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TESEKKUR

Yiiksek Lisans siirecimde, tez yazim agsamalarimda destegini esirgemeyen, bilgi,
birikim ve deneyimlerini paylagsmaktan asla ¢ekinmeyen, bana biiyiik anlayis, sabirla
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izledigim ve O6grencisi olup arastirma ekibinde yer aldigim i¢in gurur duydugum degerli
danismanim Prof. Dr. Mehmet Litfi YOLA’ ya yoluma 1sik tuttugu i¢in en igten
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Calismamda destegini ve deneyimlerini benden sakinmayan, fikir aligverisinde
bulundugum ,her sorumu yanitlayan, dnerilerini eksik etmeyen Uzm. Kim. Ilknur POLAT’a
, Lisans ve Yiiksek Lisans egitimimin sirasinda her tiirli destegini esirgemeyen degerli
hocam Ogr. Gér. Mehmet Uz ‘a ayrica tesekkiir ederim.

Hep farkli bir cocuktum, biiyiidiim farkli bir kadin oldum. Giiglii, kendinden emin,
ayaklar1 yere sapasaglam basan... Hayatta bana her zaman kendim olma firsati sunan,
kararlarimin, hayallerimin en biiylik destekg¢isi olan, beni hep bir golge gibi kollayan,
aramiza ylizlerce kilometre girse dahi daima yani basimda hissettiren, kalkismaya
yeltendigim tiim durumlarda bana inanan, her daim siginabilecegim en nadide liman olan
ailem sayesinde. Gordiigiim en Ozverili insan canim babam Burhanettin TURAN’a,
tanidigim en fedakar kadin canim annem Nazife TURAN’a, simdi yanimda olamayan ama
yanimda olmasimi en ¢ok istedigim kisi, her zaman en biiyiik destek¢im, canim ablam
Habibe Ikra Turan’a ve bana ydn gosteren yildizim ablam Muhterem Ravza KILIC’a
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yer kaosunda bana hep konfor alani saglayan, ‘‘mola’’ verdirten, zihnimi hafifleten kendimi
sanslt birt olarak hissettiren sevgili esim Av.Fehmi Koyuncu’ya hayatimda oldugu i¢in
tesekkiir ederim.

Tezimde en son yazmaya biraktiim bu boliimii hiiziinle ama en ¢ok da gururla

kapatiyorum...
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OZET

5-Hidroksimetil furfural (HMF), fruktoz, siikroz ve glikoz gibi sekerlerin asidik bir ortamda veya
Maillard reaksiyonu sirasinda dehidre edilmesiyle iiretilen bir ara maddedir. Sekerli gidalarin uygun olmayan
sicakliklarda saklanmasi nedeniyle de olusur. Ayrica HMF, iiriinlerde kalite kriteri olarak goriilmektedir. Bu
calismada, kahve oOrneklerinde HMF'nin segici olarak belirlenmesi i¢in NiAlOs (GQDs—NiAlxOy)
nanokompozit iceren grafen kuantum noktalarina dayali yeni bir molekiiler baskili elektrokimyasal sensor
gelistirilmigtir. GQDs—NiAl,Os nanokompozitinin yapisal karakterizasyonlar1 i¢in ¢esitli mikroskobik,
spektroskopik ve elektrokimyasal yontemler gerceklestirilmistir . Molekiiler olarak basilmig sensor, 100.0 mM
pirol monomer ve 25.0 mM HMF varliginda dongiisel voltametri (CV) kullanilarak ¢oklu tarama yoluyla
hazirlandi. Yontem optimizasyonundan sonra sensér, 0,30 ng L' tespit limiti (LOD) ile 1,0-10,0 ng L'
araliginda HMF'ye dogru dogrusallik ortaya cikardi. Gelistirilen MIP sensoriiniin yiiksek tekrarlanabilirligi,
seciciligi, kararliligi ve hizli tepki yetenegi, kahve gibi yogun tiiketilen igeceklerde giivenilir HMF tespiti
saglayabilmektedir. Boylece bu yontem, HMF'nin basta insan olmak iizere canli organizmalarin sagligi
tizerindeki olasi olumsuz etkilerini tespit edip ortadan kaldirarak saglik ve beslenme alaninda 6nemli katkilar
saglayabilir. Bu ¢aligmada gelistirilen sensér ile HMF kaynakli hastaliklarin erken teshisi daha miimkiin
olacaktir ve daha saglikli toplumlarin olugmasi, toplumun saglik diizeyinin yiikseltilmesi de dnemli bir geri
doniis olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kahve , hmf, grafen kuantum nokta , nanokompozit , NiAl,O4 , elektrokimyasal sensor
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ABSTRACT

5-Hydroxymethyl furfural (HMF) is an intermediate produced by dehydrating sugars, such as fructose,
sucrose, and glucose, in an acidic medium or during the Maillard reaction. It also occurs due to the storage of
sugary foods at inappropriate temperatures. In addition, HMF is seen as a quality criterion in products. In this
study, a novel molecularly imprinted electrochemical sensor based on graphene quantum dots incorporated
NiALO4 (GQDs—NiAl,O4) nanocomposite was presented for the selective determination of HMF in coffee
samples. Various microscopic, spectroscopic, and electrochemical methods were carried out for the structural
characterizations of GQDs—NiAl>,O4 nanocomposite. The molecularly imprinted sensor was prepared by multi-
scanning using cyclic voltammetry (CV) in the presence of 100.0 mM pyrrole monomer and 25.0 mM HMF.
After method optimization, the sensor revealed linearity towards HMF in the range of 1.0-10.0 ng L™! with a
detection limit (LOD) of 0.30 ng L™! . The developed MIP sensor's high repeatability, selectivity, stability, and
fast response ability can provide reliable HMF detection in beverages, such as coffee, which is heavily
consumed. Therefore, this method can make important contributions in the field of health and nutrition by
detecting and eliminating the possible negative effects of hmf on the health of living organisms, especially
humans. With the sensor developed in this study, early diagnosis of HMF-related diseases will be more
possible, and the formation of healthier societies and raising the health level of society may also be an
important return.

Keywords: Coffee , hmf, graphene quantum dot , nanocomposite , NiAl,Oy , electrochemical sensor
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1.GIRIS

Gida endiistrisindeki gelismelerin kiiresel dlgekte artmasiyla birlikte tiiketicilerin
beklentileri de ylikselmektedir. Tercih edilen gida iiriinleri, mikrobiyal yonden daha
giivenilir, uzun raf Omdirlii, organik ve katki maddesi igermeyen alternatiflerdir.
Gidalarin korunmasinda sik¢a kullanilan yontemlerden biri 1s1l islemlerdir. Bu islemler
sirasinda, mevcut protein ve seker gruplart arasinda cesitli reaksiyonlar
gerceklesmektedir (1). Hidroksimetil furfural (HMF), reaksiyon sartlarina bagli olarak
fruktoz veya sukroz gibi sekerlerin 1sitilmasi sirasinda olusan bir bilesiktir ve bir¢ok
iirlinde kanserojen etkisinden dolayr miktar1 sinmirhidir.Enzimatik olmayan “Maillard
reaksiyonu” sonucu sekerlerin amino asitlerle indirgenmesi sonucu olusan triindiir (2).
Literatirde, HMF'nin gercek numunelerde tespiti i¢in yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ve s1v1 kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS) tekniklerinin
onerildigi belirtilmistir (3,4,5). Ancak bu yontemler pahali, yliksek miktarda toksik
solvent kullanimini igerir ve analiz siireleri uzundur, bu nedenle tercih edilmemektedir.
Bu baglamda, giivenilir gida tiiketimi i¢cin HMF analizini daha hassas ve basit hale
getirebilen elektrokimyasal tekniklere duyulan ihtiya¢ dnemlidir. Voltametri, elektro-
analitik bir yontemdir ve analit hakkinda bilgi veren akim-gerilim ve konsantrasyon
iligkilerine dayanir, bu nedenle HMF'nin saglik {izerindeki olas1 olumsuz etkilerini tespit
ederek saglik ve beslenme alaninda onemli katkilar saglayabilir (6,7). Son yillarda,
metal oksitler ve bunlarin kompozitleri elektrot malzemeleri olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir(8). Gida maddelerinde HMF’nin varligi bir¢ok iiriinde bulunmaktadir
ancak diinya genelinde kahve, insanlarin en ¢ok tiikettigi igecektir. Kahve, HMF'nin ana

kaynag1 olarak kabul edilmistir(9).

Mevcut ¢alismada, kahve orneklerinde HMF'nin secici olarak belirlenmesi igin
NiAlL,Os (GQDs—NiAl>O4) nanokompozit iceren grafen kuantum noktalarina dayali yeni
bir molekiiler baskili elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Kahve {izerinde spinel ikili
metal oksitler sinifinda yer alan nikel aliiminat (NiAlO4) diisiik ylizey asitlik ve
kimyasal olarak kararli oldugundan dolay1 segilmis olup elektrik iletkenligini grafen's,
grafen oksit ' ve karbon nanotiip®® gibi ¢esitli malzemelerle kompleks yapilarak bant
araligin1 azaltilmasim1 ve yiiksek iletkenligi saglamaya calisip grafen kuantum
noktalarina dayanarak HMF tespitini saglamistir. GQDs-NiAl2Os nanokompozitinin
yapisal karakterizasyonlar: igin ¢esitli mikroskobik, spektroskopik ve elektrokimyasal

yontemler gerceklestirilmistir .Molekiiler baskili sensér, 100.0 mM pirol monomer ve



25.0 mM HMF varlhiginda dongiisel voltametri (CV) kullanilarak ¢oklu tarama ile
hazirlanildi. Yéntem optimizasyonundan yapildiktan sonra sensér, 0,30 ng L' 'lik bir
tespit limiti (LOD) ile 1,0-10,0 ng L' araliginda HMF'ye dogru dogrusallik ortaya
cikarmigtir. Gelistirilen MIP sensorii, kahve gibi yogun tiiketilen igeceklerde giivenilir
HMF tespiti saglamak i¢in yiiksek diizeyde yeniden kullanilabilirlik, se¢icilik, kararlilik
ve hizli yanit verme oOzelliklerine sahiptir. Bu c¢alisma, kahve iceceginin igindeki
HMFnin tespitiyle, maruz kaldiklar1 potansiyel komplikasyonlarin ve HMF kaynakli
hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunabilir . Bu sekilde, toplumun saglik diizeyinin

yiikseltilmesine ve daha saglikli bir toplum olusturulmasina katki saglayabilir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kahve

Kahve kendine 6zgii aroma ve tadi sebebiyle diinya ¢apinda en cok tiiketilen
iceceklerden biridir(10). Genellikle coffea arabica L.tiirtinden elde edilen yesil veya
kavrulmus tohumlar kullanilarak hazirlanir . Arabica’nin en ¢ok tercih edilmesi kalitesi,
hos tad1 ve duyusal 6zelliklerine baglanmaktadir.(12). Kahve igeceklerinin tiikketilme ve
hazirlanma sekli sosyal aliskanliklar ve iilkelerin kiiltiirleri ile yakindan iliskilidir; bu
nedenle espresso, cappuccino, Tiirk kahvesi, irlanda kahvesi gibi bircok farkli kahve
¢esidi bulunmaktadir. Kahve c¢ekirdegi ¢esitleri, hasat sonrasi isleme kosullart (kurutma,
depolama, 6glitme ve kavurma) ve ekstraksiyon prosediirlerindeki farkliliklar, kahve

igeceklerinin genis bir kimyasal ¢esitlilige sahip olmasina neden olur(12).

Yapilan son bilimsel arastirmalar, yetiskinler i¢in giinde 3-4 fincan kahve
tiiketiminin 6l¢iilii oldugunu ve bu miktarin olumlu saglik etkilerine dair nemli kanitlar
sundugunu belirtmektedir. Orta derecede kahve tiiketimi, giiglii antioksidan aktivitesi
nedeniyle bir¢ok dejeneratif hastalik (Tip II diyabet, Alzheimer ve Parkinson) ve

karaciger hastalig1 (siroz ve hepatoseliiler karsinom) riskini azaltabilir (13).

2.1.1 Kahvenin Tarihcgesi

Nesiller boyu siiren birikim sayesinde kiiltiirel degerler ve gelenekler
deneyimlerle sekillenir. Tiirklerin gida tiiketimi kiiltiirel mirasinin 6nemli bir unsurudur.
Ulkemiz tarihsel olarak kahveyi bir sosyallesme araci olarak kullanmis ve kiiltiiriiniin
Oonemli bir bileseni olarak kabul etmistir(14). Kahve, petrol ticaretinden sonra ikinci
biiyiik pazara sahip olan ve diinyanin her yerinden tiiketicilerin ciddi bir bi¢gimde ilgisini
ceken onemli bir igecektir. Etiyopya da bulunan Kaffa bolgesindeki Arabica agaglarinda
kahve c¢ekirdeginin yetistirildigi yer olup ve iretimi ilk olarak Yemen'de

gerceklestirilmistir(15) .

Zaman i¢inde Osmanl topraklarina yayiliarak diinya genelinde itibar kazanan
kahvenin tarihgesi oldukga eski zamanlara dayanmaktadir(16). Kahve, kabile yasaminin
temel besinlerinden biri olmus ve ayni1 zamanda peksimet yapiminda da kullanilmistir.
Bu donemlerde seyahat sirasinda enerji ve zindelik kaynagi olarak onemli bir rol

oynamistir.



1543 yilinda, Osmanli Imparatorlugunun hiikiimdar1 Kanuni Sultan Siileyman
zamaninda, kahve Istanbul'a tanitilmistir. 1554-1555 yillarinda, Arap kokenli iki tiiccar
tarafindan Tahtakale'de kurulan ilk kahvehane, Istanbul'da faaliyete gecmistir. insanlar,
birey olarak degil topluluk olarak varligini siirdiiren sosyal canlilardir. Kahve kiiltiiri,
dogu kokenli olarak ortaya ¢ikip zamanla batiya ve diinya geneline yayilmustir.
Osmanli'da kahve tiiketimleri zamanla artarak, kadinlarin hamamlarda, erkeklerin
sohbet meclislerinde ve kahvehanelerde giderek yayginlastigi belirtilmistir (17).
Giliniimiiz ¢aginda bilinen kahvehanelerin yerini modern kahve diikkanlar1 almistir. Bu
mekanlar, modern kahve cesitlerine ve tliketim aliskanliklarindaki degisikliklere ev
sahipligi yapmaktadir. Gelecekte, kahve kiiltiiriimiizde 06nemli degisiklerin

yagsanmasinin kaginilmaz oldugu ongoriilmektedir (18).

