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ÖZ 
Uyanık kalmaya ve yorgunluğun başlamasını önlemeye yardımcı olduğundan, kafein içerikli gıdalar dünya 
çapında sıklıkla kullanılmaktadır. Bu sebeple hem gıda hem de farmasötik amaçlı kafein kullanımına yönelik 
araştırmalar son yıllarda artmıştır, fakat yaygın olarak oral yolla alınan kafeinin gastrointestinal sistem boyunca 
ona eşlik eden salyadaki müsin proteini ile olan etkileşimi hakkında bir araştırma bulunmamaktadır. Bu 
çalışmamızda kafein ve müsin molekülleri arasındaki etkileşim floresan spektroskopi tekniği kullanılarak 
araştırılmıştır. Deneysel sonuçlar kafein moleküllerinin müsin proteininin floroforları üzerine söndürme 
etkisi olduğunu göstermiştir. Bu etki hem ağız/bağırsak ortamına yakın pH 7 hem de mide ortamına yakın 
pH 3 değerlerinde, her kafein molekülü bir protein molekülü ile etkileşime girmesi ve bu etkileşimin statik 
floresan söndürme mekanizmasının çalışmasına sebep olmasıyla gerçekleşmektedir. Kafein ve müsin 
etkileşiminin kafein konsantrasyonu arttıkça, özellikle de mide ortamında, hızla arttığını gösteren bu 
çalışmamız, kafeinin sindirim ve biyoyararlılık çalışmalarına temel oluşturabilecektir. 
Anahtar kelimeler: kafein, müsin, floresan söndürme, pH, Stern-Volmer 
 

INVESTIGATION OF THE INTERACTION BETWEEN CAFFEINE 
MOLECULE AND MUSIN PROTEIN BY FLUORESCENCE SPECTROSCOPY 

TECHNIQUE 
 

ABSTRACT 

Caffeine-containing foods are frequently used around the world, as it helps to stay awake and prevent 
the onset of fatigue. Therefore, research on the use of caffeine as a food or pharmaceutical purposes 
has increased in recent years. However, there is no research for the interaction of caffeine with the 
mucin protein in saliva that accompanies the orally ingested molecules throughout the gastrointestinal 
tract. In this study, the interaction between caffeine and mucin was investigated using fluorescence 
spectroscopy technique. Experimental results showed that caffeine molecules have a quenching effect 
on the fluorophores of mucin protein. This effect occurs when each caffeine molecule interacts with 
one protein molecule via the static fluorescence quenching mechanism. Moreover, the interaction of 
caffeine and mucin was enhanced as the caffeine concentration increases, especially in the stomach 
environment. After all, this study may provide a good basis for the digestion and bioavailability 
studies of caffeine. 
Keywords: caffeine, mucin, fluorescence quenching, pH, Stern-Volmer  
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GİRİŞ 
Dünyada tüketimi yaygın olan bazı içeceklerin 
içerisinde kafein bulunmaktadır. Yetişkin nüfusun 
yaklaşık %80'i her gün kahve veya çay içmektedir. 
Kahve ve çayda ortalama 2-3 mM kafein 
bulunmaktadır (Lisko vd., 2017). Doğal uyarıcı bir 
madde olan kafein az miktarda kakao içinde de 
bulunmakta ve yoğun karakteristik acımsı tadı 
sebebiyle kola gibi bazı asitli içeceklere de 
eklenmektedir. 
 
Bir alkaloid türü olan kafein molekülünün, beyni 
ve merkezi sinir sistemini uyararak çalıştığı, 
böylece uyanık kalmaya ve yorgunluğun 
başlamasını önlemeye yardımcı olduğu 
bilinmektedir. Bu sebeple, kafein molekülünün 
hem gıdalarda hem de ilaç türü ürünlerde katkı 
maddesi olarak kullanılması gün geçtikçe 
artmaktadır. Örnek olarak kafein, soğuk algınlığı 
ilaçları, analjezikler, anorektanlar ve amfetamin 
benzeri olarak bilinen uyarıcı veya uyarıcı 
karışımların bileşenlerinde de tüketilir (Grosso 
vd., 2017). 
 
