 dk
boyunca bekletilerek katilasmasi saglandi. Sonra, hazirlanan biyosensér % 1’lik
glutaraldehit ¢ozeltisi (50 mM pH 7.5 fosfat tamponu ile hazirlanmis) i¢inde 5 dk
boyunca capraz baglanmanin gerceklesmesi i¢in bekletildi. Daha sonra biyosensor saf
su ile pek cok kez yikanarak 30 dk boyunca ¢alisma sicakligindaki ¢alisma tamponunda
bekletildi.
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3.2.4. Doku homojenati biyosensorii ve dl¢iim ilkesi

Yukarida anlatildig: sekilde hazirlanan biyosensor ilk dl¢iim yapilmadan hemen
once, ayr1 bir reaksiyon hiicresi igerisinde biyoaktif tabaka bilesenlerinin
adaptasyonunun saglanmasi amaciyla, calisma tamponu ve sabit sicaklikta 30 dk
bekletildi. Daha sonra i¢ginde ¢alisma tamponu bulunan, 6l¢limiin yapilacagi reaksiyon
hiicresine, Ag/AgCl referans elektrot ve Pt karsit elektrot ile birlikte yerlestirildi ve sabit
bir karistirma hizi ayarlandi. Ardindan oksijen i¢in indirgenme potansiyeli olan
- 0.700 V potansiyel farki uygulamasi baglatildi ve bu potansiyel farki reaksiyon
siiresince sabit tutuldu. Sistem dengeye geldiginde, ilgili programin yiikli oldugu
bilgisayar programi yardimiyla sistemden gecen akim siddeti kaydedildi ve ortama
substrat ilavesi yapildi. Kafein substrati reaksiyon ortamina ilave edildikten sonra,
dokudaki kafein oksidaz enzimi kataliziyle oksitlenerek 1,3,7-trimetil irik asite
doniistiiriildii ve reaksiyon tamamlandiginda sistem tekrar dengeye geldi. Sistemin
denge konumundan uzaklasip tekrar dengeye gelmesi yaklasik 7 dk aldi. Bu siire
sonunda sistemden gegen akim siddeti kaydedildi. Bu durumda okunan akim siddeti
degeri, susbtrat ilavesinden once okunan degerden daha kiigliktiir. Cilinkii elektrot
yiizeyinde gerceklesen enzimatik reaksiyonda, reaksiyon ortamindaki ¢6ziinmiis oksijen
kullanilir ve kullanilan ¢éziinmiis oksijen miktar1 substrat miktar1 ile orantilidir. Azalan
¢Ozlinmis oksijen miktar1 - 0.700 V potansiyelde devreden gecen akim siddetini de

azaltir.

Biyosensoriin 6lgiim 1ilkesi; ¢Oziinmiis oksijen miktarindaki azalmaya baglh
olarak akim siddetindeki azalmanin Ol¢lilmesi esasina dayanir. Deneysel ¢aligmalarda
her iki denge durumu arasindaki akim farki alindi ve substratin farkh
konsantrasyonlarina kars1 dl¢giilen akim siddeti degerleri kullanilarak standart grafikler
elde edildi.

Bitkisel temelli biyosensor ile yapilan Olclimlerde kullanilan diizenek Sekil

3.2.”de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Taze bakla dokusu biyosensorii ile yapilan dl¢iimlerde kullanilan diizenek

3.2.5. Biyosensoriin biyoaktif tabaka bilesenlerinin optimizasyonu

Biyoaktif tabaka bilesenlerinin optimizasyonu c¢alismasinda, bitki dokusu
biyosensoriinden en iyi cevabin elde edilebilecegi optimum kosullarin belirlenmesi
amaciyla, doku miktari, jelatin miktar1 ve glutaraldehit miktarinin biyosensor cevabi
lizerine etkileri arastirildi. Immobilizasyon parametrelerinden her birinin optimum
miktarmin belirlenmesi icin, diger parametreler sabit tutulup optimizasyonu yapilacak

parametre degistirilerek biyosensorler hazirlandi ve dl¢timler alindi.

3.2.5.1. Doku miktarinin biyosensor cevab iizerine etKkisi

Biyoaktif tabakadaki doku miktarmim optimizasyonu igin, 2.37 mg/cm? jelatin
miktar1 ve % 1 glutaraldehit orani sabit tutularak, 15.43 mg/cmz, 20.59 mg/cm2 ve
25.73 mg/cm? bitki dokusu igeren biyosensorler hazirlandi ve farkli miktardaki bitki
dokularinin biyosensor cevabi iizerine etkisi incelendi. Olgiimler 50 mM pH 7.5 fosfat

tamponunda, 37.5 °C sicaklikta gerceklestirildi.
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3.2.5.2. Jelatin miktarinin biyosensor cevabu iizerine etkisi

2 olarak

Geligtirilen biyosensdr i¢in en uygun doku miktar1 20.59 mg/cm
belirlendikten sonra, biyoaktif tabakadaki jelatin miktarinin biyosensor cevabi iizerine
etkisinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla, 20.59 mg/cm2 doku miktar1 ve %1
glutaraldehit orani sabit tutularak, 1.77 mg/em? 2.37 mg/cm?, 2.94 mg/cm? jelatin
iceren biyosensorler hazirlandi ve jelatinin farkli miktarlarinin biyosensér cevabi
lizerine etkisi incelendi. Olgiimler 50 mM pH 7.5 fosfat tamponunda, 37.5 °C’de
gerceklestirildi. Olgiimler sonucu elde edilen standart grafikler yardimiyla da en uygun

jelatin miktar1 tespit edildi.

3.2.5.3. Glutaraldehit yiizdesinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Gelistirilen biyosensor icin en uygun doku ve jelatin miktar1 belirlendikten
sonra, glutaraldehit yiizdesinin biyosensor cevabi tizerine etkisinin belirlenmesi
amaciyla, doku miktar1 (20.59 mg/cm? ) ve jelatin miktar1 (2.37 mg/cm? ) sabit tutularak
% 0.5, % 1 ve % 2 oraninda glutaraldehit kullanilarak denemeler gergeklestirildi.
50 mM pH 7.5 fosfat tamponu ve 37.5 °C’de gergeklestirilen Ol¢limler sonucu elde
edilen standart grafikler yardimiyla en uygun glutaraldehit yiizdesi belirlendi.

3.2.6. Biyosensoriin calisma kosullarinin optimizasyonu

Hazirlanan biyosensoriin  en iyt cevabr verecegi calisma kosullarinin
belirlenmesi amaciyla, tampon pH’1, tampon konsantrasyonu ve sicakligin biyosensor

cevabi lizerine etkileri incelendi ve % biyosensor cevabina kars1 grafikleri ¢izildi.

3.2.6.1. En uygun pH degerinin belirlenmesi

Bitki dokusu biyosensoriiniin optimum pH’nin belirlenmesi i¢in, pH’1 5.0, 6.0,
7.0, 8.0 olan 50 mM fosfat tamponlart ve pH’1 9.0, 10.0 olan 50 mM glisin tamponlar1

hazirlandi. Hazirlanan tampon ¢d6zeltiler kullanilarak yapilan denemelerde, pH’1 5.0,
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8.0, 9.0 ve 10.0 olan tampon sistemlerinde enzimin aktivite gostermedigi gozlendi. Bu
nedenle ikinci bir ¢alisma yapildi. Bu ¢alismada ise pH’1 6.0, 6.3, 6.5, 6.7, 7.0, 7.3, 7.5
olan 50 mM sodyum fosfat tamponlar1 kullanilarak en iyi biyosensor cevabinin hangi
pH degerlerinde elde edildigi belirlendi. Olgiimler 37.5°C’de ve 2.5 mM Kkafein
konsantrasyonunda yapildi. Farkli pH degerlerinde Ol¢iime gegilirken biyosensor,
kullanilacak olan tampon igerisinde 20 dk bekletildi. Calisma sonucunda tampon

pH’1na kars1 % biyosensor cevabi grafikleri ¢izildi.

3.2.6.2. En uygun tampon konsantrasyonunun belirlenmesi

En uygun tampon konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla, bir Onceki
calismada belirlenen optimum pH degerindeki, molar konsantrasyonu 50 mM, 100 mM
ve 150 mM olan tampon sistemleri kullanilarak 37.5°C’de Ol¢timler gerceklestirildi.
Olgiimler sonucu elde edilen standart grafik yardimiyla en uygun tampon

konsantrasyonu belirlendi.