2.1.2 Kahvenin Cesitleri

Kahve, Rubiaceae bitki familyasina ait olup, yaklasik 500 cins ve 6.000'den
fazla tiir icermektedir (19). Kahve islenirken en kritik adim kavurma asamasidir bu
islem sicaklik ve siire kombinasyonuna bagli olarak gerceklesir ve sonug olarak essiz
bir aroma ve tat olusturur (20,21). Ancak, ayn1 zamanda kahvenin igerdigi bilesenlerin
konsantrasyonunu etkileyen HMF, akrilamid, fenolik asitler ve diger antioksidanlar gibi

unsurlari da etkiler (22).

Piyasada bulunan yiizlerce kahve ¢esidi, kahvenin tiiriine, kavrulma seviyesine,
oglitme tipine, demleme yontemine, toplum 6zelliklerine ve isletmelerin tercihlerine
bagli olarak degisebilmektedir. Diinya genelinde ragbet goren iki ana kahve tiirii
Arabica kahvesi ve Robusta kahvesidir. Arabica kahvesi, hos tadi, duyusal 6zellikleri ve

aromasi nedeniyle daha fazla tercih edilip tiiketilmektedir (23).

2.1.3 Kahvenin Kimyasal icerigi

Kahvenin kavrulmasi, baslangigtan itibaren yesil bir ¢ekirdek ve daha sonra
kahverengi ile sonuglanir. Yesil kahve g¢ekirdekleri ile kavrulmus kahve cekirdegi
arasindaki farklar, her ikisinin de karmasik kimyasal icerigine iliskin ¢ok sayida
bilimsel c¢aligmada incelenmistir.Karbonhidratlarin yapis1 iginde ¢Ozilinlir ve

cOziinemeyen polisakkaritlerden seliilloz, galaktomannan ve arabinogalakton



bulunmaktadir. Oligosakkaritler, disakkaritler ve monosakkaritler (glikoz, galaktoz,
ksiloz, arabinoz, mannoz, , fruktoz mannitol ve riboz) Robusta'ya kiyasla Arabica'da
biraz daha yiiksektir (24).

Kahve c¢ekirdeginin yesil ve kavrulmus halinde bulunan aktif biyolojik
maddeler; laktonlarin (kafeoilkinik asit, dikafeoilkinik asit ,feruloilkinik asit gibi en az
lic izomer igeren), klorojenik asitteki fenolik asitler, metilksantinler, nikotinik asit ve
onun Onciisii trigonelin, ayrica ciddi miktarda antioksidan igerir (25). Arabica'nin yag
icerigi Robusta'dan daha yiiksektir. Kahvedeki yag iceriginin yaklasik %75'"
trigliseritlerden olusur, geri kalani ise seterollerden, yag asitlerinden ve pentakiklik
diterepenlerden olusur (24,26). Kahvenin icerdigi mineraller arasinda potasyum,

kalsiyum, magnezyum, sodyum, siilfat,

manganez, ¢inko, demir, bakir, brom, kobalt, stronsiyum, kursun, baryum,

nikel,skandiyum,kadmiyum, lantan, rubidyun,sezyum, ve fosfor bulunmaktadir (27).

2.1.4. Kahvenin Insan Saghg Uzerine Etkisi

Diinyanin popiiler igeceklerinden biri olan kahve(28), 2019 yili Uluslararasi
Kahve Organizasyonu (ICO) verilerine gore Tirkiye'yi diger {lkelerle
karsilastirildiginda yedinci sirada konumlandirmaktadir (29). Fonksiyonel bir gida
olarak kabul edilen kahvenin sagliga olan faydalar, c¢ekirdeginin igerigine
dayanmaktadir. Kahve ¢ekirdeginde bulunan bilesen miktar1 ; kahvenin tiirli, demleme
ve kavurma yontemlerine, ¢ekirdeginin olgunlagma siirecine ,toprak ve iklim g¢esidi gibi
bircok faktore bagli olarak degigsmektedir (30). Yapilan arastirmalar, kahve
cekirdeklerinin kavrulmasi sirasinda iretilen melanoidlerin saglik agisindan onemli
faydalara sahip oldugunu gostermistir (31,32,33,34). Kahvenin sagliga olan faydalari,
ozellikle igerdigi polifenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Ozellikle, klorojenik
asidin endotel fonksiyonunu ve kan basincini olumlu yonde etkileme potansiyeli lizerine
yapilan arastirmalar yogunlagsmistir (35).Kahvenin saglik {izerinde olumlu etkileri
arasinda viicut yagi oraninda azalma, Alzheimer hastaliginda risk azalmasi, karaciger
kanseri ve hastalifinda koruyucu etkiler, oksidatif stresin azaltilmasi, gastrodzofajial
reflii ve gastritte iyilesme, Tip 2 diyabet, Parkinson hastalifi ve kanser risklerinde
azalma gibi bir dizi faktér bulunmaktadir (24,36). Kahvenin insan sagligina olan bu

faydalar1 Tablo 2.1.4.1'de listelenmistir.



Tablo 2.1.4.1. Kahvenin Insan Saghgina Etkileri (24,36,37,38,39,40,41,42,43,44).

Saghk

Kahvenin Etkisi

Etki Mekanizmasi

Karaciger

Karaciger kanseri ve hastaliklarinda
azalma

Lipit metabolizmasina etkisi,
alkolik olmayan karaciger
yaglanma siddetini
diislirme,karaciger enzimlerine
olumlu etki (Poole ve
dig.,2017;Ludwing ve dig.,2014)

Metabolik Saghk

Tip 2 diyabet riskinde azalma

Glukoz toleransina dogrudan
etki,insiilin direncini zayiflatma

Obezite /Yag Yakimi/Viicut yag
oraninda azalma /Tokluk hissinde
artis

Tokluk hormonunu(ghrelin ve
seratonin)ylikselterek enerji alimini
azaltma (Ludwing ve dig.,2014;
Poole ve dig.,2017)

Sinir sistemi/Mental
saghk/Zihinsel durum

Parkinson hastalig1 riskinde azalma

Bunama ve Alzheimer hastaliginda
azalma olasilig1

Sinir sistemine uyaric1 etki

Yorgunluk giderici ve agr kesici

Biligsel performansta artig

Dikkat/Odaklanma artisi

Santral ve periferik sinir
sisteminde adenozin reseptorlerinin
potansiyel bir antagonistik etki
(Wierzejska,2017;Ludwing ve
dig.,2014)

Kanser

Genel kanser riskinde azalma

Faz II enziminin fitokimyasal veya
besinsel faktorlerle (Poole ve
dig.,2017;Ludwing ve dig.,2014)

Kardiyovaskiiler hastaliklar
& Kan basinci

Kardiyovaskiiler hastalik riskinde
azalma veya artig oldugu ile ilgili
celigkili sonuglar olsa da genel olarak
bir antioksidan kaynagi kahvenin
,inflamasyonu inhibe ederek ,
kardiyovaskiiler ve diger inflamatuvar
hastalik riskini azalttig1 bulunmustur.

Kalp yetmezIigi riskinde azalma

Kan basincinda artig

Yiiksek antioksidan ve
antiinflamatuar 6zelligiyle endotel
disfonksiyonunu iyilestirici ,
vaskiiler endotelyal fonksiyonunu
koruyucu etki (Oguz ve
Erdogan,2016;Ding ve dig.,2014;
Farah ve Lima, 2019; Lim ve dig.,
2020)

iskelet kaslarina etkisi

Kas erimesinde azalma ve kas
giiclinde,agirliginda ve
dayanikliliginda artis,zedelenmis
kaslarda iyilesme

Kas sisteminde otofajiye neden
olabilir,insiilin hassasiyetinin
geligmesi ve glukoz aliminin artigi
kas erimesinde azaltma potansiyeli
saglar (Dirks-Naylor,2015)

Gastrointestinal sistem

Gastrit ve gastrodzofagal reflii de
azalma

(Poole ve dig.,2017)

Antiinflamatuar/Antioksidan
ozellikler

Kan serumunda immun sistem ve
inflamatuar belirteglerinde azalma

Oksidatif streste azalma

Lipofilik antioksidan etki-
siklooksinegaz-2 enzimini inhibe
etme potansiyeli (Lang ve
dig.,2013;George ve dig.,2008)

Antimikrobiyal etki

Streptococcus mutans ve bazi
patajojenik bakterilere
mikroorganizmalarin gelisimini
baskilama

Kahvenin mikroorganizmalar
iizerine mutajenik etkisi(Saltan ve
Kaya,2018; dePaula ve Farah,2019
; Nawrot ve dig., 2003 ; George ve

dig., 2008).

Dermatolojik etki

Kirnigikliklarinin azalmasi,peeling ve
antiseliilitik etki, antiaging

Kafeinin kan damarlarini
genigleterek etki saglamasi
(George ve dig., 2008)




Kahvenin insan saglig iizerindeki olumsuz etkileri belirsizdir ve bu etkiler, tiiketilen
kahve miktarina gore degisiklik gosterebilir (37,45,46). Asirt kahve tiikketiminin,
kansere kars1 koruyucu bir dnlem olabilecegi gibi, kanser siirecini farkli asamalarda
etkileyebilecegi veya ters tepkiyle artirabilecegi belirtilmistir; 6zellikle kolon, mesane,

pankreas ve gogiis kanseri riskini potansiyel olarak artirabilecegi ifade edilmistir (37).

Kahve ile osteoporoz arasindaki iligki heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bazi
caligsmalar, giinde 300 mg'dan fazla kafein tiiketen bireylerin kirik, kemik kaybi ve
diisiik kemik yogunlugu riski tasiyabilecegini gosterirken, diger bir calisma giinde 20
ml kahvenin kemik mineral yogunlugunu artirabilecegini 6ne siirmektedir. Yemekle
birlikte 150-250 ml kahve i¢gmenin demir emilimini %24 ila %73 oraninda

azaltabilecegi gosterilmistir (46).

Kahvenin hamilelik siirecinde kadinlar {izerindeki etkileri tartismalidir. Bazi
arastirmalar, ¢ok fazla kahve tiiketmenin diislik riskini artirabilecegini one siirerken,
digerleri kafein tiiketimini giinde 300 mg ile smirlamanin yeterli olabilecegini

belirtmistir (13).

Kahve tiiketimi ile hipertansiyon arasindaki iligkiyi inceleyen c¢alismalarin
sonuglar1 biiyiik 6l¢iide farklilik gostermektedir. Giinde 2 ila 6 fincan kahve igenlerde,
kan basincinda belirgin bir artis yasanmamuistir, bu da bir kohort ¢calismasinin kahvenin
kan basincit veya hipertansiyon iizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigi sonucuna

varmasina neden olmustur (46).

Kahvenin kardiyovaskiiler saglik tizerindeki potansiyel zararli etkileri tam olarak
arastirllmamis olsa da, kahvedeki diterpenlerin kan basincin1 artirabilecegi ve
plazmadaki LDL, toplam kolesterol ve homosistein serum diizeylerini etkileyebilecegi,
bu durumun kalp hastaligina zemin hazirlayabilecegi varsayilmaktadir. Ancak, Amerika
Birlesik Devletleri, Iskogya ve Finlandiya'da yapilan bir kohort ¢aligmasinda kahve
tiiketimi ile koroner kalp hastaligi riski arasinda anlamli bir iliski bulunamamigtir
(13,45,46). Higdon ve digerleri, giinde bes veya daha fazla fincan kahve igen kisilerin
koroner kalp hastaligina yakalanma olasiliginin igmeyenlere gore 60 kat daha fazla
olabilecegini iddia etmektedir. Ancak, bu arastirmada 600 ml kahve tiikketmenin akut
koroner arter kalp hastaligr riski olusturabilecegi, 300 ml'den az kahve tiiketmenin ise

cok daha diisiik bir risk tastyabilecegi ifade edilmektedir (13).



2.2. Hidroksimetil Furfural

5-Hidroksimetilfurfural (5-HMF) veya hidroksimetil furfural (HMF), sar1 renkli
bir katidir ve diisiik erime noktasina sahiptir. Molekiil formiilii CeHeOs3 tiir . [IUPAC ad1
5-(hidroksimetil) furan-2-karbaldehit (CsHsO3 ) dir. Molekiil agirligi 126,11 g/mol, ve
kaynama noktas1 114-116 °C/1 mmHg (lit.) arasindadir. Yogunlugu 1,2 g/cm?’tiir. Bu
organik bilesik, alt1 karbonlu heterosiklik bir yapiya sahiptir ve alkol (hidroksimetil) ile
aldehit fonksiyonel gruplarini igerir (47). Sekil 2.2, HMF'nin kimyasal yapisini

gostermektedir.

Sekil 2.2. Hidroksimetilfurfuralin Kimyasal Yapisi.

I\ J

H,C C,
HO' H

HMF , reaksiyon sartlarina bagli olarak fruktoz veya sukroz gibi sekerlerin
1sitilmast sirasinda olusan bir bilesiktir ve bir¢ok iirlinde kanserojen etkisinden dolay:
miktar1 sinirhidir. Enzimatik olmayan “Maillard reaksiyonu” sonucu sekerlerin amino

asitlerle indirgenmesi sonucu olugan tirtindiir(2).

Isil isleme tabi tutulan sekerli gidalarda, ozellikle uygun olmayan kosullarda
saklanan veya liretilenlerde, HMF olusur. Fruktoz, bu sekerli gidalarda farkli reaksiyon
kosullar1 altinda dehidrasyon geg¢irerek HMF'yi meydana getirir (48). Hidroksimetil
furfural (HMF), aromatik alkoller, aromatik aldehitler ve furan halkalar1 igeren
kimyasal bilesik olarak karakterize edilmektedir. Ayrica, Maillard reaksiyonlarinda ara
iiriin olarak ortaya c¢ikabilen HMF, 1s1l islem gormiis indirgenmis sekerlerle ile
aminoasitler, peptidler ve proteinler arasindaki kimyasal tepkimeler ile olusur. Bu
bilesik, gida iirlinlerinin kalitesini belirlemek amaciyla kullanilan bir kimyasal gosterge
olarak kabul edilmekte ve bu baglamda gidalarda belirli bir miktarinin sinirli oldugu

akademik literatlirde belirtilmektedir (49). Isil islemden dolay1r ¢dziilebilir kahvedeki



HMF miktan artmaktadir . Kavurma islemi sirasinda kahve ¢ekirdekleri de 1si1l isleme
alinir. Hidroksimetil furfural (HMF), bal, meyve suyu,recel,kahve,salca gibi sebze ve
meyve lrlinleri lizerinde gerceklesen 1sil islemler sonucunda olusmaktadir. Bu tiir
tirtinlerdeki HMF diizeylerinin belirli bir seviyeyi asmasi, gidanin tat ve kokusunda
degisikliklere, renginin esmerlesmesine ve besin degerinde azalmalara neden olabilir;
ayrica HMF'nin kanserojen etkileri dikkate alinarak gidalarda kullanilmasina izin
verilen HMF miktarlar1 sinirlandirilmistir(50).  Sicaklik ve silirenin géz Oniinde
bulunduruldugu bir arastirmada HMF igeriginin sicaklik ve siireyle dogrusal olarak
arttig1 rapor edilmistir. Keg¢iboynuzu, iiziim ve dut pekmezinin depolama siiresi ile
birlikte artan sicakligin, HMF igeriginde oOnemli Ol¢lide artisa neden oldugu

gozlemlenmistir. (51). HMF iirtinlerde kalite kriteri olarak goriilmektedir.