Kafeinin ayrıca farmakokinetik ve 
farmakodinamik özellikleri olduğu 
belirtilmektedir (Alsabri vd.,2018). Kafeinin 
bağırsak mikrobiotasını değiştirebildiğinden 
dolayı anti-enflamatuar etkilerinin olduğu 
belirtilmiştir. Hücresel, hayvan ve insan 
çalışmalarından elde edilen kanıtlara göre kafein 
bağırsak mikrobiyotasının yapısında ve 
fonksiyonunda değişiklikler meydana getirir. Bu 
değişiklikler majör filumlar (Proteobacteria, 
Actinobacteria, Bacteroidetes ve Firmicutes) arasındaki 
oran değişiklikleridir (Pan vd., 2016). Bağırsak 
mikrobiotasındaki bu değişiklikler polifenol 
biyotransformasyonunda önemli role sahiptir ve 
obezite karşıtı etki yaptığı belirtilmiştir. Bu 
sebeple, kafeinin bağırsak ve bağırsak 
mikrobiotasında olumlu yönde etkileri olduğu 
söylenmektedir (Moco vd., 2012). Diğer yandan, 
kafein fazla tüketildiğinde mide kanserine sebep 
olabileceği yönünde bulgular vardır (Grosso vd., 
2017). Bunun da sebeplerinden birisi olarak 
kafeinin, insan mide müsin salgılayan hücrelerinde 
müsin salgılanmasını inhibe etmesi olduğu 
düşünülmektedir. Mukus sekresyonunun 
azalması, kafein nedeniyle gastrik mukozal hasarın 

önemli faktörlerinden biri olabilir (Hamada vd., 
1997). 
 
Genel olarak baktığımızda kafein ister gıdalarla 
ister farmakolojik ürünlerle alınsın, bulgular oral 
yolun kafeinin en yaygın uygulama yolu olduğunu 
göstermektedir ve kafeinin tam emilimi ince 
bağırsakta gerçekleşir. Kafein oral yolla alınıp 
bağırsakta emilene kadar salya ona eşlik 
etmektedir. Salyanın büyük kısmını müsin isimli 
proteinler oluşturmaktadır. Müsin, salya ve 
midesel sıvıların temel proteinidir (Bansil ve 
Turner, 2006). Müsin, yüksek derecede 
glikozilasyona sahip, yüksek moleküler ağırlıklı 
(0,5-40 MDa), ampifilik karakterli ve pH 2-3 
aralığında seyreden düşük izoelektrik noktasına 
sahip olan bir proteindir (Svensson ve Arnebrant, 
2010). Farklı organlardaki müsin proteinleri, 
kompozisyon, yapı ve biyofiziksel açılardan 
önemli farklılıklar göstermektedir. Bu farklılıkların 
hem hidrofobik uç bölgelerinden hem de farklı 
tip, miktar ve pozisyonda negatif yük içeren 
merkez bölgesinden kaynaklandığı rapor 
edilmiştir (Bansil ve Turner, 2006; Madsen vd., 
2016). 
 
Kafeinin oral prosesteki tat salınımı, midede 
gastrik asit sekresyonunu uyarması (Hamada vd., 
1997), emilimi ve bağırsak mikrobiyotasını 
etkilemesi (Moco vd., 2012) gibi durumlar, tüm bu 
süreçte ona eşlik eden müsin proteini ile olan 
etkileşimi sonucu olabileceği hipotezini 
kurmamızı sağlamıştır. Yaptığımız araştırmalarda 
müsin proteini ile kafein molekülünün etkileşimini 
araştıran bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu 
etkileşimin moleküler düzeyde aydınlatılması 
kafeinin ağız, mide ve bağırsaktaki etkilerine ışık 
tutabilir. Protein-ligand etkileşimleri, küçük ilaç 
moleküllerinin canlı sistemlerde taşınması ve 
dağılımında önemlidir (Islam vd., 2016).  
 
