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OZET

OKSIDAZ AKTIVITESI ARTTIRILMIS NANO-MANGAN DIOKSIT
KULLANIMIYLA DOLAYLI ANTIOKSIDAN AKTIiVITE OLCUMU

YUKSEK LIiSANS TEZi

Kader CAN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Resat APAK

Serbest radikaller kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, katarakt, bagisiklik sistemi azalmasi,
beyin fonksiyon bozuklugu gibi pek ¢ok hastaliklara neden olacak potansiyele sahip
olmalar1 nedeniyle son yillarda sik arastirilan bir konu haline gelmistir. Giiniimiizde bir
¢ok doku hasar1 ve hastaliklara neden olan bu serbest radikallerin stabilize edilmesinde
veya devre dig1 birakilmasinda gorev alan antioksidanlar biiyiik bir 6neme sahiptir. Son
yillarda toplam antioksidan aktivite/kapasite tayini i¢in birka¢ yeni analitik yaklasim
denenmistir ve genel olarak antioksidanlarin tayininde diisiik maliyetleri, kolay
kullanimlari, analitin hizli tayin edilebilmesi ve yiiksek hassasiyet gibi avantajlari
nedeniyle nanopargacik temelli sensorler kullanilmistir. Bu nedenle bu tez calismasi
kapsaminda antioksidan bilesiklerin dolayli aktivite Ol¢limii icin mangan dioksit
nanopartikiil temelli spektrofotometrik bir yontem gelistirilmistir. Gelistirilen yontemin

prensibi; mangan dioksit nanopartikiiller ile kromofor bir reaktif olan 3,3°,5,5’-
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Tetrametilbenzidin (TMB) arasinda havaya agik ortamda meydana gelen redoks tepkimesi
sonucu olusan TMB™ katyonunun (nano prob) hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar
varliginda renk siddetinde (Amax= 650 nm) meydana gelen azalmanin Olglilmesine
dayanmaktadir. Mangan dioksit nanopartikiiller kolay, hizli ve ucuz bir sekilde
sentezlenebilmektedir. Gelistirilen yontemin giivenilirligi ve hassasiyetini tanimlayan
lineerlik, tekrarlanabilirlik ve geri kazanim parametreleri test edilerek ydntemin
validasyonu yapilmistir. Gelistirilen yontem ile calisilan antioksidanlarin gézlenebilme
smirlar1 (LOD) 1.23x10° mol L ile 1.71x107 mol L degerleri arasinda, tayin smnirlari
(LOQ) ise 3.73x10® mol L ile 5.18x107 mol L'degerleri arasindadir. Gelistirilen
yontemde ¢esitli antioksidan bilesiklerin (C ve E vitaminleri, polifenolik bilesikler ve
tiyolli antioksidanlar) troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) degerleri
hesaplanilarak elde edilen sonuglar orijinal ABTS yontemi sonuglariyla Spearman
korelasyon testi kullanilarak karsilastirilmistir. Hazirlanan ikili ve ti¢lii sentetik karigimlara
gelistirilen nano prob uygulanarak teorik olarak beklenen aktivite degerleri ile deneysel
olarak bulunan degerler (mM TR) degerlendirilmistir. Son olarak yesil ¢ay ve portakal
suyu orneklerine saf antioksidan bilesiklerin uygun konsantrasyonlarda standart katkilar
yapilarak gelistirilen yontem ile antioksidan miktar tayinleri yapilmistir.

Mayis 2019, 131 sayfa.

Anahtar kelimeler: Mangan dioksit nanopartikiil, antioksidan aktivite, kolorimetrik sensor
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SUMMARY

MEASUREMENT OF INDIRECT ANTIiOXiDANT ACTIVITY USING
NANO- MANGANESE DiOXiDE WiTH ENHANCED OXIiDASE ACTIVITY

M.Sc. THESIS

Kader CAN

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor : Prof. Dr. Resat APAK

Free radicals have become the subject of many investigations in recent years, as they have
the potential to cause many diseases such as cancer, cardiovascular disease, cataract,
immune system reduction, and brain dysfunction. Nowadays, antioxidants that are
involved in stabilizing or disabling these free radicals, which cause many tissue damage
and diseases, are of great importance. In recent years, several new analytical approaches
have been tried for total antioxidant activity / capacity determination and nanoparticle
based sensors have been used in the determination of antioxidants in general due to their
low costs, easy usage, rapid determination of analyte and high precision. For this reason, a
manganese dioxide nanoparticle based spectrophotometric method was developed for the
indirect activity measurement of antioxidant compounds. The developed method is based

on the measurement of the decrease in the color intensity (Amax= 650 nm) of TMB" cation
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(nano probe) in the presence of hydrophilic and lyophilic antioxidants. TMB™ cation is
obtained via redox reaction between manganese dioxide particles and a chromophore
reactant: 3,3”,5,5’-Tetramethylbenzydine (TMB) under pen air. Manganese dioxide
nanoparticles can be synthesized easily, quickly and cheaply. The linearity, repeatability
and recovery parameters that define the reliability and precision of the developed method
were tested and the method was validated. Limit of detection (LOD) thresholds of the
antioxidants worked with the developed method were in the range of 1.23x10°° mol L* and
1.71x107 mol L and their limit of quantitation (LOQ) thresholds are in the range of
3.73x10® mol L't and 5.18x107 mol L. In the developed method, the results of various
antioxidant compounds (C and E vitamins, polyphenolic compounds and thiol
antioxidants) as trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) values were calculated and
the results were compared with those of the original ABTS method using the Spearman
rank correlation test. The developed nano probe was applied to the binary and ternary
synthetic mixtures and the experimental and theoretical activity values (mM TR) were
evaluated. Finally, the antioxidant amount was determined by the method developed by
standard addition of the pure antioxidant compounds in appropriate concentrations to the
green tea and orange juice samples.
May 2019, 131 pages.

Keywords: Manganese dioxide nanoparticles, antioxidant activity, colorimetric sensor
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1. GIRIS

Aerobik organizmalarda normal oksijen metabolizmasi sonucu agiga c¢ikan serbest oksijen
radikaller, dis orbitalin de bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip olup son derece
reaktif olan atom ya da molekiillerdir. Cevre kirliligi, radyasyon, kirli sular, pestisitler ve canli
hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi gibi bir¢ok etmen kacginilmaz olarak serbest radikallerin
olusumuna neden olmaktadirlar (Diplock, 1998). Serbest radikaller, dis kabugunda bir veya
daha fazla eslesmemis elektron (lar1) bulunan yiiksek oranda reaktif atomlar veya
molekiillerdir (Chandrasekaran ve dig. 2017) Hiicreler siirekli olarak serbest radikalleri ve
metabolik islemlerin bir parcasi olarak reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iiretir (Leeuwenburgh
ve Heinecke, 2001). ROS serbest radikalleri ve radikal olmayan tiirleri igerir. Serbest
radikaller eslenmemis bir elektron tasir ve kararsiz ve reaktifdir. Bunlar arasinda hidroksil
radikali olan stiperoksit, nitrik oksit ve en reaktif ve toksik ROS bulunur. Radikal olmayan
oksidanlar, c¢esitli kimyasal reaksiyonlar yoluyla dokularda serbest radikaller olusturan

hidrojen peroksit, singlet oksijen ve ozonu igerir (Borek, 1993).

Oksidatif gerilim, s6z konusu reaktif oksijen/azot tiirlerinin (ROS/RNS) lipid, protein, DNA
gibi biyolojik makromolekiillerin oksidatif modifikasyonu sonucu doku hasarina yol acarak
organizmanin antioksidatif savunmasini bastiran ve bir¢ok hastaligin temeli olan hiicresel
oliimii hizlandiran patolojik bir durumdur (Apak ve dig. 2016 a). ROS ve RNS, insanlar i¢in
viicut i¢i dengeyi (homeostaz) ve sagligi korumak agisindan gereklidir, ancak kontrolsiiz ve
fazla ROS/RNS, kanser, kardiyovaskiiler, norodejeneratif hastaliklar ve yaglanma dahil gesitli
hastaliklarin olusumunda énemli rol oynar (Apak ve dig. 2016). Insan organizmasi asir1 ROS
ve RNS seviyelerini dengelemek ve oksidatif gerlimi gidermek i¢in ‘antioksidatif savunma
sistemleri’ olarak adlandirilan savunma sistemleri gelistirmistir. Antioksidan savunma
sistemleri; serbest radikallerin ilk {retiminin engellenmesi, oksidanlari daha az toksik
bilesiklere doniistiirme, ikincil toksik metabolitlerin iiretiminin bloke edilmesi, ikincil
oksidanlarin zincir yayiliminin engellenmesi, serbest radikallerin neden oldugu molekiiler
yaralanma gibi bir¢ok islevi vardir. Cesitli hastaliklara yol agabilen oksidatif gerilim ile
miicadele etmenin en 6nemli yollarindan biri de radikal siipiiriicii bilesiklerce zengin gidalarin
mevcut oldugu bir beslenmedir. Bir¢ok c¢alisma meyve ve sebze agirlikli beslenmenin

kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser olusumunu engelledigini belirtmistir.



Gida numunelerinde antioksidan kapasite ve total fenolik igerigini degerlendirmek icin son
yillarda birka¢ yeni analitik yaklasim denenmistir. Son zamanlarda, genel olarak arastirma
kaynaklariin kullanimin1 modernlestirmek amaciyla duyarli, hizli, kolay, nispeten ucuz cihaz
gerektiren ve kiiglik hacimlerle c¢alismaya imkan saglayan yontemlere ozel ilgi
gosterilmektedir. Bu bakimdan nanoyapilar birkag polifenolik bilesik sensoriinde ve algilama
stratejisinde kullanilmistir. Farkli bilimsel makaleler ve incelemeler (Del Carlo ve dig. 2008;
Hayat ve dig. 2014; Pérez-Lopez ve dig. 2011; Alarcon-Angeles ve dig. 2016; Zhu ve dig.
2015; Wang ve dig. 2017), bu malzemelerin avantajlarin1 ve iyilestirmelerini vurgulayan bu
nano-temelli yaklasimin kullanimini ortaya koymustur. Nanoyapilar ve islevsellestirilmis
nanoyapilar, daha yiliksek hassasiyet, kararlilik ve se¢icilik sergileyen biyoalgilama
performansini gelistirmek igin katalitik araglar, immobilizasyon platformlari ve optik veya
elektroaktif sensorler olarak kullanilmaktadir (Pérez-Lopez ve dig. 2011). Gida
antioksidanlar1 i¢in prob olarak kullanilan nanoparcaciklarin ¢ogu uygulamalar: altin (Au),
giimiis (Ag), magnetit (Fe3Oa) titanya (TiO2) ve mangan dioksit (MnOz) nanopargaciklari ve
kuantum dotlarm (QD) kullanimu ile iligkilidir.

Literatiirde metal oksit nanopartikiil esasli ile antioksidan aktivite tayini icin
spektrofotometrik tayin yontemleri mevcuttur ancak bu yodntemlerin tayin hassasiyeti
diisiiktiir ve hem lipofilik hem de hidrofilik antioksidan tayini i¢in se¢imli degildir. Bu
baglamda gelistirilecek nanopartikiil temelli antioksidan tayin yonteminin bu a¢ig1 kapatmada

son derece dnemli olacagi diisiiniilmektedir.

Literatiirlerdeki mevcut olan bu eksikleri gidermek amaciyla antioksidan aktivite 6l¢glimii i¢in
hizli, maliyeti diisiik ve kolay uygulanabilir mangan dioksit nanopartikiil temelli bir
spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Antioksidanlarin aktivite 6l¢iimii i¢in gelistirilen
yontemin tayin prensibi, sentezlenmis mangan dioksit nanopartikiiller ve kromofor bir reaktif
olan 3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidin (TMB) arasinda meydana gelen redoks tepkimesi sonucu
olusan mavi renkli TMB katyonunun (nano prob) hidrofilik, lipofilik ve tiyollu
antioksidanlarin varliginda mavi renginin azalmasinin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesine
dayanmaktadir. Sentezlenen mangan dioksit nanopartikiillerin TMB substrati varlifinda

ortamda H20- olmaksizin peroksidaz ve oksidaz benzeri aktivite sergiledikleri kanitlanmustir.



Gelistirilen yontemde standart antioksidan bilesiklerin kalibrasyon dogrulart olusturulup
sentetik bir antioksidan olan troloks (TR) esdegeri antioksidan kapasiteleri (TEAC)
belirlenmistir. Kullanilan bilesiklerden ikili ve {iglii sentetik karigim ¢dzeltileri hazirlanarak
bu sentetik karisimlarin beklenen ve bulunan antioksidan kapasiteleri mM TR ekivalenti

cinsinden hesaplanarak karsilagtirilmistir.

Calismanin bir diger asamasinda ise hazirlanan yesil ¢ay ekstraktina ve portakal suyununa
standart antioksidan bilesiklerin katkis1 yapilarak saf antioksidan bilesiklerle gercek matriks
karigimlar arasinda kimyasal olarak sinerjik etkilesim olup olmadigi incelenmistir. Ayrica bu
calismada gelistirilen yonteme antioksidan 6zellik gostermeyen bilesiklerin interferen etkisi

incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. REAKTIF OKSIJEN/AZOT TURLERI (OKSIDANLAR) VE OKSIDATIF
GERILIM

Oksijen, hiicre metabolizmas1 ve canliliginin siirdiiriilebilmesi i¢in vazgecilmez 6neme sahip
olmasi yaninda ayn1 zamanda paramanyetik 6zelliklerinden dolay1 biiyiik tehlike arz eden son
derecede reaktif bir atomdur. Oksijenin sahip oldugu bu ozellikler, yiiksek reaktiviteye sahip
kismen oksitlenmis ara maddelerin olusumunu tesvik eder. Stabil notr molekiillerde,
elektronlar maksimum dogal stabilite olarak bilinen ilgili molekiiler orbitallerinde eslestirilir.
Bu nedenle, bir yoriingede eslenmemis elektronlar varsa, yiiksek oranda reaktif, elektron
eksikligini gidermek i¢in herhangi bir molekiilden bir elektronu yakalama egiliminde olan
molekiiler tiirler iiretilir. Triplet oksijenin iki serbest elektronu oldugu icin ana serbest
radikaldir. Biyolojik sistemlerde triplet oksijenin reaksiyon hizi yavastir. Fakat metabolik
olarak hiicresel bilesenlerle reaksiyona girebilen bir veya daha fazla reaktif ara maddeye
doniismesi nedeniyle toksik hale gelebilir. Bu metabolik aktivasyon biyolojik sistemlerde
tercih edilir, ¢iinkii elektron tagima zincirinde O2'nin H2O'ye indirgenmesi, bir elektronun

serbest radikal veya ROS olusturmak tizere transferi ile gergeklesir (Valko ve dig. 2007).

Serbest radikal, bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren bagimsiz varolus yetenegine
sahip herhangi bir tiir olarak tanimlanabilir. Eslesmemis bir elektron, kendisi tarafindan
atomik veya molekiiler bir yoriingeyi isgal eden elektrondur. Canli sistemlerde bazilar iyi,
bazilar1 kotii ve bazilart hem iyi hem de kotii olmak {izere bir¢ok serbest radikal bulunur. Bu
serbest radikaller, tek bir elektron eklenmesi gibi ¢esitli yollarla radikalik olmayan tiirlere
doniisebilir. (Halliwell, 2006). Serbest radikaller eslesmemis elektrona sahip oldugundan
diger bilesiklerle kolaylikla reaksiyona girebilirler ve bu nedenle genel olarak ‘reaktif tiirler’

olarak adlandirilirlar (Genestra, 2007).

Biyolojik sistemdeki serbest radikaller, ultraviyole isinlarinin varliginda dolayr giines
radyasyonu gibi digsal faktorler tarafindan tiretilebilir. Ultraviyole radyasyonu, molekiillerde
baglarin homolitik parcalanmasina neden olur. Serbest radikaller ayrica bir hastalik sirasinda
ortaya cikabilirler. Ornegin, bir kalp krizinde kalp kasina oksijen ve glikoz beslemesi askiya

alindiginda birgok serbest radikal iiretilir. Serbest radikal olusumunu tesvik eden diger bir



eksojen faktor ise kimyasal zehirlenmedir. Organizma, kimyasal zehirlenmede toksik
maddelerin daha az tehlikeli maddelere doniistiirmek icin serbest radikal salinimimi tesvik
eder. Yiyeceklerde katki maddelerinin, pestisitlerin, vb. varlig1 da bir serbest radikal kaynagi

olabilir (Pryor, 1976).

Antioksidan bilesiklerin reaksiyon mekanizmalari, serbest radikallerin reaktivitesi ve
kimyasal yapisi ile bu reaktif tiirlerin bulundugu ortam ile yakindan ilgilidir. Bu nedenle, hem
onciiler hem de serbest radikalleri igeren reaktif oksijen tiirlerini(ROS) ve daha az derecede

reaktif azot tiirlerini (RNS) tanimlamak ¢ok 6nemlidir (Salazar ve dig. 2008).

Reaktif oksijen tiirleri, oksijen igeren radikal tiirler [siiperoksit (O2"), hidroksil (‘OH),
peroksil (ROO") ve (RO")] ve hipoklordz asit (HOCI), ozon (O3), singlet oksijen (*O,) ve
hidrojen peroksit (H20) gibi kolaylikla radikale doniisebilir bazi radikalik olmayan tiirler igin
siklikla kullanilan ortak bir terimdir. Reaktif azot tiirleri ise nitrik oksit radikali (‘NO),
peroksinitrit anyonu (ONOQO"), azot dioksit radikali (NOy), diger azot oksitler ve Oz, RO" ve
ROO’ ile "NO’nun reaksiyonundan agiga ¢ikan iriinleri igeren ortak bir terimdir (Apak ve dig.
2016). Reaktif azot tiirleri kas gevsemesi, peristalsis, trombosit agregasyonu, kan basinci
modiilasyonu, immiin sistem kontrolii, fagositoz, hiicresel enerji {iretimi ve hiicre
biliylimesinin diizenlenmesi gibi normal hiicresel islemler sirasinda kii¢iik miktarlarda tiretilir

(Limén ve Gonsebatt, 2009).

Oksidatif gerilim, s6z konusu reaktif oksijen/azot tiirlerinin (ROS/RNS) lipid, protein, DNA
gibi biyolojik makromolekiillerin oksidatif modifikasyonu sonucu doku hasarina yol acarak
organizmanin antioksidatif savunmasini bastiran ve birgok hastaligin temeli olan hiicresel
oliimi hizlandiran patolojik bir durumdur (Apak ve dig. 2016 a). ROS ve RNS, insanlar i¢in
viicut i¢i dengeyi (homeostaz) ve sagliglr korumak agisindan gereklidir, ancak kontrolsiiz ve
fazla ROS/RNS, kanser, kardiyovaskiiler, norodejeneratif hastaliklar ve yaslanma dahil ¢esitli

hastaliklarin olusumunda 6nemli rol oynar (Apak ve dig. 2016).



Kas glikoz alinm

Fetiis gelisimi

Kaynaklar 3 ' * Immiin hiicrelerin
{ Oxidants

Ismlama | | = fonksiyon
(y 1smm, X s, UV) -

f \ * Genel metabolizma
iltihap f |

F70,~ Re ’
Hava Kirleticileri (OOH *OH
Lipit ‘ ROS/RNS .o0n
peroksidasyonu &> * Alzheimer

10"
Elektron < _ ONOO" % ’ ’ + Parkinson hastahf
ity | I e Divabe
33 nts

muskiiler distrofi
Metal katalizli

sistemleri Kataractogenesis

renal tiimorlerin

indiiksivonu

Sekil 2.1: Serbest radikal kaynaklari, insan sagligina faydalar ve zararlar1.

2.2. ANTIOKSIiDANLAR

Basit bir ifadeyle antioksidan, istenmeyen oksidasyon reaksiyonlarini inhibe eden veya
geciktiren bir maddedir. Goreceli konsantrasyonu ne olursa olsun oksidasyona ugrayan
substrat bir gida maddesi veya bir biyolojik makromolekiil (lipid, protein, DNA vb.) olabilir
ve antioksidanlar, reaktif tiirler (ROS, RNS veya hem ROS hem RNS) tarafindan bu substrat
tizerinde meydana gelebilecek oksidatif doniisiimii engelleyerek geri doniisii olmayan

tehlikeyi onlerler (Apak ve dig. 2016).

Bir bilesigin veya antioksidan sistemin temel 6zelligi, iiretilen radikalin dengelenmesi ve
boylece insan viicudundaki oksidatif hasarin azaltilmasina yardimci olarak bir oksidatif
yayilma zincirinin 6nlenmesi veya saptanmasidir (Namiki, 1990). Gordon (Gordon, 1990) bu
Ozelliklere sahip bir antioksidan smiflandirmast yapmistir. Bunlar; birincil (zincir
reaksiyonunu kiran, serbest radikal temizleyiciler) ve ikincil veya onleyici antioksidan olmak
lizere iki tanedir. Ikincil antioksidan mekanizmalari, metallerin deaktivasyonunu, istenmeyen
ucucu maddelerin {retimini durdurarak lipit hidroperoksitlerin inhibisyonunu, birincil

antioksidanlarin yenilenmesini ve singlet oksijenin ortadan kaldirilmasini igerebilir.

Insan organizmasi asir1t ROS ve RNS seviyelerini dengelemek ve oksidatif stresi gidermek
icin ‘antioksidatif savunma sistemleri’ olarak adlandirilan savunma sistemleri gelistirmistir.

Antioksidan savunma sistemleri; serbest radikallerin ilk iiretiminin engellenmesi, oksidanlari



daha az toksik bilesiklere doniistiirme, ikincil toksik metabolitlerin iiretiminin bloke edilmesi,
ikincil oksidanlarin zincir yayiliminin engellenmesi, serbest radikallerin neden oldugu
molekiiler yaralanma gibi bir¢ok islevi vardir. Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlardan olusurlar (Halliwell, 2007). Bunlardan enzimatik
sistemler, Ozellikle siliperoksit dismutazlar, katalazlar, glutatyon peroksidazlar ve ROS
detoksifikasyonunda oldukca etkili oldugu bilinen tiyoredoksin sistemleri dahildir. Albiimin
ve antioksidan proteinler disinda (tiyoller ve bazi amino asitler bakimindan zengin), insan
organizmasinda bulunan en temel kiiclik molekiillii enzimatik olmayan antioksidanlar
glutatyon, bilirubin, Ostrojenik cinsiyet hormonlari, iirik asit, askorbik asit, koenzim Q,

melanin, melatonin, a-tokoferol ve lipoik asittir (Apak ve dig. 2016).
2.3. ANTIOKSIDANLARIN SINIFLANDIRILMASI

Hiicrelerdeki endojen antioksidan bilesikler enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan

antioksidanlar (metabolik ve besin) olarak siniflandirilabilirler.
2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

ROS’un nétrallegsmesinde dogrudan dahil olan temel enzimatik antioksidanlar; siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GRx) dur.
(Halliwel, 2007).

2.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit anyon radikalinin (O27) hidrojen peroksite (H2O2) doniistiirerek reaksiyonu

katalizlenmesinden sorumludur.
20,"+2H —5% 5 H,0, + 0,

SOD, hiicredeki en dnemli ve en gii¢lii detoksifikasyon enzimidir. SOD bir metaloenzimdir ve
bu nedenle etkinligi i¢in kofaktdr olarak bir metal gerektirir. SOD tarafindan kofaktor olarak
gereken metal iyonunun tipine bagl olarak, enzimin ¢esitli formlar1 vardir. (Fridovich, 1995;

Dringen ve dig. 2005).



