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BAZI BITKISEL BILESENLERIN ANTIOKSIDAN AKTiVITELERININ
YOGUNLUK FONKSIYONEL YONTEMI (DFT) iLE BELIRLENMESI

OZET

Yapilan ¢aligmada amag, antioksidan 6zelligi bulunan bazi bitkisel kdkenli bilesenler
ile (gallik asit, kamferol, resveratrol, hidroksitirosol, epikatesin) antioksidanlarin
radikal siipiiriicii etkinligini 6lgen bazi molekiillerin (Abts, Cuprac, Dpph, Frap),
YFT (Yogunluk Fonksiyonel Teorem) yontemiyle birbirleriyle yaptiklari reaksiyon
bilgisayar hesaplama= (teorik) sonuglarinin deneysel (laboratuvar) sonuglar ile
karsilagtirilip yorumlanmasidir. Bu sonuca gore, hangi antioksidanin daha iyi
etkilesim verdigi ve deneysel verilerle uyumlu oldugu kararlastirildi. Buna gore,
calisilan molekiillerin en yiiksek dolu molekiiler orbital (HOMO) ve en diisiik bos
molekiiler orbitallerin (LUMO) enerjileri, reaksiyon enerjileri, UV grafikleri,
Gaussian 09W ve geometrik yapilarnin ¢izimi i¢in GaussView5.0 paket programlari
kullanilarak incelendi. Molekiillerin optimizasyonu gaz fazinda 6-31G(d) seti
yogunluk fonksiyonel teorem (YFT), Becke’nin ii¢ parametreli enerji fonksiyoneli
hibrid yaklasimi ile Lee-Yang ve Parr’in korelasyon fonksiyonelinden olusan B3LYP
teorisi kullanilarak yapildi. Daha sonra iki baz setinde hesaplanan enerjilerin
karsilastirilmasi igin gaz fazinda 6-311+(d,p) baz setinde de hesaplamalar yapildi.
Spektroskopik grafikleri ise ZBYFT (Zamana Bagli Yogunluk Fonksiyonel
Teoremi) ydntemi ile bulundu. IEFPCM (Integral Denklem Bigimcilik
Polarlanabilme Siirekli Modeli) kodu kullanilarak da ¢oziicii fazinda reaksiyon
enerjileri hesaplandi ve grafikler ¢izildi. Sonug olarak Abts hari¢ diger kullandigimiz
radikaller antioksidanlarla 1yi etkilesim gosterdi. En iyi etkilesimi veren
antioksidanlar ise resveratrol ve hidroksitirosoldur.

Anahtar kelimeler: HOMO-LUMO enerjileri, reaksiyon enerjileri, YFT, ZBYFT
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DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF SOME HERBAL
COMPUNDS BY USING DFT METHODS

ABSTRACT

The aim of this study is to compare and to interpret reaction results, obtained through
the DFT methods, of some plant-based compounds that have antioxidant activity
(gallic acid, kampherol, resveratrol, hydroxythrosol, epicatechin) and radical-
scavenging compounds (Abts, Cuprac, Dpph, Frap), with experimental (laboratory)
data results. Accordingly, we have determined which antioxidant molecule give
better interaction with radicals and which were in consistent with the experimental
data. As a result, the highest occupied molecular orbital (HOMO), the lowest
unoccupied moleculer orbital (LUMO), reaction energy, UV graphics of studied
molecules are investigated by using Gaussian 03W. Geometric structures of the
studied molecules are drawn by using GaussView5.0 package program. The
molecules in gaseous phase are optimized by using 6-31G(d) set and density
functional theory (DFT), that is coded in Gaussian 03W, and B3LYP, that consist of
Becke’s three parametres energy functional approach, and Lee-Yang-Parr’s
correlation function are used for calculations. In gaseous phase, in comparing with 6-
31G(d), the reaction enegry is calculated by using 6-311G+(d,p) set. The
spectroscopic graphics are made by using ZBYFT (Time Dependent Density
Functional Theory) method. In solvent phase, reaction energy is calculated and their
graphics are drawn by using IEFPCM (Integral Equation Formalism Polarizable
Continuum Model) code. As a result, except ABTS, the other radicals that are used
in our study do react with antioxidant properly. According to our study, thus, the
molecules which have the best antioxidant property, are resveratrol and
hydroxytyrosol.

Keywords: The HOMO-LUMO energy, reaction energy, DFT, TDDFT
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1. GIRIS

Gelismekte olan diinyada daha ¢ok ¢evre kirliligine, stres, radyasyon, sigara, pestisit,
hormonlar ve kimyasal iiriinlere siirekli olarak maruz kalinmaktadir. Organizmada
normal metabolik yollarin igleyisi sirasinda bu gibi nedenlerle olusan serbest
radikaller dokulara girerek tahribat yapmaktadir. Eslesmemis (tek kalmis) elektron
igceren atom, atom grubu veya molekiiller “serbest radikal” olarak tanimlanirlar
(Eser,2012). Onemli serbest radikallerden olan singlet oksijen ('O;), siiperoksit
radikali (O,"), hidroksil radikali ('OH), radikalik olmayan hidrojen peroksit (H,O,)
ve peroksinitrit (ONOO™) “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” denilen birimlerdir.
ROT’lar organizmada niikleik asitler, proteinler, lipidler, ve karbonhidratlar gibi
biyolojik molekiillerle rahat¢a tepkimeye girebilme ozelligi gosterirler. Bu yiizden
kanser, immiin sistem hastaliklar1, kardiyovaskiiler hastaliklar, yaslanma, katarakt,
diyabet, bobrek ve karaciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaliga neden olmaktadir
(Eser,2012).

Viicudun disariya karst savunma sistemleri olmasina ragmen bazi durumlarda bu
sistemi serbest radikallerin etkisini biitiiniiyle engelleyemez ve “oksidatif stres”
denilen yani “viicudun paslanmasi” diye de tanimlanabilecek bir durum séz konusu
olur. Bu yiizden antioksidanlarca zengin besinleri diyete almak hastaliklar1 6nlemede

onemli adimlardandir (Apak ve dig.2011).

Besinlerdeki dogal antioksidanlar arasinda en onemlileri askorbik asit, vitamin E (a-
tokoferol) vitaminlerin yani sira bitkilerde bulunan fenolik asitler ve flavonoidlerdir.
Bu bilesiklerin antioksidan 6zelligi serbest radikalleri toplayict etki gostermesinden
gelmektedir. Bu etkiyi gosterirken serbest radikallere hidrojen vererek radikal ve
diradikal haline doniisiirler. Bu radikaller viicutta eser metallerle selat halka
olusturarak kararli duruma gecerler. Diradikallerin reaktifligi yani selat halka
olusturma enerjisi ne kadar yiiksekse antioksidan kapasiteside o derece yiiksek olur
(Elik ve dig.2007). Gidalarin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde farkli

yontemlerkullanilmaktadir.



Bu yontemler, antioksidanlarin radikallerle olan reaksiyonlarina bagli olarak elektron
transferine (ET) troloks esdegeri antioksidan kapasite (Teac) veya 2,2—azinobis(3-
etilbenzotiazolin-sulfonik asit ET/HAT) (Abts), Dpph (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
ET/HAT), demir (II1) iyonu indirgenmesine dayali antioksidan giicii (Frap) ve
antioksidan olarak bakir (II)’nin kullanimina dayali toplam antioksidan potansiyeli
yontemidir (Cuprac). Bu yontemlerin birbirlerine gore olumlu ve olumsuz yanlari

vardir (Bakan ve Eksi 2006).