Bu çalışmamızda, kafein ve müsin arasındaki 
etkileşimi anlamada floresans spektroskopi tekniği 
uygulanmıştır. Floresans spektroskopisi intirinsik 
floroforların varlığına dayalı bir tekniktir. 
Proteinlerin içerisindeki triptofan, tirosin ve 
fenilalanin amino asitleri floresans emisyonu verir 
ve bu emisyon spektrumlarının hem 
yoğunluğundaki hem de maksimum tepe 



H. Yılmaz, A.R. Şahin 

 

 

52  
     

 

 

noktasındaki değişimler, bu amino asitlerin ve 
dolayısıyla proteinin konformasyonel değişimleri 
veya bulunduğu ortamdaki farklılaşmaları 
hakkında bilgiler sağlar (Lakowicz, 2006). Bu 
sebeple müsin proteinindeki kafein varlığında 
oluşan muhtemel değişimleri ve bu iki molekül 
arasındaki etkileşimi göstermede floresans 
spektroskopi tekniği optimum tekniklerden 
biridir. 
 
MATERYAL VE YÖNTEM 
Örnek hazırlama 
Araştırmada kullanılacak çözeltiler; domuz 
(porcine) gastrik müsini (PGM) (Tip III) ve kafein 
yüksek saflıkta (> %98.5) Sigma-Aldrich’den (St. 
Louis, Missouri, USA) satın alınmıştır ve ekstra bir 
pürifikasyon yapılmadan kullanılmıştır. Protein ve 
kafein çözeltilerinin gerekli konsantrasyonları 10 
mM fosfat tampon çözeltisi (PBS) ile 
hazırlanmıştır. 
 
Floresan spektroskopi ölçümleri 
Tüm intirinsik floresans ölçümlerinde FS5 
Spectrofluorometer (Edinburgh Instruments, 
Livingston, UK) kullanılmıştır (150 W Xenon 
lambası ve PMT (single photon counting 
photomultiplier) dedektörü). Ekzitasyon 
dalgaboyu (λex) 280 nm ve emisyon dalgaboyu 
290-420 nm aralığında ayarlanarak her 2 nm’de 
ölçüm alınmıştır. Ölçümler oda sıcaklığında 10 
mm quartz küvet kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  
 
Kafein moleküllerinin müsin proteininin 
floroforları üzerine söndürme etkisini 
gözlemleyebilmek için kafein çözeltilerinden 0 – 
10 μM arasında bir seyreltme serisi hazırlanmıştır. 
Her ölçüm işleminde seçili konsantrasyondan 1 
mL kafein çözeltisi ile 1 mL'lik 1 mg/mL 
konsantrasyonundaki müsin çözeltisine 
eklenmiştir. Protein çözeltisine (müsin) sabit 
hacimdeki sönümleyici (kafein) eklenmesi 
seyreltme etkisi sonucu oluşan 
komplikasyonlardan kaçınmamızı sağlamaktadır. 
Ölçümlerin alınacağı emisyon dalgaboyu 
aralığında kafein molekülleri, protein floresans 
emisyonu etkileyecek bir enerji absorbsiyonuna 
sahip değildir fakat kafein moleküllerinin olası 
ufak absorbsiyon etkilerini de ortadan kaldırmak 
için her kafein konsantrasyonu için bir blank (kör) 

hazırlanmış (yani kafein çözeltilerinin tek başına 
floresans emisyon şiddetleri ölçülür) ve bu blank 
(kör) ilgili karışımın emisyon spektrumundan 
çıkarılarak müsin proteinin floresans şiddetindeki 
değişim net olarak gözlemlenmiştir 
(Papadopoulou vd., 2005; Brandão vd., 2017).  
 