2.3.1.2. Katalaz (CAT)

CAT, su ve molekiiler oksijen iliretmek i¢in hidrojen peroksitin (H202) bozulmasin1 veya
azalmasii katalize eder boylece SOD tarafindan baslatilan detoksifikasyon islemini

tamamlar.
2H,0, —“ 5 2H,0 + 0,

CAT, kofaktor olarak demir veya manganez kullanir. CAT, saniyede milyonlarca H202
molekiiliinii pargalamada oldukea etkilidir. CAT esas olarak peroksizomlarda bulunur ve ana
islevi, yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda olusan H202'yi elimine etmektir (Marklund,

1984; Chelikani ve dig. 2004).
2.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Peroksitlerin indirgenmesini katalizleyen glutatyon peroksidaz enzimi hiicredeki indirgenmis
glutatyonu (GSH) yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniistiirmektedir. Glutatyon peroksidaz
glutatyonu hidrojen donér olarak kullanarak hidrojen peroksiti elimine etmektedir. Bu
reaksiyonlar, canli organizmada oksidatif stresin zararli etkilerinden hiicresel membranlari

korumaya yarar (Sheng ve dig. 2004).
H,0; +2GSH —%— GSSG + 2H,0

GPx, esas olarak mitokondride ve bazen de sitozolde olur (Goth ve dig. 2004). GPx aktivitesi
selenyuma baglidir. insanlarda en az sekiz enzim vardir GPx, GPx1-GPx8 (Morén ve dig.
2012). Glutatyon peroksidazlar arasinda, GPx1 en bol selenoperoksidazdir ve hemen hemen
tiim hiicrelerde bulunur. Enzim, lipid peroksidasyon siirecinin inhibe edilmesinde 6nemli bir
rol oynar ve bu nedenle hiicreleri oksidatif strese karsi korur (Gill ve Tuteja, 2010). Diisiik
GPx aktivitesi, fonksiyonel proteinlerde ve hiicre zarinin yag asitlerinde oksidatif hasarma
neden olur. GPx, ozellikle GPx1, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok hastaligin

gelistirilmesinde ve 6nlenmesinde rol oynamaktadir.
2.3.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GRXx)

Glutatyon rediiktaz, GPx vasitastyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olugan okside
glutatyonun (GSSQG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder (Pektas,
2009).



GSSH + NADPH + H* —CSRX 5 2GSH +NADP*
2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
2.3.2.1. Sentetik Antioksidanlar

Su anda gidalarda kullanimina izin verilen sentetik fenolik antioksidanlar, biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoliien (BHT), propil gallat (PG) ve iiciinciil-
biitilhidrokinondur (TBHQ) (Makahleh ve dig. 2015). Bu sentetik fenolik antioksidanlar,
yaglarin ve lipit iceren yiyeceklerin islenmesi ve depolanmasi sirasinda lipid oksidasyonunun
baslamasini 6nlemek veya geciktirmek amaciyla kasith olarak eklenir ve gida endiistrisi

tarafindan yaklasik 60 yildir kullanilmaktadir (Saad ve dig. 2007).

2.3.2.1.1. BHA (Biitillenmis Hidroksianisol)

BHA, bir monofenolik antioksidandir. Ticari BHA, iki izomer, 3-tersiyer-butil-4-
hidroksianisol (%90) ve 2-tersiyer-butil-4-hidroksianisol (%10) karisimi olan beyaz balmumu
pullart halinde temin edilebilir (Sekil 4). BHA, yaglarda ve yaglarda ¢ok ¢oziiniir ve suda
¢oziinmez ve aromalarin ve esans yaglariin renginin bozulmasinin 6nlenmesinde daha etkili
bir antioksidandir. BHA, 6zellikle tahil ve sekerleme tiriinlerinde kullanilan hindistan cevizi
ve hurma ¢ekirdegi yaglarinda bulunanlar gibi kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunun

kontrolinde 6zellikle etkilidir.

H H
C(CHa)s

™ C(CHa)s
OCHs OCHs

BHA
Sekil 2.2: BHA’nin kimyasal yapisi.
BHA'min BHT, TBHQ veya PG gibi diger antioksidanlarla sinerjistik etkisi, her bir
antioksidanin katkisindan beklenenden daha fazla antioksidan potansiyeline sahiptir
(Nanditha ve Prabhasankar, 2008). BHA, pismis ve kizartilmis yiyeceklerin yani sira kuru
tahillarda, patates iirlinlerinde, tath karigimlarinda ve igeceklerde kullanilir (Dolatabadi ve
Kashanian, 2010).
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2.3.2.1.2. BHT (Biitillenmis Hidroksitoluen)

BHT ayrica bir monofenol olup, beyaz kristal halinde bir bilesik olarak ticari olarak temin
edilebilir. BHT, yaglarda ve yaglarda ¢oziiniir ve suda ¢0zlinmez ve hayvansal yaglarin
bitkisel yaglardan oksidasyonunu baskilamasinda daha etkilidir (Nanditha ve Prabhasankar,
2008). BHT, BHA ile sinerjistik olarak calisir. 3-BHA ve BHT'nin bir kombinasyonu, soya
yagl, domuz yag1 ve metil oleatta tek basma kullanilanlardan daha yiiksek bir antioksidan

aktivite gostermistir (Nanditha ve Prabhasankar, 2009).

OH
(CH3)3C C(CHs)a

CHs

BHT

Sekil 2.3: BHT nin kimyasal yapisi.

2.3.2.1.3. TBHQ (Tersiyer biitilhidrokinon)

TBHQ (Sekil 4), doymamus bitkisel yaglar, bircok yenilebilir hayvansal yag ve et {irlinii i¢in
oldukgca etkili bir koruyucudur. Demir varliginda bile renk atmasina neden olmaz ve eklendigi
malzemenin lezzetini veya kokusunu degistirmez (Kashanian ve Dolatabadi, 2009).
TBHQ'daki iki para-hidroksil grubu, antioksidan aktivitesinden sorumludur (Nanditha ve
Prabhasankar, 2009). TBHQ, bir yar1 kinon rezonans hibriti olusturmak igin peroksil
radikalleriyle reaksiyona girer. Yart kinon radikal ara maddesi, daha kararli {irlinler
olusturmak i¢in farkli reaksiyonlara maruz kalabilir. Bir dimer {iretmek igin birbirleriyle
reaksiyona girebilirler veya bir kinon ve bir hidrokinon molekiilii iiretmek igin birbirleriyle
reaksiyona girebilirler veya bir yarikinon tretmek i¢in bir lipit peroksil radikaline
eklenebilirler (Shahidi ve Naczk, 2003). Yiiksek dozlarda TBHQ, laboratuvar hayvanlarinda
mide tlimorlerinin prekiirsorii ve DNA'daki hasar gibi bazi olumsuz saglik sorumlarina neden

olmaktadir.
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OH
C({(CHs3)=z
|
OH
TBHQ

Sekil 2.4: TBHQ’nin kimyasal yapist.

2.3.2.1.4. Propil Gallat (PG)

Propil gallat, gallik asidin propil alkol ile esterlestirilmesi ve ardindan fazla alkoliin
damitilarak ortamdan ¢ikarilmast ile ticari olarak hazirlanir. Beyaz kristalimsi bir toz halinde
temin edilebilir. Etanolde ¢0ziiniir, suda ¢6ziinmez (Zurita ve dig. 2007). Propil gallat,
1948'den bu yana kozmetik ve gida ambalaj malzemelerini ve yag igeren yiyecekleri stabilize
etmek i¢in, enilebilir yaglara, mayonezlere, trans yaglara, basinca duyarl yapistiricilara katki
maddesi olarak kullanilmaktadir (Shahidi ve Naczk, 2003).

OH
HO _OH

COOCaH?

PG
Sekil 2.5: PG’nin kimyasal yapisi.

2.3.2.2. Dogal Antioksidanlar

Bir organizma yiiksek bir ROS konsantrasyonuna maruz kaldiginda, endojen antioksidan
sistemi tehlikeye girer ve sonug olarak organizmanin tamamen korunmasini garanti edemez.
Bu antioksidanlar acigmi telafi etmek i¢in viicut, gida, besin takviyeleri veya farmasotik
maddeler yoluyla saglanan dissal antioksidanlar1t kullanabilir. En oOnemli ekzojen
antioksidanlar arasinda fenolik bilesikler karotenoidler, C vitamini, tokoferoller ve selenyum,

¢inko gibi bazi mineraller bulunur (MacDonald-Wicks ve dig. 2006).
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2.3.2.2.1. C Vitamini

Organizmanin en ¢ok gereksinim duydugu C-vitamini, diger adiyla askorbik asit, meyve ve
sebzelerde bulunup, suda ¢oziinebilen ve serbest radikalleri dogrudan siipiirebilen gii¢lii bir
antioksidan kaynagidir (Hudson, 1990). Askorbik asit, fizyolojik olarak 6nemli ROS'larin
¢ogu ile kimyasal olarak reaksiyona girme kabiliyetine sahiptir. Askorbik asit antioksidan
reaksiyon mekanizmalari; singlet oksijenin etkisizlestirilmesine, molekiiler oksijenin ortadan
kaldirilmasina (Sisein, 2014; Lee, 2004) lipid peroksidasyonu sonucu olusan peroksil
radikallerine elektron vererek inaktif hale getirmesine ve serbest radikallerin hiicre

membranina ulagsmadan siipiiriilmesine dayanir (Durmaz, 2002).

HO

HO O

HO OH

Sekil 2.6: Askorbik asitin (C vitamini) kimyasal yapisi.

2.3.2.2.2. Karotenoidler

Karotenoidler hemen hemen tiim bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda bulunur.
700'den fazla karotenoid tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Britton, 2004). Karotenoidler
karakteristik olan sari, kirmizi ve oranj renk Ozelliklerini konjuge c¢ift baglardan
kaynaklanmaktadir (Carmen, 2007). Karotenoidlerin ¢ogu karakteristik bir simetrik
tetraterpen iskeletine sahiptir. Genel olarak, karotenoidlerin antioksidan 6zellikleri, elektron

bagisi igin yiiksek kapasiteleri ile ilgilidir.

Karotenoidler, miikkemmel peroksil radikal temizleyicileri olarak tanimlanir. Karotenoidlerin
baz yapisini olusturan ¢oklu doymamis zincirler bu bilesiklere lipofilik bir karakter verir.
Karotenoidler, hiicre zarlarinin ve lipoproteinlerin peroksil radikallerine kars1 korunmasinda

onemli bir rol oynamaktadir.
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Sekil 2.7: B-karotenin kimyasal yapisi.

2.3.2.2.3. Tokoferoller

Tokoferoller ve tokotrienoller (topluca tokoller olarak bilinir), monofenolik bilesiklerdir ve
besin i¢inde E vitamini aktivitesine sahip sekiz kromanol homolog grublarini igerir (Blekas,
Tsimidu ve Bosku, 1995). Tokoferoller, kroman halkalarina bagli metil gruplarinin sayisina
ve pozisyonuna bagli olarak, a-, B-, y- veya 6- on eki alirlar. a-Tokoferol, E vitamininin en
aktif formudur.

Tokoferoller ve tokotrienoller, antioksidan olarak lipit peroksil radikallerinin siipiirmeleri ve
singlet oksijeni sodiirmeleri olmak {izere iki ana rol oynamaktadir (Munne-Bosch ve Alegre,
2002). Tokollerin antioksidan aktivitesi, temel olarak fenolik hidrojenlerini lipit serbest
radikallerine bagislama yeteneklerinden kaynaklanmaktadir (Kamal-Eldin ve Budilarto,
2015).

Tokoferoller, yagli tohumlarda, yapraklarda ve bitkilerin diger yesil kisimlarinda bulunur. o-
Tokoferol esas olarak bitki hiicrelerinin kloroplastlarinda bulunurken, p-, y- ve 6-homologlari
genellikle bu organellerin disinda bulunur. Buna karsilik, tocotrienoller bitkilerin yesil
kisimlarinda bulunmaz, aksine bazi tohum ve tahillarin kepek ve tohum fraksiyonlarinda

bulunur (Kamal-Eldin ve Appelgvist, 1996).

Sekil 2.8: a-tokoferoliin kimyasal yapisi.
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2.3.2.2.4. Polifenolik Bilesikler

Besin fenolikleri veya polifenoller, bitki kralligindaki en ¢ok sayida ve yaygin olarak
dagitilmis dogal iirlin gruplarindan birini olusturur. Halen 8000'den fazla fenolik yap1
bilinmektedir ve bunlarin arasinda 4000'den fazla flavonoit tanimlanmistir. Meyveler,
sebzeler, kepekli tahillar ve cay, c¢ikolata ve sarap gibi diger yiyecek ve igecek tiirleri,
polifenollerin zengin kaynaklaridir. Polifenollerin bitkilerde ¢esitliligi ve genis dagilimi,
dogal olarak olusan bu bilesiklerin siniflandirilmasinda farkli yollara yol agmuistir. Polifenoller
kokenleri, biyolojik fonksiyonlart ve kimyasal yapilarina gore siniflandirilmistir (Harborne
and Williams, 2000; Cheynier, 2005).

Sekil 2.9: Polifenollerin siniflandirlmasi.

Polifenolleri antioksidan olarak tanimlayabilmek icin iki ozellige sahip olmasi gerekir.
Birincisi, diisiik konsantrasyonlarda bile oksidasyonu geciktirebilmeli, oksidasyonu &nleme
veya yavaslatma o6zelligine sahip olmasi, ikincisi ise kendisi serbest radikallere dontistiigiine

yapisinin stabil bir formda kalabilmesidir (Scalbert ve dig. 2005).
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2.4. POLIFENOLIK BILESIKLERIN SINIFLANDIRILMASI
2.4.1. Flavonoidler

Fenolik ve furan halkalarindan olusan benzo-y-furan tiirevleridirler (Heim ve dig. 2002).
Flavonoidler, iki Ce {initesinin (A halkasi ve B halkasi) fenolik yapiya sahip oldugu Cs-C3-Cs
genel yapisina sahip onbes karbon atomunu kapsayan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir.
Hidroksilasyon modeli ve heterosiklik halka seklinde olan C halkasinda meydana gelen
degismeler flavonidleri flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavanoller (flavan-3 ol),
izoflavonlar ve antosiyanidinler olarak alt gruplara ayirir. C halkasindaki farkliliklar
nedeniyle, flavonoidler ayrica antosiyanidinler, flavan-3 ol, flavonlar, flavanonlar ve
flavonoller gibi farkl alt gruplara ayrilabilir.

Flavonoidlerin biiyiikk ¢ogunlugu B halkasini C halkasinin C; pozisyonuna bagliyken, B
halkasini sirasiyla C halkasinin Cs ve Cs pozisyonuna bagli olan izoflavonlar ve

neoflavonoitler gibi bazi flavonoidler de vardir.

Sekil 2.10: Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi.

2.4.1.1. Flavonoller

Flavonoller, keton grubu olan flavonoidlerdir. Proantosiyaninlerin yapi taglaridir. Flavonoller,
cesitli meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunur. En ¢ok calisilan flavonoller kamferol,
kuarsetin, mirisetin ve fisetin'tir. Flavonlarla karsilastirildiginda flavonoller, C halkasinin 3
konumunda, ayrica glikosile edilebilecek bir hidroksil grubuna sahiptir. Flavonlar gibi,
flavonoller de metilasyon ve hidroksilasyon modellerinde ¢ok ¢esitlidir ve farkli glikosilasyon
modellerine bakildiginda, meyvelerde ve sebzelerde belki de en yaygin ve en biiyiik
flavonoidler grubudur. En yaygin flavonol aglikonlari, quercetin ve kaempferol, sirasiyla en

az 279 ve 347 farkl glikosidik kombinasyonuna sahiptir (Laura ve dig. 2010; Andersen and
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Markham, 2005). Sogan, lahana, marul, domates, elma, tiziim ve meyveler zengin flavonol

kaynaklaridir. Meyve ve sebzelerin yani sira ¢ay ve kirmizi sarap da flavonol kaynagidir.

Flavonol

Siibstitiisyon 5 7 3’ 4 5"
modelleri
Kuarsetin OH OH OH OH —
Kamferol OH OH - OH -
Galagin OH OH - - -
Fisetin - OH OH OH -
Mirisetin OH OH OH OH OH

Sekil 2.11: Flavonolun genel kimyasal yapisi ve siibstitiisyon modellerine gore adlari.

2.4.1.2. Flavanoller

Flavanoller, Cs atomunda bir -OH grubu igerdiginden sistematik olarak flavan-3-ol olarak
adlandirilirlar. Flavanoller veya flavan-3-ol'lara genellikle katesinler denir. Flavonoidlerin
cogundan farkli flavanollerin C halkasinda C> ile Cs arasinda ¢ift bag ve Cs’ deki karbonil
grubu yoktur. Flavanoller, {izlim, elma ve yaban mersini gibi pek cok meyvede ve 6zellikle
meyvelerin kabugunda bulunur (Tsao, 2013). Monomerik flavanoller (katesin ve epikatesin),

tiirevleri ise ¢ay yapraklari ve kakao ¢ekirdeginde (¢ikolata) bulunan baslica flavonoidlerdir.
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3
2 4
5
6'

Flavan-3-ol

Siibstitiisyon 3 5 7 3 4 5
modelleri

(+) Kategin BOH OH OH OH OH -
(=) Epikategin «OH OH OH OH OH

(—)>Epigallokatesin «OH OH OH OH OH OH

Sekil 2.12: Flavanolun genel kimyasal yapisi ve siibstitiisyon modellerine gore adlari.

2.4.1.3. Flavanonlar

Flavanonlar, genellikle portakal, limon ve {iziim gibi tiim narenciye meyvelerinde bulunan
onemli bir siniftir. Hesperitin, naringenin ve naringin buna ornektir. Narenciye flavonoidleri,
antioksidan, antienflamatuar, kan lipidini disiiriicii ve kolesterol diisiiriicii ajanlar gibi ilging
farmakolojik etkiler gosterir. Son 15 yilda tanimlanan flavanonlarin ve bunlarin 3-hidroksi
tiirevlerinin (dihidroflavonol olarak da adlandirilan flavanonoller) sayisi 6nemli O&lgiide

artmistir.

2 4
8 1
QO o 5
7 B 5
6 3
5
o
Flavanon
Siibstitiisyon 5 7 3 4
modelleri
Naringenin OH OH - OH
Naringin OH O-Rha-Glu - OH
Hesperetin OH OH OH OCH,
Hesperidin OH (O-Rha-Glu OH OCH;

Sekil 2.13: Flavanonun genel kimyasal yapisi ve siibstitiisyon modellerine gore adlari.
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2.4.1.4 Flavonlar

En 6nemli flavonlar; rutin, apigenin, krisin ve luteolin’dir. Rutin kuersetinin glikozidi olup
kirmizi sarap ve domateste mevcuttur (Harborne ve Williams, 2000). Ayrica maydonoz,

kereviz sap1, domates kabugu, turunggiller ve kirmiz biber flavon kaynagidir.

Flavon

Siibstitiisyon 5 7 3’ 4
modelleri

Apigenin OH OH - OH
Luteolin OH OH OH OH

Krisin OH OH - -

Sekil 2.14: Flavonun genel kimyasal yapisi ve siibstitiisyon modellerine gére adlari.

2.4.1.5. Antosiyanidinler

Antosiyanidinler, ¢igek yapraklarinin, meyvelerin ve sebzelerin ¢ogunlugunun kirmizi, mavi
ve mor pigmentlerinin ve siyah piring gibi bazi 6zel tahil g¢esitlerinin temel bilesenleridir.
Bitkilerdeki antosiyanidinler, cogunlukla, antosiyaninler olarak adlandirilan glikosidik
formlarda bulunur. Siyanidin, delphinidin ve pelargonidin en fazla bulunan
antosiyanidinlerdir. Antosiyaninlerin %90'1 siyanidin, delphinidin ve pelargonidin ve bunlarin
metillenmis tiirevlerini temel alir (Anderson ve Jordheim, 2006). Hidroksilasyona, B
halkasindaki metoksilasyon modellerine ve farkli seker birimleri ile glikosilasyona bagl
olarak toplam 500'den fazla antosiyanin bilinmektedir (McCallum ve dig.). Antosiyaninlerin
rengi pH' a baghidir, yani asidik olarak kirmiz1 ve bazik kosullarda mavidir. Bununla birlikte,
aromatik halkalarin hidroksilasyon derecesi, metilasyon modeli ve glikosilasyon modeli gibi
diger faktorler de antosiyanin bilesiklerinin rengini etkileyebilir. Visne, c¢ilek, kirmizi {iziim

gibi renkli meyveler, sarap antosiyanidinler kaynaklaridir.
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Antosiyanidin

Siibstitiilsyon 3 5 7 3’ 4 5
modelleri

Siyanidin OH OH OH OH OH -
Siyanin O-Glu OH OH OH OH -
Peonidin OH OH OH OCH; OH -
Delphinidin (.TJH gll:ll E—;E OH (_JH OH
Pelargonidi - -
Matestin OH OH OH OCH, OH OCH,

Glu: Glukosit, Rha-Glu: Rhamnoglukosil

Sekil 2.15: Antosiyanidinin genel kimyasal yapis1 ve siibstitiisyon modellerine gore adlari.

2.4.1.6. izoflavonlar

izoflavonlar da B halkasi, C halkasinin Cs pozisyonuna baglidirlar. (Sekil 2.15). izoflavonlar
arasinda, daidzein, genistein ve glisitein n plana c¢ikmaktadir. Izoflavonlar gogunlukla
fasulye, Ozellikle soya fasulyesi ve diger baklagil ailesinde bulunurlar. Ayrica kirmizi

yoncalarda bulunurlar (Wang ve Murphy, 1994).

Izoflavon
Siibstitiisyon 5 7 4"
modelleri
Genistein OH OH OH
Genistin OH 0-Glu OH
Daidzein - OH OH
Daidzin - 0-Glu OH
Ononin OH 0-Glu CH-

Sekil 2.16: izoflavonun genel kimyasal yapis1 ve siibstitiisyon modellerine gére adlari.

2.4.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, benzoik asit ve sinamik asit tiirevleri olmak iizere iki ana tipe ayrilabilen
flavonoid olmayan polifenolik bilesiklerdir. Meyveler ve sebzeler birgok serbest fenolik asit

icerirken, tahillarda ve tohumlarda fenolik asitler genellikle bagli formdadir.

Fenilpropan halkasina baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore farkli 6zellik

gOsteren sinamik asit tiirevleri arasinda; ferulik asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve sinapik asit
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on plana ¢ikmaktadir. Benzoik asit tiirevlerinden ise salisilik asit, phidroksibenzoik asit,

protokatesik asit, siringik asit, gallik asittir 6n plana ¢ikmaktadir (Kim ve dig. 2006).

o
7 /
H H OH H
OH
R— o p-Kumarik asit Kafeik asit. R=H;
Protokatesik asit , R=H; HO Klorojenik asit . R =5- kinoil
Vanilik asit.. R=0CH,
o H3CO o
H / OH H / OH
R=0  Galikasit,R-H:
Siringik asit , R= OCH, H,CO Ferulik asit H;CO Sinapik asit
Benzoik asit Sinamik asit

Sekil 2.17: Fenolik asit bilesiklerinin genel kimyasal yapisi.