3.2.6.3. Reaksiyon ortaminin optimum sicakliginin belirlenmesi

Gelistirilen biyosensér ile en 1yl cevabin alinacagi optimum sicakligin
belirlenmesi amaciyla, optimum pH ve optimum tampon konsantrasyonlarinda, 25, 30,
35, 37.5, 40, 45, 50, 55 °C’de dustk sicakliktan yiiksek sicakliga dogru ol¢iimler
gerceklestirildi. Denemelerde 2.5 mM kafein konsantrasyonu kullanildi. Farkli
sicakliklarda Olgtime gegilirken biyosensor, calisilacak tampon igerisinde 20 dk

bekletildi ve ¢alisma sonunda sicaklik ve % biyosensor cevabi arasinda grafik ¢izildi.

3.2.7. Biyosensoriin karakterizasyonu

Bitki dokusu biyosensoriinde kullanilmis olan biyobilesenlerin ve calisma
kosullarinin  optimizasyonlart yapildiktan sonra biyosensoriin karakterizasyonu

caligmalarina gecildi.
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3.2.7.1. Kafein tayin sinirlarimin belirlenmesi

Tezin bu asamasinda, biyoaktif tabaka materyalleri ve g¢alisma kosullarinin
optimum degerlerine uygun olarak hazirlanan bitki dokusu biyosensorii ile farkli kafein
konsantrasyonlarinda ol¢timler alinarak standart grafikler elde edildi ve lineer artisin

gozlendigi konsantrasyon araligi 6l¢iim araligi olarak belirlendi.

3.2.7.2. Analiz sonuc¢lariin tekrarlanabilirligi

Bitki dokusu biyosensoriinden alinan  cevaplarin  giivenilirligi  ve
tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla, 100 mM pH 6.5 fosfat tamponu icinde
37.5 °C’de 2.5 mM kafein iceren standart kullanilarak, arka arkaya ara vermeksizin ayni
sensdrle dlciimler yapildi. Olgiimlere iliskin standart sapmalar ve varyasyon katsayilari

hesaplandi.

3.2.7.3. Biyosensoriin islem kararhhgi

Bu ¢aligmada, 100 mM pH 6.5 fosfat tamponu i¢inde 37.5 °C’de 2.5 mM kafein
iceren standartlar kullanilarak ayni sensor ile 20 dk arayla 8 dl¢iim alindi. Baslangicta
elde edilen biyosensor cevabi % 100 kabul edilerek tekrarlanan Olclimlerle aktivite

incelendi ve ayn1 biyosensor ile ayni giin i¢inde kag kez dl¢lim alinabilecegi saptandi.

3.2.7.4. Biyosensoriin depo kararhhg:

Gelistirilen bitki dokusu biyosensorii ile aktivitesini kaybetmeden ne kadar siire
ile Ol¢lim alinabilecegini belirlemek amaciyla, optimum kosullarda bir biyosensor
hazirlandi. Ayni biyosensor ile hazirlandigi ilk gilinden itibaren cesitli zaman
araliklarinda 23 giin boyunca &lgiimler alindi. Olgiimlerde 2.5 mM kafein iceren
standartlar kullamldi. Ik giin alman dlgiim aktivitesi % 100 kabul edilerek, zamana
kars1 % aktivite grafigi cizildi. Boylece bitki dokusu biyosensoriiniin aktivitesini kag

giin siireyle korumus oldugu belirlendi.
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Biyosensor, ol¢iim alindiktan sonra, bir sonraki 6l¢iime kadar fosfat tamponu
buharinda +4°C’de buzdolabinda bekletildi. Ol¢iime baslamadan 6nce ise, 30 dk

boyunca ¢alisma tamponu ve sicakliginda bekletildi.

3.2.7.5. Biyosensoriin substrat spesifitesinin tayini

Bitki dokusu biyosensorii ile kafeinden farkli, purin halkasi igeren g¢esitli
bilesiklerin tayin edilip edilemeyeceginin belirlenmesi amaciyla, substrat olarak
teofilin, teobromin, kafeik asit, ksantin, hipoksantin ve iirik asit kullanilarak
100 mM pH 6.5 fosfat tamponunda 37.5 °C’de 6l¢iimler alindi. Biyosensoriin kafeine
verdigi cevap % 100 kabul edilerek substrata kars1 % aktivite grafigi ¢izildi.

3.2.7.6. Biyosensor cevabu iizerine bazi kimyasal maddelerin etkisi

Biyosensor cevabi iizerine bazi kimyasal maddelerin etkisinin belirlenmesi
amactyla, 100 mM pH 6.5 fosfat tamponu i¢inde 37.5 °C’de 2.5 mM kafein iceren 1 mL
standart kullanilarak, sirasiyla 2.5 mM fruktoz, glukoz, sukroz, sodyum Kloriir,
magnezyum Kkloriir, kalsiyum kloriir iceren 0.5 mL’lik standartlarin bulundugu
reaksiyon ortaminda Ol¢limler gerceklestirildi. Reaksiyon ortaminda kimyasal madde
olmaksizin alinan 6l¢iim aktivitesi % 100 kabul edilip, her bir kimyasal madde i¢in %

etkilesim oranlar1 belirlendi. Sonucta substrata kars1 % aktivite grafigi ¢izildi.

3.2.8. Biyosensoriin farkh é6rneklerde kafein tayini icin uygulanabilirligi

Bitki dokusu biyosensoriiniin  kafein tayini i¢in  farkli  Orneklere
uygulanabilirliginin belirlenmesi amaciyla, kafein igeren 4 farkli icecek Ornegi
kullanildi. Olgiimler igin sik kullanilan standart ekleme metodu tercih edildi. Bu
metodun esast; drneklerin icerigine bagli olarak seyreltme yapilmadan ya da yapilarak,
analizi yapilacak maddenin belirlenen konsantrasyonlarinin, 06rnege eklenip
biyosensorle Ol¢glim alinmasina dayanir. Kullanilan 6rnekler ve yapilan on islemler

asagida verildi:
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Kola: Gazi1 giderildikten sonra 1/33 oraninda ¢alisma tamponunda seyreltilerek

kullanildi.

Siyah cay: Demleme isleminden sonra 1/10 oraninda ¢alisma tamponunda seyreltilerek

kullanildi.
Graniil kahve: 1/25 oraninda ¢alisma tamponunda seyreltilerek kullanildi.
Tiirk kahvesi: 1/100 oraninda ¢alisma tamponunda seyreltilerek kullanildi.

Her bir icecek ornegine iligkin ¢ozeltiler, 2.5 mM kafein igerecek sekilde
100 mM pH 6.5 fosfat tamponu iginde belirtilen oranlarda seyreltilerek hazirlandi.
Denemelerde, igecek ornekleri icin kafeinin 2.5 mM’lik konsantrasyonunda ¢alisildi ve

(n=4) 6l¢timler gerceklestirildi.
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4. DENEYLER VE SONUCLAR

4.1. Kafein Tayini I¢in Uygun Dokunun Belirlenmesi

Kafein tayinine yonelik en uygun dokunun belirlenmesi amaciyla, taze bakla,
taze fasulye, cay yapragi ve kahve ¢ekirdegi dokulari igceren 4 farkli doku homojenati
biyosensérii hazirlandi. Olgiimler 50 mM pH 7.5 fosfat tamponu icinde 37.5°C’de
gerceklestirildi. Her bir doku igin, kafeinin degisen konsantrasyonlarina karsi
biyosensor cevaplari karsilagtirilarak en uygun doku belirlendi. Doku homojenatlar ile
hazirlanan biyosensorlerden elde edilen sonuglarla hazirlanan grafikler Sekil 4.1.,

Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.’de verilmistir.
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Sekil 4.1. Taze fasulye biyosensoriinlin degisen kafein miktarina karsi akim siddeti
degisimi
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Sekil 4.2. Cay yapragi biyosensoriiniin degisen kafein miktarma karst akim siddeti
degisimi
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Sekil 4.3. Kahve ¢ekirdegi biyosensdriiniin degisen kafein miktarina karst akim siddeti
degisimi
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Sekil 4.4. Taze bakla biyosensoriiniin degisen kafein miktarina karst akim siddeti
degisimi

Elde edilen grafiklerden de goriilecegi gibi, taze bakla dokusu biyosensorii ile
hem en diisiik tayin sinirina ulasildi hem de 0.5 — 3.5 mM konsantrasyon araliginda tam
bir lineerlik elde edildi. Goreceli olarak en yliksek cevaplar da yine bu sensérden alindi.
Bu {stiinliiklerinden dolay: taze bakla dokusu, kafein tayini i¢in en uygun biyosensor

biyobileseni olarak secildi.