Bir atomun nerede oldugunu tanimlamak i¢in, ¢ekirdeginin ve elektronlarinin nerede
olduklarin1 tanimlamak gerekir. Atomlar hakkinda bilmek istenen en temel seylerden
biri, onlarin enerjisi ve enerjilerinin nasil degistigidir. Atomlara DFT gibi yontemler
uygulandiginda goriilen 6nemli bir olguda atomik g¢ekirdeklerin elektronlardan daha
agir oldugudur. Bunun sonucunda iki fiziksel sorun ortaya ¢ikmaktadir. Ilk olarak,
atomik ¢ekirdeklerin sabit konumlari i¢in, elektron hareketini tanimlayan denklemler
¢oziinlir. Daha sonra bir ¢ekirdek toplulugun alani iginde hareket eden bir elektron
toplulugu icin, elektronlarin en diisiik enerji konfigiirasyonu veya durumu bulunur.
Burada ki amag elektron yogunluklarinin birbiriyle olan durumunu goéstermektir.
Yogunluk fonksiyonel teorisi (YFT), atomlarin ve molekiillerin kuantum
davraniglarint  tanimlayan temel denklemin yani Schrodinger denkleminin

¢Oziimlerini bulmak i¢in olaganiistii basaril1 bir yaklasimdir (Sholl ve Steckel, 2012).

Fenolik bilesiklerin elektronik etki ile OH bag-ayrigma enerjilerini ve rezonans
etkilerini  yogunluk fonksiyonel teorisi (YFT) kullanilarak arastirmalar
yapilmaktadir. Bu arastirmalarda OH bag-yap: aktive iliskisi artan hidrojen bagi ile
daha kararli hale gelen yapilarin antioksidan kapasitesinin diistiigli belirtilmistir.
Yani, yapr aktivite iligkisine bakarak kararli yapinin daha diisiik antioksidan 6zellik

gosterdigi belirtilmistir (Elik ve dig.2007).

Antioksidan 6zelligi olan flavonoid ve fenolik yapidaki bazi bitkisel bilesenler
(gallik asit, kamferol, resveratrol, hidroksitirosol, epikatesin) ile ET/HAT esasl1 bazi
oksidan molekiillerin (Abts, Cuprac, Dpph, Frap), YFT (Yogunluk Fonksiyonel
Teorem) yoOntemiyle birbirleriyle yapmis oldugu reaksiyonlarda elde edilen
sonuglarin deneysel verilerle karsilastirilmistir. Buna gbére hangi antioksidanin daha
1yi etkilesim verdigine karar verilmesi calisilan bu tezde amac olarak sunulmaktadir.
Molekiillerin optimizasyonu gaz 6-31G(d) seti ve hesaplamalar i¢in Gaussian 03W
programinda kodlanmis bulunan yogunluk fonksiyonel teorem (YFT/DFT) ve
2



Becke’nin {i¢ parametreli enerji fonksiyoneli hibrid yaklagimi ile Lee-Yang ve
Parr’in korelasyon fonksiyonelinden olusan B3LYP teorisi kullanilarak yapilmistir.
Daha sonra ¢oziicii faz1 i¢cin IEFPCM kodu ve 6-311+(d,p) baz seti kullanilarak
karsilastirmak i¢in hesaplar yapilmistir. Gaussian 03W ve geometrik yapilarinin
cizimi i¢in GaussView5.0 paket programlari kullanilarak analizler yapilmistir.
Spektroskopik grafikleri ise ZBYFT (Zamana Bagli Yogunluk Fonksiyonel

Teoremi) yontemi ile bulunmustur.

1.1. Antioksidanlarin Genel Ozellikleri

Serbest radikal, oksijenden tek elektron indirgenmesi/ayrilmasi sonucu olugmaktadir.
Birgok hastalikta ortaya c¢ikan doku yikimi da serbest radikal ve lipit
peroksidasyonunun bir sonucudur. Organizmada serbest radikal tepkimeleri, bircok
antioksidan sistemi ile kontrol edilmektedir. Baska bir deyisle ¢ok sayida serbest
radikal ve oksidan kaynagi vardir. O,  , '0,, HO, ONOO’, HOCI, RO(O)" ve
LO(O) bunlarm en bilinen 6rnekleridir. Oksidanlar ve antioksidanlar farkli kimyasal
ve fiziksel Ozellikte oldugu icin antioksidanlarin farkli radikallere ya da oksidan
kaynaklarina etkisi de farkli sekilde olmaktadir. Bir¢ok gida ve meyve ve sebzeler
icerdikleri vitamin ve fenolik maddelerle zengin bir antioksidan kaynagidir (Bakan
ve Eksi 2006). Viicuttaki serbest radikallerin etkisini minimuma indiren, bloke eden,
pek cok hastalia ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlar1 6nleyen
molekiillere “antioksidan” madde denilmektedir. Bilindigi gibi antioksidanlar en ¢ok
yesil ve kirmizi yaprakli bitkilerde bulunmaktadir. Aym1 zamanda A, C ve E
vitaminleri dogal birer antioksidan 6zelligi gostermektedir (Faydaoglu ve Siiriictioglu
2013). Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi'ne gore de antioksidanlar ‘“yaglarin
acilasmas1 ve renk degisikligi gibi oksidasyonun neden oldugu bozulmalar
Onleyerek, gidalarin raf Omiirlerinin uzatilmasini saglayan maddeler olarak”

tanimlanmaktadir (Faydaoglu ve Siiriictioglu 2013).

Antioksidanlar baslica enzimatik ve enzimatik olmayan tiirler olmak tizere iki grup

altinda toplanirlar. Enzimatik antioksidanlardan bazilar1 siiperoksit dismutaz (SOD),

katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-PX) ve glutatyon rediiktaz (GSH-RD)

enzimatik olmayanlarindan bazilar1 ise vitaminler (E, C, A vb.), selenyum gibi

mineraller ve transferrin ve laktoferrin gibi protein yapili olanlardir. Enzim yapisinda

olmayan (non-enzimatik) antioksidanlar da kendi icinde sentetik ve dogal
3



antioksidan olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Sentetik olanlar PG (propil gallat),
BHA (biitil hidroksianisol), BHT (biitil hidroksitoluen) ve TBHQ (tersiyer
biitilhidrokinon)’dur. Baslica dogal antioksidanlar, vitaminler (Vitamin C,E,A),
flavonoidler, polifenoller, karotenoidlerdir. (Ozeng,2011). Pek ¢ok arastirict uzun
stiredir besin proseslemede kullanilan BHA (butil hidroksianisol) ve BHT (butil
hidroksitoluen) gibi bazi sentetik antioksidanlarin canli organizmalarda karsinojenik

etki gosterdigine dikkat ¢cekmektedirler. (Faydaoglu ve Siiriictioglu 2013).

Bunlarin yam sira, yapilan deneysel ve dermatolojik calismalar da 6 flavonoid alt
grubuna dikkat c¢ekilmistir. Bunlar; flavonlar, flavonoller, flavononlar, izoflavonlar,
flavan—3-oller ve prosiyanidinlerdir. Yaprakli sebzelerde ve berry tipli meyvelerde
(cilek, kiraz vb.) bulunan flavonoller (kuersetin, kamferol, mirisetin gibi) gidalarda
en c¢ok bulunan flavonoid grubudur. Flavonlar (apigenin ve luteolin gibi) ve
prosiyanidinler baz1 sebzelerde ve sarapta az miktarda bulunmaktadirlar. Flavan—3-
oller (katesin) yesil c¢ay, siyah c¢ay, iiziim, elma, ¢ikolata ve kirmizi sarapta,
flavanonlar (naringenin ve hesperidin) turuncgillerde, izoflavonlar ise soyada

bulunmaktadir (Ograsic1,2010).
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Sekil 1.1. Flavonoidlerin alt gruplarinin temel yapist (Ograsic1,2010).