2.4.3. Tiyollii Antioksidanlar
2.4.3.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH); glutamik asid sistein ve glisinden olusan, intraseliiler konsantrasyonu daha
fazla olan bir tripeptittir. Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan glutatyon, hiicrenin
oksido-rediiksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve ekzojen kaynakli oksidanlarin
zararli etkilerinden korumaktadir. Proteinlerdeki -SH gruplariin korunmasi ve bazi
reaksiyonlarda koenzim olarak gorev almasmin yani sira amimno asitlerin transportunda,
protein ve DNA sentezinde de dnemli rol oynar. Oksidatif stres sonucunda artan ROS’un
hiicrelerden armdirilmasini, glutatyonun indirgenmis formunun (GSH) yiikseltgenmis

formuna (GSSG) doniisiimii ile saglanmaktadir (Curello ve dig. 1987).
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o " J o) o]
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o o) o)
' .
H N OOH
OOC\*/AXV/HXH:l\W/ A Ho,ﬂ\Y/A\v,ﬂ\H v,
. &Hg 0] F‘IHQ 0
Indirgenmis glutatyon (GSH) Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG)

Sekil 2.18: GSH ve GSSH’ 1n kimyasal yapist.

2.4.3.2. Sistein

Glutatyon gibi tiyol igeren diisiik molekiil agirlikli endojen bilesiklerden olan sistein ve
sisteinin disiilfiirii olan sistin fizyolojik ve patolojik olaylar agisindan onemlidir. Sistein,
hiicrelerin toksik tiirlerden korunmasinda o6nemli rolii olan GSH’ 1n sentetik bir 6n
maddesidir. Sistein, protein sentezi, detoksifikasyon ve metabolizmanin yani sira, birgok

onemli hiicresel fonksiyonda rol oynar (Nath ve Salahudeen, 1993).

O I‘_~JH2 O
HO. _A_ _S-<
HS OH ) S/\TJLOH
NH, @ NF,
Sistein Sistin

Sekil 2.19: Sistein ve sistin bilesiginin kimyasal yapisi.

2.4.3.2. Homosistein

Homosistein (2-amino-4-merkaptobiitirik asit), kiikiirt kimyasi ve metabolizmasi iizerine
yaptig1 arastirma sirasinda ilk kez 1932'de du Vigneaud tarafindan sentezlenen bir amino
asittir. Serbest bir tiyol pargasi i¢ceren ve bu nedenle fizyolojik matrisler iginde birka¢ Gnemli
role sahip olan o6nemli bir amino asittir. Dogrudan diyette bulunmamasina ragmen,
metiyoninin sisteine metabolizmasi sirasinda olusan bir ara maddedir. Temel bir amino asit
olan metiyonin, viicuttaki tek homosistein kaynagidir. Homosisteinin yiikseltgenmis hali

homosistindir (Moldeus ve dig. 1986).
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O O NH,
HS S. e)
NH, NH, OH
Homosistein Homosistin

Sekil 2.20: Homosistein ve homosistin bilesiginin kimyasal yapisi.

2.4.3.3. N-asetil sistein

N-asetil sistein, mukolitik bir ajan olup L-sistein ve indirgenmis glutatyonun 6n maddesidir
ve etkili bir antioksidan olan glutatyon olusumunda rol oynar. N-asetil sistein, ‘in vivo’ ve ‘in
vitro’ kosullarda bir antioksidan olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. N-asetil sistein,
kuvvetli bir hipokloroz asit siipiiriiciidiir. Ayn1 zamanda iyi bir hidroksil radikali siiptiriiciidiir
(Zafarullah ve dig. 2003).

N-asetil sistein (NAC), 6zellikle kronik obstriiktif akciger hastaligi (COPD) tedavisinde uzun
yillardan beri yaygin bir sekilde mukolitik ila¢ olarak kullanilan tiyol iceren bir bilesiktir.
NAC, son zamanlarda parasetamol zehirlenmelerinin tedavisinde kullanilmistir. Her iki

durumda da ilacin bunlari etkisizlestirdigi ve tolere ettigi goriilmiistiir (Cotgreave, 1997).

SH

Sekil 2.21: N-Asetil sistein bilesiginin kimyasal yapisi.

2.4.3.4. Sisteamin

Sisteamin sisteinden olusan -SH grubu tasiyan bir biyojen amindir. Viicutta sisteine
doniisebilir ve sistein disiilfid baglar1 halinde sistin olarak lizozomlar igerisinde depolanir.
Antioksidan ve antiklastojenik etkilere sahip bir madde olup, sistinozisin tedavisinde
kullanilir. Asetil CoA’nin yapisina girdiginden hiicre metabolizmasinda onemli gorevleri
vardir. Metanobakterilerde 2-merkaptoetanosiilfonik asit yer almaktadir. Sisteamin
somatostatin  sentezini  azalttiindan  biiylimeyi tesvik  etmektedir.  Parasetamol

zehirlenmelerinde sisteaminin kullanilmasiyla basarili sonuglar elde edilmistir. Ayrica
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sisteamin, oksidatif strese karsi korunmada anahtar rol oynayan glutatyon miktarini artirir

(Miller ve Schlesinger, 1993).
SH
H,N N

Sekil 2.22: Sisteamin bilesiginin kimyasal yapisi.

2.5. FLAVONOID BILESIKLERIN ANTIOKSIDAN AKTIVITESI

Bir¢cok flavonoidlerin antioksidan kapasiteleri C ve E vitaminlerinden ¢ok daha giigliidiir.
Ornegin, standart sartlar altinda epigallocatechin gallatin bir elektron indirme potansiyeli 550
mV, glutatyonun 920 mV, a-tokoferoliin ise 480 mV"’ dir (Frei ve Higdon, 2003; Jovanovic ve
dig. 1996; Prior ve Cao, 2000).

Flavonoidler, serbest radikallerin yol actig1 hasar1 asagidaki mekanizmalarla 6nleyebilir:
1) Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) dogrudan temizlenmesi,

(2) Antioksidan enzimlerin aktivasyonu (Nijveldt ve dig. 2001),

(3) Metal selatlama etkinligi (Ferrali ve dig. 1997),

(4) a-Tokoferil radikallerinin indirgenmesi (Hirano ve dig. 2001),

(5) Oksidazlarin inhibisyonu (Heim ve dig. 2002),

(6) Nitrik oksitten kaynaklanan oksidatif stresin azaltilmasi (Vanacker ve dig. 1995).

Flavonoidler serbest radikalleri dogrudan hidrojen atomu vererek temizleyebilirler.
Radikaller, asagidaki denkleme gore etkisiz hale getirilir (R: serbest bir radikal ve FI-O:

flavonoid fenoksil radikali).
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OH o"
Fl Fi
FI-OH Fl-0°
o o]
/©/OH R RH bo
Fl Fl
Fl-0" Fi-kinon

Sekil 2.23: Flavonoidlerin reaktif oksijen tiirlerinin (R) siipiiriilmesinde serbest radikalin (F1-O), ikinci
bir radikal ile reaksiyona girerek stabil bir kinon yapisini olugmasi.

In vitro flavonoid antioksidan aktivitesi, fonksiyonel gruplarin ¢ekirdek yapisi iizerindeki
diizenlenmesine baghidir. Hem konfiglirasyon hem de toplam hidroksil grubu sayisi,
antioksidan aktivitenin mekanizmasini bilyiik 6l¢iide etkiler (Heim ve dig. 2002). B halkas1
hidroksil konfigiirasyonu, ROS siipiirmenin en 6nemli belirleyicisiyken (Burda ve Oleszek,
2001) A ve C halkalarinin siibstitiisyonlar1 siiperoksit anyon radikal siipiirme hizi sabitleri

tizerinde ¢ok az etkisi vardir.

Etkili bir radikal siipirme islemi icin gerekli olan flavonoidlerin temel yapisal 6zellikleri

asagidaki gibi 6zetlenebilir.

a) Elektron delokalizasyonu i¢in B halkasinda bir orto-dihidroksi (katesol) yapisi (sekil 2.24)

Sekil 2.24: B halkasinda bir orto-dihidroksi (katesol) yapisi.

B halkas1 hidroksil konfigiirasyonu, ROS (Cao ve dig. 1997) ve RNS (Haenen ve dig.
1997)nin siipiiriilmesinde en &nemli belirleyicisidir. Ornegin, luteolinin peroksil radikal
siiptirme kabiliyeti biiyliik o6l¢iide kamferolii agmaktadir. Her ikisi de ayni hidroksil
konfigiirasyonlarina sahiptir, ancak kamferol, B halkas1 katesoliinden yoksundur. Katesol
sistemlerinden yoksun olan flavonlar zayif siipiiriicii olup kararsiz radikaller olustururlar B

halkas1 tizerindeki hidroksil gruplari, hidroksil, peroksil ve peroksinit radikallerine hidrojen
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atomu veya elektronu vererek stabilize eder ve nispeten stabil bir flavonoid radikaline yol agar
(Van Acker vedig. 1996).

b) 3 ve 5 numarali pozisyonlardaki hidroksil gruplari, okso grubuna hidrojen bagi saglar.
(sekil 2.25)

Sekil 2.25: 3. ve 5. pozisyonlardaki hidroksil gruplari.
¢) C halkasinda 4-okso fonksiyonu ile 2,3-¢ift bagin konjugasyonu B halkasinda elektron
delokalizasyonu saglar. (sekil 2.26)

Sekil 2.26: C halkasinda 4-okso grubu ile 2,3-¢ift bag konjugasyonu.

Flavonoid yapisal siniflar arasinda 4-okso isleviyle birlikte doymamais bir 2-3 baginin varligi
veya yoklugu ayirt edici bir ozelliktir. 2-3 doymamislik ve 4-karbonil grubunun 6nemini
belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalarda 4-karbonil grubu ile birlikte 2- 3 cift bag iceren
flavonoidler doymus heterosikler ile Kkarsilastirildiginda doymamis heterosiklik, bir
mikrozomal sistemde daha diisiik %50 inhibite konsantrasyon (IC50) degerleri sergilerler.
Buda 4-karbonil grubu ile birlikte 2- 3 ¢ift bag igeren flavonoidlerin daha giiglii antioksidan
aktivite sergilediginin gostergesidir (Cholbi ve dig. 1991).

Hidroksil radikalleri biyolojik sistemlerdeki en reaktif ve en zararli ROS'dur.Demir (II) ile
hidrojen peroksit ile reaksiyonu sonucunda biyomolekiilleri oksitleyebilen hidroksil radikalini

tiretilir (Galey, 1996). Fenton reaksiyonu olarak bilinen bu islemde, hidroksil radikal tiretimi
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dogrudan bakir veya demir konsantrasyonu ile iliskilidir (Sugihara ve dig. 1999; Sahu ve
Gray, 1997). Fenton kaynakli oksidasyon, 3 ', 4'-katekol, 4-okso ve 5-OH diizenlemelerine
sahip flavonoidler tarafindan kuvvetle inhibe edilir. Iki degerli katyonlarla selatlama
kompleksleri, 5-OH ve 4-okso grubu arasinda veya 3’ ve 4'-OH arasinda olusabilir (Cheng ve
Breen, 2000). Polihidroksillenmis flavonoidler hem metal selatlama 6zellikleri hem de radikal
temizleme kabiliyeti sayesinde, Fenton reaksiyonunun in vivo inhibitorleri olarak énemli bir
yarar saglarlar. Bu polifenollerin, metal kaynakli olmayan oksidasyona kiyasla, metal
kaynakli oksidasyon inhibitorleri genellikle daha etkili oldugu serbest radikal hasarimin

flavonoid inhibisyonunda metal selasyonunun roliinii desteklemektedir.

Katesol grubu, 3 ve 5 numarali pozisyonlardaki hidroksil gruplari ve 4-okso gruplari demir ve
bakir gibi transisyon metallerini kelatlama yetenegi saglar. Spesifik flavonoidlerin demir ve
bakir1 selatladigi ve boylece serbest radikallerin gelismesini ortadan kaldirdigi bilinmektedir.

Iki degerli bir katyonun selasyonu, kompleks ROS siipiirme aktivitesini korudugu igin
flavonoid'i pasif hale getirmez. Pietta (Pietta, 2000), flavonoidlerin molekiiliindeki iz metaller
icin baglanma bdlgelerinin, B halkasi i¢indeki katesol yapisindan, heterosiklik C halkasindaki
3-hidroksil ve 4-okso gruplari ve C ve A halkalar1 arasindaki 4-okso ve 5-hidroksil gruplar
oldugunu ileri siirdii. B halkasindaki katesol kismmin Cu?* -kelat olusumu i¢in énemli oldugu
ve bu nedenle metal selasyonun ana katki yapan bolgesi oldugu gosterilmistir (Brown ve dig.
1998). Kuarsetin, ozellikle, demir selatlayict ve demir-dengeleyici ozellikleri ile

bilinmektedir.

n+
HO-—M

Sekil 2.27: 1z metaller igin baglama yerleri.

Hirano ve dig. (Hirano ve dig. 2001), flavonoidlerin, potansiyel bir prooksidant olan a-

tokoferil radikaline hidrojen vericisi olarak gdrev yapabilecegini 6ne siirmiislerdir. Ayrica
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flavonoidlerin, o-tokoferil kokii ile etkileserek, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL)

oksidasyonunu geciktirmek igin biiyiik bir potansiyele sahiptirler.

Flavonoidler, ksantin oksidaz (Hanasaki ve dig. 1994) ve protein kinaz C (Ursini ve dig.
1994) gibi siiperoksit anyonu (O2") liretiminden sorumlu enzimleri inhibe eder. Cos ve dig.
(Cos ve dig. 1998), luteolin'in ksantin oksidazin en giiglii inhibit6rii oldugu bildirilen yapi-
aktivite iliskisi lizerine bir ¢alisma yiriitmistiir. Flavonoidlerin ayrica siklo oksijenaz,

lipoksijenaz, mikrozomal sukinoksidaz ve NADH oksidazi inhibe ettigi gosterilmistir.

Nitrik oksit (NO), kan damarlarinin genislemesini siirdiirmede 6nemlidir (Huk ve dig. 1998),
ancak yiiksek konsantrasyonlari oksidatif hasara neden olabilir. NO, NO sentazlar1 (NOS)
tarafindan katalize edilen L-arginin oksidasyonu ile iiretilir. Flavonoidler, g¢esitli
lipopolisakaritle aktive edilmis hiicre ¢izgileri ve kiiltiirlerinde NO iiretimini inhibe edici
aktivite gostermistir. Ancak flavonoidlerin NOS ve NO iiretiminin nasil inhibe ettigi heniiz
tam olarak anlasiimadigi icin bazi olasiliklar éne siiriilmiistiir. ilk olasilik, flavonoidlerin
antioksidan o6zelliklerinden kaynaklanabilir. Ikinci olasilik, flavonoidlerin lipopolisakarit

sinyal molekiilii inhibitorleri gibi davranabilmesidir (Kim ve dig. 2005).
2.6. FLAVONOID BILESIKLERIN PROKSIDAN AKTIVITESI

Bir¢ok bitki polifenolleri hem antioksidan hem de pro-oksidan aktiviteye sahiptirler.
Proksidan aktivitenin, toplam hidroksil grubu sayisi ile dogru orantili oldugu diistintilmektedir
(Cao ve dig. 1997). Hanasaki ve meslektaslar1 (Hanasaki ve dig. 1994) tarafindan yaymlanan
bir raporda, bir dizi mono- ve dihidroksiflavonoit, tespit edilebilir bir proksidant aktivitesi
gostermemisken, Ozellikle B halkasinda ¢ok sayida hidroksil grubu bir Fenton sisteminde
hidroksil radikallerinin {iretimini 6nemli Ol¢iide arttirmistir. 2,3-¢ift bag ve 4-okso flavon
diziliminin, oksijen varliginda iki degerli bakir tarafindan indiiklenen ROS olusumunu tesvik

edebilecegine dair kanitlar da vardir (Sun ve dig. 2010).

Flavonoidler tarafindan siipiiriilen ROS'un iiriinii olan flavonoid fenoksil radikallerinin (FI-O)
omrii 200 mikrosaniyedir (Bayrak¢eken ve dig. 2003). Flavonoid fenoksil radikalleri yiiksek
oranda reaktifdirler ve diger oksidasyona tabi tutulurlar. Diger olas1 iiriinler arasinda daha
stabil flavonoid kinonlar elde edilirler. Flavonoid kinonlar da reaktifdir ancak GSH, sistein
veya niikleik asitler gibi niikleofillerle konjugasyon yoluyla stabilize edilebilirler (Awad ve

dig. 2002; Torres ve dig. 2005). Flavonoidlerin istenmeyen prooksidant ozelliklerinden
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sorumlu olabilecek baska bir reaksiyon ise gecis metali varliginda flavonoid fenoksil

radikallerinin oksijen ile reaksiyonu sonucu kinon ve O2" (Sekil 2.29), olusturmasidir.

Sekil 2.28: Flavonoidlerin proksidan aktivitesi.

Flavonoidlerin olas1t prooksidant etkileri, serbest gecisli metal iyonlarinin oksidasyon
islemlerine dahil olmasi durumunda in vivo olarak 6nemli olabilir. Polifenolik bilesikler
Fe(II), Cu(Il) gibi metalleri Fe(II), Cu(I) tiirlerine indirgeyerek serbest radikal olustururlar ve
protein ve DNA oksidatif hasarina neden olurlar (sekil 2.30). Reaktif azot tiirlerinin
varliginda, A veya B halkasi progallol konfigilirasyonlarina sahip flavonoidler, DNA tek
iplik¢ik kopmasina neden olur (El Amrani ve dig. 2006). Yamashita ve dig. (Yamashita ve
dig. 1999), kuarsetinin neden oldugu bolgeye 6zgii DNA hasar1 mekanizmasint dnermistir. A
veya B halkasindaki katesol grubu, DNA'ya bagli bir Cu (II) iyonu ile oksitlenir, bu da DNA
hasarindan sorumlu ROS {iretebilir (Amic ve dig. 2007).

| ! [ °
O---reqm) O--~Fe(n)

Sekil 2.29: Fe (111) —flavonoid kompleksinden Fe (1) —flavonoid kompleksi olusumu.

2.7. TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITE/ AKTIVITE TAYINI ICIN
KULLANILAN YONTEMLER

Antioksidan bilesikler ve igerdigi mekanizmalarin calismasinda, antioksidan aktivite ve
kapasite kavramlarini ayirt etmek onemlidir. Bu terimler siklikla birbirinin yerine kullanilir.
Fakat antioksidan aktivite, bir antioksidan ve bir oksidan arasindaki bir reaksiyonun hiz
sabitidir. Antioksidan kapasite, bir antioksidan 6rnegi tarafindan yakalanan belirli bir serbest

radikal miktarinin bir olgistidiir.
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Antioksidan kapasiteyi belirleme yontemleri elektron transferine (ET) dayanan yontemler ve
hidrojen atomu transferine (HAT) dayanan yontemler olmak iizere iki genel gruba ayrilir. Her

iki yontem de serbest radikallerin etkisizlestirilmesi dayanir (MacDonald-Wicks ve dig.
2006).

HAT esaslhi yontemlerde, antioksidanlarin reaktif tiirlere H atamu vererek serbest radikal
tirlerinin (genellikle peroksil radikaller) sondiirme kabiliyetini 6lger. Peroksil radikallerin
yiiksek biyolojik ilgileri, hidroksil ve siiperoksit radikaline nazaran daha uzun yari1 émiirlerin
olmast nedeniyle Hat esasli yontemde reaktif tiir olarak peroksil radikalleri secilir. HAT
reaksiyon mekanizmasi antioksidanlarin (AH/Ar—OH) daha kararli serbest radikal (A and
ArQOe¢) olusturmak igin peroksil radikallerine (ROOe¢)hidrojen atomu transferi seklinde

Ozetlenebilir.

ROO® + AH/ ArOH — ROOH + A’/ ArO*

ET esasli yontemlerde antioksidanlar reaktif tiirleri siiptiriirken ayn1 zamanda indirgen 6zellik
gosterirler. Bu yontemlerde prob olarak kullanilan reaktif tiirler antioksidanlar tarafindan

indirgendiklerinde renk ya da fluoresans 6zelliklerinde degisiklik olusur (Apak ve dig. 2016).

ROO-« + AH/ArOH — ROO™ + AH«" /ArOH-*

HAT ve ET esash toplam antioksidan kapasite/ aktivite tayin yontemleri asagidaki tabloda

Ozetlenmistir.
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Table 2.1: HAT ve ET esasli toplam antioksidan kapasite/ aktivite tayin yontemleri.

Yontemler Reaksiyon Ozellikleri Ref.
Mekanizmasi
Trap yontemi HAT TRAP yontemi, suda ¢Oziinir ROO-e direterek lipit (Wayner ve
peroksidasyonunun baslatilmasini igerir. dig. 1985)
Krosin (CBA) Yontemi HAT AAPH gibi azo bilesiklerinin sicaklikla bozulmasi ile  (Bors ve dig.
olusan peroksil radikallerinin krosini  oksidasyona 1986)
ugratmasina (beyazlatma) dayanmaktadir.

ORAC Yontemi HAT AAPH gibi azo bilesiklerinin termal bozunmasi ile  (Cao ve dig.
baglatilan  peroksil radikal kaynakli  oksidasyonun 1997)
inhibisyonuna dayanmaktadir.

DPPH Yontemi ET yada HAT Antioksidanlarin DPPHe radikalini stipirme kapasitesinin (Brand-
6l¢iilmesine dayanan kolorimetrik yontemdir. Williams ve

dig.1999)
Antioksidanlar  varhiginda ABTS™* radikal katyonu (Re ve dig.

ABTS Yontemi ET yada HAT absorbansinin  inhibisyonuna  dayan  kolorimetrik 1999)
yontemdir.

Fe3*-tiritridiltriazin kompleksinin (Fe**-TPTZ2)

FRAP Yontemi ET indirgenerek Fe?*-TPTZ kompleksine doniistiiriilmesiyle (Benzie ve
toplam antioksidan tayininin = 6l¢iilmesine  dayanan dig. 1996)
kolorimetrik yontemdir.

Molibdofosfotungstat karisim reaktifindeki Mo (VI)* iin  (Singleton ve
Folin Ciocalteu Yo6ntemi ET antioksidanlar araciligiyla Mo(V) ‘e indirgemesine dig. 1999)
dayanan yontemdir.
Antioksidanlar tarafindan Cu*? ‘nin Cu*! ‘e (Apak ve dig.
CUPRAC Yoéntemi ET indirgenmesine dayanan yontemdir. 2016).
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2.7.1. TRAP Yontemi

Sabit bir oranda ROO - {ireten 2,2'-azobis- (2-amidopropan) (ABAP) 'in termal ayrigsmasi ile
tesvik edilen kontrollii bir peroksidasyon reaksiyonu sirasinda Oz aliminin 6lgiilmesine

dayanir (Wayner ve dig. 1985) (Sekil 9).

HN
NH 5 > 2
JYNH )H_‘,NH: N, H.N
H.N A N ——
A NH heat
. —  Stableproducts

ABAP

Sekil 2.30: ABAP' tan peroksil radikalinin olusumu.

2.7.2. Krosin Agartma Yontemi

Krosin agartma yontemi (CBA), baslangicta fotokimyasal olarak iiretilen alkoksil
radikallerinin inhibisyonunu degerlendirmek i¢in Onerilen bir yontemdir. Bu, alkoksil
radikallerinin etkisi altinda, yogun bir kirmizi renk sunan bir karotenoid olan antioksidan

bilesiklerin, krosin lizerindeki koruyucu etkisinin 6l¢iilmesiyle yapilir (Bors ve dig. 1986).

OH
HO 0 HO
HO o
OH 8}
0 0 DﬁH
HO Aol L L LN o HO
HO = e, 0 0
OH OH
0 OH

HO

Sekil 2.31: Krosinin kimyasal yapisi.
2.7.3. ORAC Yontemi

AAPH gibi azo bilesiklerinin termal bozunmasi ile baglatilan peroksil radikal kaynakli
oksidasyonun inhibisyonuna dayanmaktadir. Bu yontemde peroksil radikali floresans 6zellik

gosteren bir molekiille (prob) floresans olmayan bir {iriin olusturmak {izere reaksiyona girer.



