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Ozet

Bu projenin amaci plazma polimerizasyonu ile modifiye edilmis membranlara
lakkaz enziminin tutuklanmasi ile sarapta bulunan fenolik maddelerin tayinine
yonelik bir biyosensor gelistirmektir. Gelistirilen bu biyosensor ile daha hizli ve
ekonomik bir fenolik madde tayini yapilmasi amaglanmaktadir. Bu proje
kapsaminda saraptaki fenolik bilesikler iizerinde calisilirken; fenolik madde igeren
meyve suyu, zeytinyagi gibi diger gida iiriinlerinde de ayni1 yontemle daha hizli ve
ekonomik olarak fenolik madde tayinine zemin hazirlanmasi planlanmaktadir. Bu
proje Hacettepe Universitesi, Gida Miihendisligi Boliimii, Plazma Destekli
Biyomiihendislik ve Teknoloji Arastirma Labaraturari ‘nda gerceklestirilecektir.
Bu proje, 2209 Tiibitak Universite Ogrencileri Yurt ici / Yurt dist Arastirma
Projeleri Destekleme Programi (2007) kapsaminda yiiriitiilmektedir.
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Giris

Uziim salkiminda, ¢ekirdeklerinde polifenol bulunur. Polifenollerin cok giiclii bir
antioksidan etkisi var. Antioksidanlar diisitk yogunluklu lipoproteinlerin (LDL;
kotii kolesterol) oksidasyonunu onler ve kalp damar sorunlarinin temelindeki
lezyonlarin olusumunu azaltirlar. Polifenoller lipidlerin oksidasyonunu yasaklayip
kan plakalarinin faaliyetini azaltarak serbest radikalleri tuzaga diisiiriir. Bu
plakalarin kan pihtilasmasinda 6nemli bir rolii vardir. Bir araya toplanan bu
plakalar, damarlar1 tikayabilecek pihtinin olusumuna neden olur. Polifenollerin
antioksidan etkileri sarabin uzun Omiirlii olmasi, ayni zamanda rengi ve tadi
acisindan Onemli bir rol oynar. Zamana dayanabilen kiymetli saraplar genelde
yiiksek oranda polifenol konsantrasyonu igerir. Ancak yine de polifenoller zamanla
polimerize olduklari i¢in antioksidan etkilerini yitirebiliyorlar. Proses sonrasinda
yillandirma basamaginda seviyenin devamli kontroliiniin gerektigi durumlarda
fenolik madde varligt Onem arz etmektedir. Fenolik bilesikler: Epikatesin,
epikatesingallat, epigallokatesin, epigallokatesingallat, katesin, gallokatesindir.
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Lakkaz enzimi gida endiistrisinde ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir. Atik sularin
fenolik madde iceriginin diisiiriilmesinde, sarap iiretiminde fenolik madde
miktarinin diizenlenmesinde, biosensorlerde tanimlayici ajan olarak fenolik madde
miktar1 tayininde kullanimi 6rnek olarak verilebilir (1). Lakkaz (benzediol: oksijen
rediiktaz, E.C:1.10.3.2), yiiksek bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
bakar igerikli oksiderediiktazlardir.

Icecek endiistrisinde fenolik bilesik icerigi hem iiriiniin tat-koku acilik gibi
organoleptik 6zellikleri hem de raf Omriiniin belirlenmesi agisindan 6nem
tasimaktadir (2). Ayrica saraplarda bulunan quercetin ve rutinin anti-kanserojen
ozelligi bulunmaktadir. Zamana dayanabilen kiymetli saraplar genelde yiiksek
oranda polifenol konsantrasyonu icermektedir. Ancak yine de polifenoller zamanla
polimerize olduklar1 i¢in antioksidan etkilerini kaybetmektedir.

Biyosensor biyolojik  oOrneklerdeki kimyasal maddelerin aktivite yada
konsantrasyonuna secici ve tersinir olarak cevap veren bir analitik cihaz olarak
tanimlanmaktadir. Bu tanim cihazin biinyesinde biyolojik bir taniyici ajanin
gerekliligini vurgulamakta bdylece fiziksel ya da kimyasal olarak biyolojik
ornekler iizerinde calisabilen tiim cihazlar, biyosensor tanimina alinmaktadir. Cok
genis kullanim alani kapsayan bu tanim ile 6rnegin beyin gibi hayvan dokularina
yerlestirilmis mikro elektrotlar da bu grubun icine dahil olmaktadirlar.