Ölçümler sonunda Stern-Volmer grafiği çizilip 
söndürme katsayısı hesaplanmıştır. Söndürme 
katsayısı değerine göre söndürmenin dinamik veya 
statik olduğu saptanabilmektedir. Floresans 
söndürme analizi aşağıda verilen Stern-Volmer 
formülüne göre yapılmıştır (Lakowicz, 2006): 

𝐹0
𝐹⁄ = 1 + 𝐾𝑠𝑣  [𝑄]  = 1 +  𝐾𝑞 𝜏0 [𝑄] 

F0 : müsin olmadığı durumdaki floresans şiddeti  
F: müsin varlığında elde edilen floresans şiddeti 
Ksv : Stern-Volmer söndürme sabiti 
Kq : Bimoleküler söndürme sabiti 
[Q] : müsin konsantrasyonu 
 
Stern-Volmer grafiği F0/F değerine karşılık [Q] 
değeri olarak çizildiğinde elde edilen regresyon 
eğrisinin eğimi Ksv değerini verir. KSV değeri 
söndürme verimini ve/veya sönümleyici 
molekülün florofora erişilebilirliğini yansıtır. 
Böylelikle kafein ve müsinler arası etkileşim 
gücünün bir göstergesi olmaktadır (Mensi vd., 
2013). Kq, bimoleküler söndürme sabitidir ve 
Ksv/τ0'a eşittir (M-1 s-1). Bununla birlikte τ0 
söndürücünün yokluğunda floroforun ömrüdür 
(10-8 s). 
 
Floresan söndürme hem statik hem de dinamik 
söndürmeyi içerir ve maksimum dinamik sabit, 
sulu bir çözeltide 2.0×1010 M–1 S–1'dir (Lakowicz, 
2006). Kq'nin maksimum dinamik sabitten büyük 
olduğu durumda, statik söndürme baskındır. 
Statik söndürme sabitleri aşağıdaki çift-logaritmik 
denkleme göre hesaplanabilmektedir. 

𝑙𝑜𝑔 [
𝐹0 − 𝐹

𝐹
] = 𝑙𝑜𝑔 𝐾𝐴  +  𝑛 𝑙𝑜𝑔[𝑄] 

Bu denklemde KA, grafiğin ordinat ile kesişimidir 
ve bağlanma sabitini verir. Grafiğin eğiminden ise 
n değeri hesaplanır ve bağlama noktalarının 
sayısını verir. 
 
Floresans emisyon şiddetindeki azalma iki 
molekül arasındaki bağlanma derecesi hakkında 
bilgi verirken, λem değerindeki kaymalar ise Trp 
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çevresindeki değişimleri dolayısıyla protein 
konformasyonundaki değişimleri göstermektedir. 
 
İstatistiksel analiz 
Tüm deneyler üç kez tekrarlanarak, veriler 
“ortalama ± standart sapma” olarak temsil 
edilmiştir. Çoklu karşılaştırmalar için veriler, 
varyans analizi (ANOVA) için SPSS yazılımı 
(Windows için sürüm 16.0, SPSS Inc.) kullanılarak 
istatistiksel analize tabi tutulmuştur.  
 
SONUÇLAR VE TARTIŞMA 
Floresan söndürme çalışmaları 
Kafein moleküllerinin müsin protein ile 
etkileşimini ve kafeinin müsin moleküllerinin 
floresan şiddeti üzerine söndürme etkisini 
gözlemlemek için artan konsantrasyonlarda kafein 
çözeltisinin müsin protein çözeltisine 
eklenmesiyle floresan emisyon spektrumları elde 
edilmiştir. Şekil 1’de gösterildiği üzere hem pH 7 
hem de pH 3 ortamında artan kafein 
konsantrasyonu, müsin proteininin floresan 
yoğunluğunda kademeli düşüşe neden olmuştur. 
Diğer bir deyişle, kafein molekülleri müsin 
molekülleri üzerinde floresan söndürücü olarak 
etki etmiştir. Floresan söndürme, söndürücü 
moleküller ile çeşitli moleküler etkileşimler 
sebebiyle bir floroforun floresan kuantum 
veriminin azalmasıdır (Papadopoulou vd., 2005). 
Floresan söndürme için florofor ile söndürücü 
arasında moleküler temas gereklidir. Moleküler 
etkileşim veya çözücü bileşimindeki değişiklik 
nedeniyle, floroforun uyarılma ve emisyon 
davranışı değiştirilebilir. Örneğin, Tyr solvent 
polaritesine karşı nispeten duyarsızdır, Trp ise 
polariteye ve/veya yerel ortama büyük ölçüde 
bağımlıdır (Lakowicz, 2006). Bunun nedeni, yakın 
iki izoenerjik geçişe sahip Trp'nin benzersiz 
şekilde karmaşık floroforudur; bununla birlikte, 
Try emisyonunun tek bir elektronik durumdan 
meydana geldiği görülmektedir.  
  