Antioksidanlar koruyucu rollerini iki ana mekanizma ile saglarlar (Wright ve
dig.2001). Ilkinde, serbest radikal antioksidandan (ArOH) H atomu kopararak

antioksidani radikal hale getirir:
R'+ArOH—RH+ArO (1.1)

Bu mekanizma, H atom transferine baglhidir. Antioksidan ArOH daha iyi etkinligi
radikal ArO-’in daha yiiksek stabilitesine baglidir ve boyle antioksidan substratla
reaksiyona giremez. Genellikle, hidrojen baglar1 konjugasyon ve resonans non-
reaktif fenoksil radikal olusturur. Bu mekanizmada, OH baginin, bag ¢oziiniirliik
entalpisi antioksidan aktivitenin degerlendirilmesinde 6nemli bir parametredir ¢linkii
OH bagi, ne kadar zayifsa bu antioksidan, serbest radikalleri daha kolay inaktive
eder. Ikinci mekanizmada, (bir elektron transfer), antioksidan serbest radikale

elektron vererek kendi radikal hale gelir:
R +ArOH— R+ArOH* (1.2)

Bu durumda da, elektron transferinden dolayi olusan radikal katyon stabil olmali
yani substratla reaksiyona girmemelidir. Bu son sdylenen amaglara gore, iyonizasyon
potansiyeli (IP) (bir elektronun bulundugu yerden sonsuza gitmesi i¢in istedigi
minimum enerji miktar1) radikal temizleyici aktivitesini degerlendirmek i¢in en
onemli enerjik faktordiir. Iyonizasyon potansiyeli ne kadar az olursa, elektron

koparmada o kadar kolay olur (Leopoldini ve dig. 2004).

1.2. Fenolik bilesikler ve Flavonoidler

Flavonoidler, antioksidanlarin 6nemli bir dalini olusturur. Dogadaki renkleri
anlaminda latince 'sar1' anlamina gelen 'flavus' sozciigiinden tiiretilerek 'flavonoid'
adm1 almiglardir. Iki fenil halkaya bagli (A ve B) bir heterosiklik (piran yada piron)
halkadan (C) olusan 15 C atornlu yapisi ((C¢-C3-Cg) 2-fenil benzopiron) gosteren
sekonder metabolitlerdir. R ile gosterilen yapilara hidroksil (-OH) gruplarinin
baglanmasiyla cok cesitli flavonoidler olusmustur (Kahraman ve dig.2002). Bu
yapilar1 sebebiyle polifenolik bilesikler olarak adlandirilirlar. UV spektroskopisi,
flavonoid bilesiklerin yapist hakkinda o©Onemli bilgiler veren bir yontemdir.
Flavonoidler dogada glikosit formlariyla bulunur (Tyman,1999). Antioksidan
ozellikleri biiyiik c¢ogunlukla flavonoller, flavonlar ve katesinlere atfedilir.
(Herrman,1970). Bitkilerde bulunan flavonoidlerin, ultraviyoleden, bdceklerden,
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viriislerden, bakterilerden, bitki hormonlarindan ve enzim inhibitorlerinden korumak

gibi bir¢ok fonksiyonu oldugu ileri siiriilmiistiir (Matkham,1989).

Sekil 1.2.Flavonoidlerin genel ve numarali yapisi (Patel,2008).

Flavonoidler, en yaygin ve aktif yenilebilen antioksidanlardandir (Kuehnau,1976).
Flavoidler iizerine yapilan birgok ¢alisma gostermistir ki bu bilesiklerin
antienflamatuvar, antialerjik, antiviral, antibakteriyel, ve antitimor aktiviteleri
bulunmaktadir (Middleton,1984; Harborne,1980; Chapman ve Hall, 1988).

Epikatesin, kamferol, ve siyanidin gibi bilesikler bu sinifa aittir.

Yesil cay polifenolleri Ornegin (-)-epikatesin, (-)-epikatesin gallat, ve (-)-
epigallokatesin gallat gibi, homojen c¢ozeltilerdeki linoleik asit peroksidasyonlarina

kars1 olduk¢a kuvvetli antioksidanlardandir (Jia, Z ve dig.1998).

UV spektrumunda flavonoid bilesikleri biri uzun digeri kisa dalga boyunda olmak
tizere iki absorpsiyon bant1 vermektedir. Uzun dalga boyunda olan, flavonoidin B
halkasinin (Sinnamoil) absorpsiyonu ile ilgilidir ve Bant I adin almaktadir. Kisa
dalga boyunda olan ise A halkasiin (Benzoil grubu) absorpsiyonu ile iligkilidir ve
Bant Il adin1 almaktadir (Cizelge 1). B halkasinda oksijen fonksiyonunun artmasi
Bant I’in, A halkasinda 6 ve 8 konumunda oksijen fonksiyonunun bulunmasi Bant
I’nin uzun dalga boyuna kaymasina sebep olmaktadir. Her iki halkada da hidroksil
grubunun bulunmamasi, bantlarin siddetinin zayif olmasina neden olmaktadir (Isik,
2005). C vitamini ve E vitaminine gore, flavonoidler 2-5 kat daha fazla serbest

radikal yakalama aktivitesine sahip olduklar1 bildirilmektedir (Ograsic1,2010).



Cizelge 1.1 Flavonoidlerin UV spektroskopisindeki absorpsiyon bantlar1 (Isik, 2005).

Flavonoidler | Bant I (nm) | Bant Il (nm)

Flavon 304-350 250-270
Flavonol 352-385 250-270
Flavonon 310-330 275-290
Kalkon 360-390 240-260
Auron 390-430 240-260

Antosiyanidin | 475-560 275-280

[zoflavon 300-340 245-270

Flavonoidler antioksidan aktivitelerini ¢esitli yollarla sergilerler:

i) Ya, 'OH, O;" ,'O, gibi reaktif tiirlere karsi, ya da R", RO’ ve ROO" gibi lipid
perokside edici radikallere karsi radikal temizleme aktivitesi, hidrojen atomu transfer
etmeye veya elektron vermeye baglhdir.

ii) Metal selasyonu yaparak, metallerin katalizlemesiyle olusan reaktif tiirlerin
olusumunun engellenmesi,

ii1) Mikro ¢evrede antioksidanlarin hareketliligi, lokalizasyonu ve diger

antioksidanlarla etkilesmesi seklinde yollar izlenir (Apak ve dig.2007).

OH 0 0

- I - |
= OH R\_}H OH MF{H | #O
—_— = Jom-
i e

Sekil 1.3. Flavonoidlerin serbest radikal toplama mekanizmasi (Elik ve dig.2007).