2.2.1.HMF Olusumu

HMF olusumu i¢in iki ana yol vardir. Birincisi enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonlart sonucunda ,digeri ise sekerin asitli ortamda pargalanmasi

(karamelizasyon) ile olugsmaktadir.

Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonlari : Bu yol, sekerin 1s1l isleme tabi
tutulmas1 sonucunda olugan Maillard reaksiyonlar1 igerir. Maillard reaksiyonlari,
sekerlerin amino asitlerle etkilesime girdigi karmasik bir dizi kimyasal reaksiyonlari
ifade eder. Bu reaksiyonlar genellikle 1s1 ve diisiik nem iceren ortamlarda gergeklesir.
Maillard reaksiyonlari, gidalara karakteristik bir renk, aroma ve tat kazandirabilir, ancak

ayn1 zamanda HMF gibi bilesiklerin olusumuna da katkida bulunabilir.

Sekerin Asitli Ortamda Par¢alanmasi (Karamelizasyon): Bu yol, sekerin asitli bir
ortamda 1s1] isleme tabi tutulmasi sonucunda olusan bir reaksiyonu igerir. Sekerlerin
asitlerle reaksiyona girmesi, termal pargalanma sonucu HMF'nin olusumuna neden
olabilir. Bu yol genellikle yiiksek sicakliklarda gerceklesir ve ozellikle gida isleme

stireclerinde karsilasilabilir.

Her iki yol da HMF'nin olusumuna katkida bulunabilir, ve bu bilesik genellikle
sicaklik, zaman ve pH gibi faktorlere bagli olarak gidalarda farkli miktarlarda
bulunabilir. Bu nedenle, gida endiistrisinde {iretim siireclerinde ve depolama

kosullarinda bu faktorlerin kontrol edilmesi 6nemlidir.



2.2.1.1 Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonu ile HMF Olusumu

Gida iiretimi siirecinde istenilen kalitede giivenli, dayanikli iirlinler elde etmek
icin 1s1l iglem siklikla kullanilmaktadir. Ancak bu 1sil islemlerden sonra Maillard
reaksiyonu, yagin oksidasyonu ve karamelizasyonu gibi reaksiyonlar meydana gelir
(52). Maillard reaksiyonu, indirgeyici sekerler ile amino gruplar1 igeren bilesikler

arasindaki g¢esitli kimyasal reaksiyonlari igerir. (53).
Baslangic asamasi (renksiz bilesikler)

‘ o+ indirgen sekerler sy Amadori bilesikleri

W ‘ {
~ |
CHA g

NH.

Protein 1

lleri agama
Karboksimetil lisin Diger amino asit tiirevleri:
Pyralline Argpirimidin
Lisin dimeri Okzalik asit monolisinilamid
Arginin-Lisin carpraz bag propilimidazolinon ornitin
Pentosidin peptid bagh pirazinonlar
imidazolinon Lisin aminoredukton

Son agsama (Renkli bilesikler)

Sekil 2.3. Maillard Reaksiyonunun Genel Semas:.

Sekil 2.3. Maillard reaksiyonunun genel semasini gostermektedir. Bu reaksiyon
proteinlerin, peptitlerin ve amino asitlerin &- ve o-amino gruplarinin, indirgeyici
sekerlerin karbonil gruplar ile yogunlastirilmasiyla baglar. Bu siirecin ilerleyen
asamalarinda,gesitli bilesiklerin olustugu Maillard reaksiyonu {iriinleri meydana gelir

(54). Maillard reaksiyonu (55) ;

. Esansiyel amino asitleri par¢alama,

- Sindirim kapasitesinde azalma,

. Enzim inaktivasyonu,

. Diizenleyici molekiillerin baglanmasini onler,
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. Glikozile ugramis hiicre dis1 matriksin ¢apraz

baglanmasina ,
= Proteolize kars1 azaltilmis hassasiyet,
. Niikleik asit fonksiyonunda anormalliklere ,
. Bagisikligin artmasina neden olur.

Maillard reaksiyonu, 1s1l islemin etkisiyle heksozlarin dehidrasyonu sirasinda

karbonhidrat ve protein arasindaki interaksiyonlarin sonucu olarak ortaya ¢ikar(56).

Maillard reaksiyonu ,ii¢ asamada meydana gelir : ilk asama , ikinci asama ve son
asama .Bu reaksiyon asamalari es zamanli olarak gergeklesen bir zincirleme

reaksiyondur . Sekil 2.1. bu ii¢ asamadaki iiriinleri gostermektedir.

Maillard reaksiyonun asamasinda olusan ilk kararl iiriin Amadori(ARPs) olarak
bilinir(57,58).Bu bilesik aminoasitlerin(AA) , peptit veya proteinlerin amino gruplarinin
ve indirgenmis sekerlerin karbonil gruplarin birlesmesi sonucunda olugsmaktadir. ARPs,
baslangigta indirgeyici seker aldoz oldugunda olusmaktadir. Bu ilk asamada olusan
bilesiklerin oksidasyonu ve rediiksiyonu ile karboksimetil-lizin (CML) ve piralin gibi
gelismis glikolizlenme son {irtinleri AGEs (advanced glycation end products)olusur
(54).Amadori bilesikleri , lirlinlere 6zgli aroma ve kahverengi polimer rengini saglarken,

amino asitlerin ve proteinlerin besinsel degerini azaltma egilimindedir(59).

H NCH,R H_ NHCH,R
H o H. 2 U 2
7 . g S
& HyN-CHpR HOJJ?NHCHER
H———OH H OH H—+—OH -OH
HO H amino grup HO FH HO——— HO——H
HetiOH e H—}~0H T H—=-OH ____ H—OH
| 1 .
H—t—OH H TI OoH H——OH H—1—OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
seker schiff baz

H
H—l—NHCH;R
=0
HO =
H—r--ou
H——OH
CH,OH

amadori liruni

Sekil 2.4. Maillard Reaksiyonun ilk Asamas1

Bu evrede ortaya ¢ikan bilesiklerin, tiriinde duyusal bir degisime neden olmadig1
ifade edilmektedir (60). Maillard reaksiyonunun ilk asamasinda meydana gelen

Amadori triinleri, gida iirlinlerinin ¢evresel kosullarmma bagli olarak pH, amino
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grubunun alkalinitesi , sicaklik gibi faktorlere ile iiriinlere ayrisabilirler. Ketozaminler,
amino gruplarindaki serbest hidrojenleri kullanarak aldozlarin ikinci molekiilii ile
reaksiyona girebilen bilesiklerdir. Bu reaksiyon, diketozaminin olusumuna yol agar.
Elde edilen bu diketozamin, c¢esitli sonuglara neden olmaktadir. Bu baglamda,
reaksiyonun sonucunda monofruktozamin ve nitrojen icermeyen karbonil bilesiklerin,
olusumu gozlemlenir(61). Amadori iiriinleri, enolizasyon siireciyle 1,2-enediol formuna
dontismektedir. Bu 1,2-enediol, sonrasinda gergeklesen dehidrasyon reaksiyonu ile 3-
deoksiosuloz adli bir bilesik olusturur. 3-deoksiosuloz, dehidrasyon siireciyle renk ve
aroma olusturan farkli bilesiklere doniisebilir.Bu doniisiimler arasinda en 6nemlileri
hidroksimetilfurfural (5-HMF) ve diger furfural bilesikleridir (62). Sekil 2.5. 5-

HMF’nin olusumu gosterilmektedir.

A ~H
HE=NC e
IC"OH IC=O
Ho-lc-H HO-(IZ—H
H—|C—OH H—|C—0H
H—C—0OH H—C—0H
&H,0H EH,0H

Amadori Bilesikleri

Hzo—“
RNH, ]

A
H$=O H;?-N\R
(E=O E-OH
= S CH, C=-OH
() H—C—OH H—E—OH
H—I&—OH H—:C-OH
CH,;0H CH,0H
3- Deoksiozon 2,3-enediol

Sekil 2.5.5-HMF’nin Olusumu.

Maillard reaksiyonun son evresinde kahverengi pigmentlerin yani sira gesitli
aroma ve tat bilesenleri olusmaktadir. Melanoidinler ikinci asamada meydana gelen

reaktif ara {irlinlerin polimerizasyonundan olusur(63).

Maillard reaksiyonun semasi Sekil 2.6.°da gosterilmistir. Sekil 2.7.” de ise

Amadori doniistimiin sonucunda HMF nin olusumu gosterilmistir.Maillard reaksiyonu
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olusumunda amino asit tiirlinden ziyade sekerin tiirii daha Onemlidir fakat proteinlerin

karmasik yapisinin sekerlerin aktivitesini etkiledigi ileri siiriilmektedir(64).

Bu baglamda aldozlarin ketozlara oranla Oncelikli bir tepki gosterdigi ve
pentozlarin heksozlara kiyasla daha oncelikli bir tepki sergiledigi gozlemlenmektedir.
Yapilan bir ¢ok calismada, sekerin esmerlesme reaksiyonuna girme oOnceliginin pH
degerine bagl oldugunu gostermektedir. Sonug¢ olarak pH 6,0'da glikoz fruktoza gore
daha hizli reaksiyona girmesine ragmen pH 6,0'n altinda oldugunda fruktozun glikoza
gore daha aktif oldugu tespit edilmistir(65). pH degerinin 3.5'e ayarlanilmis model
sistemlerinde yapilan calismalarda, fruktozun glukozdan 31.2 kat ve sakarozdan ise
577.2 kat daha hizli reaksiyona girdigi tespit edilmistir (64,65). Maillard reaksiyonunda

yer alan amino asitlerin, reaksiyona katilim 6ncelikleri birbirinden farklidir.

Bilimsel aragtirmalar, amino asitlerin karboksil grubunun, amino grubunun
aktivitesini inhibe edebildigini gdstermektedir. Bu etkinin karboksil grubu ile amino

o

grubu arasindaki mesafeye bagl olarak degistigi belirlenmistir (66).
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CH,OH CH,OH

0 on
A OH W0

OH OH Cf_ B H:NR
H
HO HO
OH OH -H ;0
Glukoz CH,0H
OH 0
0 (H™)
HO ——— OH NHR
HO CH,NHR HO
OH OH
l-amino-1-deoksi-2-fruktoz Glikozilamin
1 ({Amadori bilegeni) N-substitut
= indirgeme giici Y
2 © |
% Parcalanma Dehidrasyon
O] 1@
B Enolizasyon 1.2 Enolizasyon 2.3
& l—3|—110 l—ZH:U
-
Distik karbonlu Furfurallar Rediiktanlar
molekiller (Renk, lezzet) {Indirgeme glicii)
Duhidrurcdiﬁl{klunlur
(Strecker degradasyonu)
S —C0,
Aldehitler Aminler —

(Spesifik aromalar)

' ! ' .

—:--| Aldollar, aldiminler, ketiminler |

\ Melanoidinler 4’//’_—/—'

(ghziinmez)

Sekil 2.6. Maillard Reaksiyonu Semasi (64).

Amino asitler esmerlesme derecesine etkilerine gore iic gruba ayrilir.
Esmerlesme tizerinde en fazla etkiye sahip olanlar lisin, glisin, triptofan ve tirozindir;
prolin, 16sin, izoldsin, alanin, hidroksiprolin, fenilalanin, metiyonin ve valin ikinci
gruba girer. Esmerlesme derecesini en az etkileyen grup histidin, treonin, aspartik asit,
arginin, glutamik asit ve sisteindir. Ayn1 amino asit grubunun aktiviteleri de farklilik
gosterir. Hatta asparajin, aspartik asit ve glutamik asidin (esmerlesmeye etkileri
acisindan icilincli gruba giren) etkilerinin arastirildigi bir c¢aligmada, esmerlesme

reaksiyonunda en etkili amino asidin aspartik asit oldugu, onu takip edenlerin asparajin

ve glutamat oldugu belirlenmistir (66).
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-OH
H—1—OH SS H——OH — — H—T—OH
H——OH H——OH H—t—OH
SOH SoH SoH
Amodori iiriinii 1.2-eneaminol 2,3-enol
]"‘HEO
O
= %O
—0Q =—0
[ . B
- H e — | I
HOH ,¢~ ™o~ "COH H CH
H——OH H—1—OH
5-hidroksimetil-2-furaldehit
“SoH SoH

3-deoksiheksoziiloz

Sekil 2.7. Amadori Déniisiimii Uriiniiniin Hidroksimetilfurfurale Déniisiimii.

Kahve iiretim ve depolama siireglerinde uygulanan  1sil islem,Maillard
reaksiyonunun ortaya c¢ikmasma neden olabilmektedir. Bu reaksiyonun sonucunda
meydana gelen Maillard reaksiyonu iiriinleri (MRU), kahvenin kalitesini etkileyebilir.
Isil islemin uygun olmayan diizeyde uygulanmasi, 6zellikle HMF gibi MRU'lerin
olusumuna yol agabilir. Bu nedenle, 1s1l islemin kontrol edilmesi ve optimize edilmesi

onemlidir (67).

Maillard reaksiyonu gida endiistrisinde kahve ve kakao c¢ekirdeklerinin
kavrulmasi ve 1stya maruz birakilmasi sirasinda biiyiik bir zorluk olusturmaktadir .
Maillard reaksiyonu, yiyeceklerin pisirildigi siirece yiyeceklerin goriiniisiinii ve tadini
tyilestirmede onemlidir. Isil islem gormiis gidalarda karamelizasyon yoluyla koyu renkli
pigmentler agia ¢iktigr i¢in 1s1l islem biiyiikk 6onem tagimaktadir. HMF olusumunun
asitlik, sicaklik ve zamanla arttif1 gdsterilmistir. Bununla beraber kalsiyum,
magnezyum , potasyum gibi bazi mineraller ve aspartik asit, alanin, y-aminobiitirik asit

gibi bazi amino asitler de HMF konsantrasyonlarini artirir(68).
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2.2.1.2.SeKerin Asitli Ortamda Parcalanmasi Ile HMF Olusumu

HMF, maillard reaksiyonun ara basamaginda olusabildigi gibi sekerin asit
ortamda pargalanmasi ile de olusmaktadir ; bu sekilde sukroz, enolizasyon ve
dehidrasyon yoluyla fruktofuranosil katyonu olusturan glikoz ve fruktoza ayristirilir.
Sekil 2.8.de yiiksek sicakliklarda sekerlerin ayrigmasi ile HMF olusumu gosterilmistir.
HMF olusumunda 3-Deoxyosone en Onemli ara¢ olarak belirtilir bu bilesik 1,2
enolizasyon ve glukoz veya fruktozun dehidrasyonu sonucunda meydana gelir. 3-
Deoxyosone’ un daha fazla dehidrasyona ugramasi sonucunda 5-hydroksimetilfurfural

(5-HMF) olusmaktadir.