Bundan sonraki asamalarda taze bakla dokusu biyosensorii kullanilarak,

hazirlama ve ¢alisma kosullar1 optimize edildi.

4.2. Biyosensoriin Biyoaktif Tabaka Bilesenlerinin Optimizasyon Bulgulari

4.2.1. Doku miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Bu c¢alismada, biyoaktif tabaka hazirliginda kullanilan taze bakla doku
homojenatt miktarinin, biyosensor cevabi lizerine etkisi incelendi. Bu amacla yapilan

denemeler sonucu elde edilen verilerle hazirlanan grafik Sekil 4.5.”de verilmistir.
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Sekil 4.5. Doku miktariin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Sekil 4.5.°den de goriilecegi gibi en iyi biyosensdr cevabi 20.59 mglcm? taze

bakla dokusu iceren biyosensorden alinmistir.

Biyoaktif tabakadaki taze bakla doku miktarinin artmasiyla birlikte, elektrodun
yiizey alanindaki doku miktar1 ve buna bagli olarak cmz’ye diisen enzim miktar1 da
artar. Bu durum biyosensor cevabii olumlu yonde etkiler. Ancak doku miktarindaki

artis, biyoaktif tabakanin kalinlasmasina ve beraberinde difiizyon problemine yol agar.

Ayrica taze bakla doku homojenati miktarimin artmasi, ortamdaki protein
miktarinin, dolayisiyla glutaraldehitin olusturdugu ¢apraz bag sayisinin artmasina yol
acar. Capraz bag sayisinin artmasi ise enzimin aktif merkezinin ¢evresinde sterik engel
olusturur. Bu durum, substratin ve oksijenin dokunun bulundugu aktif tabakaya

diflizyonunu engeller.

Tim bu etkiler, hem biyoaktif tabakadaki taze bakla dokusu miktari
15.43 mg/cm?’den 20.59 mg/cm®’ye ¢ikarildiginda biyosensér cevabinda goriilen artisi,
hem de doku miktar1 20.59 mg/cm?’den 25.73 mg/cm®ye ¢ikarildiginda biyosensor

cevabinda gozlenen diisiisii agiklamaktadir.
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4.2.2. Jelatin miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Calismanin bu asamasinda immobilizasyon i¢in kullanilan jelatin miktarinin
biyosensor cevabi iizerine etkisi incelendi. Biyosensorii hazirlamada kullanilan jelatin

miktarlari ile biyosensor cevabi arasindaki iliski Sekil 4.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Jelatin miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Biyoaktif tabakadaki jelatin miktarinin artmasi, tabakanin kalinlagmasina, hem
oksijen hem de substrat diflizyonununda problemlere ve biyosensér cevabinin
diismesine neden olur. Bu durum, jelatin miktar1 2.37 mg/cm®den 2.94 mg/cm®ye

cikarildiginda, biyosensor cevabinda gozlenen diisiisii agiklamaktadir.

Ayrica, jelatin miktart 2.37 mg/em®den 1.77 mg/cm®ye disiirildiginde
substrat konsantrasyonu arttikca biyosensor cevabmin diismesi, biyoaktif tabakanin
yeterli yogunlukta olmamasi, substrat ve oksijen kagislarinin olmasindan

kaynaklanabilir.

Sonug¢ olarak Sekil 4.6’dan da goriilecegi gibi dogrusal araligi en iyi olan

biyosensor cevabi 2.37 mg/cm2 jelatin kullanilarak hazirlanan biyosensorden alinmistir.
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4.2.3. Glutaraldehit yiizdesinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Optimum doku miktar1 ve jelatin miktarinin yani sira degisen glutaraldehit
miktarlar1 ile hazirlanan biyosensorlerle denemeler yapilarak, capraz baglayici
glutaraldehit ylizdesinin biyosensOr cevabi iizerine etkisi incelendi. Elde edilen

sonuglarla hazirlanan grafik Sekil 4.7.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Glutaraldehit yiizdesinin biyosensor cevabi {izerine etkisi

Glutaraldehit konsantrasyonundaki arti, enzim-enzim, enzim-jelatin ve jelatin-
jelatin arasinda olusan capraz bag sayisinin artmasina, beraberinde de difiizyon
problemlerine yol agar. Bu nedenledir ki % 2’lik en yiiksek glutaraldehit orani
kullanildiginda, biyosensorden alinan cevaplar hem diisiik hem de dogrusalliktan

uzaktir.

Bunun aksine, glutaraldehit yiizdesinin diisiik olmasi durumunda, capraz bag
sayisinin daha az olmasi nedeniyle biyoaktif tabaka genis gézenekli olabilecek ve bu
durum kafeinin biyoaktif tabakaya diflizyonunu kolaylastiracaktir. Bu nedenle, % 0.5
oraninda glutaraldehit ile hazirlanan biyosensériin, % 2 oraninda glutaraldehit ile

hazirlanan biyosensdre nazaran daha yiiksek cevaplar vermesi beklenen bir sonugtu.
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Ayrica % 0.5 oraninda glutaraldehit ile hazirlanan biyosensoriin cevabi 4 mM’a

kadar artig gosterirken, bu noktadan sonra diisiis kaydedildi.

Tiim bu veriler goéz onlinde bulunduruldugunda, % 1 glutaraldehit oraninin

optimum deger olduguna karar verildi.

4.3. Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyon Bulgulari

4.3.1. En uygun pH degeri

Biyoaktif tabaka bilesenlerinin belirlenen optimum degerleri ile yeni bir taze
bakla biyosensorii hazirlanarak, farkli pH degerlerindeki reaksiyon ortaminda dlgiimler
alindi. Bunun i¢in pH’1 6.0, 6.3, 6.5, 6.7, 7.0, 7.3 ve 7.5 olan 50 mM fosfat tamponlar1
kullanildi. Aliman 6l¢limler sonucu en iyi biyosensdr cevabinin pH 6.5 degerinde

oldugu Sekil 4.8.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Taze bakla biyosensorii i¢in optimum pH grafigi.
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4.3.2. En uygun tampon konsantrasyonu

En uygun tampon konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla, reaksiyon
ortaminda, optimum pH’ta ancak farkli konsantrasyonlara sahip tamponlar kullanilarak
denemeler yapildi ve en iyi biyosensor cevabinin hangi tampon konsantrasyonunda
oldugu incelendi. Bu calisma, ayni zamanda ortamin iyonik siddetinin biyosensor

cevabina etkisinin de optimizasyonudur.

Denemelerde pH 6.5 fosfat tamponunun 50 mM, 100 mM ve 150 mM
konsantrasyona sahip c¢ozeltileri kullanildi. Deneme sonuglari en uygun calisma
tamponu konsantrasyonunun 100 mM oldugunu gosterdi. Elde edilen sonuglarla

hazirlanan grafik Sekil 4.9.’da verildi.

120
100
il
80 ; ®
<
= 60 / / —6—50 mM
<
&
i v 150 mM
20
O T T T 1
0 2 4 6 8
[S] (mM)

Sekil 4.9. Taze bakla biyosensorii i¢in optimum tampon konsantrasyonu grafigi.

Tampon konsantrasyonlarin artisi, iyon konsantrasyonu ve iyon siddetinin
artmasina neden olur. Iyon siddetinin artmasi ise ¢ofu zaman enzim aktivitesinin
azalmasi ile sonuglanir. Bu durum, 150 mM konsantrasyona sahip tampon ile
calisildiginda elde edilen biyosensor cevabinin, 100 mM konsantrasyona sahip tampon

ile calisildiginda elde edilen biyosensor cevabindan daha diisiik olmasini aciklar.
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4.3.3. Reaksiyon ortaminin optimum sicakhgi

Gelistirilen biyosensoriin ¢alisma kosullarinin optimizasyonuna yonelik bu
calismada, optimum sicakligin belirlenmesi i¢in denemeler yapildi. Taze bakla dokusu
biyosensorii ile reaksiyon ortami sicakligi sirasiyla 25-30-35-37.5-40-45-50-55°C’ye
degistirilerek denemeler yapilip, sicakligin biyosensor cevabi lizerine etkisi incelendi.
Optimum sicaklik degerinin 37.5°C oldugu verilerle elde edilen Sekil 4.10.’daki egriden

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.10. Taze bakla biyosensorii i¢in optimum sicaklik grafigi.