Bitkisel kokenli olan fenolik asitler (ya da fenil propanoidler), hidroksi sinnamik ve
hidroksi benzoik asitleri iceren iki gruba ayrilir. Hidroksi sinnamik grubundan olan
p-kumarik, ferulik, kafeik, sinapik ve Kklorojenik asit L- fenil alanin veya L-
tirosinden meydana gelir. Sinnamik asitlerin benzoik asitlere gore radikalleri daha
kararli hale getirebilmelerinin sebebi hidrojen verebilme yeteneklerini arttirmakla

beraber yapilarindaki CH=CH-COOH gruplarinin varligidir. Benzoatlardan daha
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etkilidirler. Yapilarindaki hidroksi ve metoksi gruplarinin yerlesimi ve sayilarina
gore hidroksi benzoik asitler ¢esitlenirler. Bunlardan birkagi; gallik asit, vanilik asit,
siringik asit, resorsilik, protokatesuik asit’dir. Mono hidroksi benzoatlar
hidroksillenmeye ve hidroksil radikallere yiiksek reaktivite gosterme egilimlerinden
dolaytr etkili hidroksil radikal siipiiriictilerdir. Fenolik halka ile karboksilat grubu
arasina metilen grubu girmesiyle olusan fenil asetik asitlerde orto ve meta hidroksi
tirevleri 1 mM’a yakin antioksidan aktivite gosterirler. Dihidroksi benzoik asit
tiirevlerinin  antioksidan aktiviteleri o-p pozisyonlarinda yiiksekken, m-p
pozisyonlarina sahip olanlarda aktivite diiser bunun nedeni hidroksil gruplarinin
farkli pozisyonlarma bagli olmasidir (Ozeng,2011). Hidroksibenzoik asitler hem

serbest hem de esterlesmis yapilarda bulunurlar (Aydinlik,2012).

HO O

Sekil 1.4. Benzoik (sol) ve Sinnamik (sag) asitlerin genel yapisi1 (Okgu ve dig.2011).
1.2.1. Gallik Asit ve ozellikleri

Gallik asit (3,4,5- trihidroksi benzoik asit) dogal giiclii bir antioksidandir. Gallik
asidin tuzlar ve esterleri “Gallatlar” olarak adlandirilir. Gallat esterlerinin hidroksil,
azit ve siliperoksit radikallerine karsi antioksidan yetenegi oldugu rapor edilmistir
(Morris ve Evans 2002). Gallik asit bitkilerde, gidalarda ve c¢ay, sarap gibi
iceceklerde yaygin olarak bulunmaktadir ve yesil cayda bulunan antikanserojenik

polifenol bilesiklerden biri oldugu da kanitlanmistir (Polewski ve dig.2002).

Gallik asit hidroksibenzoik asit tiirevi olan Cg-C; yapisinda bir fonksiyonel
karboksilik aside sahip fenolik bir bilesiktir. Bitkilerde sikimik asit yolu ile iiretilen
gallik asit biyolojik olarak aktif bir organik bilesiktir. Gallik asidin beyin
fosfolipidlerinde  peroksidasyonu indirgedigi ve  farmasotik  sanayinde
siilfonamidlerle beraber kullanilan antibakteriyel bir ajan olan trimetoprim
tiretiminde de kullanildig1 rapor edilmektedir. Bunun yaninda antioksidan bir ajan

olarak kullanilan propil gallat gibi gallik asit esterlerinin tiretiminde, deri, kozmetik



ve fotograf boyalarinda kullanilan pirogallol bilesiklerinin olusturulmasinda

kullanilmaktadir (Aydinlik,2012).
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1
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Sekil 1.5. Gallik asitin 3’- 5°,4” pozisyonunda oksidasyon yapisi ve kaptodatif etki
(Badhani ve dig.2015).

Leopoldini ve dig. (2004) calismalarinda, gaz fazinda hidroksil gruplari arasinda
2.196 A®luk minimum iki hidrojen bag geometrisi gostermistir. Gallik asitten 4-OH
ve 3-OH (5-OH) gruplarindan hidrojen atomlari g¢ikararak iki radikal elde etmek
miimkiin olmaktadir. Merkez O-H bagi, baglanim enerji degerine gore en zayif
bagdan biri olarak dogrulanmistir. 4-OH radikali, iki tane hidrojen bag:
etkilesmesiyle (2.152 A°) stabilize edilmis simetrik bir tiir oldugu rapor edilmistir
(Leopoldini ve dig. 2004). Radikalin merkezinde elektron veren ve elektron alan
gruplarinin  beraber bulunmasi1 serbest radikalin stabilitesini kuvvetlendirdigi
varsayilmaktadir (Sustmann ve Korth 1990). Bu olay ¢cekme ve itme veya kaptodatif
etki olarak adlandirilir. Ayn1 ¢alismada, bu etki, orto pozisyonunda elektron veren
OH grubunun ve para pozisyonunda elektron alan -COOH grubunun varhigiyla elde
edilmektedir ki bu etki radikali biiylik miktarlardaki rezonans formlariyla birlikte
stabilize etmektedir (Leopoldini ve dig. 2004). Distaki O-H grubu radikalize
edildiginde, olusan radikal hidrojen baglarinin sayisin1 maksimuma getirebilmek icin
kendini yeniden organize eder. Hidroksitirosol 6rneginde de oldugu gibi, bu yeniden
diizenleme, C5-OH tekli bagin etrafinda rotasyonla olmaktadir. 3-OH radikali, 4-OH
radikaline gore kadar daha az kararlidir. Her iki radikalde de eslesmemis elektronlar
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tim halka {izerinde yoriingesizlesmis goriinmektedir (Leopoldini ve dig. 2004).
Literatiirde deneysel olarak UV spektrumu etanol soliisyonunda 220-271 nm’de

okunmustur.
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Sekil 1.6. Gallik asidin UV spektrumu (Nono64, 2011)
1.2.2. Epikatesin ve ozellikleri

Epikatesin, flavonoid yapisi, 2. Pozisyonda fenil halkasi eklenmis gama piron
(flavonoller ve flavonlar ve bunlarin dihidro tiirevleri flavanoller ve flavanonlar)

halkasiyla yogunlastirilmis benzenden olusur.

Epikatesin; vitamin P olarak da bilinen flavanoidlerin flavanol grubundan olup,
monomerik forma sahiptir. Flavonoidlerin C halkasinda bulunan C,’teki karbonil
grubunun mevcut olmamasi halinde flavanol olusur. Konjuge formlarin antioksidan
yetenegi, serbest (-)-epikatesinin antioksidan yetenegi ile kiyaslandiginda, konjuge
formlarda bu yetenegin ¢ok daha az oldugu goriiliir. Konjuge formlari, yiiksek
polariteye sahip olmalarindan dolayi, kandan hizli bir sekilde safra ve bobreklere

taginarak, viicuttan hizla uzaklagtirilirlar (Aydinlik,2012).

Her bir grup arasindaki bireysel farkliliklar, her halkada bulunabilen hidroksil
gruplarin sayisindan ve pozisyonundan kaynaklanir. (-)-Epikatesin dort tane fenolik
grup igerir ve bunlar sirasiyla B ve A halkalarinda bulunur. C halkasinda bulunan
OH grubu alkolik grubu olusturur ve antioksidan 6zelligi yoktur (Leopoldini ve dig.
2004). Leopoldini ve dig. (2004) calismalarinda, 5-OH grubundan bir H atomunun
cikarilmasiyla olusan radikalin kararligi aromatik halka {izerindeki delokalizasyona
bagl oldugu gorilmistiir. Daha 6nceki radikallerin aksine, bu halkadaki hidroksil
gruplarinin ortak pozisyonu hidrojen bagi etkilesmesine izin vermez. Radikal 7-OH
da radikal 5-OH gibi ayn1 dzellikleri gosterir (Leopoldini ve dig. 2004). Yesil cay

ozellikle katesinler ve katesin tiirevlerini kapsayan flavonoidlerce zengindir (kuru
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agirhik tlizerinden %30). Epigallokatesin gallat (EGCG), epigallokatesin (EGC),
epikatesin (EC) ve epikatesin gallat (ECG) yesil cayda bulunan baslica katesinlerdir.
Bu bilesikler yesil cayda miktarca EGCG (toplam katesin miktarinin %60'1) > EGC >
EC > ECG seklinde siralanmaktadir. Renksiz, suda ¢6ziiniir bilesikler olan katesinler

yesil cay demine acilik ve burukluk verir.