OH OH

GLiKOZ
FRUKTOZ

SUKROZ ) /
0\/4/ \ V. i OHH
- 0

5-Hidroksimetil 2-furfural O
Fruktofuranosil Katyonu

Sekil 2.8. Yiiksek Sicakliklarda Sekerlerin Ayrigsmasi ile HMF Olusumu -

Karamelizasyon Reaksiyonu (69).

Sekerlere yiiksek diizeyde 1s1 uygulanmasi nedeniyle dehidrasyon, enolizasyon
ve dikarbonilasyon gibi reaksiyonlar gézlenebilmektedir. Disakaritten iki monosakarit
olusturan bir hidroliz asamas1 meydana gelir. ilk olarak polisakkaritler basit sekerlere
parcalanir ve karamelize edilir. Reaksiyon daha sonra yiiksek sicakliklarda ve ortamda
az miktarda baz varliginda bile meydana gelir. Karamelizasyon sonucunda indirgeme

irlinleri olarak pentozlar furfural, heksozlar ise HMF'yi olusturur (70).
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Karamelizasyon , maillard olusumunun sirasinda ihtiya¢ duyulandan daha fazla
sicakliga ihtiya¢ duyar , pH degeri 3’ten kiiclik ve 9’dan biiyiik ve sicakligin 120 °C’den
daha fazla oldugu ortamlarda daha hizli gelisir(51).Yapilan bir¢cok ¢alismada fruktozun
HMF olusumunda glikoz ve sakkarozdan daha reaktif oldugunu gdsterilmistir(71).
Bagka bir ¢alismada , sicakligin 50°C’de ve pH 1n 3,5 oldugu, fruktozun glikoza oranla
HMF olusumunda 31,2 kat ; sukrozun ise glikoza oranla 18,5 kat daha hizli oldugu
belirtilmistir(72). Sekil 2.9. Sekerlerin asidik ortamda 5-HMF olusumu gdsterilmistir.

D-Glikoz 1,2-endiol D -Fruktoz
//.O G OH /OH
H——OH J—OH =0
HO——H He HO H H* HO ——H
H——OH H——OH H —+—OH
H——OH H—1—O0OH H——OH
~OH ~OH ~OH
-3H,0 | H° H’
] OH
O =
e o
o j o " _
g diger Uriinler
J- H OH -nH,0O
HO H -OH
HMF
T OH
2 3.endiol

Sekil 2.9. HMF nin Asidik Ortamda Glukoz ve Fruktozdan Olusumu (73).

Maillard reaksiyonu ve karamelizasyonun yani sira, 5-HMFnin farkli olusma
nedenleri de bulunmaktadir. Kuruyan ve ¢ogalan kosullar altinda, 5-HMF genellikle
sakkaroz ve fruktozun reaksiyonu sonucu olusur. Bu reaksiyon, fruktofuranosil
olusumunu igeren ve dogrudan HMF'ye doniisebilen oldukga reaktif bir siireci igerir
(74). HMF ortamin asidik oldugu , suyun monosakkaritler ile birlikte bulundugu
gidalarda da dogal olarak olusabilmektedir (75). Ayrica, HMF'nin askorbik asidin
parcalanma {iriinii olarak olusabilecegi ve meyve suyu iiretim asamasinda uygulanan 1sil

islemle 1ilgili bilgiler elde etmek i¢in HMF miktarinin incelendigi bilinmektedir (76,77).

Yiiksek miktarda S-HMF'nin toksik etkileri olup iist solunum yollarina, gozlere,

deriye, mukoza zarlarina da zarar verebilir. Bu reaksiyonla birlikte reaktif oksijen
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tiirlerinin artmasi1 ve antioksidan yapilarin yetersiz kalmasi nedeniyle oksidatif stres
ortaya ¢ikar. Oksidatif stres, DNA'da baz ve seker modifikasyonlar1 ve DNA-protein
capraz baglanmas1 gibi farkli yapilardaki lezyonlar: indiikleyerek hasara neden
olmaktadir. Maillard reaksiyonunda olusan indirgenmis bilesiklerden bazilarinin
kanserojen, toksik veya mutajenik 6zelliklere sahip oldugu rapor edilmistir. Akrilamid,
HMF ve heterosiklik aminler toksik bilesiklerdir. Uluslararasi Kanser Arastirmalari
Enstitiisii'nlin (IARC) arastirmasina gore bu bilesiklerin insanlarda kanserojen etki
gosterdigi belirtilmistir(78). Maillard reaksiyonu gibi enzimatik olmayan esmerlesme
olaylar1 karacigerde toksik etkilere neden olarak sagliga zararli olabilir. Fazla miktarda
uygulanan sicaklik yiyeceklerde tat ve koku degisikligine neden oldugundan kalite
kaybr olusabilir.

2.2.2.Kahvede HMF Olusumu

Maillard reaksiyonu, gida endiistrisinde kahve ve kakao c¢ekirdeklerinin kavurma
ve 1sitma slireclerinde O©nemli zorluklar yaratmaktadir. Maillard reaksiyonu,
pisirildiginde gidanin goériiniimiinii ve tadini iyilestirmede 6nemlidir. Reaksiyonun ilk
adiminda, indirgeyici disakkaritin karbonil karbonu, amino grubundaki nitrojen ile
etkilesime girer ve daha sonra dehidrate olarak glukozamin olusturur. Maillard
reaksiyonunun tersinir yapisint glikozaminin hidrolizi ag¢iklamaktadir(79).Sekerin
dehidrasyonu ile reaksiyonun son asamasinda furfural bilesigi ortaya cikar. Sekerin asit
etkisi ile pargalanmasi sonucuyla maillard reaksiyonu olusur(80).Schultheiss ve
arkadaglarinin , hazir kahvenin HMF igeriginin 959-6181 mg/kg arasinda, kahve
cekirdeklerinin ise 209-605 mg/kg arasinda degistigini bildirmektedir. Murkovic ve
Pichler kahvenin tiirinii belirtmemistir ancak HMF diizeylerinin 300-1900 mg/kg
arasinda degistigini bildirmislerdir. Hazir kahve 1s1l isleme tabi tutuldukca HMF igerigi

artar. Ayrica kahve c¢ekirdekleri kavurma islemi sirasinda 1s1l isleme tabi tutulur (81,82)

Maillard  reaksiyonu  kahve  aromasini  olusturan  reaksiyonlardan
baslicalarindandir .Amino asitler ve indirgeyici sekerler, azotlu heterosiklikleri ve
kahverengi melanoidin olusturmak {izere reaksiyona girerler. ( Sekil 2.10.) Bu reaksiyon
ile yiizlerce ugucu bilesik olusur ve kahvenin duyusal 6zelliklerine katkida bulunur.
Sekerler, amino asitler ve klorojenik asitler gibi Onciiler aromatiklerin olusumunu ve

kahvenin nihai lezzetini etkilemektedir (83).
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Sekil 2.10. Kahvedeki Aromanin Olusum Mekanizmasi (84).

Yapilan arastirmalara gore Arabica kahve tiirii tatlikaramel ve kavrulmusg
aromaya sahip,Robusta tiirii daha c¢ok baharatli,topraks1 bir aroma sergiledigi tespit
edilmistir.Kahvedeki aroma bilesiginin %350’sini, furanlar, tiyofenler, piranonlar,
pirazinler, okzazoller ,piroller,tiyazoller, aminler,piridinler ve siilfiir bilesikleri
olusturur. Kahvede bulunan diger aroma maddeleri ; ketonlar (%9,5), hidrokarbonlar
(%7,8) fenoller (%9,2),asitler (%6,9), alkoller (%4,9), esterler (%5,8), aldehitler (%4,4)
ve laktonlar (%1,5) dir (84,85).

2.2.3. Gidalarda HMF Seviyeleri

Gidalarda HMF ve furfural gibi kimyasal reaksiyonlarin olusmasi, gidada
bulunan seker tiirevlei ve seker miktar1 ile dogrudan iliskilidir. Meyve sulari ve
paketlenmis siitlerde furan bilesiklerinin bulundugu bildirilmistir (86). Yaklasik 500
farkli gida 6rnegi incelendiginde, karamel ve meyve sular1 iceren gidalarda 1 g/kg'in
tizerinde HMF degerleri tespit edilmis ve karamelli gidalarda 9,5 g/kg HMF
konsantrasyonu bulunmustur(87).. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), belirli gidalardaki HMF
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konsantrasyonlarina sinirlamalar getirmistir. Bal i¢in bu limit 40 mg/kg olarak
belirlenmis, oOzellikle elma suyu konsantresi i¢in ise 50 mg/kg rapor edilmistir.
Uluslararas1 Meyve Suyu Ureticileri Federasyonu (IFFJP), meyve suyu konsantreleri
icin 25 mg/L, meyve sulari i¢in ise 5-10 mg/L HMF limitleri yaymlamistir (88).

Gidalardkia HMF miktarlarinin belirlenmesine ve farkli isleme kosullarinin
HMF olusumu iizerinde etkilerine yonelik arastirmalar yapilmistir .Arastirmalar
sonucunda analizi edilen ve HMF diizeyleri belirlenen iiriinler Tablo 2.2.3.1. de

gosterilmistir.
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Tablo 2.2.3.1. Baz1 Gidalardaki HMF Diizeyleri (52).

. HMF icerigi
Gida Uriinleri
(Mg/Kg)?
Kahve 100-1900
Kahve (Hazir) 4004100
Kahve 430-494
(Kafeinsiz)
Hindiba 200-22500
Malt 100-6300
Arpa 100-1200
Bal 10.4-58.8
Bira 3.0-92%
Regel 5.5-37.7
Meyve Sulari 2,0-22,0
Kirmizi1 Sarap 1,0-1,32
Kurabiye 0,5-74,5
Ekmek (Beyaz) 3.4-68.8
Ekmek (Tost) 11.8-87.7
Ekmek 2.2-10.0
(Atistirmaliklar)
Kahvaltilik 6,9-240,5
Gevrekler
Bebek Mamast 0,18-0,25
(Siit Bazli)
Bebek Mamast 0-57,18
(Tahil Bazli)
Kurutulmus 25-2900
Meyveler
Kavrulmus 9
Badem
Sirke (Sarap) 0-21,5°
Sirke Balzamik 316,4-35,251,3 ®
2: mg/LL
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2.2.4. HMF ‘nin Saghk Uzerindeki Etkileri

HMF’ nin bir¢ok hayvan iizerinde toksik etkisi, deneyler sonucunda
bulunmustur. Ancak insanlar {izerindeki etkileri tam olarak anlagilamamistir fakat
bunun insan sagligina potansiyel bir risk olusturabilecegi diistiniilmektedir. Bu temel
neden, sik tiiketilen besinlerde (kahve, karamel, seker tiirevleri ve unlu mamuller vb.)
yiksek ~ HMF  igeriginin  bulunmus  olmasidir(89). HMF'nin  siilfoksi-
metilfurfural(SMF)'a doniisiimii ,insan saglhigina yonelik bir tehdit olarak kabul
edilmektedir. Bu donilisim mutasyonlara ve kanserojen etkilere neden olabilecegi
diistiniilmektedir. HMF'nin emilim smir1 asildiginda cilt ve iist solunum problemleri
ortaya ¢ikabilir. HMF’nin asir1 doz kullanimi ve uzun siireli maruz kalma, daha ciddi
komplikasyonlara, kanserli hiicrelerin biiylimesine ve bazi organlarda hasara neden
olabilir (90). Ayn1 zamanda HMF, bircok bitkisel ilagta organlari koruma gorevi goren
bir bilesen olarak bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar HMF'nin antioksidan ve anti-

proliteratif 6zellikler sergileyebilecegini gostermistir (91) .

Birgok c¢alisma HMF'nin antioksidan oOzellikler sergiledigini ve kirmizi kan
hiicresi fiizyonunu onledigini bildirmistir. Ayrica , HMF’nin hematolojiyi olumlu bir
sekilde etkiledigi arastirmalara konu olmustur (92). HMF, deney farelerinde anormal
kript odaklarin gelismesine yol acmis ve deride farkli dokunun olusmasina neden
olmistur. Bu baglamda Ulusal Toksikoloji Programi, HMF'nin kanserojen aktivitesini
degerlendirmeyi amaglamistir. B6C3F1 fareleri 2 y1l boyunca yiiksek oranda HMF ile
beslenmis , HMF ile beslenen fareler disi olmakla beraber siirenin sonucunda, diisiik bir
oranda kanserojenlik izlenmis ayrica karaciger adenomlari tespit edilmistir. HMF nin
bu aktivitesi SMF’ye doniisiimiinden dolay1 oldugu diisiiniilmektedir (93). Yine farkl
bir ¢alismada Ulusal Cevre Sagligi Bilimleri Enstitiisii, fareleri yaklagik 2 yil boyunca
yiiksek dozda HMF 'e maruz birakti. Farelerde 2 yil sonunda kanserojen 6zelliklerde
gelisme gozlenmedi hatta HMF'nin antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bile
kesfedilmistir(94).Yiiksek  konsantrasyonlarda HMF'ye maruz kalmak insan
viicudundaki hiicreler iizerinde toksik etkilere neden olabilir. HMF' ye maruz kalmak
beslenmenin yani sira deri ve iist solunum yollarinda da saglik sorunlarina neden
olur(82). HMF'nin alfa-ketoglutarik asit ile takviye formunda alinmasinin, antioksidan
diizeylerini arttirdig1 ve sporcularda performansin artmasina yol agtig1 gézlemlenmistir.

Ameliyat olacak kisilerde alfa-ketoglutarik asit igeren besin takviyesi olarak HMF
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kullaniminin, 6nceki durumlarda ve ameliyat sonrasinda norobiligsel fonksiyonun

tyilesmesini hizlandirmaya yardimci oldugu rapor edilmistir(96).