Antioksidanin koruyucu etkisinin hesaplanmasi, floresans bozunma egrisinin altindaki integre

edilmis net alandan yapilir (AUC) (Cao ve dig. 1997).

2]
.
...‘
*

Net AUC

" [Antioxidant]

® — Net AUC

. "u
L] [ ]
—ll— Antioxidant ®g

—8— Blank

Relative Fluorescence Intensity
L ]
| |

Time (min)

Sekil 2.32: ORAC yontemindeki egrinin altinda net alan.

2.7.4. DPPH Yontemi

DPPHe (2,2 - di(4-tert-oktilfenil)-1-pikrilhidrazil) kararli organik azot radikaldir.
Antioksidanlarin DPPHe radikalini siiplirme kapasitesinin dl¢iilmesine dayanan kolorimetrik

yontemdir (Amax = 515 nm’ dir) (Brand-Williams ve dig.1999).

ALK

HN
pH 5.0-6.6
+ ArOH —_— O,N NO,

NO,

DPPH "’

Sekil 2.33: Antioksidan araciligiyla DPPHe radikalinin indirgenmesi.

2.7.5. FRAP Yo6ntemi

Fe3*-tiritridiltriazin  kompleksinin (Fe**-TPTZ) indirgenerek Fe*-TPTZ kompleksine
doniistiiriilmesiyle toplam antioksidan tayininin dlglilmesine dayanan kolorimetrik yontemdir

(Amax = 595 nm) (Benzie ve dig. 1996).
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Sekil 2.34: Bir antioksidan varliginda FRAP tahlili i¢in reaksiyon mekanizmasi.

2.7.6. ABTS/TEAC Yontemi

TEAC yontemi ilk olarak Miller ve Rice-Evans tarafindan 1993 yilinda rapor edilmistir. Re
ve arkadaslar1 bu metodu gelistirmiglerdir (Miller ve Miller, 2010). Gelistirilmis yontemde,
2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’in persiilfatla oksidasyonuyla,
ABTS"" radikali olusturulur. Bu radikal, toplam radikal siipiirme kapasitesini 6l¢mek igin
kullanilir. Bu metot antioksidan bilesikler tarafindan ABTS’ nin rengini kaybetmesi temeline
dayanir (Amax = 734 nm) (Re ve dig. 1999).

S SOy’
SO;- S N =< ’O/ antioksidan
) A
N CzHs
éZHE

SO
ROSS4E “ @
ABTS+" (A=734 nm) >:

N
| Csz ABTS (renksiz)
CQHS

Sekil 2.35: ABTS ** 'nin antioksidan bilesiklerle reaksiyonu.

2.7.7. Folin Ciocalteu Yontemi

Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) molibdo fosfotungstik heteropoliasittir. 3H20 — P20s — 13Wo3
— 5M003 — 10H20 formiillii molibdo fosfotungstik heteropoliasit yiikseltgen belirtecidir ve
Mo(V) aktif merkezili olan son iiriiniin maksimum dalgaboyu 765 nm’dir. (Singleton ve dig.
1999)

Mo(VI)(sar1) + e’(antioksidan) — Mo(V)(mavi)
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2.7.8. CUPRAC Yontemi

CUPRAC yontemi ilk olarak Apak ve arkadaslar tarafindan Istanbul Universitesi Analitik
Kimya Arastirma Laboratuvari’'nda gelistirilmistir. Bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin  (Neokuproin veya Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin
kompleksinin (Cu(l1)-Nc), 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir(I) neokuproin [Cu(I)-
Nc] kelatina indirgenme yeteneginden yararlanarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadir

(Apak ve dig. 2016).

\ N/ e Reduction of \ N/ N—
H4C \Cu/ CH, Cu(ID to Cu (D) HaC \Cu/ CH, -
S — +
HsC _N/ \N CHs HaC _N/ \N CHy

\ / \_ \ / \_

Cu(II}-Ne¢ Cu(I)-Ne

Light blue Yellow

Sekil 2.36: CUPRAC reaksiyonu.

2.8. NANOBILiM VE NANOTEKNOLOJi

Nanobilim ve nanoteknoloji, mikroskopla goriilemeyecek kadar kiiciik seviyenin altindaki
uygulamalar i¢in materyal iiretmek amaciyla tek tek atomlarin ve molekiillerin amaca uygun
sekilde bir takim proseslere tabi tutulmasina dayanir. Tek tek atomlar ve nanometrenin
altindaki molekiiller arasinda, yaklagik 100 nm’ye kadar olan 6l¢eklerde fiziksel, kimyasal ve
biyolojik bilgileri igerirler. Nanobilim ve nanoteknolojinin bir¢ok tanimi, boyutlara atifta
bulunur: 6rnegin, ABD’deki Ulusal Nanoteknoloji Girisimi’ne (NNI) gore “nanoteknoloji,
benzersiz olaylarin yeni uygulamalara olanak tanidigi yaklasik 1 ila 100 nanometre arasindaki
boyutlardaki maddenin anlagilmast ve kontroliidiir.” (Adams ve Barbante, 2012) Prof.
Whitesides’a gore “nanobilim” ise en biiyiikk molekiiller ile en kiigiik yapilar arasinda orta
biiyiikliikte meydana gelen nesnelerin bilimidir; yani, birka¢ nanometreden 100 nanometreye

kiiciik boyutlara sahip nesnelerin bilimidir. Kimyada, bu boyut araligi tarihsel olarak
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kolloidler, miseller, polimer molekiilleri, blok kopolimerlerde faz-ayrilmis bolgeler ve benzer
yapilarla, tipik olarak, cok biiyiilk molekiiller veya bircok molekiiliin agregatlar1 ile
iligkilendirilmistir (Whitesides, 2005).

Nanoteknolojinin birgok yonii, yasamda ve uygulamalarda ugragsmaya c¢ok alistigimiz
makroskopik diinyadan nano-olgekli diinyanin farkli oldugu ger¢egine dayanmaktadir.
Mikron biiylikliigli diizeyinde ve iistiinde malzemeler, klasik bilim yasalarina uygun
geleneksel 6zelliklere sahipken, mikroskopik nesneler (1 pm ile 100 nm arasinda mezoskopik
ve bu boyut araliginin altindaki nanoskopik) olagan dalgalanmalardan etkilenen ve kuantum
mekaniginin garip ve tahmin edilemez yasalarina tabi olan 6zelliklere sahiptir. Nano-
malzemelerin uzunluk Slgekleri azaldikga, yiizey alani etkileri son derece dnemli hale gelir ve
bu malzemelerin (veya cihazlarin) &zelliklerinde derin degisikliklere yol agan kuantum
etkileri ortaya ¢ikar. Nano 6l¢ekli malzemelerin kiigiik boyutlu olmasinin 6nemli bir etkisi, bu
yapilarin yiizeyinde bulunan atomlarin artan yiizdesi ve dolayisiyla artan reaktivitesidir

(Adams ve Barbante, 2012).

Nano-yapilarin iretilmesine yonelik kavramlar ve siirecler, Sekil 2.38’de kabaca
tanimlanmistir. Genel olarak, asagidan yukariya ve yukaridan asagiya yaklagimlara veya
kendiliginden olusuma dayali olarak kii¢tiltiilmiis boyutlardaki karmasik yapilari elde etmenin

temelde ii¢ yolu vardir (Adams ve Barbante, 2012).
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Sekil 2.37: Farkli boyutlarda nano- ve mikro-yapilarin eldesi i¢cin muhtemel prosesler.

2.8.1. Nanoyapilar ve Kimyasal Analiz

Tablo 2.1, nanoyapilarin boyut araligini ve tiiriinii bir dizi baska biiyiikliige bagl olaylar
cergevesinde gostermektedir. Tablo ayn1 zamanda metallerden yalitkanlara, basit inorganik
tuzlara ve karmasik organik molekiillere, hatta kendiliginden olusma (self-assembly) icin
muazzam potansiyele sahip olan DNA’nin bile farkli boyutlarda ve sekillerde nanoyapilarin

eldesinde 6nemli bir rol oynadigin1 géstermektedir.

Tablo 2.1: Nanoyapilarin tipik boyutlari.

Nanoyapi Boyut (hm) Materyal
Nanokristal, karbondotlar 1-10 yarigapl Yalitkanlar, yar iletkenler, metal magnetik materiyal
Diger nanopartikiiller 1-10 yaricaph Seramik oksitler
Nanobiyomateryaller 5-10 yarigaph Membran protein
Nanoteller 1-100 ¢aph Metaller, yar1 iletkenler, oksitler, sulfidler, nitritler
Nanotupler 1-100 ¢aph Karbon, kalkojenit
Nanobiyogubuklar 5 gapli DNA
Yiizey ve ince film 1-100 kalinlik Yalitkanlar, yar1 iletkenler, metaller, DNA

Sekil 2.38, nanoteknolojinin boyut araligini analitik kimya ve spektroskopide bir dizi bagka
biiyiikliige bagl olaylar g¢ercevesinde gostermektedir. Cok biiyilk ve hizla artan bir dizi
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uygulama ve islevsel kullanimlar vardir. Mevcut nanoteknoloji uygulamalarinin ¢ogu

nanoparcaciklar, nanotiipler, nanokompozitler ve nanokaplamalara dayanmaktadir (Adams ve

Barbante, 2012).

1 nm 10 nm 100 nm 1 uym

submikroskohik

vakm alan karmum limiti

atomik / molekiiler

.
=

—_— -
nanoteknoloji
yiizey anlizi NEMS, MS
prob teknikleri 15m telmikleri

Sekil 2.38: Nanoteknolojinin boyut araligini.
Nanopargaciklar, benzersiz fizikokimyasal o6zelliklere sahiptir ve kimyasal ve biyolojik

sensorler olarak kullanilabilir. Altin nanoparcaciklar (AuNP’ler), farkl fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinden dolayr en kapsamli arastirilan nanomalzemelerdir. Kararli AuNP’leri
sentezlemek kolaydir ve benzersiz, ayarlanabilir optik Ozelliklere sahiptirler. Yiiksek
yiizey/hacim oranlarina sahip, uygun modifikasyon islemlerinden sonra, miikemmel biyo
uyumluluk ile hedeflerin spesifik olarak algilanmasi i¢in ligandlarla islevsellestirilebilme

olanaklar1 sunarlar (Xiao ve dig. 2012).
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Sekil 2.39: Nanotiip ve nanofiberlerin kimyasal analizlerde kullanimi.

2.8.2. Nanoparcaciklar

Oncelikle boyuta dayali énemli nanomalzemeler kategorisine drnekler, nanopargaciklar ve
nanotozlardir. Kiimeler iyi tanimlanmis yap1 ve kompozisyona sahip parcaciklar iken,
nanoparcaciklar daha az hassas kompozisyon ve boyut dagilimina sahip tiirlerdir (kolloidler).
Nanotoz, 1 ila 10 nm arasindaki bir¢ok malzemeye dar bir boyut dagilimi ile verilen bir
isimdir. Kiimeler, nanopargaciklar ve nanotozlar, karbon, silika, altin, giimiis veya kompleks
halinde oksitler gibi ya da yari-iletken olarak kuantum nanodotlar (QD) gibi ¢ok ¢esitli basit
bilesimlere sahiptir. Nanoparcaciklart karmasik fonksiyonel yapilara sahip bilesikler ile
modifiye etmek nanoteknoloji uygulamalar1 i¢in 6nemli bir arastirma alani haline gelmeye
baslamistir. Genis ve genisleyen bir uygulama yelpazesi vardir: katalitik islemlerde kaplayici,

ilaglar i¢in dagitim ve goriintiileme araci olarak kullanilirlar.
2.8.2.1. Metal Oksit Nanoparcaciklar

Metal oksit nanopargaciklar (Fe203, MnO2, TiO2 vb.) ise basta metal tuzlarinin indirgenmesi
olmak tizere vakum igerisinde metalin buharlastiriimasi, lazer ile asindirma veya ¢oktiirme
yontemlerine benzer olarak jellesme Oncesi durdurulan sol-jel yontemi gibi fiziksel ve
kimyasal bir¢ok yontem kullanilarak sentezlenebilmektedir. Metal oksit nanopartikiiller, sahip
olduklar1 yariiletken, pizoelektrik ve piroelektrik Ozelliklerinden dolayr sensdr, optik ve
optoelektronik uygulamalarda ¢ok fazla kullanilmaktadir. Soy metal nanoparcaciklara en
bliyiik iistiinliigii diisiik maliyetli olmalaridir. Bunun yani sira soy metal nanoparcgaciklara

nazaran daha biiyiik ylizey alanina sahip olmalari, kararliliklar1 ve ¢evre dostu olmalar1 da
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diger Onemli avantajlarindandir (Chen ve dig. 2007; Oskam, 2006). Metal oksit
nanopargaciklar arasinda basta TiO2, ZnO, Fe.O3 ve SiO2 olmak iizere son zamanlarda MnO>

de yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.9. ANTIOKSIDAN KAPASITE/AKTIVITE TAYINi ICIN GELISTIRILEN
NANOPARCACIK ESASLI KOLORIMETRIK YONTEMLER

Gida numunelerinde antioksidan kapasite ve total fenolik igerigini degerlendirmek i¢in son
yillarda birka¢ yeni analitik yaklasim denenmistir. Son zamanlarda, genel olarak arastirma
kaynaklarmin kullanimin1 modernlestirmek amaciyla duyarli, hizli, kolay, nispeten ucuz cihaz
gerektiren ve kiiclik hacimlerle caligmaya imkan saglayan yontemlere ozel ilgi
gosterilmektedir. Bu bakimdan nanoyapilar birkac polifenolik bilesik sensoriinde ve algilama
stratejisinde kullanilmistir. Farkli bilimsel makaleler ve incelemeler (Del Carlo ve dig. 2008;
Hayat ve dig. 2014; Pérez-Lopez ve dig. 2011; Alarcon-Angeles ve dig. 2016; Zhu ve dig.
2015; Wang ve dig. 2017), bu malzemelerin avantajlarint ve iyilestirmelerini vurgulayan bu
nano-temelli yaklagimin kullanimini ortaya koymustur. Nanoyapilar ve islevsellestirilmis
nanoyapilar, daha yiliksek hassasiyet, kararlilik ve secicilik sergileyen biyoalgilama
performansimi gelistirmek icin katalitik araglar, immobilizasyon platformlar1 ve optik veya

elektroaktif sensorler olarak kullanilmaktadir (Pérez-Lopez ve dig. 2011).

Kiigiik boyutlarindan (1-100 nm) ve ¢ok yiiksek spesifik yiizey alanlarindan dolay1, soy metal
(Au, Ag, Pt, Pd, Rh, vb.) nanopargaciklar ¢cok fazla dikkat ¢cekmis ve tip, tekstil mithendisligi,
biyoteknoloji, biyo-miihendislik, su aritma elektronik ve optik gibi ¢esitli alanlarda
uygulamalar icin temel olusturmustur. Bununla birlikte, nanomalzemeye dayali yontemler
gida biliminde (6zellikle antioksidan arastirma) -muhtemelen metalik NP olusumuna yol agan
antioksidanlar tarafindan soy metal tuzlarinin s6z konusu indirgeme reaksiyonlariin degisken
kinetigi nedeniyle- nadiren kullanilmaktadir. Giimiis nanoparcaciklar sivi ortam iginde
dagildiklarinda, yigin (bulk) metalin spektrumunda bulunmayan absorpsiyon bandina gore
daha giiclii bir ultraviyole-goriiniir bolge absorpsiyon bandi sergilerler. Bu bant, ylizeydeki
elektron yogunlugunda periyodik bir degisiklikle (SPR, ylizey plazmon rezonans emilimi),
elektron bulutunun pargaciklar iginde kollektif olarak uyarilmasi ile iligkilidir. Bu nedenle,
nanoparcacik esasli toplam antioksidan kapasite tayinleri, lokalize (yerlesmis) SPR
absorpsiyonlari ile kolayca tanimlanabilen/nicelenebilen soy metal nanopargaciklari iiretmek

icin, soy metal tuzlarmin/asitlerinin antioksidan polifenoller tarafindan kimyasal olarak
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indirgenmesi prensibine dayanir. Antioksidan kapasitenin kimyasal indirgeme temelli
nanoteknolojik kolorimetrik uygulamalari, soy metal nanopargaciklarinin olusumunu veya
bliyiimesini kullanir; en yiikksek TAC degerlerine sahip antioksidanlar, Au(III)/Ag(I)
tuzlarindan Au/Ag-NP’ler liretme kabiliyeti yiiksek olanlardir (Apak ve dig. 2015). Metal
oksit nanopargaciklarin (Fe2O3, MnO2, TiO2 vb.) ise soy metal nanopargaciklara en biiyiik
istiinliigii diistik maliyetli olmalaridir. Bunun yani sira soy metal nanopargaciklara nazaran
daha biiylik ylizey alanina sahip olmalari, kararliliklar1 ve ¢evre dostu olmalari da diger
onemli avantajlarindandir (Chen ve dig. 2007; Oskam, 2006). Gida antioksidanlar1 i¢in prob
olarak kullanilan nanopargaciklarin ¢ogu uygulamalar1 altin (Au), giimiis (Ag), magnetit
(Fe304) titanya (TiO2) ve mangan dioksit (MnOz) nanopargaciklari ve kuantum dotlarin (QD)

kullanimu ile iliskilidir.

Soy metal veya metal oksit nanopargaciklarin kullanildigi antioksidan kapasite/aktivite

tayinlerinin ¢caligma prensibi dort kategoride siniflandirilabilir:

(i) olusum ve biiylime (genisleme)
(i) agregasyon (yigisim) ve aglomerasyon
(ili)  bozunma
(iv)  antioksidan analitlerinin etkisi altinda nanopargaciklarin spesifik etkilesimi
Bu mekanizmalar, segicilik ve duyarliligin farkli boyutlarinda antioksidan miktar tayinini

mumkin kilar.

Scroccarello ve arkadaglari tarafindan, antioksidan kapasite igeriginin degerlendirilmesi i¢in,
AuNP’lerin olusumu yoluyla hizli ve kullanim1 kolay kolorimetrik bir yontem gelistirilmistir.
Ozellikle, AuNP esasli antioksidan kapasite tayini, elma o6ziiti  bilesiminin
degerlendirilmesinde basgarili bir sekilde kullanilmistir. Yontemin tayin prensibi polifenollerin
Au(Ill)’i Au(0)’a indirgemesine ve bdylece AuNP’lerin kolloidal siispansiyonlarinin
olusumuna dayanmaktadir. AuNP’lerin olusumu, polifenolik bilesigin yapisina ve
konsantrasyonuna bagli olarak kirmizi renkli siispansiyonlarla sonuglanir. Uygun kosullar
altinda polifenolik bilesikler tarafindan AuNP’lerin olusumuna ait kirmiz1 rengin (10 dakika
ve 45 °C sicaklikta) absorbanst 540 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Ydntemin analitik performansi
iyi tekrarlanabilirlik (RSD <% 6), hassasiyet (LOD <8.7 umol L) ve geri kazanimlar (%
91-113.7%) agisindan iyidir. Yontem ayrica 42 elma O6rneginde test edilmis ve elde edilen

veriler, geleneksel yontemlerle (yani, Folin-Ciocalteu, ABTS ve iyon kromatografisi)
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karsilastirilmistir. Bu AuNP olusumuna dayali yaklasim, elma orneklerinde polifenollerin

hizl1 ve kolay analizi i¢in basit ve maliyeti diisiik bir aragtir (Scroccarello ve dig. 2019).

Bener ve arkadaslar tarafindan TAC 6l¢iimii i¢in yeni bir heparin ile stabilize edilmis AuNP
esasli  ‘bakir(Il) indirgeme antioksidan kapasitesi’ (CUPRAC) kolorimetrik sensor
gelistirilmistir. Siilfatlanmis bir polisakkarit olan heparin, negatif yiiklii AuNP sentezi i¢in
hem indirgeyici hem de stabilize edici madde olarak kullamilmistir. Stabilize edilmis
AuNP’ler, Cu(II)-Nc’nin antioksidanlarla reaksiyonundan ve elde edilen bakir (I) -neokuproin
(Cu (I)-Nc) ¢ozeltisine eklenmis ve olusan Cu(I)-Nc-AuNP’lerin (Altin nano-tanecikler
tizerinde elektrostatik olarak adsorbe edilmis Cu(I)-Nc katyonik kelat) absorpsiyonu 455
nm’de Ol¢iilmistlir. Diger benzer AuNP esasli sensorlerin aksine, Onerilen nano-sensor
aggregasyon olmadan inert elektrolitlere karst miikemmel (1000 kat) tolerans sergilemistir.
Dogrusal aralik, daha diisiik LOD (troloks i¢in 0,2 uM) ve daha yiiksek molar absorptivite
(quercetin icin 8.36 x 10* Mt cm™) ile gelenecksel CUPRAC’tan daha iistiin oldugu
gorlilmiistir. “Troloks esdegeri antioksidan kapasite” (TEAC) degerleri ve bir dizi
antioksidan i¢in aktivite sirasi, referans CUPRAC testine uygun olarak yapilmistir. Siyah cay
ekstraktina antioksidan ilaveler, %93-97 oraninda gerikazanim ve %?2-6 oraninda rolatif
standart sapma saglamistir. Bu yesil sensor reaktif tiikketimini 6nemli 6l¢iide azaltmis ve
karmasik gida Orneklerinde kullanilabilecek basit, giivenilir ve saglam bir metodoloji

saglamistir (Bener ve dig. 2018).

Ozyiirek vd. tarafindan polifenoller igin gelistirilen toplam antioksidan kapasite yontemi
sitrat-stabilize giimiis tohumlar1 varliginda Ag® iyonunun indirgenmesi sonucu 423 nm’de
kuvvetli bir ylizey plazmon rezonans absorpsiyon bandi vermesi temeline dayanmaktadir
(Ozyiirek ve dig. 2012). Sitrat, giimiis nitrat ve giimiis tohumlar1 miktar1 kontrol altinda
tutularak degisen polifenol konsantrasyonuna bagl olarak dogrusalligin saglandigi yontem
hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara basarilt bir sekilde uygulanmistir. Oksalat,
sitrat, meyve asitleri, amino asitler ve indirgen sekerlerin yonteme girisim etkisinin olmamasi,
yontemi gercek oOrneklere kolaylikla uygulanabilir kilmistir. Yontemin LOD degeri 0,23
uM’dir.

Kagit esaslh algilayicilar da kullanimi kolay ve diisiik maliyetli cihazlar olarak basit saha i¢i
analizleri yapmak amaciyla son yillarda kullanilmaya baslanmistir. Bu amagla Choleva ve

arkadaglar analit odakli AuNP’lerin olusumu yoluyla antioksidan aktivitenin belirlenmesini
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saglayan kagit esasli sensor gelistirmislerdir. AuNP’leri olusturmak icin kagit tizerindeki altin
iyonlariin ¢ekirdeklenmesi (nano-boyutlu elementel altin eldesi), sulu numunelerde bulunan
antioksidan bilesikler tarafindan altinin indirgenmesiyle elde edilmistir (Vasilescu ve dig.
2012). Kagit yiizeyinde olusan kromatik gecisler, ¢0zeltinin antioksidan kuvvetini
degerlendirmek ic¢in kullanilmistir. Sensor, farkli antioksidan bilesiklerine kars1 test
edildiginde, renk olusumunun yogunlugu su sirayla gozlenmistir: katesin, gallik asit> kafeik
asit> askorbik asit> kumarik asit> vanilik asit> ferulik asit> sinamik asit. Bu, antioksidan
polifenollerinin Kklasik reaktivitesiyle (yani, flavonoidler> o-fenol> m-fenoller) ile uyumludur
(Scarano ve dig. 2017; Vasilescu ve dig. 2012; Dwiecki ve dig. 2017).