Fraksiyonlarina ayrilmamis yesil ¢ay ve (-)-EGCG ayni zamanda metal iyonlarini
baglayarak, ileriki asamalarda reaktif serbest radikallerin olusumunu azaltir. Yesil
cayda bulunan EGCG"'n serbest radikal temizleme ve demiri baglama aktivitesi ile
antioksidan enzimlerin calismasini diizenleyerek, Alzheimer ve Parkinson gibi
noronal hastaliklara kars1 koruyucu etki gosterebilecegini bildirilmektedir (Sahin ve

Ozdemir,2006).
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Sekil 1.8. Epikatesin deneysel UV grafigi (Racicot ve dig.2012).

Epikatesin etanolde 223 nm dalga boyunda pik vermektedir.
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1.2.3. Kamferol ve 6zellikleri

Kamferol, genis bir bitki ve yenilen bitki tiirevlerinde bulunan bir flavonoid tipi olan
dogal bir flavonoldur. Kamferolun B halkasinda orto difenolik yap1
gostermemesinden dolayi, kamferolun hidrojen verici 6zelligi azdir (Rice-Evans ve
dig.1996). Bu flavonoller daha ¢ok hindiba, pirasa, brokoli, kirmizi turp, tiziim suyu,
ve siyah ¢ayda bulunmaktadir. Birgok calisma, kamferolun, kamferol glikozitlerinin
ve kamferol i¢eren bitkilerin sadece in vitro olarak degil ayn1 zamanda in vivo olarak
da antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gosterdi. Yapilan birgok ¢alisma,
kamferolun antioksidan aktivitesinde, C, deki okso grup konjugasyonuyla beraber
C,-C; arasindaki ¢ift bagin ve Cz, Cs ve (C,’) deki hidroksil gruplarimin da ¢ok
onemli oldugunu gostermistir. Oksidatif stres kapsaminda, en reaktif oksijen ve
nitrojen Uriinlerinin normal olarak olusabilmesi i¢in, siiperoksit anyonun ortamda
bulunmasi gerektiginden, diisik konsantrasyonlarda kamferolun siiperoksit
seviyelerini azaltabilme yetenegi, kamferolun antioksidan aktivitesinde dnemli bir rol
oynamaktadir. Siiperoksit anyonu genellikle, siiperoksit dismutaz enzimiyle H,O,’
ye doniistiiriilmektedir. Indirgenmis gecis metallerinin varhginda (6rn; demir ve
bakir iyonu gibi), H,O, en giicli reaktiflerden olan hidroksil radikaline
doniismektedir. Siiperoksit anyonu ayni zamanda, nitrik oksitle reaksiyona girip
peroksinitrite de dontisebilmektedir. Hidroksil radikali ve peroksinitrit, DNA, protein
ve lipit hasarina neden oldugu bilinen en kuvvetli reaktiflerdendir. Ilgingtir ki,
flavanol kamferol bu iki oldukga zararh radikali engelledigi belirlenmistir. Kamferol
submikromolar konsantrasyonlarda, siliperoksit anyonunun, peroksinitritin ve
hidroksil radikalinin miktarin1 azaltarak antioksidan aktivite gdstermektedir. Ayni
zamanda kamferol, bir ¢ok farkli mekanizmalarla da antioksidan etki gostermektedir;
fakat bu etkiler daha yiiksek konsantrasyonlarda ortaya c¢ikmaktadir. Kamferol
ksantin oksidaz gibi reaktif oksijen Triinlerinin ortaya c¢ikmasina neden olan
enzimlerin aktivitelerini de inhibe etmektedir. Kamferol diger flavonoidler gibi,
demir ve bakir iyonlarimi selatlayarak, Fenton reaksiyonunda hidroksil radikalinin

olusmasini da engellemektedir.

Kamferol, siiperoksit dismutaz, katalaz ve hem oksijenaz-1 gibi enzimlerin
aktivitelerini artirarak da antioksidan aktivite gostermektedir. Diger c¢aligmalar
kamferol ve kamferol glikozitlerinin lipit peroksidasyonunu engelledigini ortaya

cikarmistir. Lipit peroksidayonunu engellemede, kamferolun kamferol glikozitlerine
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gore daha iyi bir antioksidandir ¢iinkii kamferol daha fazla lipofiliktir ve ¢ift tabakali
lipit yapiya daha kolay girip antioksidan akitvitesini gerceklestirebilmektedir.
Kamferol, aterosklerozise neden olan LDL'nin oksitlenmesini de engellemektedir
(Calderén-Montaiio ve dig.2011).

_:[—[2

oksidasyonr

Sekil 1.9. Kamferol ve 3,4’ pozisyonunda oksidasyon yapist

Kamferol metanol soliisyonda ii¢ pik olmak {izere 203, 265 ve 365 nm dalga boyu
UV grafigi gostermektedir.

"
o e

Sekil 1.10.Kamferol deneysel UV grafigi (Telange ve dig.2014).
1.2.4. Hidroksitirosol ve 6zellikleri

Hidroksitirosol, (4-(2-hidroksietil)-1,2-benzendiol) aromatik halkanin
3.Pozisyonunda bagka bir OH grubu bulundurmasiyla tirosolden ayrilir (orto
difenolik fonksiyonelligi). Zeytinyaginda en cok bulunan fenolik bilesenler;
oleuropein, hidroksitirosol ve tirosol’diir. Hidroksitirosol konsantrasyonu zeytin
meyvesinin olgunlagsmas1 ve gelismesine paralel olarak artarken daha yiiksek
molekiil kiitleli bilesene doniisiir. Hidroksitirosol, oleuropein ve tirosol’den daha

yiiksek antioksidan ve radikal deaktive edici 6zellige sahiptir (Biiyiikikiz,2007).

Zeytin yapragimin en onemli biyoaktif bilesigi sekoiridoid grubun dogal iiriinii olan

oleuropeinin, zeytin karasuyunun ise hidroksitirosol’diir. Oleuropeinin hidrolizi ile

elonoik asit ve hidroksitirosol olarak adlandirilan diger bilesikler olusmaktadir.
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Oleuropeinin’in ve hidroksitirosol’iin oksidasyona karsi BHT (Butil Hidroksi

Toluen) ve vitamin E’den ¢ok daha etkili oldugu saptanmistir (Aktas ve dig.2013).

Bu bilesigin farkli sekilleri, yan zincirin esnekliginin yani sira, hidrojen bagi verme
ve alma roliine sahip OH gruplarinin goreceli egiliminden kaynaklanmaktadir
(Leopoldini ve dig.2004). Bu yapida, yan zincirin dizilimi tirosolde oldugunun
aynidir ve hidroksil gruplar ise hidrojen bagini gergeklestirmek {izere dizilmistir. Bu
hidrojen bagi olusumunda, O4-H hidroksil grubu hidrojen bagi verme fonksiyonunu
istlenmistir. Orto difenolik fonksiyonellikten anlasildigi kadariyla, O-H bagi
kirildiktan sonra olusan radikal en stabil yapiya doniistiirmek tizere kendini yeniden

organize edebilir.

g COH

-1 P
_——- ) by
e . bl

e a;i,»f oksidasyon o TI

OH ©

OH
HO

Sekil 1.11. Hidroksitirosol (iistte) ve 4°,3° pozisyonunda oksidasyonu ile tirosoliin
(altta) yapisi

mALl .