HMF kanserojenik ve mutajenik etkiler gosterebilecegi yapilan calismalarda
elde edilen sonuglara dayanarak belirlenmistir. HMF'nin SULT enzimi tarafindan
SMF'ye donistliriilmesinin  DNA ve genom mutasyonlarina sebep olabilecegi
bulunmustur.SMF, DNA ile etkilesime girme yetenegine sahiptir ve bu etkilesimle
cesitli DNA eklentileri olugsmaktadir(97).

HMFnin giinliik tolere edilebilir alimini (TDI) vurgulayan calismada, ilkokul
caginda olan ¢ocuklarin bir giinliik ortalama HMF alim miktarinin 13,7 mg/giin oldugu
belirlenmistir. Gézlenen sonuglar literatiirde yayinlanan 132 mg/giin seviyesinden 10
kat daha distiktiir. HMF'nin kanserojen Ozellikler gdsterebilecegi diisiiniilmekte olup ,
yapilan caligmalarda bunun kolonda anormal kript odaklarin olusumuna neden
oldugunu gostermistir.Ancak , HMF'nin insanlarda karsinojenik aktivitesini sergileyip
sergileyemeyecegi belirsizligini korumaktadir(98). HMFnin toksik etkilerini ve
kanserojenligini degerlendirmek icin ABD Ulusal Toksikoloji Programi tarafindan
sican ve fare lizerinde ¢ok genis capli bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada deneklerin
ist solunum yollarinda sorunlar olustugunu, 2 yil siiresince diizenli HMF tiiketiminin
disi farelerde karaciger kanseri riskini arttirdigini gostermistir(99). Giivenli tiiketim igin

gidalarin biyoerisilebilirlik durumunun dikkate alinmasi 6nemlidir.

2.2.5.Biyoerisilebilirlik ve Biyoyararhhk

Cig ve pismis gidalarin besin degeri de dahil olmak iizere gilinlilk hayatimizda
diizenli olarak tiikettigimiz gidalarin igerigini hesaplamak i¢in bir¢ok gida veri tabani ya
da besin degerinin hesaplama araglar1 kullanilmaktadir. Beslenme uzmanlar1 bu verileri
dayanarak giinliik besin alim degerlerini hesaplayip bireyleri dogru yonlendirirler. Bu
sebeple giinlilk besin degerinin dogru hesaplanmas1 saglik acisindan oldukca
6nemlidir(100).

Bu durumun ardindan biyoerisilebilirlik ve biyoyararlanim kavramlar1 kargimiza
cikmaktadir. Biyoerisilebilirlik, insan saghigimi artirmayr amaclayan gidalarin ve gida
formiilasyonlarinin besinsel etkinligini degerlendirmek i¢in 6nemli bir kavramdir. Bu
terim, bir bilesigin gastrointestinal sistemdeki matriksinden salindigi ve bu sekilde
bagirsakta emilmeye hazir hale geldigi durumu ifade eder. Biyoyararlanimi

degerlendirebilmek icinse gidanin biyoerisilebilir olmas1 gereklidir. Eger gida
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matrisinden salinmayan ve bagirsak bariyerini gecemeyen besin bilesenleri mevcut ise
biyoerisilebilirlikten s6z edilemez, (101). Biyoyararlilik terimi, incelenen arastirma
alanmna bagli olarak ¢esitli tanimlar icerebilir. Ancak beslenme perspektifinden
bakildiginda, viicuda alman ve fizyolojik islevler sirasinda kullanilmaya veya
depolanmaya hazir olan gida veya biyoaktif bilesik miktarini ifade eder (102). Biyoaktif
terimi ise bir bilesigin dolasim sistemine ulagsma, hedef hiicrelere tagima ve
biyomolekiillerle etkilesim kurma seklindeki tiim fizyolojik etkilerini kapsar. Invitro
biyoerisilebilirlik ve biyoyararlanim yaklagimlari, besinler ile gida bilesenleri arasindaki
etkilesimleri, pH ve enzim etkilerini, gida hazirlama ve isleme yontemlerini inceleyerek
mikro besin maddesinin emme kapasitesi veya bir besin maddesinin emme kapasitesi
hakkinda detayli bilgiler saglar. Bilesigin hayvanlarda veya insanlarda in vivo olarak
biyoyararlanimi, izole edilmis bilesigin akut dozunun uygulanmasindan sonra egri
altinda elde edilen bilesigin alan1 olarak belirlenir. Tablo 2.2.5.1.’de biyoerisilebilirlik
ve biyoyararlilik basamaklar1 gosterilmistir(103,104).

Tablo 2.2.5.1. Biyoerisilebilirlik ve Biyoyararlilik Basamaklar1

Biyoerisilebilirlik + Biyoaktivite
Besin matrisinden salinim Hedef dokuya ulasim
Sindirim donusimleri Asimilasyon
Bagirsak emilimi Metabolizma
Metabolizma Fizyolojik cevap

= Biyoyararlilik
Gastrointestinal sindirim
Emilim metabolizmasi
Doku dagilimi
Sistemik dolasim

2.2.6. HMF Diyet Alim

Gidalardaki HMF miktar1, 6zellikle karbonhidrat bakimindan zengin iriinlerin
islenmesi sirasinda uygulanan 1s1 yiikiine dogrudan baglhidir. Bu baglamda, HMF
diizeyleri bliylik cesitlilik gosterir; 6rnegin, bazi karamel {iriinlerde ve kurutulmus
meyvelerde 1 g/kg'a kadar c¢ikabildigi bildirilmistir (105). HMF ayni zamanda unlu
mamullerde, meyve sularinda, kahvede ve sirkede de bulunur. Genel olarak, islem
gormiis meyve, kahve, bal ve siit gibi iirtinlerdeki HMF miktar1 kalite gostergesi olarak

kullanilabilir (106).
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Kahve, ozellikle onemli bir HMF kaynagidir , ve 4000 mg/kg'a kadar HMF
kahve tozunda tespit edilmistir, ancak ¢cogu durumda seviyeler daha diisiiktiir (12-300
mg/kg). Bir Ispanya calismasinda, kahve tiiketimi ile iliskilendirilen HMF tiiketiminin
yiiksek dozlarda oldugu belirlenmistir (107). HMF, yiyeceklerden i¢eceklere, parenteral
soliisyonlardan sigara dumanina kadar ¢esitli kaynaklarda bulunabilir. Ispanya, Norveg
ve Almanya'da yapilan ¢alismalar, kisinin giinlik HMF aliminin 2 ile 30 mg arasinda
degistigini gostermistir (108). Gida Katki Maddeleri Ortak Uzman Komitesi’nin
(JECFA) belirledigi endise esigi, kisi basina giinde 540 pg'dir. Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA) tarafindan tahmin edilen alim diizeyi ise kisi basina giinde 1600
pg'dir, yani endise esiginin ii¢ katidir. Ancak bu sadece bir tahmindir ve abartili olma
olasiligi bulunmaktadir. Gida ile alinan HMF miktarinin endise esigini astigi

anlasildigindan, HMF olusumunu azaltma ¢abalar1 6nemlidir.

2.3.Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal sensorler kimyasal reaksiyon sonucunda elektriksel sinyal
tireten cihazlardir. Bu sensorler, cevresel degiskenleri 6lgmek ve kimyasal bilesim
analizi yapmak icin kullanilir. Elektrokimyasal sensorler, elektrotlar arasinda meydana
gelen kimyasal reaksiyonlara dayali olarak calisir. Bu reaksiyonlardan biri oksidasyon,
digeri ise indirgeme olabilir. Sensor, kimyasal maddeyi 6l¢mek istedigimiz ¢ozelti
icerisinde bulunur ve ilgili elektrotlar bu ¢ozeltiye batirilir. . Molekiiler baskilama,
hedef molekiile spesifik baglar iceren substrat segici materyaller elde etmek igin
kullanilan bir yontemdir. Bu ydntemle sentezlenen polimerler, dolgu maddesi olarak
biyosensorler, membranlar, biyomimetik malzemeler, yapay enzimler veya
kromatografi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Molekiiler baskilanmis polimerler,
dogal reseptorlere benzerlikleri, afiniteleri, secicilikleri ve kararliliklari, kolay
sentezlenmeleri, ¢esitli uygulamalara kolay uyum saglamalari, biyolojik yapilardan

daha dayanikli ve ucuz olmalari agilarindan aragtirmalarin hedefi olmustur.

2.3.1.Biyosensorler

Biyosensor, reaksiyondaki analitin konsantrasyonu ile dogru orantili bir sinyal
ireterek biyolojik veya kimyasal reaksiyonu 6lgen bir cihazdir. Biyosensorler hastalik
izleme, ilag kesfi, kirleticilerin, patojen mikroorganizmalarin ve viicut sivilarindaki

(kan,tiikiiriik,idrar,ter)  hastalik ~ gOstergelerinin  tespiti  gibi uygulamalarda
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kullanilmaktadir. Biyosensdrler analit,biyoreseptor,doniistiiriicii,elektronik ve ekrandan

olusur , Sekil 2.11.de biyosensor sematik gosterilmistir(109).

Biyoreseptdr | | panistiriici Elektronikler | Ekran

Rhalit Fotodi .
Isik v Dénds  Analogdan Islen
Enzim = 'f_‘m‘? ﬁ dijitale
+ € Is1 Is1l smyall daniigtiirme
Hilcreler direng

M Aptamer = Ph

* 4
elektr
° j DNA P odu

et Sinyal
Nanopar mi Kuvar kosullandir
caciklar e 5 ma
e elektr

util e

mi i}

mis
sinyal

-

Biyo-tanima Sinyalizasyon Miktar Belirleme

Sekil 2.11. Biyosensoriin Sematik Gosterimi.

Sensorlerde kullanilan doniistiiriiciiler farklilik gosterebilir.  Piezoelektrik,
termometrik, manyetik ve mikromekanik doniistiiriiciiler gibi unsurlar igerir;
dolayisiyla, sensorler 1s1l, mekanik, kimyasal, akustik ve radyolojik tiirlerde olabilir.
Kullanim alan1 6ncelikli olarak klinik olmakla birlikte sensor ¢esitli amaglarla da
kullanilabilmektedir. Bu cihazlara 6rnek olarak fermantasyon siirecini izlemek i¢in
kullanilan ~ biyosensorler (110)ve gida analizinde patojenleri, pestisitleri,

mikroorganizma ve toksin tespit etmek i¢in kullanilan biyosensorler(111) verilebilir.

2.3.2.Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM) Biyosensorler

Belirli bir yonde uygulanan ¢ekme veya sikistirma kuvveti sonucunda olusan
piezoelektrik etki , yontulmus iletken olmayan mineral kristallerinden yapilmis bir
levhanin iki yiiziinde de ters isaretli yiiklerin (+q ve —q) ortaya ¢ikmasini ifade eder.
Kuvars kristali (Sekil 2.12.) sekil , boyutkiitle ve kimyasal 6zelliklere bagli olarak
dogal bir titresim frekansina sahip olup , kristalin kirilmasit rezonans frekansini

etkileyebilir(112).
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Sekil 2.12. Kuvars Kristal.

Kuvars kristali, mekanik enerjinin etkisi altinda elektrik enerjisine doniisebilen
bir malzemedir. Piezoelektrik 6zellik gosteren bu kristal, rezonans frekansina sahip
kesilmis bir kuvars tek kristal parcasidir. Periyodik bir voltaj uygulandiginda, kuvars
kristali mevcut voltajin frekansinda titresim yapabilir. Bu 6zellik, kuvars kristalinin
piezoelektrik etkisini kullanarak mekanik titresimleri elektrik sinyallerine doniistiirme
kapasitesini ifade eder.QCM frekans sayaci, bir voltaj kaynagi ve bir osilator
devresinden olusan bir sistemdir. Genellikle 5-30 MHz araliginda temel rezonans

frekanslarina sahip kuvars plakalar, QCM'nin ana bilesenidir(113).

2.4.VOLTAMETRI

Elektroanalitik yontemler, bir calisma elektrodu veya indikatorii polarize
oldugunda akim ile uygulanan potansiyel arasindaki iligkiyi kullanarak analit hakkinda
bilgi elde etmek igin gelistirilen bir grup tekniktir. Bu yontem, mikro elektrotlar
kullanilarak gerceklestirilir. Elektroanalitik yontemler, elektrot-cozelti sistemi lizerine
uygulanan bir elektriksel etki ile baslatilan tepkiyi Olgerek analiz gergeklestirir. Bu

yontemler, genellikle elektrokimyasal ve kimyasal tepkimelerin kinetikleri, adsorpsiyon
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olaylar, elektrot tepkimelerinin mekanizmalari, denge sabitleri ve difiizyon katsayilar
gibi bir¢ok kimya alaninda kullanilir. Elektroanalitik yontemler genellikle iki ana gruba
ayrilir: birincisi, net akimin sifir oldugu duragan durumdaki denge yontemleri; ikincisi
ise denge dis1 bir net akimin gozlendigi dinamik yontemlerdir. Cogu elektroanalitik
teknigi, net akimin sifir olmadig1 dinamik bir yapida konumlandirilir ve potansiyel,

akim veya yiik kontrollii yontemler olarak uygulanir (114).

2.4.1. DONUSUMLU VOLTAMETRI (CV)

Bu yontem, elektrokimyasal analizler i¢inde yaygin olarak kullanilanlardan
biridir. Doniisiimlii voltametri (CV) teknigi, calisma elektroduna uygulanan potansiyeli
kontrol eden ve hiicreden kiigiik bir akimin geg¢irildigi bir prensipe dayanmaktadir.
Ozellikle potansiyel kontrollii sabit voltametri yontemi olarak dikkat ¢eker. Elektroaktif
tirlerin ve elektrot yiizeyindeki ara ylizeyin ¢ozelti i¢inde incelenmesi bakimindan

dontisiimlii voltametri, elektroanalitik teknikler arasinda en uygun olanlardan biridir.

2.4.2. KARE DALGA VOLTAMETRI (SWV)

Kare dalga voltametrisi, dongilisel voltametri, darbe teknikleri ve empedans
tekniklerinin avantajlarini birlestiren, son derece gelismis bir voltametrik teknigi temsil
etmektedir. Bu yontem, olduk¢a hizli ve duyarlt bir puls tekniktir; her bir voltamogram
10 ms'den daha kisa bir siirede elde edilmektedir. Veri analizi, cihazin bir civa
damlasint dikkatinde bulundurarak damlamasindan birka¢ saniye oOnce ylikleme
akiminin sabit kaldig1 bir noktada gerceklestirilir. Modern kare dalga voltametrisi, sabit
bir elektrot iizerinde uygulanan bir merdiven potansiyel modiilasyonu ile periyodik kare
seklindeki potansiyel fonksiyonunun bir kombinasyonunu kullanir. Bu yontem, simetrik

ve kare seklindeki dalga formuyla karakterizedir.