Sekil 4.10.’da goriildiigii gibi 37.5°C sicakliga kadar biyosensorden alinan
cevaplarda dogrusal bir artis gozlenirken, bu sicakligin {izerindeki sicakliklarda yine
dogrusal bir azalma meydana geldi. Sicaklik artis1 ile paralel olarak, ¢oziinmiis oksijen
konsantrasyonunda azalma dolayisiyla biyosensor cevabinda diisme beklenirken, bunun
aksine 37.5°C’ye kadar biyosensor cevabinda artis gbzlenmesi, enzim aktivitesinin
optimum sicakligmma kadar ulagildigi anlamina gelir. 37.5°C’den daha yliksek
sicakliklarda biyosensor cevabinda gozlenen diisiis ise optimum sicaklifin asilmasi ile
birlikte enzim yapisindaki deformasyona bagl olarak aktivitesindeki azalma ve sicaklik

artisi ile birlikte ¢ozlinmiis oksijen konsantrasyonundaki azalma ile agiklanabilir.
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4.4. Biyosensoriin Karakterizasyon Calismalar1 Bulgular:

4.4.1. Kafein lineer tayin arahgi

Taze bakla biyosensoriiniin optimizasyon caligmalarinda belirlenen kosullarda
hazirlanan taze bakla dokusu biyosensoriiniin, kafeinin farkli konsantrasyonlarina kars1
verecegi cevaplart tespit etmek ve kafeinin standart Ol¢iim araligini belirlemek
amaciyla, optimum c¢alisma kosullarinda oOl¢limler alindi. Elde edilen sonuclarla

hazirlanan grafik Sekil 4.11.”de verildi.
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Sekil 4.11. Taze bakla biyosensorii i¢in kafein kalibrasyon grafigi.

Sekil 4.11.°de de goriildiigii tizere, taze bakla dokusu biyosensorii i¢in kafeinin
dogrusal tayin siirlar1 1.5 — 4.0 mM olarak belirlendi. Dolayisiyla kafeinin reaksiyon
ortaminda 1.5 — 4.0 mM araliginda oldugu durumda, dogrusal (lineer) olarak tayin
edilebilecegi anlasildi. Bu demektir ki; 1 L 6rnekte en az 290 mg ve en yliksek 780 mg
kafein dogru olarak tayin edilebilecektir. Dolayisiyla kafeince derisik Ornekler
seyreltilerek, seyreltik ornekler standart ekleme metodu kullanilarak bu biyosensorle

Olgiilebileceklerdir.
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4.4.2. Analiz sonuglarimin tekrarlanabilirligi

Geligtirilen taze bakla biyosensorii ile yapilan analiz sonuglarimin
tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla, kafeinin 2.5 mM sabit konsantrasyonunda
ayn1 biyosensor ile ardi ardina, aktivite kayb1 olmadan S 6l¢iim alinabildi. Biyosensor
cevaplarindan, standart sapma (S.S) ve varyasyon katsayisi hesaplandi ve sonuglar

Tablo 4.1.’de gosterildi.

Tablo 4.1. Taze bakla biyosensoriinde analiz sonuglarinin tekrarlanabilirligi

Kafein Kons. Ortalama Deger Standart Sapma | Varyasyon Katsayisi
(mM) (mM) (mM) (%)
2.5 3.008 + 0.040866 1.36

Bir biyosensor sisteminin giivenilirliginin belirlenmesinde standart sapma ve
varyasyon katsayist Onem tasir. Biyosensor sisteminin kullanilabilir oldugunu
sOyleyebilmek i¢in varyasyon katsayisinin % 5 den kii¢iik olmasi istenir. Tablo 4.1°de
verilen sonuglardan da goriildiigli iizere, hazirlanan taze bakla biyosensorii ile elde
edilen standart sapma degerinin diisiikk olmasi ve varyasyon katsayis1 degerinin kabul

edilebilir sinirlar icerisinde olmasi sonuglarin oldukea iyi oldugunu gostermektedir.

4.4.3. Biyosensoriin islem kararhihg:

Biyosensoriin islem kararliligini belirlemek amaciyla, belirlenmis optimum
kosullarda hazirlanan taze bakla biyosensorii ile sabit kafein konsantrasyonlarinda,
100 mM pH 6.5 fosfat tamponunda 37.5°C’de oOl¢iimler alindi ve sonuglar Sekil
4.12.°de verildi.



63

120
100 0—0—?0—*\
80

60

% Aktivite

40

20

Olciim Sayisi

Sekil 4.12. Taze bakla biyosensoriiniin islem kararlilig1 grafigi.

Sekil 4.12.°de goriildiigii gibi, taze bakla biyosensdriiniin, 5 dl¢lim boyunca
aktivitesinin tamamini, 6 6l¢lim sonunda ise % 73.1’ini korudugu gozlendi. 8 Sl¢iim
sonunda aktivite % 66.7°ye diisti. Bu sonuglar goz Oniine alindiginda, biyosensoriin

islem kararlilig1 bakimindan iyi derecede oldugu sdylenebilir.

4.4.4. Biyosensoriin depo kararhhg:

Biyosensoriin depo kararliligini belirlemek amaciyla, daha dnce belirlenmis olan
optimum kosullarda bir biyosensér hazirlandi. Bu biyosensor ile farkli zaman
araliklarinda, kafeinin 2.5 mM sabit konsantrasyonu i¢in, optimum calisma kosullarinda
dlgiimler alindi. Olgiimlerde ilk giin alinan biyosensor cevabi % 100 kabul edilerek

zamana kars1 bagil aktivite grafigi ¢izildi ve Sekil 4.13.’de gosterildi.
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Sekil 4.13. Taze bakla biyosensoriiniin depo kararlilig

Sekil 4.13,’den anlasilacagi tlizere, taze bakla biyosensoriiniin sabit kafein
(25 mM) varliginda, 6 giin boyunca yaklasitk % 90 oraninda giivenilir olarak
kullanilabilecegi goriildii. Biyosensor 16 giinlik zaman dilimi sonunda aktivitesinin
yaklastk % 35’ini korudu. 23. giin biyoaktif tabakada deformasyon gozlendi ve

Olctimler durduruldu.

4.4.5. Biyosensoriin substrat spesifitesi

Gelistirilen taze bakla dokusu biyosensorii ile purin halkasi iceren farkli
bilesiklerin tayin edilebilirligini tespit etmek amaciyla, kafein disinda teofilin,
teobromin, ksantin, hipoksantin, kafeik asit ve iirik asit olmak iizere 6 farkli bilesik
substrat olarak kullanildi. Her bir substratin 2.5 mM konsantrasyonunda, 100 mM pH
6.5 fosfat tamponunda ve 37.5°C’de Ol¢iimler gerceklestirildi. Substrat olarak kafein
kullanildiginda, biyosensorden alinan cevap % 100 kabul edilerek, biyosensoriin diger
substratlara gosterecegi aktivite bagil olarak karsilastirildi. Elde edilen sonuglar

Sekil 4. 14.’de verildi.
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Sekil 4.14. Taze bakla dokusu biyosensorii i¢in farkli substrat denemeleri

Sekil 4.14.’den de goriildiigii lizere, gelistirilen taze bakla biyosensorii kullanilan
substratlardan teofilin, teobromin ve hipoksantine kafeine nazaran daha diisiik cevaplar
verirken, ksantin, iirik asit ve kafeik asite daha yiiksek cevaplar vermistir. Ozellikle
kafeik asite verdigi cevap dikkat c¢ekicidir. Asiditenin biyosensor cevabini arttirdigi

sOylenebilir.

4.4.6. Biyosensor cevabi iizerine bazi kimyasal maddelerin etkisi

Taze bakla dokusu biyosensoriinden alimmacak cevabi etkileyebilecek bazi
kimyasal maddeler reaksiyon ortamina eklenerek denemeler yapildi. Bu amacla dogal
icecek Orneklerinde ¢ogunlukla bulunan bazi sekerler (fruktoz, sukroz, glukoz) ve
kullanilan suda bulunabilecek bazi tuzlar (NaCl, MgCl,, CaCl,) segilerek biyosensor
cevabi iizerindeki etkileri gozlendi. Biyosensoriin ortamda herhangi bir kimyasal madde
yokken kafeine verdigi cevap % 100 kabul edildi. Reaksiyon ortaminda sirasiyla
fruktoz, sukroz, glukoz, sodyum kloriir, magnezyum kloriir ve kalsiyum kloriir varken
kafeine kars1 alinan biyosensor cevaplari 6l¢iildii ve sonuglar Sekil 4.15.°te ¢ubuk grafik

seklinde gosterildi.
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Sekil 4. 15. Biyosensor cevabina farkli kimyasal maddelerin etkisi

Sekil 4.15.’den de goriildiigii gibi, reaksiyon ortamina ilave edilen kimyasal
maddeler, biyosensoriin ortamda kimyasal madde yokken kafeine gosterdigi aktiviteyi
az miktarda etkilemistir. Bu durumun sebebi, bitkisel doku kullanilmasi nedeniyle
enzimlerin dogal cevreleri ile birlikte immobilize edilmeleri, bdylece enzimin
korunmasindan dolay1 ortamda bulunmasi muhtemel kimyasal maddelerden ¢ok diistik

diizeyde etkilenmeleridir.