Son yillarda, gidalardaki polifenolik bilesiklerin kolorimetrik degerlendirmesinde altin ve
giimiis nanoparcaciklar haricinde diger metal nanoparcaciklar (6zellikle metal oksit
nanopargcaciklar) da kullanilmaya baglanmistir. Seryum dioksit redoks ¢ifti Ce (IV)/Ce (III)
Sharpe ve arkadaslari tarafindan antioksidanlarin optik algilanmasi i¢in filtre kagidinda
immobilize edilmis nano-seryum dioksit esasli bir sensoriin gelistirilmesi i¢in kullanilmistir.
Spektroskopik calismalar, farkli antioksidanlarin (troloks, epigallokatesin gallat, L-askorbik
asit, gallik asit, vanillik asit, kuersetin, kafeik asit) seryum dioksit nanopargaciklarin yiiksek
konsantrasyonlu dispersiyonlar1 i¢in goriiniir bir renk degisikligine (veya yiik transfer
komplekslerinin olusumu) sebep oldugunu gostermektedir. Her bir antioksidanin LOD

degerleri 10® M mertebesindedir (Sharpe ve dig. 2013).

Ayni zamanda Sharpe ve arkadaslar1 polifenol tayini i¢cin kagit iizerinde kolorimetrik bir
yontem olarak farkli metal oksit nanoparcacik (seryum oksit, titanil oksalat, demir oksit ve
cinko oksit) esasli bir sensor dizisi de gelistirmiglerdir. Antioksidan tayin mekanizmasi,
polifenollerin, benzersiz spektral 6zelliklere ve karakteristik renklere sahip metal oksitlerle
karakteristik renklerin yiizey komplekslerini olusturma yetenegine dayanmaktadir. Renk
olusumu, standardin veya numunenin konsantrasyonuna ve antioksidan kapasitesine, ayrica
metal oksit tipine baglidir. Yiyeceklerde yaygin olarak bulunan on bes polifenol basarili bir
sekilde tayin edilmistir. Sensor dizisinin performanst ORAC testiyle karsilastirilmis, ancak

dogrudan bir korelasyon elde edilememistir. Bununla birlikte, taginabilir bir renk okuyucusu



43

kullanilarak gelistirilen kolorimetrik bir veri tabani gelistirilmis ve yesil ¢ay bitkilerinde ana

polifenolik bilesenleri kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilebilmistir (Sharpe ve dig. 2014).

Kolza tohumu yaglariin antioksidan kapasitelerinin teknolojik islemlerin ¢esitli asamalarinda
degerlendirilmesi Szydtowska-Czerniak ve ark. tarafindan demir oksit nanoparcaciklar (iron
oxide nanoparticles, IONP’ler) kullanarak yapilmistir. Bu ¢alismada ferrik iyonlar, asidik
ortamda yag Oziitleri ile indirgenmekte ve sonugta demir oksit nanoparcaciklarin sari
¢ozeltileri olusmaktadir. Kolza tohumu yaglarinin 6ziitlerinin eklenmesinden 50 dakika sonra,
IONP’lerin sari-turuncu ¢oOzeltilerinin  absorpsiyonu 396 nm’de Ol¢ililmiistiir. Olusan
IONP’ler, kiiresel goriiniimlii, olduk¢a monodispers ve homojen olup Fourier dontigiimlii
kizil6tesi spektroskopi (FTIR) verileri, IONP’lerin ylizeyinde adsorbe edilen sinapik asit
varligin1 (standart olarak kullanilir) desteklemistir. Kolza tohumu yaglarinin asetonik ve
metanolik ekstraktlar1 icin IONP esasli yontemle belirlenen antioksidan kapasitelerinin FRAP
ve DPPH degerleri ile anlamli olarak dogrusal oldugu bulunmustur (Szydtowska-Czerniak ve
dig. 2015).

Ji ve arkadaslar1 tarafindan ilk kez kobalt oksihidroksit (CoOOH) nanotaneciklerin 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidine (TMB) kars1 yiiksek oksidasyon kabiliyetine sahip oldugu ve askorbik
asidin (AA) nitel ve nicel tespiti i¢in yeni bir strateji gelistirildigi bildirilmistir. Caligmada
CoOOH nanotanecikleri, TMB’yi dogrudan ortaya ¢ikan acik mavi renkle yiikseltgenmis
TMB’ye okside edebilir ve AA, CoOOH nanotaneciklerini Co?*’ya déniistiirerek oksidasyonu
secimli olarak inhibe edebilir. Bu durum yiikseltgenmis TMB’nin absorpsiyonunda bir
azalmaya ve mavi rengin agarmasina neden olur. Bu haliyle, AA konsantrasyonu UV-
spektroskopisi ve ¢iplak gozlerle kolayca belirlenebilmektedir. Optimum kosullar altinda bu
yontem 142 nM belirtme sinirina ve 5 dakikalik kisa bir tayin siiresine sahip olup AA’ya
olduk¢a hassastir. Bu yontem, insan serumu ve gida orneklerine AA’y1 analiz etmek i¢in
basartyla uygulanmistir. Bunun yani sira gelistirilen yontemde CoOOH nanotanecikleri

kagida emdirilerek de kagit esasli sensor haline de getirilmistir (Ji ve dig. 2018).
2.10. DIGER ANTIOKSIDAN TAYIN YONTEMLERI

Klasik sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE) genellikle polifenolik bilesiklerin 1yi bir sekilde geri
kazanilmasini saglar, bununla birlikte, biiyiik miktarda ¢oziicii gereksinimi, uzun ekstraksiyon

stiresi, sinirli ¢oziicii se¢imi ve bazi durumlarda hedef bilesiklerin bozunmasi gibi bazi
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dezavantajlar1 vardir. Diger ekstraksiyon teknikleri, kati-sivi ekstraksiyon (SLE), kat1 faz
ekstraksiyonu (SPE), basinghi sivi ekstraksiyon (PLE), siiperkritik ekstraksiyon (SCE),
ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) ve mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE)
teknikleridir (Ajila ve dig. 2011; Ziyatdinova ve Budnikov, 2015; Ignat ve dig. 2011). Son
yillarda, temizleme prosediiriinii otomatiklestirmek ve ¢oziicii tiiketimini, analiz siirelerini ve
matris etkilerini azaltmak amaciyla temizlik asamasinda otomasyon ve mikro-ekstraksiyon
sistemlerinin kullanimina yo6nelik bir egilim olmustur (Della Pelle ve dig. 2015; Di Ottavio ve
dig. 2017). Kuskusuz, bir sensér veya algilama sisteminin kullanilmasi ideal olarak higbir

numune 6n islem gerektirmemekte veya bu islemler minimal olarak yapilmalidir.

Analitik bilimlerin gelismesiyle birlikte, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), gaz
kromatografisi (GC), sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS), gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresinden (GC-MS) baslayarak polifenollerin analizi i¢in kullanilabilen
aralarinda Fourier Transform infrared spektroskopisi (FT-IR), niikleer manyetik rezonans
(NMR), kapiler elektroforez (CE), sensorler ve biyosensorlerin de oldugu bir dizi modern arag
vardir (Ajila ve dig. 2011; Ziyatdinova ve Budnikov, 2015; Ignat ve dig. 2011). Karmasik
matrisler i¢cinde bilesiklerin se¢imli tanimlanmasi ve nicelenmesi mimkiim oldugu i¢in
polifenolik bilesiklerin kromatografi kullanilarak nicelendirilmesi en sik kullanilan
yaklagimdir. Bu agidan HPLC ¢ok kullanighdir; ¢iinkii bilesikler, aglikonlarin hidrofobikligi
ve karsilik gelen glikozitlerin hidrofilikligi gibi kendine 6zgii kimyasal 6zelliklerinden dolay1
ayrilir (Valls ve dig. 2009). Ultraviyole/goriiniir bolge, fotodiyot dizisi ve ultraviyole-
floresans dedektorii ile birlestirilmis ters faz ayirma, polifenolik bilesiklerin ayrilmasi igin
klasik olarak en ¢ok kullanilan tekniktir (Dobes ve dig. 2013). Daha yakin zamanlarda, ¢ok
karmasik karigimlarda diisiik seviyelerde polifenolik bilesikleri tayin edebilmek igin kiitle
spektrometri (MS) yaygin olarak kullanilmaktadir (Motilva ve dig. 2013). Bu teknikler, tek
bir bilesigin veya bir metabolitin tanimlanmasi i¢in idealdir, ancak pahali ekipman, egitimli
personel gerektirirler ve zaman alabilirler. Dahasi, ayirma teknikleri incelenen polifenollerin

antioksidan kapasitesi hakkinda bilgi vermemektedir.

Elektrokimyasal (EC) teknikler, dogalar1 geregi, reaktif tiirler kullanmadan toplam
antioksidan kapasitenin dogrudan belirlenmesini saglayabilir. Bu yontemler, dongiisel
voltametri (CV), diferansiyel darbe voltametrisi (DPV), kare dalga voltametrisi (SWV),

diferansiyel darbe voltametrisi (DPV), amperometrik saptama ile akis enjeksiyon analizi ve
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daha yakin zamanda amperometrik algilama ile birlestirilmis mikroakiskan ¢ip stratejileri
kullanarak yiikseltgeme potansiyeli ve antioksidan aktivite arasinda bir iligki kurmaya caligir
(Pisoschi ve dig. 2015; Escarpa, 2014). Elektrokimyasal yontemler, gida maddeleri ve
icecekler, biyolojik sivilar, farmasétikler, vb. ¢esitli ortamlarda toplam antioksidan kapasite
veya toplam fenolik degerlendirmesinin basarili bir sekilde belirlenmesini saglayan enzim

elektrotlarinin gelistirilmesi i¢in enzimlere baglanabilir.
2.11.TEZ CALISMASINA YON VEREN LITERATUR CALISMALARI

2.11.1.Enzim Benzeri Etki Gosteren MnO:2 Nanocubuklar1 Kullanilarak Civa

Iyonlariin Kolorimetrik Tayini

Yang ve arkadaslar1 tarafindan Hg?' iyonlarinin tayini igin ‘on-off’ olarak nitelendirilen
kolorimetrik bir sensor gelistirilmistir. H2O» varliginda sentezlenen homojen MnO>
nanogubuklar oksidaz-benzeri aktivite gostererek ortamda baska herhangi bir yiikseltgeme
aracina ihtiya¢ duymadan TMB reaktifini uygun kosullarda mavi renkli katyon radikali
formuna ylikseltgemistir. -SH grubu iceren glutatyon (GSH), yiikseltgenmis formda TMB’nin
mavi rengini giderebilecek potansiyelde bir indirgendir. Hg?* iyonlar ise tiyollenmis
bilesiklere kuvvetli bir afinite gdstermektedir. Bundan yararlanarak GSH ve Hg?* énceden bir
arada inkiibe edilmis, MnO: varliginda yiikseltgenmis formda TMB’nin mavi rengi
giderilememis (GSH tarafindan tekrar indirgenemeyecek) ve sabit GSH konsantrasyonunda
Hg?* konsantrasyonu arttik¢a daha kuvvetli bir absorpsiyon gozlenmistir. Yontemde calisilan
kalibrasyon araligt 0,1 — 8,0 uM araliginda olup belirtme smir1 (LOD) 0.08 pM’dir.
Calismada gercek su orneklerinde de Hg?* tayini yapilmis ve %82 — 114 arahiginda geri
kazanim degerleri elde edilmistir (Yang ve dig. 2015).
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Sekil 2.40: MnO; nanogubuklar1 varliginda Hg?* tayini icin onerilen ydntemin sematik

gosterimi.

2.11.2. indikatér Olarak 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) Kullanilarak Ag(I)’in
Yiiksek Hassasiyet Ve Se¢cimli Kolorimetrik Tayini

Liu ve arkadaslar tarafindan gelistirilen yontemde Ag* iyonlarmin TMB ile olan redoks
reaksiyonundan yararlanilarak hassas ve se¢imli tayini yapilmistir. Yontemin prensibi pH 4°te
Ag+ iyonlarmin TMB’yi yiikseltgemesi sonucu katyonik radikal formunda yiikseltgenmis
TMB’nin karakteristik mavi rengin (Amaks = 656 nm) Ag* konsantrasyonuyla dogrusal bir
sekilde artmasina dayanmaktadir. Calismada Fe®* iyonlar1 yontemi ciddi sekilde etkilerken
diger metal iyonlarmin sadece en diisiik oksidasyon basamagi (genellikle 2+ degerlikli)

% nmin ortamdan giderilmesi SHPP ile kelatlama araci ile gergeklestirilmistir.

denenmistir. Fe
SHPP varliginda maskelenen Fe* iyonlar1 varliginda Ag* segimli bir sekilde tayin

edilebilmistir. Yontemde belirtme sinirt 50 nM’dir (Liu ve dig. 2012).

H,C CH, H, CH,
HaSatT TN Ve e
H,C CH, H,C CH,
TMB (no color) Ag* oxTMB (blue color) Ag

Sekil 2.41: 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) ile Ag(I) i¢in Onerilen reaksiyon.
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2.11.3. Peroksidaz ve Oksidaz Aktivite Olarak Bovin Serum Albumin (BSA)-Temelli
MnO2 Nanopartikiilleri

Liu ve arkadaslari tarafindan gelistirilen c¢alismada BSA temelli MnO2 nanopartikiil
sentezlenerek bunlarin oksidaz ve katalaz benzeri aktivite sergiledikleri gosterilmistir. BSA-
MnO, NP'lerin aktiviteleri, hidrojen peroksit veya ¢6ziinmiis oksijen varliginda horseradish
peroksit (HRP) substrati ile o-fenilendiamin (OPD) ve 3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidin (TMB)
kullanilarak degerlendirilmistir. Iyi dagilma, ¢oziiniirliik ve biyo-uyumluluga sahip bu kiigiik
boyutlu BSA-MnO2 NP'leri, H.O2, OPD ve TMB'ye yiiksek afinite gostermis, bu da BSA-
Mn02 NP'lerinin enzim benzeri olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Bu bulgulara
dayanarak, HRP yerine anti-sheep 1gG saptanmasinda BSA-MnO2 NP'leri kolorimetrik testi
olarak kullanilmistir (Liu ve dig. 2012).

Peroxidase mimics
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Sekil 2.42: MnO; NPs varliginda TMB ve OPD’nin oksidasyonunun sematik gdsterimi.

2.11.4. MnO2 Nanosheets Kullanarak Askorbik Asidin Kolay ve Ucuz

Belirlenmesinde Reaktif Kullanilmadan Kolorimetrik Yontemin Gelistirilmesi

Chen ve arkadaslar1 tarafindan manganez dioksit (MnOz) nanosheets kullanarak herhangi bir
kromofor reaktif kullanilmadan askorbik asidin (AA) belirlenmesinde bir kolorimetrik
yontem gelistirmistir. Yontemin prensibi AA ve MnO: nanosheets arasinda meydana gelen
redox tepkimesi sonucu ortaya ¢ikan Mn?*iyonu, MnO2 nanosheet ¢ozeltisinin renk siddetinin
(Amaks = 370 nm) dogrusal bir sekilde agilmasina dayanmaktadir. Yotemde calisilan

kalibrasyon araligi 0,2 — 20 uM araliginda olup belirtme sinir1 (LOD) 98 nM’dir. Yéntemde



48

sirasityla C vitamini ve ¢esitli ticari meyve suyu Orneklerinde standart katma yontemi

uygulanmis ve %95-105 araliginda geri kazanim degerleri elde edilmistir (Chen ve dig. 2019).
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Sekil 2.43: Artan AA konsantrasyonu varliginda MnO2 nanosheets ¢ozeltinin renk siddetinde

dogrusal bir sekilde azalmasinin grafik gosterimi.
2.12. SPERMAN KORELASYON KATSAYISI

Spearman korelasyon katsayisi, eslestirilmis veriler arasindaki monotonik bir iliski giliciiniin

istatistiksel bir 6l¢iisiidiir. Spearman korelasyon katsayisi, denklem 2.1’e gore hesaplandi.

6. di?
n (n%-1)

rg=1-— (21)

Denklem 2.1°e gore

Is— Spearman siralama analiz korelasyonu
di- 1ki sira arasindaki fark
n- Ornek sayisi

Korelasyon bir etki biiyiikliigiidiir ve bu nedenle mutlak deger i¢in asagidaki kilavuzu
kullanarak korelasyonun giiciinii yorumlayabiliriz (Spearman's correlation, accessed May 07,
2019)

e (00-.019 “cok zay1f” * 0.60-0.79 “gliglii”
e 0.20-0.39 “zayif” * 0.80-1.0 “cok giiclii”
e 0.40-0.59 “1liml”
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Tez calismasinda kullanilan cihazlar, Shimadzu AUX320 marka analitik terazi, Millipore
Direct-Q 8UV marka ultra saf su cihazi, Wiseclean ultrasonik banyo, pH ayarlamalari i¢in
kullanilan Mettler Toledo Seven Compact pH metre, Wisd WiseBath su banyosu, IKA
YellowLine MSH Basic manyetik karistiricili 1sitici, DAIHAN WiseVen vakum etiivii
absorbans oOl¢iimlerinin yapilmasi i¢in kullanilan Hellma SUPRASIL 10 mm 1s1ma yollu
kuartz kiivet, absorbans olgtimleri ve spektrumlarin eldesi i¢in Shimadzu UV-1800 marka UV
spektrofotometredir. Sentezlenen nanopartikiillerin yap: tayini icin XRD analizi Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa PROTEK-MERLAB/Merkez arastirma Laboratuvar'nda yapilmustir.
Analizde Rigaku marka D/Max-2200/PC model X-Isin1 Toz Kristal Cihazi kullanilmustir.
Cihaz Cu kaynakli (A4 1L-Cu / 60 kV, 2.0 kw) X 1sm tiipii ve tiipiin ani sicaklik
degisimlerini kontrol eden su sogutucusuna (Thermo NESLAB, M 100) sahiptir ve cihazda

monokromatize X-Isin1 elde edilmesini saglayan Grafit Monokromator kullanilmaktadir.
3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan ~ kimyasal = maddeler; potasyum  permanganat (KMnOg), 3,3’,5,5’-
Tetrametilbenzidin (TMB), neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Nc), troloks (TR),
kuersetin (QR), katesin (CT), Klorojenik asit (CGA), L-askorbik asit (AA), ferulik asit
(FRA), gallik asit (GA), a-tokoferol (TOC), kafeik asit (CFA), rutin (RT), kaemferol (KA), p-
kumarik asit (CMA), vanilik asit (VA), glutatyon (GSH), L-sistein (CYS), sisteamin (CYS-
NH2), N-asetil sistein (NAC),  sitrik asit, sodyum monohidrojen fosfat dihidrat
(Na2HPO4.2H20 )bakir(Il) kloriir dihidrat (CuCl2.2H.0), amonyum asetat, benzoik acid,
mannitol, D-(+)- Glukoz, metil-B-siklodekstrin ve etil alkol (EtOH) (Sigma-Aldrich, HPLC
saflikta), nitroblue tetrazolyum  (NBT), sodyum nitrit (NaNOz), sodyum molibdat
(NazMo0O.,), salisilik asit, sodyum hidroksil (NaOH), asetik asit (CH;COOH), sodyum asetat
(CH3COONa), sodyum monohidrojen fosfat (Na:HPOs), sodyum dihidrojen fosfat
(NaH2PO4) kullanilmistir. Kullanilan kimyasallar analitik safliktadir.
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Gergek ornek calismast icin, cappy gold mini portakal suyu (%100), yesil cay (Camellia

sinensis) kullanilmistir
3.3. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Tez c¢aligmast boyunca kullanilan antioksidanlardan askorbik asit ve diger tiyollu
antioksidanlarin (glutatyon, sistein, sisteamin, N-asetil sistein ve a-Tokoferol) ¢ozeltileri ultra
saf suda hazirlanmistir. Diger tiim antioksidanlar ise HPLC safliktaki etanol de hazirlanmistir.
Her bir antioksidan uygun stoklarda hazirlanmis ve gereken biitiin seyreltmeler hazirlanan
stok ¢ozelti lizerinden yapilmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden ultra saf suda hazirlananlar 4
°C’de, HPLC safliktaki etanol de hazirlanan stok c¢ozeltiler ise -18°C’de saklanilarark
muhafaza edilmistir. (Glutatyon, sistein, sisteamin, N-asetil sistein ¢ozeltileri ultra saf suda, a-

Tokoferolgozeltisi ise %2’lik metil-p-siklodekstrinde hazirlanmistir).

Yesil cay bitki oziitii i¢in, beherde igerisinde kaynatilmig yaklasik 50 mL ultra saf su igerisine
0,5 g yesil ¢ay bitkisi tartilarak ilave edildi ve 10 dakika boyunca 100°C’de demlenmeye
birakildi. Yapilan inkiibasyon islemden sonra olusan ekstrakt Once adi siizge¢ kagidi
yardimiyla siiziiliip, daha sonra mikrofiltreden gecirilerek olusan berrek ¢ozelti sogumaya
birakild1 ve ardindan 1:36 oraninda su ile seyreltildikten sonra analizde kullanilmak tizere

hazir hale getirilildi.

Portakal suyu ise Once adi siizge¢ kagidi yardimiyla siiziiliip, daha sonra 0,45 um’lik
membran filtreden siringa yardimiyla gegirildi. Olusan berrak ¢ozelti 1:10 oraninda su ile

seyreltildikten sonra analiz i¢in hazir hale getirildi.

3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidin (TMB)’in stok ¢ozeltisi 1 x 102 M olacak sekilde 0,012 g tartilip
HPLC safliktaki etil alkolle ¢oziilerek giinlik hazirlandi. Sitrik asit-mono hidrojen fosfat
tamponu 0,1 M (pH 4) olacak sekilde hazirlandi. Sentezlenen MnO2 nanopartikiiliin (MnO2 —
NPs) siispanse stok ¢ozeltisi igin 0,02 g MnOz -NPs olacak sekilde tartilarak 25 mL ultra saf

su ile tamamlanilarak hazirlandi.

Bakir (IT) kloriir ¢ozeltisi, 1.0x102 M olacak sekilde CuClz.2H20’tan 0,4262 g tartim almip
su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Amonyum asetat tamponu, 1 M (pH 7) olacak

sekilde 19.27 g tartim alinip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Neokuproin (2,9-
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dimetil-1,10-fenantrolin) ¢ozeltisi, 7.5%x10-3 M olacak sekilde 0.156 g tartim alinip etanolle

100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Gelistirilen yontemde salisilik asit 10 mM olacak sekilde etonolde, 300 uM nitroblue
tetrazolyum (NBT), 2.0 M NaNOg, 0.1 M Na2MoO4, 6 M NaOH, 3 M asetik asit tamponu ve

0,2 M fosfat tamponu ise saf suda hazirlanilmistir.

3.4. ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYINi ICIN MANGAN DIOKSIT
NANOPARTIKUL ESASLI SENSOR GELIiSTIRILMESI

3.4.1. Mangan Dioksit Nanopartikiil (MnO2 —NPs) Sentezi

MnO:; sentezi i¢in 0,632 g (4 mmol) KMnOy tartilarak sentez balonuna alindi ve {izerine 30
mL ultra saf su ilave edilerek manyetik karistiricida ¢éziinmesi saglandi. Ardindan 0,706 g (4
mmol) olacak sekilde askorbik asit tartildi ve 20 mL ultra saf su ilave edilerek ultrasonikte
¢Oziinmesi saglandi. Hazirlanan askorbik asit ¢ozeltisi yavas yavas ¢oziinmiis olan KMnOg4
¢ozeltisine eklenilir ve 30 dakika sicaklik olmadan manyetik karistiricisinda karistirildi.30
dakika sonunda siizme islemine gegildi. Elde edilen kat1 3 kez ultra saf su 2 kez de etil alkolle

yikandiktan sonra 60 °C de etiivde bir gece kurumaya birakildi (Wang ve dig. 2011).
3.4.2. MnO2 Nanopartikiil Esash Sensér Hazirlanmasi

Deney tiipii icerisine 4 mL 0,1 M sitrik asit-monohidrojen fosfat tamponu (pH 4) 0,1 mL
MnO>-NPs ve 0,15 mL 102 M TMB eklenir ve son hacim 5 mL olacak sekilde ultra saf su ile
tamamlanilarak karistirildi. MnO2 nanopartikiilleri TMB reaktifinin oksidasyonuna neden
oldugundan son durumda berrak mavi ¢ozelti (prob) olusur. Olusan prob oda kosullarinda 5

dakika bekletildi.