Şekil 1’de müsin proteininin kendisinin (kafein 
varlığından bağımsız olarak) bir adet geniş 
floresan emisyon piki verdiği görülmektedir. Bu 
tip pikler, proteinin floresan emisyon 
yoğunluğuna Trp’a ek olarak Tyr rezidülerinin de 
katkıda bulunduğunu göstermektedir. 
Proteinlerin floresan emisyonuna, en uzun dalga 

boyunda absorblayan Trp hakimdir. Trp 
varlığında proteinde fenilalanin (Phen) ve Tyr 
amino asitleri bulunmasına rağmen 
absorbladıkları enerji esas olarak Trp'a aktarılır. 
Protein floresansı genellikle 280 nm'de uyarılır, 
ancak Phen, maksimum 282 nm'ye yakın 
yapılandırılmış bir emisyon sergiler. Bu nedenle 
çok küçük bir kuantum verimine sahip olan Phen, 
bu çalışmada olduğu gibi uyarılmamıştır. Tyr ve 
Trp'ın sudaki maksimum emisyonları sırasıyla 303 
nm ve 350 nm'de gerçekleşir (Lakowicz, 2006). 
Böylece, Şekil 1’de gözlemlenen emisyon tepe 
noktaları, 280 nm'de hem Tyr hem de Trp'ın 
absorbansından kaynaklanmaktadır. Öte yandan, 
Tyr'den Trp'a rezonans enerji transferleri art arda 
gerçekleşir, bu nedenle Try'in çoğu proteinin 
emisyonuna yalnızca küçük bir katkısı 
gözlemlenebilir, geri kalan enerji bu çalışmada da 
olduğu gibi Trp rezidülerinin geniş bir pik 
vermesine sebep olur. 
 
Kafein konsantrasyonun müsin proteinlerinin 
floresan yoğunluğu üzerine etkisini daha net 
görebilmek için her bir konsantrasyonun 
söndürme yüzdesi hesaplanarak Şekil 2’de 
gösterilmiştir. Ortam pH’ı 7 olduğunda 0.12 μM 
kafein konsantrasyonunda % 25.5±0.5 oranında 
bir söndürme olurken, kafein miktarı 5 μM 
olduğunda söndürme oranı % 93.9±0.3’e 
çıkmaktadır. Söndürme yüzdeleri pH 3 ortamında 
genel olarak pH 7’ye göre daha düşük olmakla 
beraber, benzer şekilde 0.12 μM’dan 0.12 μM’a 
artan kafein konsantrasyonu daha fazla 
söndürmeye sebep olmuştur (sırasıyla % 11.9±0.5 
ve % 86.4±0.4).  
  
Müsin proteininin kafein içermediği durumdaki 
floresan yoğunlukları karşılaştırıldıklarında pH 
7’de pH 3’e göre daha yüksek değere sahip olduğu 
görülmektedir. Bununla birlikte pH 7’de kafeinin 
daha fazla söndürme etkisi olmuştur. Bu durum 
şaşırtıcı değildir, çünkü müsinin izoelektrik 
noktasının 2 ile 3 arasında yer aldığı bilinmektedir 
(Bansil ve Turner, 2006) ve dolayısıyla pH 3’de net 
yükü neredeyse sıfırdır. Bu veriler, müsin protein 
yapısında pH'ın önemine ve sonuç olarak, 
müsinin kafein ile etkileşime girme yeteneğine 
floresan rezidülerinin yan zincirlerindeki yük 
miktarlarının katkısına işaret etmektedir. 
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Şekil 1. Artan kafein konsantrasyonu ve farklı pH ortamlarında müsin proteininin floresan emisyon 

spektrumları (λex: 280 nm) 
Figure 1. Fluorescence emission spectra of mucin protein at different caffeine concentration and Ph 
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Şekil 2. Artan kafein konsantrasyonu ve farklı pH ortamlarında müsin proteininin floresan 

yoğunluğundaki sönümlenme yüzdeleri 
Figure 2. Fluorescence quenching percentage of mucin protein at different caffeine concentration and pH 