Grafikten goriildiigii lizere, biyosensor cevabini nispeten en ¢ok etkileyen madde
sukroz sekeridir. Diger seker ve tuzlarin etkisi ihmal edilebilir diizeylerdedir. Elde
edilen bu sonug, taze bakla biyosensorii ile i¢eceklerdeki kafein tayin edilirken, bu seker

ve tuzlarin 6l¢iimiin dogrulugunu 6nemli dl¢iide etkilemeyecekleri anlamina gelir.

4.5. Biyosensoriin farkh 6rneklere uygulanabilirliginin incelenmesi

Gelistirilen ve c¢alisma kosullar1 optimize ve karakterize edilen taze bakla
biyosensoriiniin, icecek Orneklerindeki kafeinin tayini ic¢in kullanilabilirligini tespit

etmek amaciyla, kola, siyah cay, graniil kahve ve Tiirk kahvesi icecek ornekleri
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kullanilarak, standart ekleme metoduyla, optimum kosullarda 6l¢timler gergeklestirildi.
Lineer kafein standardi araliginda dogru 6l¢iim yapilabilmesi i¢in, igecek orneklerinin

on denemeler ile uygun seyreltme oranlar1 belirlendikten sonra dlgtimler gerceklestirildi.

Kolada kafein tayini

Ticari olarak satilan koladaki (Coca cola) kafeinin tayini ile ilgili olarak elde

edilen verilerin grafigi ve kafein standardi grafigi Sekil 4.16.’da verilmistir.
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Sekil 4.16. Taze bakla biyosensorii ile koladaki kafein analizi

@ Kafein standart grafigi ™  Kola standart grafigi

Graniil kahvede kafein tayini

Ticari olarak satilan graniil kahvedeki (nescafe classic) kafeinin tayini ile ilgili

verilerin grafigi ve Kafein standard1 grafigi Sekil 4.17.”de verilmistir.
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Sekil 4.17. Taze bakla biyosensorii ile graniil kahvedeki kafein analizi
# Kafein standart grafigi B Graniil kahve standart grafigi
Siyah cayda kafein tayini

Ticari olarak satilan siyah caydaki (Caykur turist ¢ay1) kafeinin tayini ile ilgili

verilerin grafigi ve kafein standardi grafigi Sekil 4.18.”de verilmistir.
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Sekil 4.18. Taze bakla biyosensorii ile siyah ¢aydaki kafein analizi

# Kafein standart grafigi B Siyah cay standart grafigi
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Tiirk kahvesinde kafein tayini

Ticari olarak satilan Tiirk kahvesindeki kafeinin tayini ile ilgili verilerin grafigi

ve kafein standardi grafigi Sekil 4.19.’da verilmistir.
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Sekil 4.19. Taze bakla biyosensorii ile Tiirk kahvesindeki kafein analizi

@ Kafein standart grafigi B Tiirk kahvesi standart grafigi

Ornekler seyreltme yapilmadan kullanildiklarinda oldukca yiiksek biyosensdr
cevaplarina neden olmaktadir. Bu nedenle her bir ornek, gesitli denemeler sonucu
bulunan belirli oranlarda seyreltilerek kullanildi Seyreltilmis drneklerle, standart ekleme
yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafikleri kafein kalibrasyon grafigi ile uyumludur.
Bu durum, taze bakla biyosensoriiniin incelenen igecek orneklerinde kafein tayini igin

kullanilabilirligini gosterdi.

Ayrica biyosensoriin optimum calisma kosullarinda icecek orneklerine ilave
edilen ve analiz sonucunda standart grafikler yardimiyla hesaplanan kafein standardi
miktarlari, belli bir konsantrasyonda 4 kez tekrarlanan analizlerin sonucu ve geri

doniisiim oranlar1 Tablo 4.2.”de verildi.
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Tablo 4.2. Taze bakla biyosensorii ile ¢esitli 6rneklerde kafein tayini

ORNEK | EKLENEN MIiKTAR | BULUNAN MIiKTAR | GERI KAZANIM
(mM) (mM) (%0)
Kola
2.57 2.86+0.35 111.28
Siyah cay
2.57 2.84+0.14 110.51
Graniil
kahve 2.57 2.59+0.31 100.78
Tiirk
kahvesi 2.57 2.78+0.04 108.17

Tablo 4.2°den goriildiigi gibi taze bakla biyosensorii ile standart ekleme
metoduyla elde edilen sonuclarin iyi oldugu soOylenebilir. Bu durum, taze bakla
biyosensoriiniin belirtilen icecek orneklerinde mevcut olan kafeini dogrulukla analiz

edebilecegini gdstermistir.
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5. TARTISMA

Kafein, 60’dan fazla bitki tiirlinlin meyvesinde, tohumlarinda ya da
yapraklarinda bulunan, uyarici etkiye sahip dogal bir alkaloiddir. Ozellikle insan saglig
tizerindeki etkilerinden dolayr arastirmacilarin ilgisini her gecen giin daha fazla

cekmekte ve kafein {izerine sayisiz ¢alisma yapilmaktadir (Hansen, S.A. vd., 2000).

Kafein, merkezi sinir, kardiyovaskiiler, gastrointestinal, solunum ve renal
sistemler gibi farkli viicut sistemleri lizerinde ¢esitli fizyolojik etkilere sahiptir. Merkezi
Sinir sisteminin gliglii bir uyaricisidir ve kalp kaslarini uyarir. Bu alkaloidin yiiksek
miktarlari, mide — bagirsak yolunda tahrise neden olur. Kafeinin daha yiiksek dozlari,
mide bulantisi, anksiyete ve gerginlige neden olabilir. Viicuttaki kalsiyum atilimini
hizlandirdigindan osteoporoz riskini artirabilir. Bunlar ve benzeri olumsuz etkilerinden
dolay1 iceceklerdeki kafein miktarinin tayini olduk¢a onemlidir (Juliano ve Griffiths,

2004, Lane vd., 2002).

Biyolojik, farmasotik ve bitkisel materyallerdeki kafein miktarlart UV
spektrofotometrik, tiirev spektrofotometrik, HPLC, kapiler elektroforez gibi tekniklerle
tayin edilmistir. Spektrofotometre hizli ve basit bir metoddur. Ancak, spektrum
girisimleri nedeniyle geleneksel UV absorbsiyon Ol¢iimiiyle kahve cekirdegindeki
kafeini direkt olarak tayin etmek miimkiin degildir. Tiirev spektrofotometre goreceli
olarak kolaydir, ancak kafeinin kii¢ciik konsantrasyonlari icin giivenilir bir 6l¢iim
metodu degildir. HPLC metodlar1, pahali ekipmanlar ve laboratuvar uygulamalar: i¢in
uzman personele ihtiya¢ duyar. FTIR gibi diger metodlar ise pahali kimyasallar
gerektirmez ama bdyle cihazlar ¢ok pahali oldugu icin en iyi laboratuarlarda bile

mevcut degildir (Akyilmaz ve Tiiremis, 2010).

Bu nedenle son yillarda bu tiir bilesiklerin analizi icin, pratik ve cabuk sonug
veren biyosensdrik metodlarm onemi artmistir. Ozellikle ticari saf enzimlerle
olusturulan biyosensorlerin yerine, analiz edilecek bilesik i¢in uygun olan enzimi i¢eren
bitkisel dokunun kullanilmasi ile hazirlanan doku biyosensorleri, materyal bollugu ve

ekonomik bakimdan avantajlar saglamaktadir.
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Bu yiiksek lisans tezinde, kafeini substrat olarak kullanan, kafein oksidaz
enzimini bulundurmasi muhtemel, taze bakla, taze fasulye, cay yapragi ve kahve
cekirdegi dokular1 kafein oksidaz aktivitesi bakimindan incelendi. Denemeler
sonucunda, kafein tayinine yonelik gerekli enzimi iceren en uygun dokunun taze bakla
olduguna karar verildi. Taze bakla dokusu cams1 karbon elektrot ylizeyine immobilize
edilerek, hazirlanan biyosensoriin standart olarak kullanilan kafeine karst verdigi
cevaplar incelendi. Ayrica, hazirlanan taze bakla dokusu biyosensoriiniin
optimizasyonu, karakterizasyonu, substrat spesifitesi, farkli kimyasal maddelerden
etkilenme derecesi ve g¢esitli igcecek Orneklerindeki kafeini tayin amaciyla

kullanilabilirligi arastirildi.