MnQO,NPs
2 v oy e 907 2Dy Thes 20
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3.4.3. MnO2 Nanopartikiil Esash Spektrofotometrik Antioksidanlarin Aktivite Tayin

Yontemi

Gelistirilen MnO> nanopartikiil esasli antioksidan tayin yoOnteminde, hazirlanan prop
¢ozeltisinden deney tiipii igerisine 2 mL alinir ve iizerine her bir antioksidan farkli ¢alisma
araliginda olacak sekilde eklenilir ve 30 dakika oda kosullarinda (katesin, rutin, p-kumarik
asit ve vanilik asit hari¢) bekletildi (katesin, rutin, p-kumarik asit ve vanilik asit 5 dakika
37,5°C’ de inkiibe edildi). 30 dakika sonunda referans ¢dzeltinin absorbansina karsi, prob ve
antioksidan arasinda meydana gelen redox tepkimesi sonucu okside antioksidanlar varliginda
ornek cozeltisinin absorbansinda bir azalma gozlendi. Absorbanstaki bu azalis, AA, uygun
reaksiyon siiresi sonunda UV/goriiniir bolge spektrofotometresinde 650 nm dalga boyunda

referans ¢ozeltiye karst absorbans 6l¢timii yapildi.



53

4. BULGULAR

4.1. MANGAN DIOKSIT NANOPARTIKUL ESASLI YONTEMIN
GELISTIRILMESI VE  GELISTIRILEN YONTEMIN  STANDART
ANTIOKSIDAN BILESIKLERE UYGULANMASI

4.1.1. Yontemin Optimum Deney Kosullarinin Belirlenmesi
4.1.1.1. MnO2 Nanopartikiillerin Miktarinin Belirlenmesi

(i) Gram Miktarinin Belirlenmesi:

MnO: nanopartikiilerin TMB reaktifi ile redoks reaksiyonunda MnO: nanopartikiillerin
miktart ¢ok O6nemlidir. Bu baglamda 0,01, 0,015, 0,02, 0,04 ve 0,1 g sentezlenmis MnO>
nanopartikiil katisi tartilarak denemeler yapildi. Her bir MnO2 nanopartikiiliin tartimi i¢in bir
deney tiipiine x g MnO2-NPs, 4ml 0,1 M pH 4 sitrik asit -monohidrojen fosfat ¢ozeltisi, 0,15
mL 1 x 102 M TMB reaktifi ve (1-x) mL su eklendikten sonra vortekslenip bir siire oda
kosullarin da bekletildi.Olusan probun renk siddetinin stabil kalmamasi ve kisa siirede bazi
¢okmeler gdzlenmistir.Bu nedenle bu sefer 25 mL’lik balon jojelere 0,01, 0,015, 0,02, 0,04 ve
0,1 g MnO2-NPs katist alinarak ultra saf suda dispers edilmistir.Ardindan her bir siispanse
MnO2-NPs ¢ozeltisinden 0,1’er mL alinarak tizerine 4ml 0,1 M pH 4 sitrik asit —
monohidrojen fosfat tampon ¢ozeltisi , 0,15 mL 1 x 102 M TMB reaktifi eklendikten sonra
son hacim 5 mL ultra saf su ile tamamlanildi.Olusan nano prop bir siire oda kosullarin da
bekletildikten sonra UV/gorilinlir bolge spektrofotometresi ile referans ¢ozeltiye kars

spektrumlari alindi.
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Sekil 4.1: 4ml 0,1 M (pH 4) sitrik asit — monohidrojen fosfat tampon ve 0,15 ml 1x102 M TMB
varliginda degisen MnO2 NP’lerin miktarma kars1 (0,01, 0,015, 0,02, 0,04 ve 0,1 g) elde edilen
absorbans degerlerine ait optimizasyon grafigi.

(i1) Hacim Miktarinin Belirlenmesi:

Hazirlanmis siispanse MnO2-NPs ¢ozeltisinden 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,35 ve 0,4 mL
alinarak denemler yapildi. Bir deney tiipli igerisine 4ml 0,1 M (pH 4) sitrik asit —
monohidrojen fosfat tampon ¢dzeltisi, x mL siispanse MnO2-NPs ¢ozeltisi, 0,15 mL 1 x 1072
M TMB reaktifi ve (1-x) mL ultra saf su eklenerek karigtirildi. Olusan nano prop bir siire oda
kosullarin da bekletildikten sonra UV/goriiniir bolge spektrofotometresi ile referans ¢ozeltiye

kars1 spektrumlari alindi.

2,5
2 —‘_‘_‘_0_0_0—
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Siispanse MnO, Hacmi (mL)

Sekil 4.2: 4ml 0,1 M (pH 4) sitrik asit — monohidrojen fosfat tampon ve 0,15 ml 1x102 M TMB
varliginda degisen MnO; NP’lerin miktarina kars1 (0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,35 ve 0,4 mL) elde
edilen absorbans degerlerine ait optimizasyon grafigi.
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4.1.1.2. Tampon Cozelti Sisteminin Secilmesi

Tampon ¢ozeltisi hem TMB reaktifinin etkinligini hem de ¢ozelti ortaminda bulunan mangan
dioksit nanopartikiillere etkisi agidan olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle farkli tampon ¢ozelti
sistemleri secilerek bu tampon ¢ozeltilerin etkisi incelendi.Bu baglamda belirli derisimler de
asetik asit —asetat, sitrik asit —sitrat ve sitrik asit —monohidrojen fosfat tampon ¢ozeltileri

hazirlandi ve yonteme uygulanarak absorbans degerleri dl¢tildii.

2,5
2
0,1 M Asetat
" Tamponu
@ 15 -
5]
L2 0,1 M Sitrat
8 1 Tamponu
<
0,5 0,1 M Sitrik Asit-
Na2HPO4
tamponu
0
0 10 20 30

Reaksiyon Siiresi (dk, MnO,NPs-TMB)

Sekil 4.3: Gelistirilen yonteme tampon sisteminin etkisi.

4.1.1.3. Tampon Cozelti Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Secilen tampon c¢ozeltisinin konsantrasyonu; TMB reaktifinin etkinligi, ortamda bulunan
mangan dioksit nanopartikiillerin etkisi ve olusan probun kararlilif1 a¢isindan 6nemlidir.Bu
nedenle 0,05, 0,1, 0,2 ve 0,3 M °‘lik degisen konsantrasyonlarda tampon ¢o6zeltilerin etkisi
incelenmistir.Hazirlanilan bu konsantrasyonlarda tampon ¢6zeltisinden 4 mL alinarak {izerine
sirastyla 0,1 mL siispanse MNO2-NPs ¢ozeltisi, 0,15 mL 1 x 102 M TMB reaktifi eklenerek
son hacim 5 mL olacak sekilde ultra saf su ile tamamlanildi.Olusan nano prop bir siire oda
kosullarin da bekletildikten sonra UV/goriiniir bolge spektrofotometresi ile referans ¢ozeltiye

kars1 spektrumlari alindi.
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Sekil 4.4: 0,1 mL siispande MnO2-NPs ¢ozeltisi ve 0,15 mL 1 x 102 M TMB varliginda degisen
tampon kansantrasyonuna karsi elde edilen absorbanslarina ait optimizasyon grafigi.

4.1.1.4. Uygun Reaktif Konsantrasyonun Belirlenmesi

TMB konsantrasyonu, TMB reaktifinin mangan dioksit nanopartikiilleri indigemesi sonucu
ortaya ¢ikan TMB katyonun kararlig1 yani olusan probun kararligi i¢in 6nemlidir. Bu nedenle
uygun TMB reaktifi konsantrasyonunu belirlemek i¢in 8x1073, 1x102, 2x102, 3x1072, 4x1072
ve 5x102 M’lik degisen konsantrasyonlar da ¢alisilarak gelistirilen yonteme uygulandiktan

sonra her bir konsantrasyon i¢in absorbans degerleri dl¢lilmiigtiir.
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Sekil 4.5: 0,1 mL siispanse MnO2-NPs ¢ozeltisi ve 4ml 0,1 M (pH 4) sitrik asit — monohidrojen fosfat
tampon varliginda degisen TMB konsantrasyonuna karsi elde edilen absorbanslara ait

optimizasyon grafigi.
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4.1.1.5. Uygun Reaksiyon Siiresinin Belirlenmesi

Gelistirilen yontemde iki ayr1 reaksiyon oldugu igin iki ayr1 reaksiyon siiresi vardir. Birincisi
mangan dioksit nanopartikiiller ile TMB reaktifi arasindaki redoks tepkimesi, ikincisi ise
birinci redoks tepkimesi sonucu olusan TMB katyonu ile bazi antioksidanlar arasindaki

redoks tepkimesidir.

(i) MnO2 NPs — TMB Arasindaki Reaksiyon Siiresi

Bir deney tiipii icerisine 4 mL 0,1 M (pH 4) sitrik asit — monohidrojen fosfat tamponu
alinarak {izerine belli miktarda suda dispers halinde hazirlanmis MnO2-NPs ¢ozeltisinden 0,1
mL, 0,15 mL 1 x 102 M TMB eklenerek son hacim 5 mL olacak sekilde ultra saf su ile
tamamlanildi.Bu reaksiyon sonucunda TMB reaktifinin mangan dioksit nanopartikiilleri
indigemesi sonucu ortaya ¢ikan TMB katyonunun karekteristik mavi renginin dengeye
gelmesi icin 5, 10, 20, 25 ve 30 dakika oda kosullarinda bekletildi ve her bir deneme igin

UV/goriiniir bolge spektrofotometresi ile absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

1,4
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0,6
0,4
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Absorbans
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Reaksiyon Siiresi (dk, MnO,NPs-TMB)

Sekil 4.6: 1:2 oraninda seyreltimis nano prob ¢dzeltisinde MnO2 NP’lerin 1 x 102 M TMB okside
etmesi i¢in gerekli reaksiyon siiresine karsi elde edilen absorbanslara ait optimizasyon grafigi.

i) TMB Katyonu ile Antioksidanlar Arasindaki Reaksiyon Siiresi

Bir deney tiipii icerisine 4 mL 0,1 M (pH 4) sitrik asit — monohidrojen fosfat tamponu
alinarak iizerine 0,1 mL siispanse MnO2-NPs ¢ozeltisi, 0,15 mL 1 x 102 M TMB eklenerek
son hacim 5 mL olacak sekilde ultra saf su ile tamamlandiktan sonra 5 dakika oda
kosullarinda bekletildi.5 dakika sonra hazirlanan ¢ozeltiden 2 mL alinarak iizerine stok
cozeltilerden alinan farkli antioksidan ¢dozeltilerinden ayni hacimlerde alinarak ilave
edildikten sonra 5, 10, 20, 30,40 ve 50 dakika oda kosullarinda bekletilerek absorbans

degerleri Olctilmiistiir.
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Sekil 4.7: 1:2 oraninda seyreltimis nano prob ¢ozeltisinde TMB katyonu ile antioksidanlar arasindaki
redox tepkimesinin termodinamik olarak dengeye gelmesi i¢in gerekli reaksiyon siiresine karsi
elde edilen absorbanslara ait optimizasyon grafigi.

4.1.1.6. Ortam pH’sinin Belirlenmesi

Mangan dioksit nanopartikiilleri ve TMB arasinda gerceklesen redoks tepkimesinde pH
etkisini incelemek i¢in deney tiipii igerisine 4ml 0,1 M sitrik asit — monohidrojen fosfat pH ‘s1
3.0 ile 5.0 arasinda degisen tampon ¢6zeltilerinden alinarak tizerine tizerine 0,1 mL siispanse
MnO2-NPs ¢ozeltisi, 0,15 mL 1 x 102 M TMB eklenerek son hacim 5 mL olacak sekilde
ultra saf su ile tamamlandiktan sonra bir slire oda kosullarinda bekletildi ve her bir ¢ozeltinin

absorbans degeri dl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.8: Gelistirilen yonteme pH’1n ekisi.
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4.1.1.7. Ortam Sicakhiginin Belirlemesi

Reaksiyon ortamina TMB eklendikten sonra sicaklifin reaksiyon hizina etkisini incelemek
icin Ornek ¢ozeltiler 35, 40, 50 ve 60 °C ‘de su banyosunda ve oda kosullarinda (25 °C) 5
dakika bekletildi ve her bir sicaklik denemesi i¢in UV/goriiniir bolge spektrofotometresi ile

absorbans degerleri 6l¢lilmiistiir.
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Sekil 4.9: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prob ¢o6zeltisine sicakligin etkisi.

4.1.2. MnO2 NPs Temelli Sensoriiniin Kararliliginin Belirlenmesi

Mangan dioksit nanopartikul sensoriiniin kararliligi belirlemek i¢in nano sensor 3.4.2.
boliimde oldugu gibi hazirlanmistir. Hazirlanilan nano problarin kararlilii giin i¢i ve giinler

arast (sekil 4.10) UV/ goriiniir spektrofotometresinde yapilan 6l¢iimler ile belirlenmistir.
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Sekil 4.10: Mangan dioksit nanopartikiil temelli sensoriin giin i¢i (a) ve giinler arasi (b) spektrumlari.

4.1.3. Sentezlenen Mangan Dioksit Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.1.3.1. SEM Analizi ileKarakterizasyonu

Gelistirilen yoOntemde, mangan dioksit nanopartikiiller literatiire gore sentezlenmistir.
Sentezlenen mangan dioksit nanopartikiillerinin SEM analizi sonucunda partikiil boyutunun

yaklagik 20-39 nm arasinda oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.11: MnO; NP’lerin SEM goriintiileri.
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4.1.3.2. XRD ile Karakterizasyonu

o MIO
ArMn, O
*: Mn.O,

Intensity (a.u.)

20 30 40 50 60 70 50
26 (degrees)

Sekil 4.12: Sentezlenen nanopartikiillerin XRD goriintiisii.
Karisik oksit yapidaki oksit dagilimlart diyagramda belirtilen pik siddetleri dikkate alinarak
hesaplanmis ve %54 Mn204 (20 = 18,27), %41 Mn3O4 (26 = 33,67), %20 MnO2 (26 = 36,77)

ve digerleri seklinde belirlenmistir.

41.4. MnO2-NP'lerin  Peroksidaz ve Oksidaz Benzeri Aktivitelerinin

Karakterizasyonu

MnO2-NP'lerin peroksidaz ve oksidaz benzeri aktivitelerinin karakterizasyonu i¢in es zamanli
ve 4ml 0,1 M (pH 4) sitrik asit — monohidrojen fosfat tamponu varliginda hazirlanilan; TMB-
MnO> NPs (1:2 oranida seyreltilmig), TMB- MnO. tozu ve TMB c¢ozeltilerinin her biri

UV/goriiniir bolge spektrofotometresi ile absorbans degerleri 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 4.13: 1:2 oraninda seyreltilmis TMB- MnO; NPs, TBM- MnO; tozu ve TBM ¢ozeltilerine ait
spektrumlar (Amax =650 nm).

4.1.5.0rtamda Bulunmasi Muhtemel Reaktif Tiirlerin Varhginin incelenmesi

Ortamda bulunabilecek reaktif tiirlerinden biri olan siiper oksit anyon radikalinin (O27)
varliginin incelenmesinde hazirlanan 300 uM nitroblue tetrazolyum (NBT) ¢ozeltisinden 1
mL (Bekdeser ve dig. 2011) alinarak gelistirilen yonteme uygulanmistir. Elde edilen sonuglar
gelistirilen mangan dioksit nanopartikiil temelli spektrofotometrik ydntem ile

karsilastirilmistir.
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Sekil 4.14: NBT ve NBT-MnO2NPs ¢ozeltilerinin spektrumlari.

Ortamda bulunabilecek bir diger reaktif tiir olan hidroksil radikali («OH) tespiti i¢in ise
siispande mangan dioksit nanopartikiil ¢ézeltisinden 0,1 mL alinarak {izerine 1,5 mL 0,2 M
olacak sekilde fosfat tamponu (pH 7) ve 10 mM hazirlanmig salisilik asit ¢dzeltisinden 0,5
mL eklenilerek hazirlanan karisim 37°C’de 10 dakida bekletilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden 2
mL alinarak iizerine sirasiyla 2 M NaNOz, 0,1 M Na>MoO4 ve 3 M asetat tamponundan (pH
5,2) 1’er mL eklenerek son hacim 9 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmistir. Hazirlanmis
olan karisim15 dakika oda kosullarinda bekletildikten sonra 6 M NaOH ¢d6zeltisinden 1 mL
eklenmistir (Bayarsaikhan ve dig. 2018).
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Sekil 4.15: Salisilat probu- MnO2NPs ¢ozeltilerinin pektrumlari.

4.1.6. Gelistirilen Yontemin Trolox Antioksidan Bilesigine Uygulanmasi

Gelistirilen MnO2 nanopartikiil esasli antioksidan tayin yonteminde sonuglar trolox bilesigi
referans aliarak incelenecegi icin trolox bilesiginin 7,5x10° M standart ¢dzeltisi hazirland.
Hazirlanan standart ¢ozeltiden farkli hacimler alinarak boliim 3.4.3.’de belirtilen sekilde
yonteme uygulandi. Trolox i¢in farkli derisimlerde elde edilen spektrumlar Sekil 4.11° de
gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda maksimum absorpsiyon dalgaboyu 650 nm olarak

belirlendi.
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Sekil 4.16: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi icerisinde farli konsantrasyonlarda bulunan
Trolox bilesiginin absorbansinda meydana gelen azalmanin (AA) goriniir alan bolgesindeki

spektrumu.

Tablo 4.1: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop c¢ozeltisi igerisindeki Trolox bilesiginin molar
konsantrasyon ve absorbansinda meydana gelen azalma (AA) degerleri ve dogru denklemi (c:

molar konsantrasyon ve AA: absorbans farki).

Konsantrasyon (M) AA
] 5x10 \ ] 0,171 \
\ 10x10°® H 0,338 \
| 15x10° | 0,518 |
\ 20x10° H 0,714 \
\ 25x10°° \ \ 0,908 \

Dogru Denklemi : AA=3,7x10*Crr - 0,0252

r=0,9995

Trolox bilesiginin kalibrasyon dogrusu sonucunda elde edilen dogru denklemi AA= 3,7x10% -

0,0252 olarak bulunmustur. Kalibrasyon dogrusunun egim degeri troloks bilesiginin molar

absorplama Kkatsayisina (¢) karsilik gelmektedir. Troloks bilesiginin molar absorplama
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katsayis1 3,7x10% L.mol™t.cm™ olarak bulunmustur (Dogru denklemi A=aC + b seklinde olup

A=analitik veri, C=konsantrasyon, a=egim, b= kayim). Elde edildigi konsantrasyon araliginda

tekrarlanabilirligi temsil eden bagil standart sapma (%, RSD) 4,85 olarak hesaplanmistir.

4.1.7. Gelistirilen Yonteme Uygulanan Antioksidanlarin Kalibrasyon Egrilerinin

Olusturulmasi, Lineer Calisma Arahklarinin Belirlenmesi, Molar Absorplama

Katsayillarinin Bulunmasi, LOD ve LOQ Degerlerinin Bulunmasi

Gelistirilen yonteme antioksidanlar uygulanarak her bir antioksidan i¢in ¢alisma araliklari

belirlenerek kalibrasyon egrileri olusturuldu ve molar absorplama katsayist bulunmustur.

4.1.7.1. Katesin

Tablo 4.2: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi igerisindeki Katesin bilesiginin artan
konsantrasyonlari ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)

degerleri ve dogru denklemi.

Konsantrasyon (M) AA
5x10® 0,22
\ 10x10° 0,341 ‘
15x10® 0,599
20x10°® 0,766
‘ 25x10° \ \ 0,95 \
Dogru Denklemi: AA=3,63x10*Ccr +0,0442 r=0,9997

Kalibrasyon grafiginde edilen dogru denkleminden yararlanilarak katesin bilesiginin molar

absorplama katsayis1 3.63x10* L.molt.cm? olarak bulunmustur. Bagil standart sapma (%,

RSD) 1,65 olarak hesaplanmustir.
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4.1.7.2. Kuarsetin

Tablo 4.3: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi icerisindeki Kuarsetin bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

Konsantrasyon (M) AA
3,33x10° 0,285
6,66x10° 0,49
9,99x10° 0,688
13,3x10°% H 0,883
16,7x10° 1,043

Dogru Denklemi : AA=5,73x10°Cqr +0,1051 r=0,9989

Kuarsetin bilesiginin artan konsantrasyonlari ile absorbansta meydana gelen azalma arasinda
olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak kuarsetin
bilesiginin molar absorplama katsayis1 5,73x10* L.molt.cm™ olarak bulunmustur. Bagil

standart sapma (%, RSD) 2,56 olarak hesaplanmastir.
4.1.7.3. Askorbik Asit

Tablo 4.4: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢6zeltisi i¢erisindeki Askorbik asit bilesiginin artan
konsantrasyonlari ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

Konsantrasyon (M) AA
6,67x10 0,206
13,3x10® 0,414
20x10° 0,611

\ 26,7x10° H 0,804 \
33,4x10° 1,016

| Dogru Denklemi: AA=3,01x10°Caa +0,0072  r=0,9998 |

Askorbik asit bilesiginin artan konsantrasyonlar1 ile absorbansta meydana gelen azalma
arasinda olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak
askorbik asit bilesiginin molar absorplama katsayis1 3,01x10* L.molt.cm™? olarak

bulunmustur.
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4.1.7.4. Kafeik Asit

Tablo 4.5: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢o6zeltisi igerisindeki Kafeik asit bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

[ Konsantrasyon (M) || AA |
2,67x10°% 0,242
5,34x10® 0,467
8x10°® 0,669
10,6x10® 0,858
13,33x10°® 1,025
Dogru Denklemi: AA=7,34x10*Ckar +0,0651 r=0,9985

Kafeik asit bilesiginin artan konsantrasyonlar1 ile absorbansta meydana gelen azalma arasinda
olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak kafeik
asit bilesiginin molar absorplama katsayis1 7,34x10* L.mol.cm™ olarak bulunmustur. Bagil

standart sapma (%, RSD) 4,35 olarak hesaplanmaistir.
4.1.7.5. Gallik Asit

Tablo 4.6: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi igerisindeki Gallik asit bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon triinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

Konsantrasyon (M) AA
2x10® 0,182
4x10® 0,354
6x10° 0,52
8x10° 0,684
10x10° 0,821
Dogru Denklemi : AA=8,04x10°Ccea +0,0298 r=0,9992

Gallik asit bilesiginin artan konsantrasyonlari ile absorbansta meydana gelen azalma arasinda
olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak gallik asit
bilesiginin molar absorplama katsayis1 8,04x10* L.molt.cm™ olarak bulunmustur. Bagil

standart sapma (%, RSD) 2,84 olarak hesaplanmastir.
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4.1.7.6. Rutin

Tablo 4.7: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop c¢ozeltisi igerisindeki Rutin bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

Konsantrasyon (M) AA
1,33x10° 0,24
2,66x10° 0,416
3,99x10° 0,61
5,33x10° 0,773
6,66x10° 0,872

Dogru Denklemi: AA=1,21x10%Crt +0,0971 r=0,9946

Rutin bilesiginin artan konsantrasyonlar1 ile absorbansta meydana gelen azalma arasinda
olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak rutin
bilesiginin molar absorplama katsayist 1,21x10* L.mol*.cm™ olarak bulunmustur. Bagil

standart sapma (%, RSD) 5,56 olarak hesaplanmaistir.
4.1.6.7. p-Kumarik Asit

Tablo 4.8: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi igerisindeki p-Kumarik asit bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon tiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

Konsantrasyon (M) AA
6,67x10° 0,274
13,3x10° 0,414

20x10° 0,56
26,7x10°® 0,689
33,4x10° 0,795

Dogru Denklemi : AA=1,97x10*Ccma +0,1513  r=0,9982

p-Kumarik asit bilesiginin artan konsantrasyonlari1 ile absorbansta meydana gelen azalma
arasinda olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak
p-kumarik asit bilesiginin  molar absorplama katsayis1 1,97x10* L.mol®.cm™? olarak

bulunmustur. Bagil standart sapma (%, RSD) 4,84 olarak hesaplanmastir.
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4.1.7.8. Klorojenik Asit

Tablo 4.9: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi igerisindeki Klorojenik asit bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

Konsantrasyon (M) AA
6,67x10° 0,206
13,3x10® 0,384

20x10® 0,564
26,7x10° 0,7
33,4x10° 0,85

Dogru Denklemi : AA=2,4x10*Ccca +0,0596 r=0,9983

Klorojenik asit bilesiginin artan konsantrasyonlar1 ile absorbansta meydana gelen azalma
arasinda olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak
klorojenik asit bilesiginin molar absorplama katsayis1 2,4x10* L.molt.cm? olarak

bulunmustur. Bagil standart sapma (%, RSD) 1,12 olarak hesaplanmastir.
4.1.7.9. Vanilik Asit

Tablo 4.10: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi igerisindeki Vanilik aist bilesiginin artan
konsantrasyonlari ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

| Konsantrasyon (M) || AA \
6,67x10° 0,193
13,3x10° 0,342
20x10° 0,503
26,7x10° 0,645
33,4x10° 0,752
Dogru Denklemi: AA=2,13x10°Cva +0,0607 r=0,9976

Vanilik asit bilesiginin artan konsantrasyonlari ile absorbansta meydana gelen azalma

arasinda olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak
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vanilik asit bilesiginin molar absorplama katsayis1 2,13x10° L.mol™.cm™? olarak bulunmustur.