220 240 260 280 300 320 340 360 380am

Sekil 1.12. Hidroksitirosol deneysel UV grafigi (Ruiz-Gutiérrez ve dig.2000).

Hidroksitirosol 235 ve 283 nm olmak {izere su ve metanol/asetonitril (50:50) ¢oziicii

fazinda iki pik vermektedir.
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1.2.5. Resveratrol ve ozellikleri

Resveratrol, (3,5,4- trihidroksi-trans-stilben) stilbenlerin alt grubu olup {iziim, sarap,
yer fistigt ve yabanmersininde bulunan polifenolik bir bilesiktir. Resveratrol
antioksidan aktiviteyi kapsayan bir¢ok etkilere sahip dogal bir fitoaleksindir (Sayin
ve dig. 2011). Bitkilerin dis etmenlere karsi (hayvan ve patojen saldirilari, UV 15181
ve ¢esitli yaralanmalar vb.) kendi dayaniklilik mekanizmasini olusturmak amaciyla
sentezleyerek biriktirdikleri, antimikrobiyal kiigiik molekiillii bilesiklere ‘fitoaleksin’

ad1 verilmektedir (Gogmez ve Seferoglu, 2014).

Fenolik halka yapisiyla karakterizedir ve halterin tam ortasinda bir cift bag
bulunmaktadir ve bu ¢ift bag, resveratrole olduk¢a efektif antioksidan Ozellik
saglamaktadir. Bu bilesigin o6zelligi, iki faktor g6z oniine alindiginda agiklanabilir.
Fenolik oksijen grubundan kaynaklanan serbest radikal olustugunda, serbest radikal
ikinci halkanin, ¢ift bagin, ve aromatik halkanin delokalizasyonuyla kararli hale
getirilir. Ustelik, doymamis kismi1 hiicre duvarindaki 6zellikle doymamus lipitlerden
olusan kisimlara kars1 kuvvetli bir etkisi vardir. Baz1 zararli serbest radikaller hiicre
duvarindaki bu maddelere baglanip bu maddelerin yikilmasina neden olur. Ayni
zamanda reveratrolun antikarsinojenik, antienflamatuvar ve antioksidan oldugunu

belirten 100 {izerinde yaym mevcuttur (Jang ve dig.1997).

Resveratrol’in dogal antioksidan rolii ii¢ farkli antioksidan mekanizma ile
aciklanmaktadir. Bunlardan biri, koenzim Q ile yarismak ve ROS olusum yerinde
oksidatif zincir kompleksini azaltmaktir. Digeri, mitokondride olusan siiperoksit
radikalini yakalamak, sonuncusu ise fenton reaksiyonu iriinleri tarafindan

indiiklenen lipid peroksidasyonunun inhibisyonudur (Saym ve dig.2008).

Birgok calismada resveratroliin hem siiperoksit hem de hidroksil radikalini yakalama
yeteneginin oldugu gosterilmistir. Ancak bu Ozellik diger pek ¢ok giiglii
antioksidandan daha zayiftir. Resveratrol in vitro kosullarda ROS’un zayif
yakalayicist olmasina ragmen in vivo olarak giiclii bir antioksidan islevini goriir.
Resveratroliin in vivo antioksidan 6zelligi nitrik oksit sentezini arttirma yetenegi ile
giic kazanmaktadir. Burada in vivo antioksidan olarak, nitrik oksit siiperoksidi
yakalama yetene8ine sahiptir. Resveratrol biyolojik sistemlerde bulunan
antioksidanlarin hiicre i¢i konsantrasyonlariin siirdiiriilmesini de saglamaktadir.

Resveratroliin hidrojen peroksit ile aktive olan insan lenfositlerinde glutatyon
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miktarint arttirdiglr gosterilmistir. Baska bir calisgmada da insan lenfositlerinde
resveratroliin glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon-S-transferaz gibi
glutatyon metabolizmasi ile ilgili enzimlerin miktarini arttirdigi gosterilmistir (Sayin

ve dig.2008).

Sarabin icerdigi resveratrol liziim kabuklarinin fermantasyon ortaminda kalma
stireleriyle de dogrudan iliskilidir. Fermantasyon ne kadar uzarsa resveratrol
konsantrasyonu o kadar yiiksek olur. Beyaz saraplarda resveratrol igerigi ¢ok diisiiktiir
¢linkii bu saraplar hazirlanirken kabuk ve ¢ekirdek fermantasyona alinmaz yalnizca iiziim

suyu kullanilir. Ayrica fermantasyon siiresi ¢ok kisadir (Go¢mez ve Seferoglu, 2014).
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Sekil 1.13. Resveratrol trans (solda) ve cis (sagda) yapisi ve 3,4’ pozisyonunda
oksidasyon yapist

Resveratrol deneysel UV grafiginde su soliisyonunda 305 nm pik gostermektedir.
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Sekil 1.14. Resveratrol deneysel UV grafigi (NotWith,2013)
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1.3. Antioksidan Kapasite Saptama Yonteminde Kullanilan ve Antioksidanlarin

Radikal Siipiirme Etkinligini de Ol¢en Baz1 Oksidanlar

Reaksiyon mekanizmalarina gore antioksidan kapasite tayinleri baslica iki gruba

ayrilabilir:

1. Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)
2. Elektron transferine dayanan reaksiyonlar (ET)

HAT mekanizmasina dayanan tayinlerin ¢ogu yarigmali reaksiyon kinetigini izler ve
kantitasyon kinetik egrilerinden yapilir. HAT a dayanan metotlar genellikle sentetik
bir radikal {reticiden, yiikseltgenebilir molekiiler probdan ve bir antioksidan
bilesikten olusur. ORAC, TRAP gibi HAT-temelli metodlarda peroksil radikali
(ROOe) iiretmek lizere bir radikal baslatici kullanilir. Eklenen antioksidan radikaller
icin ortamdaki substrat (antioksidan) ile yarigir. ROOe tercihen antioksidandan bir
hidrojen atomu alir. Sonugta ROOe¢ ve hedef molekiil arasindaki reaksiyon inhibe
edilir veya geciktirilir. Burada antioksidanin H verebilme yetenegi oOlgiiliir.
Spektrofotometrik ET-dayanan metotlar da reaksiyon antioksidan ve oksidan gibi iki
bilesenden olusur. Oksidan antioksidandan bir elektron kopararak oksidanin renk
degisimine bakilir. Renk siddetindeki degisim antioksidanin miktar1 ile dogru
orantilidir (Biyiiktuncel, 2013). Burada ise antioksidanin indirgeyici yetenegi

Olciiliir.

Oksidan + e-(antioksidan AH) —indirgenmis oksidan + yiikseltgenmis antioksidan
(AH)

Tezde kullanilan radikaller (DPHH ET/HAT karma olarak c¢alisir burada HAT
kullanilmistir) bir tek elektron transferine (ET) dayanan metodlar arasina

girmektedir.