Biyoaktif tabaka bilesenlerinin optimizasyonu calismasinda; biyosensori
hazirlamada kullanilan taze bakla dokusu ve jelatin miktar1 ile c¢apraz baglayici
glutaraldehitin yiizdesi optimize edildi. Taze bakla biyosensorii i¢in optimum doku
miktar1 20.59 mg/cm? optimum jelatin miktar1 2.37 mg/cm? ve optimum glutaraldehit

orani % 1 olarak bulundu.

Bu sonuglar; ayni Biyokimya anabilim dalinda yapilmis olan, yine taze bakla
dokusunun biyoaktif tabaka bileseni olarak kullanildigi, fenolik bilesiklerin tayini igin
gelistirilmis amperometrik esasli bir biyosensoriin, biyoaktif tabaka bilesenlerinin
optimizasyon sonuglart ile karsilastirildiginda uyumlu goriindii. Bu ¢alismada optimum
doku miktar1 10.6 mg/cm?, optimum jelatin miktar 0.98 mg/cm?, optimum glutaraldehit
orant % 1.25 olarak bulunmustur. Tez calismasinda buldugumuz optimum doku
miktarinin nispeten yiiksek olusu, canli bitki dokusunda bulunan enzim cinsinin ve
aktivitesinin farkliligina, jelatin miktarmin fazla olmasi ise jelatin miktarinin doku

miktarma bagh olarak artisina baglanabilir. (Ozcan, 2010).

Biyosensoriin c¢alisma kosullarinin optimizasyonu calismasinda; en iyi
biyosensor cevabi reaksiyon ortamindaki tampon ¢ozeltinin pH’1 6.5 ve konsantrasyonu
100 mM oldugunda alindi. Sicaklik optimizasyonu denemelerinde, taze bakla
biyosensorii i¢in optimum sicaklik degerinin 37.5°C oldugu goriildi. Bu sicaklik
fizyolojik sicaklik degeri oldugu i¢in ulasilmasi kolay, ekstra enerji gerektirmeyen bir

degerdir. 45°C’den itibaren ise biyoaktif tabakada deformasyon gozlendi.
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Klebsiella ve Rhodococcus cinslerine ait suslart igeren bir karigik kiiltiir
ortamindan, kafein oksidaz enziminin saflagtirllmasi ve kismi karakterizasyonu

caligmasinda, enzim aktivitesine ait optimum pH 7.8, optimum sicaklik 30°C

bulunmustur (Madyastha K.M. vd., 1999).

Gol suyundan izole edilmis Alcaligenes tiiriinden elde edilen kafein oksidaz
enziminin saflagtirma ve karakterizasyon calismalarinda, enzimin maksimum aktivite
gosterdigi optimum pH 7.5, optimum sicaklik 35 °C olarak bulunmustur (Mohapatra
vd., 2006).

Saf kafein oksidaz enzimine ait optimum pH degeri ile biyosensérdeki dokunun
immobilize enzimine ait optimum pH degeri karsilastirildiginda, enzimin doku ile
birlikte immobilize edilmesinin diisik pH’da daha aktif olmasini sagladigi
anlagilmaktadir. Benzer sekilde sicaklik degerleri arasindaki fark g6z oniine alindiginda,
optimum sicaklik degerinin immobilizasyon isleminin etkisiyle ytlikseldigi gortilmistiir.
Dolayisiyla bu sonuglar, saf enzime ait optimum degerlerin, immobilizasyon islemleri

ile degisebilecegi diistiniildiigiinde son derece normaldir.

Biyosensoriin karakterizasyon calismalarinda; ilk olarak kafeinin tayin
araliginin belirlenmesine ¢alisildi. Biyoaktif tabaka bilesenlerinin optimum degerlerine
uygun olarak hazirlanan taze bakla biyosensorii ile optimum ¢alisma kosullarinda
yapilan denemeler sonucunda kafein ig¢in lineer Ol¢iim aralign 1.5-4.0 mM

(0.3-0.8 mg/mL) olarak belirlendi.

Cozeltilerdeki kafeinin tayini i¢in, kafeini yikabilen bir mikroorganizmadan
(Pseudomonas alcaligenes) yararlanilarak hazirlanan amperometrik biyosensorde
kafein tayin aralig1 0.1-1 mg/mL olarak bulunmustur (Sarath Babu vd., 2006). Kafein
tayini i¢in, alkalen fosfataz (ALP) enziminin inhibisyonuna dayali bir biyosensdriin
gelistirildigi diger bir calismada, kafein tayin aralifi 0.1-10 pM olarak kaydedilmistir
(Akyilmaz ve Tiremis, 2010).

Buldugumuz lineer 6l¢iim araliginin, literatiirdeki diger kafein biyosensorlerinin
lineer Olglim araligr ile karsilastirlldiginda, yiiksek oldugu soylenebilir. Ancak
gelistirilen biyosensorlerin, ya saf enzim ya da mikroorganizma kullanilarak

hazirlandigr g6z Oniine alinirsa, gelistirdigimiz biyosensoriin bitkisel doku temelli
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olmasi nedeniyle hazirlama kolayligi, 6n islem gerektirmemesi, maliyetinin son derece
disiik olmast ve biyobilesen materyalinin kolay bulunabilirligi  onemli

avantajlarindandir.

Karakterizasyon calismasmin  ikinci  boliimiinde, analiz  sonuglarinin
tekrarlanabilirligi arastirildi. Bu amagla taze bakla biyosensoriiniin kafeinin sabit
konsantrasyonuna kars1 ardarda, aktivite kaybi olmadan ka¢ kez dogru o6l¢iim
alabilecegi incelendi. Denemeler sonucunda sensor ile ayni konsantrasyonda 5 6l¢iim
alinabilecegi saptandi. Elde edilen verilerden standart sapma ve varyasyon katsayilar
sirastyla  +0.040866 ve % 1.36 olarak bulundu. Hesaplama sonuglarina bakildiginda,
diisiik bir standart sapma degerinin elde edildigi ve varyasyon katsayisinin
biyosensorler i¢in kabul edilebilir siir olan % 5’in altinda oldugu gériilmektedir. Bu
durum taze bakla biyosensoriiniin iceceklerdeki kafeini tayin etmek icin yiliksek

dogrulukla kullanilabilecegini gostermektedir.

Biyosensoriin iglem kararliligini belirlemek amaciyla yapilan denemelerde, taze
bakla biyosensoriiniin 5 6l¢iim boyunca aktivitesinin tamamini, 6 Sl¢lim sonunda ise
% 73.1’ini korudugu gozlendi. 8 6l¢lim sonunda aktivite % 66.7’ye diistii. Bu verilere
gore biyosensdr 8 Olglim sonunda aktivitesinin sadece % 33.3’{inli kaybetmistir.
Sonuglar goz oniine alindiginda, biyosensdriin islem kararliligi bakimindan iyi derecede

oldugu sdylenebilir.

Depo kararlilig1 calismasinda; taze bakla biyosensoriiniin kullanilmadan, ideal
kosullarda saklandigi durumdaki omrii tespit edilmeye calisildi. Bu amacgla 23 giin
boyunca farkli zaman araliklarinda olgiimler alindi ve biyosensoriin 6 giin boyunca
yaklasik % 90 oraninda giivenilirlikle kullanilabilecegi anlasildi. 16 giin sonunda
biyosensorle yaklasik % 35 dogrulukla 6l¢iim yapilabildigi goriildii. 23. giin yapilan
Ol¢iimde, biyoaktif tabakanin tamamen kurumasi nedeniyle O6l¢iim alinamadi. Genel
olarak immobilizasyon materyali olarak jelatinin kullanildig1 biyosensoérlerde, uygun
kosullarda korunma saglansa bile tabakanin kismen kurumasi nedeniyle depo

kararliliklar1 10-30 giin arasinda bulunmustur (Topcu vd., 2004).

Biyosensoriin ~ substrat spesifitesini tayin etmek amaciyla, taze bakla

biyosensoriiniin kafeinin yan1 sira purin halkasi iceren kafeine benzer 6 farkli bilesige,
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optimum kosullarda verdigi cevaplar incelendi. Biyosensoriin kafeine verdigi cevap
% 100 kabul edilerek diger substratlara verdigi cevaplar gozlendi. Hipoksantin,
teobromin ve teofilin substratlarina % 56-72 araliginda degisen nispeten daha diisiik
cevaplar verdigi gorildii. Ksantin, tirik asit ve kafeik asit substratlarna ise diger
substratlara oranla % 107-227 araliginda degisen daha yiiksek cevaplar verdi. Buradan
biyosensoriin en az % 56 oraninda olmak iizere biitiin substratlara kars: ilgili oldugu

anlasilmistir. Asidik substratlara ilgisinin daha yiiksek oldugu da goriildii.