 
Floresan yoğunluğunun yanı sıra maksimum 
emisyon dalga boyu (λmax) değerindeki değişimler 
de çözücü ortamının ve moleküler etkileşimin 
etkileri hakkında önemli ipuçları verebilmektedir. 
Farklı pH değerlerindeki tampon çözeltilerinde 
müsin için gözlenen tüm λmax değerleri, tek başına 
Trp indol grubu için λmax değerinden biraz daha 
kısadır (λem = 340 nm) (Lakowicz, 2006). Bu 
durum müsinin ana floresan rezidülerinin 
proteinin çözücü ile temas halindeki yüzey 
bölgesinde değil de, sulu çözücüden daha etkili bir 
şekilde korunduğu hidrofobik bölgelerde 
bulunduğunu gösterir. Fakat müsin proteininin 
maksimum floresan yoğunluğu verdiği dalga boyu 
pH 7’de 332 nm iken pH 3’te 328 nm olmuştur 
(Şekil 1 ve Çizelge 1). Yani ortam pH 7’den pH 
3’e değiştirildiğinde 4 nm’lik daha düşük dalga 
boyuna kayma (maviye kayma) gözlemlenmiştir. 
Emisyonun daha uzun dalga boyuna kayması 
(kırmızıya kayma – red shift), genellikle proteinler 

açıldığında meydana gelir ve bu, proteinlerin 
kompakt yapısında önemli bir kayıp olduğunu 
düşündürür. Diğer yandan floroforlar doğal 
proteinin içine gömülü haldeyse daha kısa dalga 
boyunda emisyon verir (maviye kayma- blue shift) 
(Lakowicz, 2006). Gastrik müsinin, pH ≥ 4'te 
rastgele halka konformasyonundan, müsin 
moleküllerinin pH < 4'te bir araya toplandığı 
anizotropik ve daha kompakt bir konformasyona 
doğru bir konformasyonel değişime uğradığı 
bilinmektedir (Çelebioğlu vd., 2015). pH 3'te 
müsin molekülleri protonlanır ve negatif yük 
değeri düşer (Çelebioğlu vd., 2020). Bu, daha önce 
yaptığımız zeta potansiyel çalışmaları sonucunda 
gösterilmiştir (Yılmaz vd., 2021). Bu çalışma 
sonuçları da daha düşük λmax vererek pH 3 
değerinde müsin molekülünde katlanmalar 
meydana geldiğini kanıtlamıştır. 
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Çizelge 1. Kafein müsin etkileşiminin pH 7 ve pH 3 ortamlarında Stern-Volmer (Ksv), bimoleküler 
söndürme (Kq) ve bağlanma sabitleri (KA ve n) ile maksimum floresan dalga boyu (λmax) ve ulaşılabilir 

florofor değerleri (fa) 
Table 1. Stern-Volmer (Ksv), bimolecular quenching (Kq), and binding constants (KA ve n) of the caffeine-mucin 

interaction in addition to the maximum fluorescence wavelength (λmax) and accessible fluorophore (fa) 

pH 

Stern-Volmer sabitleri 
Stern-Volmer constants 

Çift-logaritmik regresyon değerleri 
Double-logarithmic regression values fa 

 
λmax 

(nm) Ksv (1014 L mol-1) Kq (106 L mol-1) R2 KA (105 L mol-1) n R2 

7 1.18 1.18 0.985 1.67 0.70 0.988 0.84 332 

3 1.13 1.13 0.960 1.10 0.94 0.980 1.03 328 

 
Stern-Volmer ve bağlanma katsayıları 
Kafein konsantrasyonunu artırarak müsin 
floresan söndürmeyi açıklamak için Şekil 3'te 
sunulan Stern-Volmer grafikleri, deneysel olarak 
ölçülen F ve F0 değerleri kullanılarak elde 
edilmiştir. Her iki pH değerinde de lineer Stern-
Volmer eğrileri bulunmuştur. Bu genellikle, 
proteinin tüm ana floresan rezidülerinin çözücü 
tarafından eşit olarak erişilebilir olduğu anlamına 
gelir. İki florofor popülasyonu mevcutsa ve bir 
sınıf söndürücü tarafından erişilebilir değilse, 
Stern-Volmer çizimleri doğrusallıktan x eksenine 
doğru sapar (Giraddi vd., 1996). Müsin 
proteininin floresan rezidülerinin eşit olarak 
erişilebilir olup olmadığından emin olmak için 
ulaşılabilir floresan kesri (fa) aşağıdaki formül ile 
hesaplanmıştır. 
 