2.5. ELEKTROKIMYASAL iMPEDANS SPEKTROSKOPISI (EIS)
Elektrokimyasal impedans Ol¢timleri, frekans degisikliklerinin bir fonksiyonu
olarak gerceklestirilir ve bu nedenle elektrokimyasal empedans spektroskopisi olarak
adlandirilir. Bu giiclii teknik, elektrokimyasal sistemlerin incelenmesinde sikca
kullanilmaktadir. Yontem, modifiye edilmis yiizeylerdeki molekiillerin gilivenli bir
sekilde karakterize edilmesine olanak tanimasi ve sistemlerin denge durumunda

incelenebilmesi gibi avantajlar sunmaktadir.
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Cogu teknikte sinyal gonderildiginde sistem denge durumundan ¢ikar ve bu
sinyalin sisteme olan etkisi Olgiiliir. Ancak Elektrokimyasal Empedans
Spektroskopisi'nde (EIS), gonderilen sinyal diisiik genlikli bir potansiyel igerir.
Uygulanan potansiyel genellikle Eo = 5 mV civarindadir. Boylelikle sistemin denge
durumu bozulmaz ve uygulanan potansiyel siniis dalga formunda oldugu i¢in frekans

degisimiyle impedans 6l¢iimii gergeklestirilir.

2.6. X-ISINI FOTOELEKTRON SPEKTROSKOPISI (XPS)

Malzemelerin yiizeyindeki degisiklikleri gozlemleme icin yiiksek enerjili X-151n1
kullanilarak yontemlerin biri de X-151m1 fotoelektron spektroskopisidir( XPS) . Bu
yontem ile malzemenin element analizi, stokiyometrik orani, elektronik enerji seviyesi
ve baglanma enerjisi hakkinda bilgi edinilebilinmektedir.

XPS analizi, malzemede bulunan tim elementler(kimyasal katkilamalar ve
istenmeyen kirlilikler) tarama grafiginde goézlemlenir. XPS kullanilarak periyodik
tablodaki elementlerden hidrojen ve helyum disindaki tiim elementler analiz

edilebilmektedir(116).

2.7. FOURIER DONUSUMLU KIZILOTESiI SPEKTROSKOPISI(FTIR)

Fourter dontistimlii kizilotesi spektroskopisi, organik ve inorganik bilesenlerin
karakterizasyonu icin kullanilan etkili bir yontemdir. Bu yontemle elde edilen
spektrumlar, orta kizilotesi bolgedeki (4000 ile 400 cm™) molekiiler baglarin dalga
numaralarmi icerir. Gida bilesenlerinin parmak izi bdlgeleri, titresimle olusan
frekanslara karsilik gelen absorbsiyon pikleri araciligiyla belirlenir. Her bilesenin
kendine 6zgii parmak izi bolgesi oldugundan, farkli molekiil baglarina sahip numuneler

farkl titresim frekanslariyla tespit edilebilir (117).

2.8. GRAFEN KUANTUM NOKTALARI (GQDs)

Kuantum noktalari, fizik, kimya ve biyolojinin ¢esitli alanlarinda yaygin olarak
kullanilan diisiik boyutlu nanokristal yapilar arasinda yer alir; genellikle yari-
iletkendirlerdir. Caplar1 genellikle 2-15 nanometre (10-75 atom) arasinda degisir.
Kursun kalemle kagida baski yaptigimizda grafen tabakalari olusturabiliriz ve bu

tabakalar arasinda tek tek gozlemlenebilen grafen tabaka yapilar da bulunabilir. Grafen
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kuantum nokta orgiisii, grafen orgiilerinin farkli sekillerde kesilmesiyle olusur; bu farkl
sekiller arasinda altigen,disk,kare gibi olabilir(118). Sekil 2.13'te goriilen grafen

kuantum noktanin yapisi, ¢esitli sekillerde bal petegi benzeri diizenlere sahiptir.

Sekil 2.13. Grafen Kuantum Nokta.

Grafen kuantum noktalari, konjuge alanlara ve diizenli yapisal 6zelliklere sahip
0zel karbon nanonoktalar1 olarak bilinir. Bu kuantum noktalarinin kenarlarinda nitrojen,
hidrojen veya oksijen gibi elementler bulunabilir, ancak genellikle ana kismi sp2

konjuge karbondan olusur (119).

2.9.NANOKOMPOZIT NIKEL ALUMINAT

Metal oksitler ve bunlarin kompozitleri son yillarda elektrot malzemeleri igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (8).Nikel aliiminat-grafen kuantum noktalar1 (NiAl2O4 /
GQD'ler) kompozit, sinerjik davranis ve c¢ok islevsellik sunan nanoyapili bir
malzemedir. Nikel oksit, genis bant aralig1 (3,6 - 4 eV) p-tipi yariiletken olarak genis
uygulamaya sahip bir metal oksittir. NiO nanoyapilart kuantum sinirlamasi nedeniyle
istliin optik, manyetik ve elektronik ozelliklere sahiptir. Aliiminyum oksit (Al,O3)
katalizor, adsorbent ve asinmaya dayanikli kaplama olarak sik kullanilan seramik
malzemelerden biridir (120).

Spinel nikel aliiminatin yiiksek gozenekliligi, biyouyumlulugu, diisiik maliyetli

hazirlig1 ve elektrokatalitik performansi, grafen kuantum noktalarinin yiiksek elektriksel
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iletkenligi ile birlestirilmistir. Spinel ikili metal oksitler sinifinda bulunan nikel aliiminat
(NiAl204), diisiik maliyetli bir yardimci ¢okeltme yontemi ile hazirlanir (121). NiAl>O4
diisiik yiizey asitlik ve kimyasal olarak kararlidir.

Mevcut ¢alismada, kahve 6rneklerinde HMF'nin segici olarak belirlenmesi igin
NiAl,Os (GQDs—NiAl>O4) nanokompozit i¢ceren grafen kuantum noktalarina dayali yeni
bir molekiiler baskili elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Kahve {izerinde spinel ikili
metal oksitler sinifinda yer alan nikel aliiminat (NiAlO4) diisiik ylizey asitlik ve
kimyasal olarak kararli oldugundan dolay: secilmis olup elektrik iletkenligini grafen's ,

t ! ve karbon nanotiip?® gibi cesitli malzemelerle kompleks yapilarak bant

grafen oksi
araligim1 azaltilmasim1 ve yiiksek iletkenligi saglamaya calisip grafen kuantum
noktalarina dayanarak HMF tespitini saglamistir. GQDs-NiAl,O4 nanokompozitinin
yapisal karakterizasyonlar1 igin ¢esitli mikroskobik, spektroskopik ve elektrokimyasal
yontemler gergeklestirilmistir .Molekiiler baskili sensoér, 100.0 mM pirol monomer ve
25.0 mM HMF varliginda dongiisel voltametri (CV) kullanilarak coklu tarama ile
hazirlanildi. Yéntem optimizasyonundan yapildiktan sonra sensér, 0,30 ng L' 'lik bir
tespit limiti (LOD) ile 1,0-10,0 ng L' araligimda HMF'ye dogru dogrusallik ortaya
cikarmigtir. Gelistirilen MIP sensoriiniin yiiksek diizeyde yeniden kullanilabilirlik,
secicilik, kararlilik ve hizli yanit verme 6zelligi, kahve gibi yogun tiiketilen iceceklerde
giivenilir HMF tespiti saglayabilmektedir. Dolayisiyla bu ¢alisma yaygin olarak
tiketilen kahve igeceginin tiikketiminde igerisinde bulunan HMF tespiti saglanacak ,
maruz kaldiklarindan otlirit HMF birikimi sebebiyle olusacak komplikasyonlari
onlenmis olacaktir. Bu c¢aligmada gelistirilen sensor ile daha saglikli toplumlarin
olugsmasi, toplumun saglik diizeyinin ylikseltilmesi icin literatlire onemli katkilar

saglayacaktir.

3.GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Kimyasallar ve Aparatlar

HMF, 5-metilfurfural (5-MT), furfural (FUR),D-glikoz (GLU), askorbik asit
(AA), metilglioksal (MGO), nikel(II) nitrat heksahidrat (Ni(NO3)> .6H>0), aliiminyum
nitrat (AI(NO3)3-9H,0), sitrik asit (CA), pirol (Py) monomeri ve sodyum kloriir (NaCl),

Sigma Aldrich tarafindan korunmustur. Destekleyici elektrolit olarak Fosfat Tamponlu
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Salin (pH 11.0, PBS) (0.1 M) secildi. PBS hazirlanmasi i¢in, sodyum fosfat monobazik
monohidrat (1.50 g) ve sodyum fosfat dibazik heptahidrat (10.0 g), ultra saf su (100.0
mL) igerisinde ¢oziildii. Daha sonra NaOH ¢dzeltisi (1,0 M) ile pH ayarlamasi yapildi.

3.1.1. Cihazlar

NiAlLOs, GQDs ve GQDs—NiAl,Os nanokompozitin fiziksel ve kimyasal
incelemelerinde taramali elektron mikroskopu (SEM), transmisyon elektron mikroskobu
TEM, fourier doniisimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ve x-151m1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS) analiz teknikleri kullanildi.

Nanokompozitlerin yiizey morfolojilerini incelemek i¢in SEM, TEM, FTIR ve
XPS olgtimlerinde sirasiyla ZEISS EVO 50 SEM (Carl Zeiss-Stiftung, Almanya), JEOL
2100 TEM, Bruker-Tensor 27 FTIR spektrometresi ve PHI 5000 Versa Prob tipi x-151n1
fotoelektron spektrometresi (@ ULVAC PHLInc.,, Japonya/ABD) kullanilarak
gerceklestirildi.

Gamry Reference 600 is istasyonu (Gamry,ABD) ayrica lretilen elektrotlarin
elektrokimyasal karakterizasyonlar i¢in CV, elektrokimyasal impedans spektroskopisi

(EIS) ve kare dalga voltametrisi (SWV) arastirmalarini yiirtitmek i¢in kullanildu.

3.2. NiAL2O4, GQDs ve GQDs—NiAl2O4 nanokompozit iiretimi

Ik olarak Ni ve Al'mn ultra saf suda (50.0 mL) birlikte ¢oziilmesinden sonra,
amonyak cozeltisi (pH 8.0), 10 saat boyunca gii¢lii bir sekilde karistirilarak ¢ozeltiye
yavas yavas ilave edildi.

Uriin filtrelendi ve ultra saf suyla yikandi. Daha sonra, NiAl,O4 spinel 8 saat
boyunca 100 ° C'de kurutuldu ve 6 saat boyunca 700 ° C'de argon gazi i¢inde kalsine
edildi(122).

GQDs onceki ¢alismamiza dayanarak hazirlandi(123).Daha sonra GQD—
NiAl,O4 nanokompozitinin sentezine baglanildi. CA sulu ¢6zeltisine (0.85 mmol, 100.0
mL) NiAl;O4 spinel (1.00 mmol) ilave edildi. Yukaridaki siispansiyonun 1 saat boyunca
220 °C'de kuvvetli bir sekilde karigtirilmasinin ardindan , sicaklik 150 °C'ye diisiiriildi
ve bu siispansiyona ultra saf su (30.0 ml) ilave edildi. Son olarak {iriin, yesilimsi bir toz

GQD-NiAl,0O4 nanokompoziti elde etmek i¢in 50 °C'de kurutuldu(8).
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3.3. GQDs—NiAl2:O4-modifiye camsi karbon elektrot iiretimi (GQDs—
NiAl204/GCE)

GCE literatiirde bildirilen prosediire gore temizlendi(124). GQD-NiAl2O4
kompozit ¢ozelti (50,0 puL, 0,75 mg mL™") ilk olarak temiz GCE'ye birakildi. Daha
sonra, ¢oziicliyll uzaklastirmak i¢cin modifiye edilmis GCE ylizeyine 30 dakika boyunca
kizilGtesi bir 1s1 lambast uygulandi ve GQD-NiAl,O4/GCE elde edildi.. GQD'ler ve
NiAOs4 modifiye edilmis GCE yiizeyleri (GQD'ler/GCE ve NiAl,04/GCE) ayni

protokol ile hazirlandu.

3.3.1. GCE Temizleme Prosediirii

GCE elektrotlarinin yiizey temizligi aliimina igeren soliisyonlar kullanilarak
yapildi.

Bu ¢ozeltiler farkli ¢ap boyutlarinda (0,1 pm ve 0,05 pum ) olup , elektrotlarin bu
cozeltilerle etkilesimi sonucu yiizeydeki partikiiller sirasiyla uzaklastirilmistir. Farkli
boyutlardaki bu soliisyonlar elektrotlarin tiizerine damlatildiktan sonra elektrot
temizleme pedleri (tane biiyiikliigii 4000) yardimiyla temizleme islemlerine gegildi.

Cozeltilerle etkilesim tamamlandiktan sonra elektrotlar sirasiyla ultra saf su ve
izopropil alkol ile iki kez sonikasyona tabi tutuldu. Son olarak oda sicakliginda

kurutularak kullanima hazir hale getirildi.

3.4. HMF baskih sensoriin iiretilmesi ve HMF'nin uzaklastirilmasi

HMF baskili GQDs-NiAl,04/GCE (MIP/GQDs—NiAl,04/GCE), 25,0 mM HMF
dahil 0,1 M PBS'de (pH 11,0) 100,0 mM Py varliginda iiretildi. 100 mV s! HMF
baskisiz GQDs— NiALO4+/GCE (NIP/GQDs—NiAl2O4/GCE)' de +0,00 V ile +1,00 V
arasinda degisen potansiyelde elektrokimyasal hiicrelere 20 ardisik CV dongiisii

uygulandi .

33



Baski seciciligini gostermek icin HMF olmadan ayni prosediir kullanilarak
gelistirildi. Eliisyon ¢alismalari i¢in tiim MIP elektrotlar1 20,0 mL NaCl soliisyonu (1,0
M) igeren banyoya daldirildi ve tiim sistem 20 dakikalik eliisyon siiresi boyunca

calkaland.

3.5. Ornek Hazirlama

Kahve numunesi (0.10 g), asetonitril (10.0 mL) ve PBS (pH 11.0, 10.0 mL)
iceren karisim bir tiip icerisinde hazirlandi. 2 dakika siireyle vorteks isleminden sonra
hazirlanilan siispansiyona NaCl (0,10 g) ilave edildi ve 10 000 rpm'de 15 dakika siireyle
santrifiijlendi . Daha sonra {ist faz (0,50 mL) toplandi, PBS ile 7,50 mL'ye seyreltildi ve
SWYV ile analiz edildi(125).