Kullanilan sistemin bitkisel doku temelli olmasi ve dokularin farkli enzim ve
enzim sistemleri igermesi, saf enzim biyosensorlerine oranla daha fazla sayida substrata
duyarl1 olmasina neden olmaktadir. Bu durum g6z Oniine alindiginda taze bakla
biyosensoriiniin  kullanilan substratlara verdigi cevaplar bir dezavantaj olarak

degerlendirilmemelidir.

Karakterizasyon caligmasinin son asamasinda, taze bakla biyosensoriiniin
kafeine kars1 verecegi cevabi etkileyebilecek, dogal icecek orneklerinde ¢ogunlukla
bulunan bazi sekerler ve kullanilan suda bulunabilecek bazi tuzlar ile calisildi.
Denemeler sonucu elde edilen verilerden de anlasilacagi iizere, seker ve tuzlarin etkisi
genel olarak diisilk bulundugu i¢in ihmal edilebilir diizeydedir. Bu sonug, igeceklerde
bulunan kafein tayin edilirken, ¢alisilan seker ve tuzlarin 6l¢iimiin dogrulugunu biiyiik
Ol¢iide etkilemeyecegi anlamina gelir. Bir biyosensor hazirlanirken bitkisel dokunun
kullanilmasiyla, enzim dogal mikro gevresi ile birlikte elektroda immobilize edilir.
Boylece enzimin dogal korunakliliginin yani sira immobilizasyon yoluyla da kimyasal
maddelerden etkilenme orani diiser. Bu durum, ¢alismamizda da goriildiigii gibi doku

biyosensorlerinin bir avantajidir.

Bu ¢aligmada, sodyum kloriir, magnezyum kloriir ve kalsiyum kloriir tuzlari
kullanilarak Na*, Mg+2, Ca*? iyonlarmin biyosensor cevabi tizerindeki etkisi incelendi
ve sonug olarak {i¢ iyonun da biyosensdr cevabini ihmal edilebilecek kadar az etkiledigi
goriildii. Bu sonug, Alcaligenes tiiriinden saflastirilan kafein oksidaz enzimi tizerinde,
farkli metal iyonlarmin etkisi lizerine yapilan ¢alismanin sonuglart ile uyumludur

(Mohapatra vd., 2006).
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Omek analizi ¢alismalarinda, kafein iceren kola, graniil kahve, siyah cay ve
Tiirk kahvesi icecekleri, taze bakla biyosensoriiniin kafein tayini i¢in kullanilabilirligini
test etmek amaciyla kullamldi. Igecek Ornekleri seyreltmeler yapilarak ve standart

ekleme metodu kullanilarak analiz edildi.
Tez calismasi kapsaminda;

- Taze bakla sebzesinde kafein oksidaz enzimi varligi ve oldukga aktif oldugu
tespit edildi.

- Bakla dokusunun biyoaktif tabaka bileseni olarak kullanildig1 bir biyosensor,
kafein tayininde kullanilmak tizere hazirlandi.

- Hazirlanan taze bakla biyosensdriiniin hazirlama kosullari, ¢alisma kosullar
kafein tayini i¢in optimize ve karakterize edildi.

- Optimize kosullarda ayni biyosensor ile bazi kafeinli igeceklerde kafein
tayininin, yeterli islem ve depo kararliliginda yapilabilecegi gosterildi.

- Gelistirilen biyosensorde biyoaktif tabaka bileseni olarak saf enzim ya da
gerekli enzimi iceren bir mikroorganizmanin yerine, biinyesinde kafein
oksidaz enzimini bulunduran bakla dokusunun kullanilmasi, biyosensore,
materyalin kolay bulunabilirligi, hazirlama kolayligi, 6n isleme ihtiyac

duyulmamasi ve diisiik maliyet gibi 6nemli avantajlar saglar.



77

KAYNAKLAR

Aizawa, M., Khan, G.F., Kobatake, E., Haruyoma, T., lkariyama, Y., 1994, In
Interfacial Design and Chemical Sensing, 305-313

Akyilmaz, E., Turemis, M., 2010, “An inhibition type alkaline phosphatase biosensor
for amperometric determination of caffeine”, Electrochemica Acta 55, 5195-5199

Alpdogan G., Karabina K., Sungur S., 2002, “Derivative Spectrophotometric
Determination of Caffeine in Some Beverages”, Turk J Chem 26, 295-302

Basaran A., Saribay G.F., Akin S., Korkusuz F., 2005, “Relation Between Caffeine
Consumption and Bone Mineral Density”, Turkish Journal of Geriatrics, 8 (2: 61-68)

Brett, A.M., Oliveira, Macedo, T.R.A., Raimundo, D., Marquez, M.H., Serrano, S.H.P.,
1998, Voltammetric Behaviour of Mitoxantrone at a DNA-Biosensor, Biosensors and
Bioelectrnics, 13: 861-867

Clark, L. C., Lyons, C., 1962, Electrode system for continuous monitoring in

cardiovascular surgery, Ann. NY Acad.Sci.102:29-45.

Coulet, P.R., “What is a Biosensor?” Chapter 1 “Biosensor principles and
applications”, Ed: Blum, L. J., Coulet, P. R., (1991), Marcel Dekker Inc.,New York,
sayfal-6.

Deng, 1., Enke, C., 1980, “Adenosine-selective electrode”, Anal. Chem., 52, 1937-1940

Dinckaya E., 1999, Enzim sensorleri, Biyosensorler (Ed. Azmi Telefoncu), Ege
Universitesi Fen Fakiiltesi Bask1 Atélyesi, Izmir, 81-142

Eggins, B.R., 1996, Biosensors: An introduction, John Wiley and Sons Ltd. and B.G.

Teubner, West Sussex

Esposito E., Cortesi R., Nastrazzi C., 1995, Gelatin Microspheres: Influence of
Preparation Parameters and Thermal Treatment on Chemico-Physical and

Biopharmaceutical Properties, Biomaterials, (20), 2009-2020.



78

Guilbault G. G., Kauffmann J. M., 1987, Enzyme-based Electrodes as Analytical
Tools, Biotechnology and Applied Biochemistry, (9), 95-113.

Hansen, S.A., Folsom, A.R., Kushi, L.H., Sellers, T.A., 2000, “Association of fractures
with caffeine and alcohol in postmenopausal women: the lowa Women's Health Study”,
Pub. Health Nutr. 3, 253

Hurst W.J., Martin R.A., 1993, “The Quantitative — Determination of Caffeine in
Beverages Using Capillary Electrophoresis”, Analusis (Imprimé) Y. 1993, vol. 21, No.
9, pages 389-391

Juliano, L.M., Griffiths, R.R., 2004, “ A critical review of caffeine withdrawal:
empirical validation of symptoms and signs, incidence, severity, and associated

features”, Psychopharmacology, 176(1):1-29

Kaufmann, J.M., Guilbault, G.G., 1992, “Enzymes electrode biosensors: Theory and
applications”, Bioanal. Appl. Enzymes, Vol 36, pp 63-113

Kaywr, H., Uzbay,T., 2004, Santral adenozinerjik sistem klinik 6nemi, Klinik
Psikofarmakoloji Biilteni 14: 159-167

Klinger, M., Freissmuth, M., Nanoff, C., Adenosine receptors: G protein- mediated

signalling and the role of accesory proteins. Cellular Signalling 14: 99-108 (2000)

Killard, A.J., Smith, M.R., 2000, “Creatin Biosensors: Principles and Desings,
Reviews, TIBTECH, 18, 433-437

Lane, J.D., Pieper, C.F., Phillips-Bute, B.G., Bryant, J.E., Kuhn, J.M., 2002, “Caffeine
affects cardiovascular and neuroendocrine activation at work and at home”,
Psychosomatic Medicine Jul-Aug; 64 (4): 595-603

Macholan L., 1987, Recent Progress in Developing Enzyme and Tissue-based
Membrane Electrodes, Acta-Biotechnol, 7(69), 547-553.