1.3.1. Bakar (IT) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (Cuprac)

Bu yontemin prensibi agik mavi Cu(II)-neokuproin [(Cu(ll)-Nc)] oksidan reaktifi
flavonoidler, fenolik bilesikler, vitaminler gibi antioksidan bilesiklerin varliginda
indirgendigi sar1 renkli maddenin (Cu(I)-Nc kompleksi) renginin koyulugu
spektrofotometre ile Ol¢iimiine dayanir. Ortaya c¢ikan sar1 rengin siddeti ne kadar
koyu ise antioksidan miktarinin da o kadar fazla oldugu goriiliir. Cuprac yontemi,

diger Ol¢iim yontemlerinden ayiran en onemli 6zelligi ise genelde diger yontemler
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antioksidanlarin yani sira onlarla aynm1 ozellikte olan seker veya sitrik asit gibi
bilesenleri de olger. Cuprac yontemi hedef odakli olarak sadece antioksidan
bilesiklerini 6lgmektedir. Antioksidan kapasite saptama yontemleri genelde besinin
toplam antioksidan igerigini, antioksidan aktivite saptama yontemleri ise antioksidan
maddenin serbest radikaller gibi reaktif oksijen tiirlerini siipiirme etkinligini (hizini)
Olcmektedir. Cuprac yontemi, giincel calismalarla gerek aktivite gerekse kapasite
Olctimlerinde  kullanilan teknikleri bilinyesinde toplaylp c¢oklu analizlerin
gergeklestirildigi bir paket yontem olarak bilim diinyasina sunuldu. (Apak ve dig.
2011). Elektronik konfigiirasyonu d'° yapisinda olan Cu(I) ile Nc arasinda olusan
kompleks, Cu(ll)-d® konfigiirasyonuna nazaran daha tetraedral bir yap: kazanarak
molekiiler gerginligi azaltir ve Cu(I)’i stabilize eder (Apak ve Cekig, 2015). Bakir
reaksiyon kinetikleri demirden daha hizhidir. (Cu(I)-Nc kompleksi) 490 nm’de
maksimum absorbansa sahiptir. Askorbik asit, lirik asit, gallik asit ve kersetin i¢in
Cuprac yontemi birkac dakikada tamamlanirken daha kompleks molekiiller i¢in 30-
60 dakika gerekmektedir (Albayrak ve dig.2010).

— i N ky
b AR _z{ ==y N:<
HyC \\ ; CH; Antioksidan Hs© \\,/ s .
Cu + H
H3C / \ CH; Oksidan H3C, /‘#‘\ CHj3
):N M= . r;l\ .N~\<
'y b —
Acik mavi Cuprac reaktifi Sar1 renkli iiriin

Sekil 1.15.Cu(Il) formdan Cu(I)‘e antioksidan indirgeme mekanizmasi (Apak ve
Cekig, 2015).

nNCu(Nc),"2+Ar(OH)n — nCu(Nc¢),"+n[ArOH] " * (1.3)
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Sekil 1.16. (A) Cu(ll)-Nc, (B) Cu(l)-Nc komplekslerinin spektrumlari (Tiitem,2011).
1.3.2. Demir (III) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi /giicii (Frap)

Burada yiikseltgen yani oksidan bir demir (III) kompleks tuzu olan
Fe(lIN)(TPTZ),Cl; (TPTZ:2,4,6-tripiridil-s-triazin)’dir (Apak ve Ceki¢, 2015). Bu
metotta diisiik pH’da ferrik tripiridiltriazin kompleksi (Fe**-TPTZ) antioksidanlarin
etkisiyle ferroz kompleksine (Fe*2-TPTZ) indirgenir. Olusan koyu mavi kompleksin
593 nm’de absorbansi Slgiiliir (Giiveng ve dig.2012).

Frap reaksiyonlari spesifik degildir ve 0.70 V’dan daha diisiik redoks potansiyeline
sahip, in vivo olarak antioksidan 6zellik gostermeyen herhangi bir bilesik bile demiri
indirgeyebilir. Glutatyon gibi tiyol antioksidanlar Frap yontemiyle Olgiilemezler.
Bunun nedeni Fe(Ill)’iin, kimyasal olarak kinert olmasina neden olan yiiksek spinli

yar1 dolu d orbitalleri olabilir (Biiyiiktuncel, 2013).
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Sekil 1.17. Fe(IIl) formdan Fe(Il)’e antioksidan indirgeme mekanizmasi (Apak ve
Cekig, 2015).

[Fe(I11)(TPTZ),]*+ArOH— [Fe(IT)(TPTZ),*+[ArOH] " * (1.4)
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Sekil 1.18. Frap farkli konsantrasyonlarda Uv spekturumu (Berker ve dig.2010).
1.3.3. 2,2- Difenil-1-pikrilhidrazil radikali yakalama kapasitesi yontemi (Dpph)

Dpph' radikali, birkag kararli organik azot radikalinden bir tanesidir. Koyu menekse
renktedir. UV absorpsiyon maksimumu 515 nm’dir. Bu metot Dpph radikalinin
antioksidanlar tarafindan bir redoks reaksiyonuna bagli olarak siipiiriilmesi temeline
dayanir. Metanolik Dpph ¢ozeltisinin koyu menekse rengi agilir ve absorbanstaki
azalma UV spektrofotometresiyle ol¢iiliir. Alternatif olarak, antioksidan indirgeme
yetenegi, elektron spin rezonans ile de degerlendirilebilir. Metanolik Dpph
cozeltisindeki daha fazla renk acilmasi, reaksiyon karisiminin absorbasinda daha
fazla diisme, dolayisiyla yiiksek radikal siipiirme kapasitesi demektir (Biiyliktuncel,
2013).

Molekiilde bir serbest elektronun yer degistirmesi menekse renginin olusmasina
neden olur. Dpph soliisyonu hidrojen atomu verebilen madde (antioksidan) ile
karistirildigt zaman koyu menekse rengin kaybi ile indirgenmis form olusur.
Antioksidan (A-H) tarafindan Dpph serbest radikaline proton transferi reaksiyonu
517 nm’de absorbansin azalmasina neden olur. Bu siire¢ goriiniir alanda
spektrofotometre ile absorbans sabitlenene kadar takip edilir. Peroksil radikalleri ile
hizla reaksiyona giren birgok antioksidan Dpph ile yavas reaksiyona girebilir, hatta

hi¢ reaksiyona girmeyebilir (Albayrak ve dig.2010).
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Sekil 1.19. Dpph antioksidan mekanizmasi (Pyrzynska ve P¢kala,2013).

Dpph +ArOH— Dpph+ArO " +H* (1.5)
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Sekil 1.20. Dpph " ve Dpph-h Uv spektrumlari (Apak ve Cekig, 2015).

1.3.4. 2,2 —Azinobis(3-etilbenzotiazolin-sulfonik asit) (Abts) radikali yakalama
yontemi yada diger adiyla Troloks Esdeger Aktioksidan Kapasite (Teac)

Bu yontemin amaci antioksidanlarin Abts * radikalini yakalama esasinin dl¢timudiir.
Bu yontem de ilke olarak Abts’nin (2,2’-azinobis-(3 etilbenzotiazolin—6-sulfonik
asit)) oksidasyonuyla olusan Abts'® radikaline, antioksidan igerikli fenolik
bilesiklerin etkilesimiyle olusan mavi/yesil renkli Abts™* radikalinin renginin belirli
bir dalga boyunda okunmasidir. Reaksiyon sonucu harcanan Abts *miktari, “Teac
degeri” (Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi) olarak hesaplanir. Abts™
radikalinin maksimum dalga boylar1 415, 645, 734 ve 815 nm absorpsiyona sahiptir.
415 ve 734 nm dalga boylart Abts'* radikali ve antioksidan arasindaki reaksiyonu
spektrofotometrik gostermek icin secilmistir. Metodun en Onemli avantaji hem

hidrofilik hem lipofilik bilesiklere uygulanabilir olmasidir (Ograsic1,2010).
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Artan kullanimina ragmen bazi sinirlamalart vardir, en biiyiik dezavantaji sentetik

Abts"* radikalinin biyolojik sistemlerde bulunmamasidir (Albayrak ve dig.2010).
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Sekil 1.21. Abts antioksidan mekanizmasi (Craft ve dig.2012).