𝐹0

∆𝐹
=

𝐹0

𝐹0 − 𝐹
=

1

𝑓𝑎𝐾𝑎

1

[𝑄]
+

1

𝑓𝑎
 

1/[Q]  değerine karşılık F0/ΔF grafiği lineer 
olarak bulunmuş ve bu lineer eğrinin eğimi 1/(fa 
Ka) değerini ve ordinat ile kesişimi ise 1/fa değerini 
vermiştir. Hesaplanan ve Çizelge 1’de verilen fa 
değerleri her iki pH ortamında da yaklaşık 1’dir. 
Bu da tüm floresanın söndürülebilir Trp'den 
kaynaklandığı anlamına gelmektedir. Dolayısıyla 
bu veriler, Stern-Volmer eğrilerinden elde edilen, 
tüm ana floresan rezidülerinin söndürülebilir 
olduğu ve protein içinde gömülü veya söndürücü 
tarafından kullanılamayan kısımların olmadığı 
verilerini desteklemektedir. 
 
Stern-Volmer grafiklerinin doğrusallığı aynı 
zamanda sadece bir tip söndürme mekanizması 
olduğunu ve bunun dinamik veya statik 
olabileceğini işaret etmektedir. Müsin-kafein 

sistemi için Stern-Volmer söndürme sabiti olan 
KSV değerleri [Q]’ya karşılık F0/F grafiğinin 
eğiminden hesaplanmaktadır (Şekil 3) ve 
söndürme verimliliğini ve söndürücü kafeinin 
müsin floroforuna erişilebilirliğini yansıtır 
(Papadopoulou vd., 2005). Bimoleküler 
söndürme sabiti kq ise Ksv/τ0 oranından 
hesaplanmaktadır. Hesaplanan KSV ve kq değerleri 
Çizelge 1’de verilmiştir. Her iki pH için de kq 
sabitleri maksimum dinamik söndürme sabiti olan 
2.0×1010 M–1 S–1 değerinden büyük olduğu için 
müsin-kafein sisteminde statik söndürme 
baskındır. 
 
Şekil 3b’de gösterilen diğer bir durum ise pH 3 
ortamında artan kafein konsantrasyonunda Stern-
Volmer eğrisi doğrusallıktan kayabilmekte ve y 
eksenine doğru yukarı doğru eğrilik 
gösterebilmektedir. Stern-Volmer denkleminden 
(yukarı doğru eğimli grafikler) pozitif sapmalar 
genellikle söndürme miktarı büyük olduğunda 
tespit edilir (Brandão vd., 2017). Stern-Volmer 
grafiğinden bu tür bir sapma, statik söndürme 
işlemine atfedilir ve genellikle "eylem alanı" 
modeliyle açıklanır (Giraddi vd., 1996; Lakowicz, 
1999). Bu modele göre yine statik söndürme 
gerçekleşir ve florofor tam uyarılma anında 
söndürücü molekül ile bitişik halde bulunur. 
Müsin-kafein sisteminde de, kafein molekülleri 
tam uyarılma anında müsin molekülleriyle 
etkileşim sonucu floresan-olmayan-kompleks 
oluşturarak statik söndürmeye sebep olduğu 
düşünülmektedir. Bu durum pH 3’de ve artan 
kafein konsantrasyonlarında daha etkilidir. 
 