79

Madyastha, K.M., Sridhar, G.R., Vadiraja, B.B., Madhavi, Y.S., 1999, “Purification
and partial characterization of caffeine oxidase--A novel enzyme from a mixed culture

consortium”, Biochem Biophys Res Commun, 263(2): 460-4

Mazzafera, P., “Catabolism of Caffeine in Plants and Microorganisms”, Frontiers in
Bioscience 9, 1348-1359, May 1, 2004

McGown, L.B., Joseph, M.J., Pitner, J.B., Vonk, G.P., Linn, C.P., 1995, “The Nucleic
Acid Ligand: A new tool for molecular recognition”, Anal. Chem., 67: 663 A-668A

Meric, B., Kerman, K., Ozkan, D., Kara, P., Ozsoz, M., 2002, Indicator — Free DNA
Biosensor Based on Adenine and Guanine Signals, Electroanalysis, 14 (18): 1245-1250

Mohapatra, B.R., Harris, N., Nordin, R., Mazumder, A., 2006, “ Purification and
characterization of a novel caffeine oxidase from Alcaligenes species”, Journal of
Biotechnology, 125, 319-327

Mumin A., Akhter K.F., Abedin Z., Hossain Z., 2006, “Determination and
Characterization of Caffeine in Tea, Coffee and Soft Drinks by Solid Phase Extraction
and High Performance Liquid Chromatography (SPE-HPLC), Malaysian Journal of
Chemistry, Vol. 8, No.1, 045-051

Nishitani, E. and Sagesaka, Y.M., 2004, “Simultaneous determination of catechins,
caffeine and other phenolic compounds in tea using new HPLC method”, J. Food
Compos. Anal. Vol.17, no 5, pp. 675-685

Ofluoglu F.E., “ Ratlarda Beyin L-Arginin Metabolizmas1 Uzerine Kafeinin Etkileri”
Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyokimya ABD,Doktora Tezi, 2007

Ohnsmann, J., Quintas, G., Garrigues, S., Guardia, M., 2002, “Determination of
caffeine in tea samples by Fourier transform infrared spectrometry” , Anal Bioanal
Chem, 374: 561-565

Pizzariello, A., Svorc, J., Stred’ansky, M., Miertus, S., “A biosensing method for
detection of caffeine in coffee”, J Sci Food Agric 79: 1136-1140 (1999)



80

Polat, K., 2005, “Soxhlet Yontemi Ile Caydan Kafein Eldesi”, Ankara Universitesi,
Ankara, ileri Organik Kimya Laboratuvar Ogrenci Féyii

Rose P. J., Mark H. F., Bikales N. M., Overberg C. G., Menges G., Kroschwitz J. I.,
1987, Encyclopedia of Polymer Science and Engineering, 2nd. Ed., Wiley Interscience,
New York, (7), 89.

Sagiroglu A., 2003, Bitkisel Dogal Bilesikler Kimyasi, Trakya Universitesi, Edirne,
157-160

Ozcan, H.M., “Fenolik Bilesiklerin Tayinine Yénelik Amperometrik Esasli Biyosensor
Gelistirilmesi” Trakya Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya ABD, Doktora
Tezi, 2008

Sarath Babu V.R., Patra S., Karanth N.G., Kumar M.A., Thakur M.S., 2007,
“Development of a Biosensor for Caffeine”, Analytica Chimica Acta, 582, 329-334

Scardi V., 1987, Immobilization of Enzymes and Microbial Cells in Gelatin, Methods
in Enzymology, (135), 293-294.

Scouten H. W, Luong J. H. T., Brown R. S., 1995, Enzyme or Protein Immobilization
Techniques for Application in Biosensor Design, Trends in Biotechnology, (13), 178-
185.

Sharma S. K., Sehgal N., Kumar A., 2003, Biomolecules for Development of
Biosensor and their Applications, Current Applied Physics, (3), 307-316.

Sidwell, J.S., Rechnitz, G.A., 1986, Progress and Challenges for Biosensors Using
Plant Tisue Materials, Biosensors, 221-233

Telefoncu, A., 1999, Mikrobiyal Biyosensorler, Biyosensorler (Ed. Azmi Telefoncu)
178-185, Ege Universitesi Yayinlari.

Telefoncu A., 1999a, Biyosensorlere Genel Bakis, Biyosensorler (Ed. Azmi Telefoncu),

Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Bask1 Atdlyesi, Izmir, 1-9.

Timur, S., Pazarlioglu, N., Pilloton, R., Telefoncu, A., 2003, “Detection of Phenolic

Compounds by Thick Film Sensors Based on Pseudomonas Putida”, Talanta, 61, 87-93



81

Topcu, S., Sezgintiirk, M.K., Dingkaya, E., 2004, Evaluation of a new biosensor- based
mushrom (Agaricus bisporus) tissue homogenate: Investigation of certain phenolic

compounds and some inhibitor effects, Biosensors and Bioelectronics 20, 592-597

Turner, A.P.F., “Biosensors: Fundamentals and Applications” Ed: Turner A.P.F.,
Karube, I. And Wilson, G.S., Oxford University Press (1987) , Oxford, Sayfa 5-7

TUBITAK Bilim ve Teknik Dergisi, ABD Kalp Dernegi Basin Biilteni, Kasim 2005
TS 5389, Kafein Miktar Tayini

Updike, S.J., Hicks, G.P., 1967, “The Enzyme Electrode”, Nature, 214, 986-988
Uslan, A.H., 1999, immunosensorler, Biyosensorler (Ed. Azmi Telefoncu), 194-205

Wang, J., Rivas, G., Cai, X., Shirashi, H., Dontha, N., Luo, D., Valera, F.S., 19973,
Sequence — Spesific Electrochemical Biosensing of M. Tuberculosis DNA, Anal.
Chem. Acta., 337: 41-48

Wang, J., Rivas, G., Cai, X., Palecek, E., Nielsen, P., Shirashi, H., Dontha, N., Luo, D.,
Parrado, C., Chicharro, M., farias, P.A.M., Valera, F.S., Grant, D.H., Ozsoz, M., Flair,
M.N., 1997b, DNA Electrochemical Biosensors Environmental Monitoring, A review,
Anal. Chem. Acta., 347: 1-8

Wang, J., Nielsen, P., Jiang, M., Cai, X., Fernandes, J.R., Grant, D.H., Ozsoz, M.,
Beglieter, A., Mowat, M., 1997c, Mismatch Sensitive Hybridization Detection by

Peptide Nucleic Acids Immobilized on a Quartz Crystal Microbalance, Anal. Chem.
Acta., 69: 5200-5202

Wang, J., Rivas, G., Nielsen, T.W., Fernandes, J.R., Jiang, M., Paz, J.L.L., Waymire,
R., Getts, R.C., 1998, Adsorption and Detection of DNA Dendrimers at Carbon
Electrodes, Electroanalysis, 10 (8): 553-556

Yildiz, A., 1999, Elektrokimyasal Biyosensorler, Biyosensorler ( Ed. Azmi Telefoncu )
66-80, Ege Universitesi Yayinlar



82

http://www.cellscience.com

http://www.mumcu.com

http://www.turkiyedoktorlari.com

http://www.nedir.cc/bitkiler/bakla

http://www.sagliksayfam.com/besinler-ve-ozellikleri/bakla

sci.ege.edu.tr/~eubio/yaz okulu/biyosensor.htm

http://www.Kiriktabak.com



http://www.mumcu.com/
http://www.turkiyedoktorlari.com/
http://www.nedir.cc/bitkiler/bakla
http://www.sagliksayfam.com/besinler-ve-ozellikleri/bakla
http://www.kiriktabak.com/

83

OZGECMIS

29 Mart 1978 tarihinde Istanbul’da dogdum. 1988 yilinda Kilicarslan
[lkokulu’ndan, 1991 yilinda Liileburgaz Ortaokulu’ndan mezun oldum. Liileburgaz
Lisesi’ni bitirdigim 1994 yilinda Trakya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Boliimii'ne girmeye hak kazandim. 1998 yilinda mezun olduktan sonra Mebal Tekstil
Fabrikasi’nda Proses Kontrol Sorumlusu olarak bir yi1l gérev aldim. 2000-2001 yillar1
arasinda Zorlu-Korteks Tekstil Fabrikasi’nda Isletme Miihendisi olarak ¢alistim.
Ardindan 4 yil boyunca Ozel Egitim Kurumlari’'nda Kimya Ogretmeni olarak gorev
aldim. 2007-2009 yillarinda Kirklareli Universitesi Liileburgaz Meslek Yiiksekokulu

Kimya Programi’nda Serbest Ogretim Gorevlisi olarak gorev aldim.

2008 yili Subat ayinda Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
Biyokimya Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans yapmaya hak kazandim.