4.BULGULAR

4.1.GQDs-NiAl:O4 Karakterizasyonlari
Oncelikle , GQD-NiAlLOs nanokompozitinin morfolojik 6zellikleri TEM
arastirmalart ile on plana ¢ikarilmistir. 3 ile 10 nm arasinda degisen c¢aplarda

kiimelenmis saf NiAl>O4 gozlendi (Sekil 4.1A). 2—8 nm c¢aplarda kii¢iik noktalar halinde
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GQD'ler ortaya ¢ikt1 (Sekil 4.1B)(8,121). NiAloO4 nanokompozit igeren grafen kuantum
noktalarinin olusumu, 3 ile 9 nm ¢ap aralifinda parcacik boyutlarinda azalmaya neden

olmustur (Sekil 4.1C).

Sekil 4.1. (A) NiALO4, (B) GQDs ve (C) GQD-N1Al2O4 nanokompozitinin
TEM goriintiileri.

Sonrasinda daha fazla morfolojik karakterizasyonlar i¢cin SEM dl¢timleri yapildi

(Sekil 4.2. ). Sekil 4.2.'de gosterildigi gibi, GQD— NiAl2O4 nanokompoziti, diizensiz

organizasyona sahip piiriizlii bir yiizey ortaya ¢ikardi.
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Sekil 4.2. GQDs-NiAl.O4 nanokompozitinin SEM goriintiisii.

SEM-EDX haritalamasi, nanokompozitte tekdiize dagilim saglayan nikel,

aliminyum, oksijen ve karbon elementlerinin varligin1 gosterdi (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. (A) nikel, (B) aliminyum, (C) oksijen ve (D) karbon elementlerinin GQDs-
NiAl2O4 nanokompozit tizerinde SEM-EDX haritalamasi.

—0O—C== O— grubu 289.37 eV, -C==C- grubu 288.47 eV, —C—O— grubu 286.37
eV ve —C—C- grubu 284.96 ¢V C 1s XPS spektrumunda gozlendi(Sekil. 4.4A) bu
durum GQDs basarili bir sekilde dahil edildigini gostermistir(126).

Iki tiir Ni (II) formu bulunmaktadir bunlar oksit ve hidroksittir. Oksit formu
NiALO4 bilesiginde 855.86 eV'de baskin iken(8). , hidroksit formu nanokompozitte
856.37 eV'de daha baskindir (Sekil. 4.4B).

Bu durum, NiAl,Os doniisiimiiniin GQD— NiAl,Os nanokompozitine 1s1l

islemden gegirilmesinden kaynaklanmaigstir.
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Son olarak, Sekil 4.4C'de gosterildigi gibi, GQD-NiAl>O4 nanokompozitinin
olusumunu gosteren AI-O grubuna ve karbon bagli oksijen atomlarna karsilik gelen
bariz XPS zirveleri gozlemlendi bu durum GQD-NiAl>O4 nanokompozitinin olusumunu
gostermistir.

Bunlara ek olarak , -C—O—, -C-O-C—, -C== O— ve —O—C==0- gruplar da
dahil olmak {izere oksitlenmis karbon atomlarmin varligi, nanokompozitte GQD

olusumunu dogrulamistir.
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Sekil 4.4. GQD-NiAl>O4 nanokompozit iizerinde (A) C 1s, (B) Ni 2p ve (C) O 1s'nin
yiiksek ¢oziintirliiklii XPS spektrumlari

FTIR olctimleri (Sekil 4.5A) yapisal analiz icin gerceklestirilmistir. GQD deki
hidroksi ve karboksi gruplarma 2150-3450 cm—1'de genis bir bant baglandi. 3500 cm’!
ve 1690cm™!' deki bantlar —OH gruplarinin biikiilme ve gerilme bantlarina karsilik
geldi(8,127).

Ayrica FTIR zirveleri sirasiyla 1690 cm™, 1410cm™ ve 1290 cm™! —C==C—, —
C-H ve —C-O baglarina atanmistir(128).

NiAlOs spektrumunda , 2450-3650 cm! ve 500-850 cm™ deki iki belirgin
absorpsiyon bandi sirasiyla —OH ve -C==0 gruplarina ve metal-oksijen titresim
modlaria baglandi.

GQD-NiAl>O4 nanokompozit spektrumunda 2450-3650 cm ™! de belirgin bir
absorpsiyon band1 gozlendi. Bu grup —OH ve —-C==0 gruplarina karsilik geldi. Bunlara
ek olarak, 1585 cm™! ve 1400 cm™!"deki absorpsiyon bantlar1 sirasiyla -C==C / -C==0

islevlerine ve —C—H titresim modlarina baglanmustir.
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GQD - NiAlO4 nanokompozit spektrumu ayrica sirasiyla Ni-O, Al-O ve Ni-O-
Al baglarina baglanan 530 cm™ , 653 cm™! ve 685 cm™! de spesifik bantlar gsterdi

(8,129).

GQD, NiALOs ve GQD-NiAl,O4 nanokompozitlerinin gozeneklilikleri azot
adsorpsiyon-desorpsiyon deneyleri ile arastirilmistir (Sekil. 4.5B). Gozeneksiz bir
malzeme olarak GQDs , gozeneksiz bir izoterm ortaya g¢ikardi. Ayrica NiAl>O4 ve
GQD- NiAlxO4 nanokompoziti , tip IV izoterm 6zelliklerini gostermistir. Diisiik bagil
basingtaki noktalar, tek katmanli adsorpsiyon ve mikro gozenekli yapiya karsilik
gelirken, yiiksek bagil basingtaki noktalar, ¢cok katmanli adsorpsiyon ve mezopor
gozenek yapisina karsilik gelmistir. NiAl,Os ve GQD-NiAl2Os nanokompozitinin azot
adsorpsiyon-desorpsiyon egrileri hakkinda ve nanokompozit, desorpsiyon egrisi
histerezis dongiisliyle sonuglandi.

GQD, NiAl,04 ve GQD—-NiAl2O4 nanokompozitlerinin BET degerleri sirasiyla
26,218 ve 200 m? g ! olarak hesaplandi. NiAlO4 'iin GQDs 'la modifikasyonu
kalsinasyon siiresini azaltarak, bildirilen verilere kiyasla NiAl2O4 'in spesifik ylizey
alanini iyilestirdi(130).

Son olarak GQDs ‘1 katkilandiginda BET'teki hafif diislisiin nedeni GQD'lerin

gbzenek capini etkileyememesi olmustur.
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Sekil 4.5. (A) GQD, NiAl204 ve GQD-NiAl,0O4 nanokompozitinin FTIR spektrumlari
ve (B) GQD, NiAl,O4 ve GQD-NiAl204 nanokompozitinin N> adsorpsiyon-desorpsiyon

izotermleri.

39



4.2.GQD, NiAl204 ve GQD-NiAl204 nanokompozit modifiyeli elektrotlarin
elektrokimyasal karakterizasyonlari

CV ve EIS olgiimleri uygulanarak GQD, NiAlLOs ve GQD- NiAlO4
nanokompozit ile modifiye edilmis elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonlari
yapilmustir (Sekil 4.6.). Beklenildigi gibi, NiAl2O4+/GCE kullanildiginda belirli bir akim
degerinde anodik ve katodik pikler gozlendi (Sekil 4.6A'nin a egrisi). GQDs/GCE
kullanildiginda tepe akim degerlerinde daha fazla artis gozlemlendi. Ozellikle, elektro-
optik ve ylizey Ozellikleri sayesinde ve GQDs ‘in yiiksek elektrik iletkenligi tepe akim
degerlerinde daha fazla kataliz etkisi ortaya c¢ikmistir (Sekil 4.6A'nin b
egrisi)(131,132).Son olarak, nikel bazli metal oksitlerin GQDs ‘min sinerjik etkisi
nedeniyle en yiiksek tepe akim degerleri GQDs—NiAl,O4/GCE kullanilarak elde
edilmistir(133).

Elektrot alanlari CV ile 1.0 mM [Fe(CN)s]* varhiginda asagidaki denklem
kullanilarak degerlendirildi : ip= 2.69 x 10°An*?D2Cyv' (134)

NiAlLOs/ GCE, GQDs / GCE ve GQDs—NiAl2O4/GCE'nin elektrot alanlari
strastyla 0.073 cm?, 0.517 cm? ve 0.937 cm? ile dogrulandi. CV sonuglarini dogrulamak
icin EIS oOlgiimleri uygulandi (Sekil. 4.6B). Sekil 4.6Bnin eki, GQDs—NiAl,O4/GCE
icin standart Randles devresini olusturan deneysel verileri gosterir. Cozelti direncini
(Rs), sabit faz elemanin1 (CPE) ve yiik transfer direncini (R¢) igeriyordu . Rct degerleri
NiAlO4/GCE igin 40 ohm (a egrisi), GQDs/GCE i¢in 30 ohm (b egrisi) ve GQDs—
NiAl;0O4 /GCE igin 18 ohm (c egrisi) idi. En diisiik Rec degeri sonucunda , en kolay yiik
aktarimi GQD'lerde — NiAl,O4+/GCE'de gergeklesti. Boylece, CV ve EIS o6l¢iimlerinin
sonuglar1 uyumlu hale geldi.

Son olarak elektron transfer hiz1 sabiti (k°), 25 ° C'de k° = 2.415 exp(—0.02F/
RT)D"*(E, — Epp) —'*v 12 denklemi kullanilarak 1.09 x 107 cm s 'olarak elde edildi ve

bu, geri doniisiimsiiz elektrokimyasal mekanizmay1 gosterdi(135).
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Sekil 4.6. (A) CV egrileri ve (B) (a) EIS yanitlar1 NiAl2O4/GCE, (b) GQDs/GCE ve (c)
GQDs-NiALO4/GCE'de (redoks probu: 5,0 mM [Fe(CN)s ]*/* 0,1 M KCl igerir;
potansiyel tarama hiz1: 100 mV s ). Ekteki, GQDs — NiAl,04/GCE i¢in Randles
esdeger devresidir. Frekans araligi, 0,160 V resmi potansiyelde 20 mV dalga genligi ile
100000-0,1 Hz'dir. RE: referans elektrot ve WE: ¢alisma elektrotu.

4.3. GQDs— NiAl204/GCE iizerinde HMF baskili polimerlerin iiretimi

GQDs— NiAO4/GCE fizerine HMF baskili bir polimerin gelistirilmesi igin,
100.0 mM Py dahil 25.0 mM HMF bir elektrokimyasal hiicreye aktarildi. Azotu
gectikten sonra 20. dongii boyunca 10 dakika boyunca gaz, voltammogramlar gézlendi
ve GQDs—N1A1204 / GCE {izerine kaydedildi .

Sekil 12de gosterildigi gibi , yaklasik +0,70 V'daki sinyaller sonraki taramalarda
kademeli olarak azalarak GQDs— NiAl:O4/GCE iizerinde bir HMF baskili polimer
olusumunu sagladi.

Ikinci olarak, GQDs— NiAl,O4+/GCE 'nin bask1 segiciligini belirtmek icin , SWV
voltamogramlari, 0,1 M PBS'de ve HMF'siz L HMF basina 5,0 ng varliginda MIP ve
NIP elektrotlart tarafindan elde edildi. Beklenildigi gibi, HMF’siz olanda higbir
elektrokimyasal sinyal yoktu (Sekil 4.7°nin a egrisi). Bunlara ek olarak, 0,1 M'de L
HMF basina 5,0 ng varliginda MIP elektrodunda gozlemlenen elektrokimyasal sinyaller
(Sekil 4.7'deki c egrisi) NIP elektrodundakilerden (Sekil 4.7'deki b egrisi) daha
yiiksekti. PBS, baski tekniginin dikkate deger seciciligini teyit etmektedir.

Son olarak, MIP/ NiAl,O4+/GCE (Sekil 4.7C'deki a egrisi), MIP/GQDs/ GCE
(Sekil 4.7C'deki b egrisi) ve MIP/GQDs— NiALLO4/GCE (Sekil 4.7'deki ¢ egrisi) gibi
cesitli HMF baskili elektrotlar , 0,1 M PBS'de L HMF basina 5,0 ng olacak sekilde

tasarlanmis ve uygulanmistir. Beklendigi gibi, en yiiksek elektrokimyasal sinyaller
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MIP/GQDs— NiAl,O4/GCE'de hesaplandi. Ek olarak, MIP/GQDs— NiAl,O4+/GCE'de iki
elektron transferini igeren elektro-indirgeme mekanizmasi meydana geldi. 1k elektron

transferi en yavas olana karsilik geldi ve kararli bir karbanyon bilesigi sayesinde alkali

ortamda hizland1 (Sekil 4.8.) (136).
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Sekil 4.7. (A) GQDs- NiAl2O4/ GCE {izerinde 25.0 mM HMF igeren 100.0 Mm Py
polimerizasyonu (Tarama hizi: 100 mV s™'), (B) Bu ¢alismada hazirlanan elektrotlarin
SWYV: (a) Bos tampon soliisyonda MIP / GQDs- NiAl>O4 /GCE (pH 11.0), (b) 0.1 M
PBS'de (pH 11.0) 5.0 ng L'! Hmfnin yeniden baglanmasindan sonra NIP / GQDs-
NiAL,O4 / GCE, (c) 0.1 M PBS'de (pH 11.0) 5.0 ng L'! hmfnin yeniden baglanmasindan
sonra MIP / GQDs-NiAl>O4 / GCE (Parametreler 100 Hz frekansidir, 25 mV'lik darbe
genligi, 5 mV'lik tarama artis1), (C) 0.1 M PBS'de 5.0 ng L' Hmf'nin yeniden
baglanmasindan sonra farkli molekiiler baski elektrotlarinin SWV (a) MIP / NiAl,O4 /
GCE, (b) MIP / GQDs / GCE, (c) MIP / GQDS- NiAl:O4 / GCE
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Sekil 4.8. MIP / GQDs-NiAlO4/ GCE'de HMF i¢in 6nerilen elektrorediiksiyon

mekanizmasi.

4.4. Optimizasyon Calismalari
Cozelti pH'', HMFnin Py monomerine molar oranlari, eliisyon siiresinin ve

tarama dongiisliniin etkileri Sekil 4.9.’da ayrintili olarak tartigilmistir.

4.4.1. pH etkisi

Ik olarak pH etkisi, ortam kosullarina bagl olarak sensdr sinyallerini etkileyen
onemli bir faktordiir. Sekil 4.9A ya baktigimizda sensor sinyal degerleri pH 11.0'a kadar
yiikselmis ve boylece ideal pH olarak 11.0 segilmistir.