Biyolojik taniyici ajan binlercesi arasindan kendi spesifik oldugu ajami tanir,
onunla etkilesime girer ve ¢evirici sistemin algilayabilecegi sinyali tiretir. Enzimler
bu amagla kullanilan ilk afinite reseptorlerdir. Biyolojik tanimayi gerceklestiren
biyomolekiil, tamamen taniyici ajana dzgiidiir. Ornegin, substrat igin enzim, antijen
icin antikor gibi.

Eger tanmiyici tabakadaki biyoaktif molekiil bir enzim ise, enzim+substrat tepkimesi
sonucu, ortamda hem yan tepkenlerde azalma goriiliir hem de cesitli iiriinler agiga
cikar. Bu olay, kisa bir siirede doniisiime bagli olarak gerceklesir. Bu projede
kullanilacak yoOntemin esasi enzim-+substrat tepkimesi sonucu ortamda goriilen
tepkenlerdeki azalmanin amperometrik olarak 6l¢iimiine dayanmaktadir.

Materyal ve Yontem

Calisma kapsaminda oOncelikle plazma polimerizasyonunda kullanilacak olan
seliiloz asetat membranlar ¢oziicii dokiim yontemi ile hazirlanacaktir. Hazirlanan
membranlar plazma polimerizasyonu yontemi ile farkli giic, basin¢ ve siirede
kaplanacaktir.
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Plazma polimerizasyonu sonucu yiizeyde olusan amin gruplarn gluteraldehit ile
aktive edilerek enzim tutuklanmas: i¢in uygun yiizeyler hazirlanacaktir. Enzim
immobilizasyonun, membranlarin enzim ¢ozeltisi icinde bekletilmesi suretiyle
gerceklestirilecektir (3-6).

Saraba ait fenolik bilesik iceriginin modeli icin katesin, kafeik asit, gallik asit ve
rutin kullanilacaktir. Bu bilesiklerden hazirlanan standartlar ayr1 ayr1 enzim elektrot
ile olgiilerek her bir bilesik igin biyosensoriin performans: belirlenecektir.
Biyosensor performansinin belirlenmesinde hassasiyet, cevap siiresi, ve dogrusallik
sinirt  belirlenecektir. Bu asamadan sonra farkli oranlarda birden fazla fenolik
bilesik iceren ¢o6zelti hazirlanarak, biyosensoriin performansi sarap benzeri ortam
icin incelenecek ve elde edilen sonuglar enzim elektrodun hazirlanmasinda
kullanilan parametrelerin (enzim immobilizasyon siiresi, sicakligt gibi)
kullanilacaktir. Son asamada ise hazirlanan enzim elektrot, sarap 6rnegi icinde
denenecek ve hazirlanan biosensoriin raf émrii belirlenecektir.

Bulgular ve Tartisma

Su an deney ve go6zlem asamasinda olup, c¢alismalarimiz belirtilen metot
dogrultusunda devam etmektedir. Calisma kapsaminda plazma polimerizasyonunda
kullanilacak olan seliilloz asetat membranlar c¢oziicii dokiim yontemi ile
hazirlanmistir. Deney sartlarina ve c¢alisma kosullarina uygun nitelikte 6nceden
hazirlanmis olan prob tayin edilmistir. Membranlar plazma polimerizasyon islemine
tabi tutulduktan sonra ilgili ¢ozeltilerle yiizey aktiflestirilecek ve lakkaz enzimi
immobilizasyonu gergeklestirilecektir. Fenolik madde tayinine yonelik 6l¢iimlerin
yapilmasina gecilecek, ardindan bu O6lciim sonuglarinin, projenin amacina olan
uygunlugu degerlendirmeye alinacaktir.

Sonug

Saraplarda fenolik madde tayini azliginda antioksidan etkinin kaybolmasina ve
coklugunda ise kanserojen etkinin ortaya g¢ikmasina neden olan polifenollerin
miktarinin belirlenmesi ve belli bir limitte tutulmasi acisindan gerekmektedir. Bu
tayinin hizli bir yontemle yapilmasi ise endiistriyel olarak avantaj saglayacaktir.

Saraptaki fenolik bilesikler iizerinde ¢alisilirken; fenolik madde iceren meyve suyu,
zeytinyag gibi diger gida iirlinlerinde de ayni yontemle daha hizli ve ekonomik
olarak fenolik madde tayinine zemin hazirlamis olunacaktir.
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