Bagil standart sapma (%, RSD) 1,78 olarak hesaplanmaistir.
4.1.7.10. Ferulik Asit

Tablo 4.11: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi igerisindeki Ferulik asit bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon tiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

| Konsantrasyon (M) || AA |
3,33x10° 0,216
6,66x10° 0,438
9,99x10°% 0,648
13,3x10°® 0,862
16,7x10® 1,025
Dogru Denklemi : AA=6,13x10%Crra +0,0252 r=0,9986

Ferulik asit bilesiginin artan konsantrasyonlari ile absorbansta meydana gelen azalma arasinda
olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak ferulik
asit bilesiginin molar absorplama katsayis1 6,13x10* L.mol*.cm™ olarak bulunmustur. Bagil

standart sapma (%, RSD) 2,04 olarak hesaplanmastir.
4.1.7.11. Kamferol

Tablo 4.12: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi igerisindeki Kamferol bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

Konsantrasyon (M) AA
| 6,67x10° | 0,209 |
\ 13,3x10° H 0,391 \
\ 20x10° \ ] 0,583 \
‘ 26,7x10° H 0,76 ‘
| 33,4x10° | 0,91 |
‘ Dogru Denklemi : AA=2,65x10°Cka +0,0393 r=0,9991 ‘

Kamferol bilesiginin artan konsantrasyonlar1 ile absorbansta meydana gelen azalma arasinda

olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak kamferol
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bilesiginin molar absorplama katsayis1 2,65x10* L.molt.cm™ olarak bulunmustur. Bagil

standart sapma (%, RSD) 4,85 olarak hesaplanmaistir.
4.1.7.12. a-Tokoferol

Tablo 4.13: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi igerisindeki a-Tokoferol bilegiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (| 'A)
degerleri ve dogru denklemi.

| Konsantrasyon (M) || AA |
6,67x10° 0,267
13,3x10°® 0,434
20x10% 0,602
26,7x10° 0,8
33,4x10° \ \ 1,015 ‘
| Dogru Denklemi : AA=2,79x10*Croc +0,065 r=0,9983 |

a-Tokoferol bilesiginin artan konsantrasyonlari ile absorbansta meydana gelen azalma
arasinda olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak
a-tokoferol bilesiginin molar absorplama katsayis1 2,79x10* L.mol.cm™ olarak bulunmustur.

Bagil standart sapma (%, RSD) 4,06 olarak hesaplanmistir
4.1.7.13. Glutatyon

Tablo 4.14: 1:2 oraminda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi igerisindeki Glutatyon bilesiginin artan
konsantrasyonlari ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma ([ 'A)
degerleri ve dogru denklemi.

| Konsantrasyon (M) || AA |
6,67x10° 0,221
13,3x10° 0,442
20x10° 0,654
26,7x10° 0,871
33,4x10° 1,061

Dogru Denklemi : AA=3,16x10°Ccsn +0,0171 r=0,9996 |
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Glutatyon bilesiginin artan konsantrasyonlari ile absorbansta meydana gelen azalma arasinda
olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak glutatyon
bilesiginin molar absorplama katsayis1 5,73x10* L.molt.cm™ olarak bulunmustur. Bagil

standart sapma (%, RSD) 0,816 olarak hesaplanmistir
4.1.7.14. Sistein

Tablo 4.15: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop c¢ozeltisi igerisindeki Sistein bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

| Konsantrasyon (M) || AA |

| 3,33x10° I 0,225 |
6,66x10° 0,408

\ 9,99x10° H 0,613 \
13,3x10°® 0,818

| 16,7x10° I 1,036 |

‘ Dogru Denklemi : AA=6,1x10*Ccys +0,0104 r=0,9995 ‘

Sistein bilesiginin artan konsantrasyonlar: ile absorbansta meydana gelen azalma arasinda
olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak sistein
bilesiginin molar absorplama katsayis1 6,1x10* L.molt.cm™ olarak bulunmustur. Bagil

standart sapma (%, RSD) 0,559 olarak hesaplanmustir.
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1.4.7.15. Sisteamin

Tablo 4.16: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢oOzeltisi icerisindeki Sisteamin bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ve olusan oksidasyon iiriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
degerleri ve dogru denklemi.

[ Konsantrasyon (M) || AA |
3,33x10® 0,11
6,66x10° 0,2
9,99x10® 0,298
13,3x10° 0,402
16,7x10 0,504
Dogru Denklemi : AA=2,97x10°Ccys.nH2 +0,0058 r=0,9996

Sisteamin bilesiginin artan konsantrasyonlari ile absorbansta meydana gelen azalma arasinda
olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak sisteamin
bilesiginin molar absorplama katsayist 2,97x10° L.mol*.cm™ olarak bulunmustur. Bagil
standart sapma (%, RSD) 3,29 olarak hesaplanmistir

4.1.7.16. N-Asetil Sistein

Tablo 4.17: 1:2 oraninda seyreltilmis nano prop ¢ozeltisi igerisindeki N-Asetil sistein bilesiginin artan
konsantrasyonlar1 ile oksidasyon iriinlerinin absorbansinda meydana gelen azalma (AA)
arasindaki kalibrasyon grafigi.

Konsantrasyon (M) AA
6,67x10° 0,183
13,3x10°® 0,332
20x10° 0,45
26,7x10° 0,574
33,4x10°® | 0,714 |
Dogru Denklemi : AA=1,96x10°Cnac+0,0592 r=0,9993
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N-asetil sistein bilesiginin artan konsantrasyonlar1 ile absorbansta meydana gelen azalma
arasinda olusturulan kalibrasyon grafigi sonucunda olusan dogru denkleminden faydalanarak
N-asetil sistein bilesiginin molar absorplama katsayis1 1,96x10° L.molt.cm? olarak

bulunmustur. Bagil standart sapma (%, RSD) 3,57 olarak hesaplanmistir

Gelistirilen yontemde tayini yapilan antioksidan bilesiklerinin goriiniir alan bolgesindeki

spektrumlar1 Sekil 4.30 ve Sekil 4.31 de verilmistir.
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Sekil 4.17: Gelistirilen yonteme uygulanan antioksidan bilesiklerin goriiniir alan bdolgesindeki
spektrumu (Amax =650 nm).
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Sekil 4.18: Gelistirilen yonteme uygulanan antioksidan bilesiklerin goriiniir alan bdolgesindeki
spektrumu (Amax =650 nm).
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Gelistirilen yontemde tayini yapilan antioksidan bilesiklerinin molar konsantrasyon ile
absorbanslarinda meydana gelen azalma arasindaki kalibrasyon grafiginden yola c¢ikarak
tayini yapilan her bir antioksidan bilesigin dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari, lineer

calisma araliklari, LOD ve LOQ degerleri Tablo 4.18 ve Tablo 4.19” da verilmistir.

LOD = 3 sbl/m
LOQ =10 sbl/m

(4.1)
(4.2)

LOD ve LOQ degerleri denklem (4.1) ve (4.2) kullanilarak hesaplanmistir. sbl: blank’in

standart sapmasi (N=3), m: kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.

Tablo 4.18: Gelistirilen yonteme uygulanan antioksidan bilesiklerinin dogru denklemleri ve

korelasyon katsayilari, lineer ¢alisma araliklari, LOD ve LOQ degerleri.

Antioksidanlar Dogru Denklemleri ve || Lineer Araliklar || LOD (M) LOQ (M)
Korelasyon Katsayilar1 || (M)
4,57x10° 1,38x108
Troloks(TR) A =3.7x10* ¢ + 0.0252 5x10%-25x10°
r=0.9995
8,16x107° 2,47x10®
Katesin (CT) A =3.63x10% + 0.0442 5x10%-25x10°
r=0.9997
1,23x10°° 3,73x10®
Kuersetin (QR) A =5.73x10% +0.1051 || 3.3x 10%—1.6 x 10
r=0.9989
1,6x10° || 4,85x10°
Askorbik Asit (AA) A =3.02x10% + 0.0072 6.67 x 10°-3.3x 10°
r=0.9998
5,96x107° 1,81x10®
Kafeik Asit (CFA) A =7.34x10% + 0.0651 2.67x10%-1.3x 10°
r =0.9985
2,49x107° 7,54x10®
Gallik asit (GA) A =8.04x10% + 0.0298 2x10%-1x10°
r=0.9992
5,38x10® 1,63x107
Rutin (RT) A =1.22x10% + 0.0971 1.33x10°-6.7x 10°
r=0.9939
2,61x108 2,61x108
p-Kumarik asit (p-CA) A=1.98x10*c + 0.1513 || 6.67 x 10°-3.3x 10°
r=0.9983
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Tablo 4.19: Gelistirilen yonteme uygulanan antioksidan bilesiklerinin dogru denklemleri ve
korelasyon katsayilari, lineer ¢alisma araliklari, LOD ve LOQ degerleri.

Antioksidanlar Dogru Denklemleri ve | Lineer Araliklar (M) LOD (M) | LOQ (M)
Korelasyon Katsayilari
1,67x10°° 5,06x1078
Klorojenik Asit (CGA) | A =2.41x10% + 0.0596 6.67 x 10%-3.3x 10°
r=0.9983
1,71x107 5,18x107
Vanilik Asit (VA) A=212x10°c+0.0631 | 6.67 x 10°—3.3x 10*
r=0.9969
2,75x10°° 8,33x10°
Ferulik Asit (FA) A =6.13x10c +0.0252 | 3.3x10%-1.67x10°
r =0.9986
9,94x10°° 3,08x10°8
Kamferol (KA) A =2.66x10*c+0.0393 | 6.67 x10°-3.3x 10°
r=0.9990
1,56x108 4,73x108
a-Tokoferol (TOC) A =2.79x10° ¢ + 0.065 6.67 x 10%-3.3x 10°
r=0.9983
3,63x10° 1,09%108
Glutatyon (GSH) A =3.16x10*c+0.0171 | 6.67 x10°%-3.3x 10°
r =0.9996
1,145x10°° 3,47x10°
Sistein (CYS) A =6.10x10*c + 0.0104 | 3.3x10%-1.67x10°
r=0.9995
1,31x107° 3,96x10°
Sisteamin (CYS-NH2) | A =2.97x10*c+0.0058 | 3.3x10°-1.67x 10°
r=0.9996
2,03x10° 6,15x10°

N-Asetilsistein (NAC)

A =1.96x10° ¢ + 0.0592
r=0.9993

6.67 x 107 - 3.3x 10°

4.1.8. Gelistirilen Yontemde Calisillan Standart Antioksidan Bilesiklerinin TEAC

Degerlerinin Belirlenmesi

Gelistirilen yontemde standart antioksidanlarin Trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAC)

degerleri antioksidanlarin molar konsantrasyonlar1 ile absorbansta meydana gelen azalma

arasinda olusturulan kalibrasyon dogru denkleminden yararlanilarak hesaplanmistir. TEAC

degerleri antioksidan bilesiklerin molar absorplama katsayilariin troloks bilesiginin molar

absorplama katsayisina orani seklinde hesaplanmistir.
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Tayini yapilan her bir antioksidan bilesiginin gelistirilen yontem ve karsilastirma yontemi
olarak secilen ABTS/persiilfat yontem ig¢in hesaplanilan TEAK degerleri Tablo 4.20°de

verilmigtir.

Tablo 4.20: Antioksidan bilesiklerinin gelistirilen yonteme, CUPRAC ve ABTS/persiilfat yontemine

gore TEAC degerleri.
Antioksidanlar TEAC TEAC TEAC
(Gelistirilen Yontemi) || (CUPRAC Yoéntemi) (ABTS/persiilfat)

Kuersetin (QR) 1,55 4,39 2,77
Katesin (CT) 0,98 3,0 -
Askorbik Asit (AA) 0,82 0,74 1,03
KlorojenikAsit (CGA) 0,65 2,54 1,21
Kafeik Asit (CFA) 1,98 2,18 1,39
Gallik asit (GA) 2,17 2,67 3,48
Rutin (RT) 0,33 2,63 1,15
p-Kumarik asit (p-CA) 0,54 0,43 -
Vanilik Asit (VA) 0,06 1,11 -
Ferulik Asit (FA) 1,65 0,97

2,16
Kaempferol (KA) 0,72 1,20
a-Tokoferol (TOC) 0,75 0,71

1,02
Glutatyon (GSH) 0,85 0,49

1,51
Sistein (CYS) 1,64 0,44

1,28
Sisteamin(CYS-NH2) 8,01 0,48 -
N-Asetilsistein (NAC) 5,28 0,39 -
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4.2. Sentetik Antioksidan Karisimlarin Hazirlanmasi Ve Gelistirilen Yonteme
Uygulanarak Teorik Olarak Beklenen ve Deneysel Olarak Bulunan Toplam

Antioksidan Kapasite (TAK) Degerlerinin Bulunmasi
4.2.1: ikili Sentetik Antioksidan Karisimlar

Tablo 4.21 de verildigi konsantrasyonlarda hazirlanan antioksidan ¢6zeltilerden farli
hacimlerde alinarak farkli kombinasyonlarda hazilanan ikili sentetik karigimlarin gelistirilen
yonteme uygulanarak teorik olarak beklenen ve deneysel olarak bulunan toplam antioksidan

kapasite degerleri bulunmus ve % hatalar1 hesaplanmistir.

Tablo 4.21: ikili sentetik antioksidan karsimlarinin teorik olarak beklenen ve deneysel olarak bulunan
toplam antioksidan kapasite degerleri.

ikili Antioksidan Beklenen Bulunan % Hata
Sentetik Karisimlar Kapasite Degerleri || Kapasite Degerleri
(MTR) (MTR)
4 . .

1x10* M Askorbik Asit 1.49x10° 151x10% 134
1x10* M Gallik asit
1x10* M Askorbik Asit

-6 -6 _
5x10° M Quarsetin 8,83x10 8,5x10 3,74
1x10* M Glutatyon

-5 -5
1x10* M Gallik Asit 1,83x10 1,86x10 1,64
5x10° M Ferulik Asit

5 -5 _
5x10° M Sistein 1,05x10 1,02x10 2,85
5x10° M Quarsetin

5 -5 _
4x10° M Kafeik Asit 1,38x10 1,28x10 7.2
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4.2.2. Uclii Sentetik Antioksidan Karisimlar

Tablo 4.22 de verildigi konsantrasyonlarda hazirlanan antioksidan ¢o6zeltilerden farli
hacimlerde alinarak farkli kombinasyonlarda hazilanan ii¢lii sentetik karigimlarin gelistirilen
yonteme uygulanarak teorik olarak beklenen ve deneysel olarak bulunan toplam antioksidan

kapasite degerleri bulunmus ve % hatalar1 hesaplanmistir.

Tablo 4.22: Uclii sentetik antioksidan karsimlarinin teorik olarak beklenen ve deneysel olarak bulunan
toplam antioksidan kapasite degerleri.

ikili Antioksidan Beklenen Bulunan % Hata
Sentetik Karisimlar Kapasite Degerleri Kapasite Degerleri

(MTR) (MTR)

5x10° M Ferulik Asit
-5 -5

5x10° M Sistein 1,18x10 1,22x10 3,39
1x10* M Askorbik Asit
1x10“ M Gallik Asit

1,03x10° 1,04x10° 0,97
5%x10° M Sistein
1x10*M Tokoferol
1x10*M Askorbik Asit

1,31x10° 1,30x10° -0,97
1x10*M Tokoferol
5x10° M Ferulik Asit
5x10° M Ferulik Asit

1,6110° 1,59x10° -1,24
5x10° M Quarsetin
1,5x10* M Kamferol
1x10*M Askorbik Asit

1,28x10° 1,31x10° 2,34
1x10* M Tokoferol
4x10° M Kafeik Asit
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4.3. Standart Katki Yontemi ile Icecek Ve Bitki Ekstraktinin Gelistirilen Yénteme

Uygulanmasi

4.3.1. Yesil Cay (Camellia sinensis) Ekstraktina Katesin ve Troloks Standart Katki

Yonteminin Uygulanmasi

4.3.1.1. Katesin Bilesiginin Standart Katkis1

1:36 oranida seyreltilmis yesilgay ekstraktindan 0,1 mL Ornek alinarak gelisen yonteme
uygulandiginda absorbansta meydana gelen azalma (AA) 0,164 olarak Ol¢iilmiistiir. Ardinda
0,1 mL 6rnek ¢ozeltisi iizerine baslangi¢ konsantrasyonu 5x10® M olan katesin bilesiginin
¢ozeltisinden farkli hacimde eklenerek standart katma yotemi uygulanmistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda c¢alisma dogrular1 birbirleriyle paralellik gostermislerdir. Bu da

herhangi bir etkilesimin olmadigin1 géstermistir.

Tablo 4.23: 1:36 oramida seyreltilmis yesilgay ekstraktina Katesin bilesiginin  farklh
konsantrasyonlarda standart katmalar1 ve absorbansinda meydana gelen azalma (AA) degerleri.

Ornek Miktar1 (mL) + Eklenen CT derisimi AA

0,1 mL 1:36 yesilcay ekstrakti 0,164

0,1 mL 1:36 yesilcay ekstrakt1 + 5 uM Katesin 0,356

0,1 mL 1:36 yesilcay ekstrakti + 10 uM Katesin || 0,545

0,1 mL 1:36 yesilcay ekstrakt1 + 15 uM Katesin || 0,716

0,1 mL 1:36 yesilcay ekstrakt: + 20 uM Katesin || 0,879
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0,9 |
0,8 ®

0,6 L 4
0,5
0,4 ®CT

0,3 M Yesilcay da CT
0,2
0,1

AA
% N

.

0 0,5 1 1,5 2 2,5
C X10°M

Katesin bilesiginin dogru denklemi: AA=3,63x10*Ccr + 0,0442
Yesilcay icerisindeki Katesin bilesiginin dogru denklemi: AA=3,58x10Ccr + 0,174
Sekil 4.19: 1:36 oranida seyreltilmis yesilgay ekstraktindaki Katesin bilesiginin kalibrasyon grafigi.

1.300 T T

1,000

Absorbans

0.500

0.000 . .
500,00 600,00 700,00 780,00

Dalga Boyu

1:36 yesilcay ekstrakt:
1:36 yesilcay ekstrakt1 + 5 pM CT 1:36 yesilcay ekstrakt1 + 15 uM CT
1:36 yesilcay ekstrakts + 10 uM CT  1:36 yesilcay ekstrakt1 + 20 pM CT

Sekil 4.20: 1:36 yesilgay igerisindeki Katesin bilesigi standart katkisinin goriiniir alandaki

spektrumlari (Amax =650 nm).
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4.3.1.2. Trolox Bilesiginin Standart Katkis1

1:36 oranida seyreltilmis yesilcay ekstraktindan 0,1 mL 6rnek alinarak gelisen yonteme
uygulandiginda absorbansta meydana gelen azalma (AA) 0,183 olarak 6l¢iilmiistiir. Ardinda
0,1 mL o6rnek ¢dzeltisi iizerine baslangic konsantrasyonu 5x10° M olan trolox bilesiginin
¢ozeltisinden farkli hacimde eklenerck standart katma ydtemi uygulanmustir. Elde edilen

sonuglar dogrultusunda c¢alisma dogrular1 birbirleriyle paralellik gostermislerdir. Bu da

herhangi bir etkilesimin olmadigin1 géstermistir.

Tablo 4.24: 1:36 oranida seyreltilmis yesilgay ekstraktina Trolox bilesiginin farkli konsantrasyonlarda

standart katmalar1 ve absorbansinda meydana gelen azalma (AA) degerleri.

Ornek Miktar1 (mL) + Eklenen TR konsantrasyonu AA
0,1 mL 1:36 yesilcay ekstrakti 0,183
0,1 mL 1:36 yesilcay ekstrakt1 + 5 uM Trolox 0,358
0,1 mL 1:36 yesilcay ekstrakt1 + 10 pM Trolox 0,523
0,1 mL 1:36 yesilcay ekstrakt1 + 15 pM Trolox 0,691
0,1 mL 1:36 yesilcay ekstrakt1 + 20 pM Trolox 0,866
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0,9
0,8
0,7 A4
0,6

AA
o
ol

1 4

04 ¢TR
0,3 * Yesicay da TR

0,2 ®
0,1

0 0,5 1 15 2 2,5
Cir X10°M
Trolox bilesiginin dogru denklemi: AA=3,7x10* Ctr - 0,0252
Yesilcay igerisindeki Troloxbilesiginin dogru denklemi: AA=3,4x10*Cr + 0,184

Sekil 4.21: 1:36 oranida seyreltilmis yesilcay ekstraktindaki Trolox bilesiginin kalibrasyon grafigi.