4.4.2. Mol oranm1 HMF'den Py'ye monomer etkisi

Ikinci olarak, mol oran1 hmf'nin Py monomer etkisine etkisi arastirilmistir (Sekil
4.9B).Molekiiler baskili sensorlerin hazirlanmasinda, monomer oranini dikkat bir
sekilde ayarlamak gerekir. Biiylik oranlarda monomer konsantrasyonlarinda spesifik
olmayan etkilesim olasilig1 ytiksektir. Diisiik monomer konsantrasyonlarinda, analit
molekiiliiniin baglanma bolgelerinin sayis1 diisiiktiir ve sensoriin hassasiyetini 6nemli
Olciide etkiler. En yiiksek sensor sinyali 100,0 mM Py ve 25,0 mM HMF

kullanildiginda elde edilmis goriinmektedir.
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4.4.3.Eliisyon siiresi etkisi

Molekiiler baskilanmis sensorlerin hazirlanmasinda analit molekiiliiniin elektrot
yiizeyinden tamamen uzaklastirilmast ¢ok oOnemlidir. Sensor hazirligi durumunda
adsorpsiyon-desorpsiyon kinetigi oncelikle sensoriin performansini etkiler. Sonug
olarak, eliisyon siiresinin iyi bir optimizasyonu gereklidir. Optimizasyon i¢in birkag

desorpsiyon siiresi denendi ve en uygun sinyal degeri 20 dakikada elde edildi (Sekil
4.9C).

4.4.4. Tarama dongiisii efekti

Elektrokimyasal sensor uygulamalarinda hazirlanan elektrot yiizeyinin kalinlig
oldukca dnemlidir. Film kalinlig1 sensor performansini dogrudan etkileyen énemli bir
faktordiir. Disiik film kalinligina sahip elektrot yilizeyinde sonikasyon iglemi sirasinda
nanokompozit malzemenin elektrot yilizeyinden kopmast muhtemeldir. Bu nedenle
farkli film kalinliklarina sahip molekiiler baskili elektrotlar hazirlandi ve 20. tarama

dongiisii ile elektrotta en yiiksek sinyal elde edildi (Sekil 4.9D).
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Sekil 4.9. (A) pH, (B) mol orani, (C) eliisyon siiresi, (D) tarama dongiisiiniin SWV'lerin
sinyalleri iizerindeki etkisi (0,5 ng L' HMF varhiginda) (n = 6)
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5.TARTISMA
5.1.0l¢iim limiti (LOQ) ve Tespit limiti (LOD)

NiAl204/GCE'nin dogrusallik araligr ilk olarak HMF konsantrasyonu ve SWV
sinyalleri kullanilarak olusturuldu. Dolayisiyla y (uA) = 2,0595%(Cumr, ng L) —
0.4873, (R*> =0.9998 gosterilir. Sekil 5.1°de ; LOQ ve LOD degerleri ,sirastyla 1,0 ng L™!
ve 0,30 ng L' olarak hesapland: . Ayrica, gelistirilen sensor sayesinde HMF'nin tespiti
yiiksek hassasiyetle gerceklestirildigi icin, HMF'nin zararli etkileri daha hizli ve aninda
tespit edilmistir . Tablo 5.1.1. de MIP/GQD-NiAl,04/GCE performansinin bildirilen
yontemlerle karsilastirmasini géstermektedir . Sensoriin hazirlanmasi sirasindaki GQDs
, NiAlO4 ve kompozit malzeme hidrotermal kosullarda yiiksek verimle iretildiginde
cevre ve insan sagligina dost bir yontem sunulmustur. Bu nedenle, bu calismada
gelistirilen MIP sensorii ile HMF kaynakli hastaliklarin teshisi daha miimkiin olacaktir.
Son olarak, yiiksek secicilik ve stabilite ile gelistirilen sensor sayesinde, bu analiz
yontemi HMF tespiti ic¢in literatiirde mevcut olan tekniklere bir alternatif olarak

gercgeklestirilebilir.

LOQ=10.05/m
LOD=33S/m

Burada S: Kesigsme noktasinin standart sapmasini temsil ederken m: Regresyon

¢izgisinin egimini temsil eder.
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¥ = 20558 - LEATY
R'= 09998

2 4 & ] 10
HEAF konsantrasyonu ! ng L

-1.5 -1.4 -1.3 -1.2 -1.1
POTANSIYEL , V

Sekil 5.1. PBS'nin pH 11.0'nda (1.0-10.0 ng L"! konsantrasyon araliginda )
MIP/GQDs—-NiAl,O4+/GCE'de ¢esitli HMF miktarlarina sahip SWV'ler .

Tablo 5.1.1. MIP/GQDs—NiAl2O4/GCEnin performansinin rapor edilen yontemlerle

karsilastirilmast.

Materyal / Metod Dogrusal arahk  LOD Ref.
MIP/ s1vi-s1vi1 ekstraksiyonu 1.0-7.0 mg L 0.372mgL! 30
Kapiler elektroforez 10.0-80.0mg L'  0.09mgL! 42
HPLC 1.0-10.0 mg L 0.83mgL! 43
SWV 003-038mgLt  VO0ImeLy,
Amino tuzal‘< kolon darbeli 1.0-100.0 mg L-! 0.10 mg L 44
amperometrik

HPLC-UV 0.67-4.17ngmL'  0.69ngmL! 45
MIP/GQDs-NiAl;04/GCE 1.0-10.0 ng L' 0.30 ng L' bu

calisma

5.2.Geri kazanim calismalari

Geri kazanim degerlendirmesi, MIP/GQDs— NiAlO4/GCE'nin gecerliligini

gostermek icin kahve gibi ger¢cek numuneler kullanilarak yapildi .

Tablo 5.2.1.

sonuclarin  %100,00'e yaklastigit kahve Orneklerinde geri kazanim degerlerini

gostermektedir. Boylece gelistirilen MIP/GQDs—NiAlbO4/GCE'nin HMF tespiti igin

yiiksek afiniteye sahip oldugu sonucuna ulagilmistir .
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Tablo 5.2.1. HMF’nin (n=6) geri kazanim sonuglar1

Ornek Eklenen Bulunan *Geri
HMF HMF Kazanim
(ng L) (ng L) (%)
Kahve - 1.071 + -
0.003
2.000 3.073 £ 100.07 £
0.006 0.01
5.000 6.069 + 99.97 +0.03
0.002
8.000 9.070 £ 99.99 + 0.01
0.008

*Geri Kazanim = Bulunan HMF, ng L' / Ger¢ek HMF, ng L'!

5.3.Secicilik, kararhlik ve yeniden kullanilabilirlik ¢alismalar:

MIP/GQDs—NiAl,O4/GCE'nin segicilik ¢aligmalari, HMF ile etkilesim olasilig1
yiiksek olan se¢ilmis kimyasal ajanlarin (5-MT, FUR, GLU, AA ve MGO) varliginda
gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal voltamogramlar tizerinde L HMF basina 5,0 ng, L
5-MT basia 500,0 ng, L FUR basina 500,0 ng, L GLU basina 500,0 ng, L. AA basina
500,0 ng ve L MGO basina 500,0 ng MIP/GQDs— NiAlLO4/GCE ve NIP/GQDs—
NiAlO4/GCE ig¢in elde edildi. (Sekil 5.2A ve B).

Bunlara ek olarak, akim sinyalleri (LA) , secicilik katsayis1 (k) ve bagil secicilik
katsayis1 (k') degerleri dahil olmak tizere Tablo 5.3. 'de gosterildigi gibi hesaplandi .

Kisaca, MIP/GQDs— NiAl,O4/GCE , spesifik nano bosluklar nedeniyle HMF
icin 5-MT, FUR, GLU, AA ve MGO'dan sirastyla 20.00, 25.00, 33.33, 50.00 ve 100.00
kat daha seciciydi. Elde edilen verilere dayanarak, HMF tespiti i¢in oldukga segici bir
MIP sensorii basartyla gelistirildi.
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== HMF
S-MT
FUR
GLU

0.5 pA
‘ : AA

/-\ MGO
—

-1.4 -1.3 -1.2 -1.1 -1.4 -1.3 -1.2 -1.1
POTANSIYEL POTANSIYEL , V

Sekil 5.2. 5,0 ng L' HMF, 500,0 ng L' 5-MT, 500,0 ng L"! FUR, 500,0 ng L"!
GLU , 500,0 ng LT AA ve 500,0 ng L' MGO (A) MIP/GQDs-NiAl,O4/GCE ve (B)
NIP/GQDs-NiAl,O4/GCE'nin SWV'leri
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Tablo 5.3.1. HMF baskil1 elektrotlarin segicilik katsayisi(k)ve bagil segicilik

katsayisi (k")degerleri (MIP/GQDs-NiAl,O4/GCE ve NIP/GQDs-NiAl,04/GCE)

MIP NIP
Al *k Al *k HK!
(nA) (nA)
HM 10.00 - 0.5 - -
F 0
5- 0.50 20.00 0.3 1.67 12.2
MT 0 0
FUR 0.40 25.00 0.2 2.50 10.0
0 0
GLU 0.30 33.33 0.1 3.33 10.1
5 0
AA 0.20 50.00 0.1 5.00 10.0
0 0
MG 0.10 100.0 0.0 10.0 10.0
0 5 0 0

Analit konsantrasyonlari :

5.0 ng L'! HMF, 500.0 ng L' 5-MT, 500.0 ng L

FUR, 500.0 ng L'! GLU,500.0 ng L' AA ve 500.0 ng L' MGO; *k = Alumr / Al midahale

eden kimyasal V€ **k" =k mip/ k nip
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Daha sonra stabilite testi yapildi ve MIP/GQDs— NiAl,O4/GCE stabilitesi i¢in
sonuclar elektrokimyasal sinyaller 7 hafta boyunca kaydedildi. Sekil 5.3'te gdsterildigi
gibi, yedinci haftanin sonundaki tepe sinyali, ilk haftanin sonunda hesaplanan tepe
sinyalinin  ~%98,31°’1 olarak degerlendirildi. Bu durum O&nerilen MIP/GQDs—
NiAl204/GCE’nin yiiksek kararliligini sagliyordu.

Son olarak MIP/GQDs— NiAl2O4/GCE 'nin yeniden kullanilabilirlik dl¢timleri
icin alt boliim 3.3. ve 3.4.”e gore tasarlanmistir. 40 MIP/GQD-NiAlO4/ GCE ylizeyleri
0,1 M PBS'de L HMF basina 5,0 ng'ye uygulandi ve 40 6l¢iim i¢in 0,39'luk bir bagil
standart sapma elde edilerek yiiksek derecede yeniden kullanilabilirligi dogruladi.

| MA

2=

1 2 3 4 5 6 7

HAFTA

Sekil 5.3. MIP/GQDs-NiAl,O+/GCE'nin 5.0 ng L' HMF (n = 6) dahil stabilite testi
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6. Sonuc¢

Kahve , diinya genelinde insanlarin en ¢ok tiikettigi bir igecektir. Bu nedenle
kahvede HMF tespiti daha yasanabilir bir yasam i¢in olduk¢a Onemlidir. 5-
Hidroksimetil furfural (HMF), fruktoz, siikroz ve glikoz gibi sekerlerin asidik bir
ortamda veya Maillard reaksiyonu sirasinda dehidre edilmesiyle iiretilen bir ara
maddedir. HMF, seker igeren gidalarin uygunsuz sicaklik kosullarinda muhafaza
edilmesi nedeniyle olusabilir. Bu durum, iiriin kalitesini belirlemede 6nemli bir kriter
olarak kabul edilir. Bu c¢alismada, kahve Orneklerinde HMF'nin segici olarak
belirlenmesi i¢in NiAlbOs (GQDs—NiAl2O4) nanokompozit igeren grafen kuantum
noktalarina dayali yeni bir molekiiler baskili elektrokimyasal sensor gelistirilmistir.
GQDs—NiAl,04 nanokompozitinin yapisal karakterizasyonlari i¢in ¢esitli mikroskobik,
spektroskopik ve elektrokimyasal yontemler gerceklestirilmistir . Molekiiler olarak
basilmis sensér, 100.0 mM pirol monomer ve 25.0 mM HMF varliginda dongiisel
voltametri  (CV) kullanilarak ¢oklu tarama yoluyla hazirlandi. Yontem
optimizasyonundan sonra sensor, 0,30 ng L™! tespit limiti (LOD) ile 1,0-10,0 ng L™
araliginda HMF'ye dogru dogrusallik ortaya cikardi. Gelistirilen MIP sensoriiniin
yiiksek tekrarlanabilirligi, se¢iciligi, kararlilig1 ve hizli tepki yetenegi, kahve gibi yogun
tiketilen igeceklerde giivenilir HMF tespiti saglayabilmektedir. Boylece bu yontem,
HMF'nin basta insan olmak {izere canli organizmalarin sagligi lizerindeki olas1 olumsuz
etkilerini tespit edip ortadan kaldirarak saglik ve beslenme alaninda 6nemli katkilar
saglayabilir. Bu c¢alismada gelistirilen sensoér ile HMF kaynakli hastaliklarin
onlenmesine ve daha saglikli toplumlarin olusmasi, toplumun saglik diizeyinin
yiikseltilmesinde 6nemli bir geri doniis olabilir. Sonu¢ olarak diinya ¢apinda yaygin
olarak tiiketilen kahve iceceginin tiikketiminde icerisinde bulunan HMF tespiti saglanip ,
HMF birikimi sebebiyle olusacak komplikasyonlar 6nlenmis olacaktir. Ayrica sensoriin
hazirlanmasi sirasindaki grafen kuantum noktalar: , NiAl2O4 ve kompozit malzeme
hidrotermal kosullarda yiiksek verimle iiretildiginden ¢evre ve insan sagligina dost bir

yontem olabilir.
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Graphene quantum dots incorporated NiAl,O4
nanocomposite based molecularly imprinted
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furfural detection in coffee samples+
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5-Hydroxymethyl furfural (HMF) is an intermediate produced by dehydrating sugars, such as fructose,
sucrose, and glucose, in an acidic medium or during the Maillard reaction. It also occurs due to the
storage of sugary foods at inappropriate temperatures. In addition, HMF is seen as a quality criterion in
products. In this study, a novel molecularly imprinted electrochemical sensor based on graphene
guantum dots incorporated NiALO, (GQDs-NiAlLO.) nanocomposite was presented for the selective
determination of HMF in coffee samples. Various microscopic, spectroscopic, and electrochemical
methods were carried out for the structural characterizations of GQDs-NiAl;O. nanocomposite. The
molecularly imprinted sensor was prepared by multi-scanning using cyclic voltammetry (CV) in the
presence of 100.0 mM pyrrole monomer and 25.0 mM HMF. After method optimization, the sensor
revealed linearity towards HMF in the range of 1.0-10.0 ng L™* with a detection limit (LOD) of
0.30 ng L% The developed MIP sensor’s high repeatability, selectivity, stability, and fast response ability
can provide reliable HMF detection in beverages, such as coffee, which is heavily consumed.
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