Müsin ve kafein moleküllerinin etkileşiminde rol 
alan bağlanma bölgelerinin sayısı (n) çift-
logaritmik regresyon eğrisinden hesaplanmıştır 
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(Şekil 4). Her iki pH noktasında da n değerleri 1’e 
yakındır. Bu da demek oluyor ki bir kafein 
molekülü, bir müsin molekülü ile moleküller arası 
çapraz bağlanma yoluyla bağımsız olarak 

etkileşime girebilmektedir. Yine çift-logaritmik 
regresyon eğrisinden hesaplanan bağlanma 
sabitleri (KA) ise pH 3’te 1.10 iken pH 7’de 
1.67’dir.  

 

 
Şekil 3. Kafein ve müsin etkileşiminin pH 7 (a) ve pH 3 (b) ortamlarındaki Stern-Volmer eğrileri 

Figure 3. Stern-Volmer plots for the caffeine-mucin interaction at pH 7 (a) and pH 3 (b 
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Bağlanma sabitinin pH 7 noktasında biraz daha 
büyük olması aynı kafein konsantrasyonlarında 
olmasına rağmen pH 7 ortamında kafein 
moleküllerinin müsin proteini ile etkileşime girme 

eğiliminin daha yüksek ve güçlü olduğunu ima 
etmektedir. Kafein varlığında müsin floresan 
yoğunluğundaki düşüşün pH 7’de daha fazla oluşu 
da bu sonuçları desteklemektedir (Şekil 2). 

  

 
Şekil 4. Kafein ve müsin etkileşiminin pH 7 ve pH 3 ortamlarındaki Çift Logaritmik Regresyon eğrileri 

Figure 4. Double-logarithmic regression plots for the caffeine-mucin interaction at pH 7 and pH 3 
 
Kafein moleküllerinin proteinlerle bağ yapabildiği 
ve bunun sonucu proteinlerin floresanlarını statik 
söndürme mekanizması ile söndürdüğü 
literatürde bulunan bazı çalışmalarda da 
gösterilmiştir. Kafein moleküllerinin bovin serum 
albümin proteini ile sadece tek bir bağlanma 
bölgesinden (n=1), bovin hemoglobin ile ise 5 
bölgeden (n=5), etkileşime girerek statik floresan 
söndürmeye sebep olduğu gözlemlenmiştir (Bian 
vd., 2006; Wang vd., 2009). Bovin serum albümin 
tek zincirli bir proteinken, bovin hemoglobin ise 
tetramerdir. Bu durum protein yapısının kafein 
molekülleri ile bağlanma derecesini etkilediğini 
göstermektedir. Müsin proteini ve kafein 
arasındaki etkileşimi inceleyen bu çalışmada da 
pH’a bağlı protein yapısındaki değişimlerin benzer 
şekilde kafein molekülleri ile olan etkileşimini 
etkilediği gözlemlendi. 
 
Sonuç olarak hem pH 7 hem pH 3 ortamında her 
kafein molekülü bir protein molekülü ile 

etkileşime girmektedir ve bu etkileşim statik 
floresan söndürme mekanizmasının çalışmasına 
sebep olmaktadır. Özellikle düşük kafein 
konsantrasyonlarında kafeinin müsin ile etkileşimi 
pH 7’de daha fazla ve etkileşim sonucu oluşan 
bağlar nispeten daha güçlüdür. Fakat pH 3 
ortamında kafein konsantrasyonu 2 μM üzerine 
çıktığında kafein molekülleri, zaten katlanmış 
yapıda bulunan müsin proteinlerinin etrafında 
bulunarak tam uyarılma anında söndürülmesine 
sebep olmaktadır. Biyolojik ortamlarda moleküler 
etkileşimleri etkileyecek birden fazla parametre 
olmasına karşın bu çalışmanın sonuçları, kafein 
moleküllerinin gastointestinal sistemde en yoğun 
bulunan müsin proteini ile hem ağız/bağırsak 
ortamı olan pH 7 hem de mide ortamına yakın 
değer olan pH 3’te etkileşime girebildiğini ve bu 
etkileşimin kafein konsantrasyonu arttıkça, 
özellikle de mide ortamında, hızla arttığını 
göstererek kafeinin sindirim ve biyoyararlılık 
çalışmalarına temel oluşturabilecektir. 
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