1,300 | |

1,000
3
=
-
S
B
<t

0,500

0,000 ' '

£00,00 500,00 700,00 780,00
Dalga Boyu
Blank 1:36 yesilcay ekstrakt

1:36 yesilcay ekstrakt: + 5 uM TR
1:36 yesilcay ekstrakt: + 10 yM TR~ 1:36 yesilcay ekstrakt: + 20 pM TR

Sekil 4.22: 1:36 yesilgay igerisindeki Trolox bilesigi standart katkisinin goriiniir alandaki spektrumlari
(Amax =650 nm).
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4.3.2. Portakal Suyuna Askorbik Asit ve Troloks Standart Katki Yonteminin

Uygulanmasi

4.3.2.1. Askorbik Asit Bilesiginin Standart Katkisi:

1:10 oranida seyreltilmis portakal suyudan 0,2 mL O&rnek alinarak gelisen yoOnteme
uygulandiginda absorbansta meydana gelen azalma (AA) 0,204 olarak Ol¢lilmiistiir. Ardinda
0,2 mL 6rnek ¢ozeltisi iizerine baslangi¢ konsantrasyonu 6,67x10° M olan askorbik asit
bilesiginin ¢ozeltisinden farkli hacimde eklenerek standart katma y6temi uygulanmistir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda ¢alisma dogrulari birbirleriyle paralellik gostermislerdir. Bu da

herhangi bir etkilesimin olmadigin1 géstermistir.

Tablo 4.25: 1:10 oramida seyreltilmis portakal suyuna Askorbik asit bilesiginin farkli
konsantrasyonlarda standart katmalar1 ve absorbansinda meydana gelen azalma (AA) degerleri.

Ornek Miktar1 (mL) + Eklenen AA konsantrasyonu AA

0,2 mL 1:10 portakal suyu 0,204
0,2 mL 1:10 portakal suyu + 6,67 uM Askorbik Asit 0,391
0,2 mL 1:10 portakal suyu + 13,34 uM Askorbik Asit 0,566
0,2 mL 1:10 portakal suyu + 20,01 uM Askorbik Asit 0,752
0,2 mL 1:10 portakal suyu + 33,35 uM Askorbik Asit 0,977




88

1 B
*—

AA

o a *AA
3

0,4 u M Portakal suyunda AA

CanX10°M

Askorbik asit bilesiginin dogru denklemi: AA=3,01x10*Caa +0,0072
Portakal suyu icerisindeki Askorbik asit dogru denklemi: AA=2,86x10*Caa +0,196
Sekil 4.23: 1:10 oranida seyreltilmis portakal suyunda Askorbik asit bilesiginin kalibrasyon grafigi.

1,300 : :

1,000
W
-
s}
=
—
S
A
<

0.500

0,000t ' '

500,00 600,00 700,00 780,00
Dalga Boyu
1:10 portakal suyu Blank

1:10 portakal suyu + 6,67 uM AA  1:10 portakal suyn + 20,01 uM AA
1:10 portakal suyu + 13,34 uM AA

Sekil 4.24: 1:10 portakal suyu igerisindeki Askorbik asit bilesigi standart katkismin goriiniir alandaki
spektrumlar1 (Amax =650 nm).
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4.3.2.2. Trolox Bilesiginin Standart Katkis1:

1:10 oranida seyreltilmis portakal suyundan 0,2 mL Ornek alinarak gelisen yonteme
uygulandiginda absorbansta meydana gelen azalma (AA) 0,164 olarak olglilmiistiir. Ardinda
0,1 mL ornek ¢ozeltisi iizerine baslangic konsantrasyonu 5x10° M olan trolox bilesiginin
¢ozeltisinden farkli hacimde eklenerck standart katma yotemi uygulanmistir. Elde edilen

sonuglar dogrultusunda c¢alisma dogrular1 birbirleriyle paralellik gostermislerdir. Bu da

herhangi bir etkilesimin olmadigin1 géstermistir.

Tablo 4.26: 1:10 oranida seyreltilmis portakal suyuna Trolox bilesiginin farkli konsantrasyonlarda

standart katmalar1 ve absorbansinda meydana gelen azalma (AA) degerleri.

Ornek Miktar1 (mL) + Eklenen TR konsantrasyonu AA
0,2 mL 1:10 portakal suyu 0,166
0,2 mL 1:10 portakal suyu + 5 uM Trolox 0,309
0,2 mL 1:10 portakal suyu + 10 uM Trolox 0,491
0,2 mL 1:10 portakal suyu + 15 uM Trolox 0,638
0,2 mL 1:10 portakal suyu + 20 uM Trolox 0,801
0,9
0,8 |
0,7 ? 3
0,6 L
< 05 —*
<04
0,3 = 4 ¢ TR
0,2 o ® M Portakal suyunda TR
0,1
0
0 1 2 3
Crx10°M

Trolox bilesiginin dogru denklemi: AA=3,7x10*C+r - 0,0252

Yesilcay igerisindeki Trolox bilesiginin dogru denklemi: AA=3,2x10*Ctr + 0,161
Sekil 4.25: 1:10 oranida seyreltilmis portakal suyunda Askorbik asit bilesiginin kalibrasyon grafigi.
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1,300 | |

1,000
@
@
=
=]
5
<

0,500

0.000 L L

500,00 600,00 700,00 780,00
Dalga Boyu
1:10 portakal suyu Blank

1:10 portakal suyu + 5 pM TR 1:10 portakal suyu + 10 uM TR
1:10 portakal suyu + 20 pM TR

Sekil 4.26: 10 portakal suyu igerisindeki Trolox bilesigi standart katkisinin goriinlir alandaki
spektrumlar1 (Amax =650 nm).

Standart katki yontemi sonucu yesil ¢ay (Camellia sinensis) ve portakal suyunun Trolox

esdegeri antioksidan kapasiteleri Tablo 4.28 verilmistir.

Tablo 4.27: Yesil ¢ay (Camellia sinensis) ve portakal suyunun Trolox esdegeri antioksidan kapasite

Ornek TAC

Yesil Cay (Camellia sinensis) 0,58 mmol Tr/g

Portakal suyu 0,93 mM Tr
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4.4. Baz1 Standart Antioksidan Bilesiklerde Interferan Etkisinin Incelenmesi

Kuarsetin, Askorbik asit ve Ferulik asit varliginda benzoik asit, sitrik asit, glukoz ve mannitol
maddelerinin oldugu ¢ozeltiler hazirlanilarak gelistirilen yontemde interferan etkileri

incelenmis ve % hatalar1 hesaplanarak degerler Tablo 4.28’de verilmistir.

Tablo 4.28: Gelistirilen yonteme interferan maddelerin etkisi ve % hata.

Antioksidan Interferan Madde (interferant/Analit)®P¢ % Hata
Molar Orani
Kuarsetin \ Benzoik Asit || 5 I -1,7 \
| Sitrik Asit | 5 I +0,98 |
\ Glukoz | 3 I -2,07 \
| Mannitol | 3 I +1,66 |
Askorbik Asit || Benzoik Asit || 5 I +1,38 |
\ Sitrik Asit | 3 | -3,07 \
\ Glukoz | 5 I -1,39 \
| Mannitol | 3 I +2,37 |
Ferulik Asit || Benzoik Asit || 3 | -1,98 |
| Sitrik Asit | 5 I -1,56 |
| Glukoz | 5 I -2,67 |
| Mannitol | 3 I +1,97 |

(*QR derisimi 3,33 x 105 M, PAA derisimi 6,67 x 108 M, °FRA derisimi 3,33 x 10 M).
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4.5. Antioksidan Bilesiklerin Etkinligi Siralamasi I¢in Spearman Analizi

Spearman sira-korelasyon katsayisi istatistiklerine gore (p = 0,013) gelistirilen y6ntemde

antioksidanlarin etkinligi siralamasi ile bu antioksidanlarin spektrofotometrik ABTS/ persiilfat

yontemin de verdigi cevaba gore gelistirilen yontemde bulunan sira arasinda monotonik

olarak “gii¢lii” bir iliski oldugu dogrulanmstir (Tablo 4.29).

Tablo 4.29: Gelistirilen yontem ile spektrofotometrik ABTS/ persiilfat yonteminde elde edilen

sonuglarin kiyaslanmasinda Spearman korelasyon katsayisinin belirlenmesi.

Antioksidanlarin etkinlik sirasi

rs

Yontem katsayisi Agiklama
P=0,013
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Gelistirlen GA |CFA | FA | CYS | QR | GSH | AA | a-TOC | CGA RT
YoOntem 0,745 Giicli
ABTS/ GA QR FA | GSH | CFA | CYS | CGA RT AA | o-TOC
Persiilfat
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5. TARTISMA VE SONUC

Oksijen, insan yasami i¢in olmazsa olmaz bir oneme sahiptir, fakat normal metabolizma
sirasinda tiretilen bazi reaktif oksijen tiirleri ¢cogu islevlerinde yararli olurken oksidatif stres
kosullarinda viicuda ciddi bir zarar olusturma potansiyeline sahiptir. Cevre kirliligi,
radyasyon, kontamine sular, pestisitler ve canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi gibi
bircok etmen kac¢inilmaz olarak serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadirlar (Diplock,
1998). Hiicresel yipranma ve yaslanma yaninda kanser, kardiyovaskiiler, nérodejeneratif
hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin olugsmasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot
tirlerini (RNS) yadsinamaz bir rolii oldugu kanitlanmistir. Giiniimiizde bu reaktif tiirlerin
inaktif hale getirilmesinde en c¢ok kullanilan fonksiyonel gida bilesenlerinden birisi
antioksidanlardir. Antioksidan terimi diinya literatiiriinde farkl sekillerde tanimlanmistir. Tez
calismas1 kapsaminda, antioksidanlar oksidatif hasara ugratilan substrat ile karsilastirildiginda
diisiik konsantrasyonlarda bulunsa da oksidasyonunu 6nemli 6lciide geciktiren veya Onleyen
maddeler olarak tanimlanabilir (Young, 2001).Cogu arastirmaciya gore antioksidanlarca
zengin bir beslenme aligkanligi, basta kanser, kalp-damar rahatsizliklar1 ve katarakt gibi goz
hastaliklarinin 6nlenmesi acgisindan son derece Onemlidir. Bu antioksidan bilesiklerinin
tanimlanmasi, siniflandirilmasi ve tayin edilebilmesi i¢in; bilim diinyasinda kabul goren,

basit, hizli, ucuz ve hassas yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Literatiirde mangan dioksit nanopartikiil (MnO2 NPs) temelli antioksidan aktivite ¢aligmalari
mevcuttur ve bunlardan biri olan Chen ve dig. ¢alismasinda herhangi bir kromofor reaktif
kullanilmadan MnO2: mangan dioksit nanolevhalarin kendi renginden yola ¢ikarak askorbik
asidin (AA) belirlenmesinde bir kolorimetrik yontem gelistirmistir. Bu yontemde askorbik
asitin belirtme sinir1 (LOD) 98 nM olarak verilmistir, ancak mangan dioksit nanolevhalarin
kendi renginden yararlanilarak bu kadar diisiik konsantrasyonlara inmesi miimkiin degildir.
Ayrica yontemlerde absorbans 6l¢iimleri 370 nm civarinda yapilmis ve bu bolgede yontemler
girisim etkisine acik olup ¢ogu girisim yapici iyonlarin etkileri arastirtlmamistir. Yontemde

bir diger eksiklik ise bagka antioksidan bilesikleri i¢in analitik bulguya yer verilmemesidir.
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Yine ayni sekilde Zhang ve dig., benzer bir ¢alisma ile Mn3O4 nano-oktaedr kristalleri ve
TMB varliginda tannik asid ve fenollerin belirlenmesinde bir kolorimetrik ydntem
gelistirmiglerdir. Bu yontemde Mn3O4 nano-oktahedron’un yiizeyinde absorblanan oksijen ile
reaktif oksijen tilirlerinin (hidroksil radikalleri ve siiper oksit anyon radikali) olustugunu
ongormiislerdir. Yontemde reaktif tiirlerin varligindan dolayr hem TMB ile Mn3O4 nano-
oktahedron arasinda hem de yiikseltgenmis TMB katyonuyla tannik asit arasinda yarismali1 bir
reaksiyon soz konusu olacaktir. Bu da yontemin tekrarlanabilirligi agisindan dezavantajtir.

Ayrica yontemde fenolik bilesiklere dair herhangi bir analitik bulguya rastlanmamustir.

Kisaca 6zetlenen bu ¢aligmalardan yola ¢ikilarak absorbans azalisina dayali turn-off bir sensor
gelistirilmesi amaglanmis ve antioksidan aktivite dl¢limii i¢in hizli, maliyeti diisiik ve kolay
uygulanabilir mangan dioksit nanopartikiil temelli bir spektrofotometrik yOntem

gelistirilmistir.

Tez kapsaminda, sentezlenen mangan dioksit nanopartikiilleri ile ortama eklenen eklenen
kromofor bir reaktif olan 3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidin’in (TMB) sitrik asit — monohidrojen
fosfat tamponu (pH 4) varliginda TMB reaktifinin yiikseltgenmesi ile ortaya ¢ikan TMB

katyonunun mavi rengi ( A max =650 nm) gozlenmistir.

Mangan dioksit nanopartikiillerin TMB ile olas1 reaksiyonu literatiire dayanarak (Liu ve dig.

2012) su sekilde gosterilebilir:

MnO,NP
2o o o 85 2

Sentezlenen mangan dioksit nanopartikiillerin TMB substrati varliginda ortamda HO>
olmaksizin peroksidaz ve oksidaz benzeri aktivite sergiledikleri kanitlanmistir (bkz. Sekil
4.11). Elde edilen sonuglar, ortamda H>O2 olmaksizin 5 dakika i¢inde TMB’in mavi renginin
olusmasi1 sonucu (maksimum absorbans 650 nm), mangan dioksit nanopartikiillerin TMB

oksidasyonunu hizli bir sekilde katalizleyebilecegini gostermistir. Nanometre boyutundaki
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MnO2 NP’lerin katalitik etksinin MnO; tozuna goére yaklasik 3 kat artmistir. Bu durum daha
kiiciik boyutun katalitik etkisinin daha yiliksek oldugunu géstermistir.

Gelistirilen  spektrofotometrik ~ yontemin  prensibi, sentezlenmis mangan  dioksit
nanopartikiiller, O, ve TMB arasinda meydana gelen redoks tepkimesi sonucu olusan TMB
katyonunun mavi renginden (nano prob) yararlanilarak hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin
aktivite 6l¢iimiinli yapmaktir.

Mangandioksit nanopartikiil temelli antioksidan aktivite sensoriiniin gelistirilmesi agamasinda
minimum siire, pratiklik ve sensor kararliligi on planda tutularak optimal kosullar
belirlenmistir. ilk olarak Yu-Ting Wang ve dig’nin yapmis oldugu ve indirgen olarak
askorbik asitin kullanildigt mangan dioksit nanopatikiillerin sentez yontemi kolay, ucuz,
kararli, nano boyutlu (bkz. Sekil 4.10) ve tekrarlanabilir sonuglar verdigi i¢in bu yontemin
mangan dioksit nanopartikiil sentezi i¢in ideal olduguna karar verilmistir. Mangan dioksit
nanopartikiillerin sentez yoOnteminin se¢ilmesinden sonra yodtemin optimum sartlarda
kilinmasinda bir diger etken mangan dioksit nanopartikiiller ile TMB arasindaki redoks
reaksiyonunda uygun ortam pH’sina karar verilmesidir. Literatirde TMB reaktifinin
genellikle etkin oldugu pH ortami asetik asit-sodyum asetat tamponu ile degisen
konsantrasyonlarda ve pH degerlerinde (3-5) saglanmistir (Liu ve dig. 2002; Gonzalez-
Fuenzalida ve dig. 2013). Fakat yine de yontemin optimizasyonu agamasinda farkli tampon
¢ozeltiler ile degisen pH ortaminda ¢alisilmistir. Yontemin optimizasyon asamasinda asetik
asit - sodyum asetat, sitrik asit - sodyum sitrat ve sitrik asit - sodyum monohidrojen fosfat
tampon c¢ozeltileriyle ¢aligilmigtir. Asetik asit-sodyum asetat ve sitrik asit - sodyum sitrat
tampon ¢ozeltileriyle calisildiginda mangan dioksit nanopartikiiller ile TMB arasindaki
reaksiyonun dengeye gelme siiresi 30 dakika siirmiistiir. Ancak sitrik asit-sodyum
monohidrojen fosfat tampon ¢ozeltisiyle ¢alisildiginda reaksiyonun dengeye gelmesi 5 dakika
stirmiistiir (bkz. Sekil 4.3). Reaksiyonun hizli bir sekilde dengeye gelmesi nedeniyle ideal
tampon c¢ozeltinin pH 4 sitrik asit- sodyum monohidrojen fosfat tamponu olduguna karar

verilmistir.

Tim optimizasyon (reaktif konsantrasyonu, pH, ortam sicaklifi, reaksiyon siiresi v.b.)

islemlerinin ardindan gelistirilen yontemin prensibi su sekilde sematize edilebilir.
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Sekil 5.1: Ox. TMB’nin antioksidan bilesikler varligindaki renk a¢ilimi esasina gore antioksidan
bilesiklerin aktivite dl¢limii i¢in gelistirilen yontemin sematik gdsterimi.

Gelistirilen yontemde sonuglar troloks bilesigi referans alinarak inceleneceginden troloksun
7,5 x10°M standart ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerden farkli hacimler alinarak yontem
uygulanmistir. Denemeler sonucunda Sekil 4.12°deki spektrumda goriildiigii gibi maksimum
absorpsiyon elde edilen dalgaboyu 650 nm olarak belirlenmistir. Troloks bilesiginin
Kalibrasyon dogrusu olusturulmus ve dogru denklemi A=3.70x10* Ctr+ 0.0252 seklinde elde
edilmistir. Kalibrasyon dogrusunun egim degeri troloks bilesiginin bu yontemdeki molar
absorplama katsayisim1 (g¢) vermektedir. Troloks bilesiginin molar absorplama katsayisi
3,7x10*Lmol™* cm™? olarak bulunmustur. TR bilesiginin gelistirilen yontemde elde edilen LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 4,57 ve 13,8 nM’dur.

Kalibrasyon dogrusunun elde edildigi konsantrasyon araliginda tekrarlanabilirligi temsil eden
bagil standart sapma (%, RSD) hesaplanmistir (bkz. Tablo 4,20). Elde edilen sonuglarla

neticesinde antioksidan bilesikler i¢in % RSD degerleri 0,585 ile 5,66 arasinda bulunmustur.

Gelistirilen mangan dioksit nanopartikiil esasli spektrofotometrik yontemde troloks dahil

toplam 17 antioksidan bilesigin molar konsantrasyon-absorbans arasindaki kalibrasyon dogru
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denklemleri elde edilmistir. Tablo 4,18 ve 4,19°da standart antioksidan bilesiklerin lineer
dogru denklemleri (A = mc + n), korelasyon katsayilar1 (r), lineer konsantrasyon araliklari,

LOD ve LOQ degerleri 6zetlenmistir.

Gelistirilen yontem antioksidan bilesiklere uygulandiktan sonra her bir antioksidan bilesigi
icin TEAC (troloks esdegeri antioksidan kapasitesi) degerleri hesaplanmis ve degerler Tablo
4.20’de verilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde calisilan antioksidanlar i¢cin TEAC
siralamast; gallik asit > kafeik asit > ferulik asit > sistein > kuarsetin > glutatyon > askorbik
asit > a-Tokoferol > klorojenik asit > rutin seklinde bulunmustur (bkz. Tablo 4.20) . Ek
olarak, gelistirilen yontemle elde edilen TEAC degerleri, ayni antioksidanlar igin
spektrofotometrik orijinal CUPRAC ve ABTS/ persiilfat degerleri ile karsilasilagtirilmistir.
Tiyol grubu antioksidan bilesiklerin (GSH, CYS, CYS-NH2 ve NAC) gelistirilen yontem ile
bulunan TEAC degerleri orjinal CUPRAC bulgularina kiyasla daha yiiksek oldugu igin
Spearman koresyon katsayilar1 ABTS/ persiilfat yontemine gore hesaplanilmigtir. CUPRAC
yonteminde biitiin tiyoller disiilfiirlere yiikseltgenerek 1 elektron transfer ederken ABTS
yonteminde ise oksidasyon daha ileri gitmektedir. Gelistirilen sensor ile ABTS/ persiilfat
yontemi kiyaslandiginda 0.745’lik bir Spearman korelasyon katsayisi elde edildi. Boylece
Karsilastirilan yontemler arasinda giiglii bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (bkz. Tablo
4.29). Gelistirilen yontemde tiyol grubu antioksidan bilesiklerin TEAC degerlerinin yiiksek
olmasinin nedeni tiyol grubu antioksidanlarin (GSH, CYS, CYS-NH: ve NAC) olasi
oksidasyon firiinleri olan siilfinik (-SO2H) veya siilfonik (-SOsH) asitlere doniismeleriyle

aciklanabilir (Apak ve dig. 2005).

Calisilan antioksidan bilesiklerinden bazilari ikili ve {Gi¢lii sentetik karisimlar elde etmek icin
kullanilmistir. Bu bilesiklerin sentetik ¢ozeltileri hazirlanip farkli kombinasyonlarda gesitli
karisimlar  olusturulmustur. Hazirlanan  sentetik  karigimlara  gelistirilen  yontem
uygulandiginda teorik olarak beklenen kapasite degerleri ile deneysel olarak bulunan kapasite
degerlerinin (mM TR) birbiri ile uyumlu sonuglar verdigi ve ikili karigimlar icin hata
degerlerinin % -7,2 ile 1,64 arasinda, Ulglii sentetik karisimlar igin ise % -1,24 ile 3,39
arasinda oldugu goriilmiistiir (bkz. Tablo 4.22 ve 4.23).
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Standart katki metoduyla yesil ¢ay ekstraktina ve portakal suyuna troloks, askorbik asit ve
katesin katkilar1 yapilarak gercek Orneklerde yonteme bir girisim etkisinin olup olmadigi
incelenmistir. Saf antioksidan bilesiklerle gergek matriks karigimlarina ilavesiyle elde edilen
kalibrasyon egrileri lineer olup birbirlerine paraleldir (bkz. Sekil 4.32 ve 4.38). Yani bir
gercek matriks ¢Ozeltisi bilesenleri, segilen saf antioksidanlarla kimyasal olarak bir etkilesime
girmemistir. Bu nedenle gelistirilen mangan dioksit nanopartikiil temelli spekrofotometrik
yontem hem sentetik karisimlarin hem de gergek karigimlarin antioksidan aktivite 6l¢iimiinde

etkili bir yontemdir.

Nanoparcacik esasli antioksidan aktivite tayininde kuersetin, askorbik asit ve ferulik asit
varliginda benzoik asit, sitrik asit, glukoz ve mannitol maddelerinin inteferan etkisi
incelenmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.28 ’de 6zetlenmistir. % Hata degerleri -3,07 ile

+2,37 arasinda degismektedir.

Gelistirilen yontemde ortamda bulunabilecek reaktif oksijen tiirlerinden ‘OH ve 02"
radikallerin varlig1 arastiritlmistir (Bekdeser ve dig. 2011; Bayarsaikhan ve dig. 2018).Yapilan
deneysel ¢alismalar sonucunda ortamda ‘OH ve O™ radikallerine rastlanilmamistir (bkz. Sekil
4.13 ve 4.14). Bir diger deyisle burada etkin olan antioksidan maddeler, nano-MnO>
yiizeyinde olusan hidroksil veya siiperoksit anyon radikallerini siipiirerek degil, nano-MnO:
katalizliginde TMB’nin hava oksijeni ile oksidasyonunu engelleyerek islev gormektedir.

Gelistirilen antioksidan aktivite tayin yontemi bu sisteme 6zgii olup 6zgilin degerdedir.

Nanopartikiil temelli gelistirilen yontemler genel olarak kolay, hizli, etkili ve maliyeti diisiik
yontemler olarak bilinmektedir. Bu yontem sayesinde lipofilik, hidrofilik ve tiyollii saf
antioksidan bilesikler i¢in nanopargacik bazli yeni bir antioksidan aktivite tayin yontemi
gelistirilmistir. Gelistirilen yontemde yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglar, toplumun gida

tiiketimi ve beslenme konusunda bilgilendirilmesine katki saglayabilir.
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