Abts *+ArOH— Abts+[ArOH] * (1.6)

\'\ ABTS
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Sekil 1.22. Abts ve Abts *radikal Uv spektrumu (Collins ve dig.1998).
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2.YONTEM

Kimyayr matematiksel yontemler kullanarak tanimlama yontemine teorik kimya
denir. Teorik kimya, kimyasal yapilar1 ve tepkimeleri temel fizik kanunlarina
dayanarak aciklar. Hesaplamali kimya ise teorik kimya bulgularini kullanilarak
gelistirilen matematiksel yontemleri kullanir. Elde edilen sonuglar1 yorumlar,
deneysel kimya ile teorik kimya arasinda bir koprii kurar. Hesaplamali kimya ile
sadece kararli molekiilleri degil, ayn1 zamanda kisa-omiirlii, kararsiz, ara riinler ve
gecis halleri de calisilir. Bu sekilde, gézlem yolu ile elde edilmesi miimkiin olmayan
molekiiller ve tepkimeler hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Bu hesaplamalar ile elde

edilen nitel veya nicel sonuglar deneyciler i¢in yol gosterici olmaktadir (Tiftikei,

2008).

2.1 Kuantum Mekanik Yontemler

2.1.1. Ab-initio yontemler

Ab-initio ‘en bastan’ anlamina gelen latince kokenli bir kelimedir. Bu yontemlerde
deneysel veriler yerine kuantum mekanigi kanunlarim1 esas alacak bi¢imde teorik

ilkeler kullanilir.

Bu yontemler Schrodinger dalga denkleminin ¢o6ziimiine dayanir. Ayrica
hesaplamalari, 151k hizi, Planck sabiti (h) elektron ve ¢ekirdegin kiitlesi (m) ve
yiikleri gibi fiziksel sabitlere dayanmaktadir. Bu teori bir¢ok elektron problemini tek
bir elektron problemi gibi diislinerek ¢6ziime gider. Ab-initio yontemleri birgok
matematiksel yaklasim kullanir. Schrodinger denklemi, dalga fonksiyonlarinin Slater
veya Gaussian tipi orbitallerle tanimlanmasindan sonra varyasyon yontemi ile

coziiliir (Tiftikei, 2008).
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2.1.1.1. Schrodinger denklemi

Kuantum mekaniginde, enerji ve dalga fonksiyonu elektronik Schrodinger

denkleminin ¢oziimiinden bulunur.
h? 92

H= ——— [P (x) + v(x)]=E ¥(x) (2.1)
Esitlik 2.1 ‘de verilen ¥ sistemdeki elektronlarin koordinatlarina bagli matematiksel
fonksiyon olup dalga fonksiyonu olarak adlandirilmaktadir. E terimi ise sistemin
toplam elektron enerjisidir. H sistemin kinetik veya potansiyel enerji islemcilerini
iceren toplam enerji islemcisi ya da Hamiltonyan islemcisidir ve v potansiyel
enerjidir. izole edilmis bir molekiil igin H islemcisi, ¢ekirdeklerin ve elektronlarin
kinetik enerji islemcilerini, tiim yiiklii pargaciklar arasindaki potansiyel etkilesimleri

kapsar. Boyle bir Hamiltonyan islemcisinin temsil ettigi sistemin toplam enerjisi:
E1=T¢+ Te+ Vget+ Veet+ Vge (2.2)

olarak ifade edilir. Esitlik 2.2” de Et sistemin toplam enerjisini, T¢ ¢ekirdegin kinetik
enerjisini, Te elektronlarin kinetik enerjisini, V¢e cekirdek-elektronlar arasindaki
cekim enerjisini, Vee elektron-elektron arasindaki itme enerjisini, Vg¢e¢ cekirdek-
cekirdek arasindaki itme enerjisini temsil etmektedir. Schrodinger denkleminin tam
¢Oziimii sadece hidrojen atomu veya tek elektronlu sistemler icin yapilabilir. Cok
elektronlu sistemler i¢in ¢oziim ancak yaklasik yontemlerle yapilabilmektedir. Bu
yontemlerden ab-initio yontemler (Pople,1998) ve yari-ampirik yontemler (Dewar ve

dig.1985), Hartree—Fock yaklasimina dayanmaktadir (Hartree, 1928).

2.1.1.2. Hartree -Fock yaklasimi

HF yaklagimi, ¢ok elektronlu bir sistemin dalga fonksiyonunu, tek elektron dalga
fonksiyonlarinin ¢arpimi olarak yazmaya dayanir. Tek elektron dalga fonksiyonuna

orbital denilmektedir.
Y(,2,...,n)=0;(1) .0, (2).....0n (n) (2.3)

Esitlik 2.3 de gosterilen (1, 2, ..., n) yaklasik dalga fonksiyonunu, ®-(1) hidrojen
atomunun ¢esitli enerji seviyelerine karsilik gelen atomik orbitallerini

simgelemektedir. Parantez igindeki sayilar ise orbitaldeki elektronu belirtmektedir

(Orville ve Thomas,1974).
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HF metodu, Pauli diglama ilkesi olarak bilinen "iki elektronun tiim kuantum sayilari
ayni olamaz" kosulundan bagimsiz olarak gelistirilmistir. Bu nedenle Schrodinger
esitligi, (1) elektronu icin kiiresel koordinat (r) ve spin degiskeninden (spin a veya 3
olabilir) olusan iki kisma ayrilabilir. Boyle bir molekiiler orbital, elektronun spinine
bagli oldugu icin “spin orbital” olarak adlandirilir. Pauli’ye gore temel hal dalga
fonksiyonu elektron degis-tokusuna gore anti-simetrik olmalidir. Bu kosulu yerine

getirmek i¢in Slater tarafindan bir determinant tanimlanmstir (Esitlik 2.4).
(1, 2)= 1/\/5 [®1 (1) amy - D2 (2) Ba] - [@1(2) a2 - P2 (1) Bin] (2.4)

Esitlik 2.4° de iki elektronlu bir sistem i¢in anti simetrik dalga fonksiyonunun Slater
determinant1 olarak yazilmis hali verilmektedir. ilk terim elektronlarin normal
dagilimini, ikinci terim ise elektronlarin ters spinli olma olasiliklarini gosterir. Anti
simetrik dalga fonksiyonu, her bir elektronun tiim orbitallerde a veya B spinle
bulunma olasiliklarini g6z 6niine almalidir. n elektronlu bir sistemin anti-Simetrik
dalga fonksiyonunu Slater determinanti ile gosterimi Esitlik 2.5 ‘deki gibidir
(Hartree, 1928).

1 1D agy 1 (D)Pay.- Pn/2 (1) aqy®n/2 (1) Bay

¥, 20 = 0 1 (M awy P12 (D) Bwy.. Pn/2 () any.Pn/2 () B

(2.5)

Slater determinantinin temel Ozellikleri sunlardir: Satirlar bir elektronun farkli
orbitallerde bulunma olasiligin1 gosterir. Siitunlar bir orbitalde farkli elektronlarin
bulunma olasiligin1 gosterir. Determinantta iki satirin yer degistirmesi durumunda
determinantin isareti degisir. Bu durum dalga fonksiyonunun anti simetrikligine
karsihik gelir. ki tane &zdes siitun varsa determinantin degeri sifir olur. Bu durum
Pauli dislama ilkesine karsilik gelir. Cogu uygulamada islemi basitlestirmek i¢in,
Slater determinantinin sol list kosesinden sag alt kdsesine uzanan kdsegen elemanlari
kullanilir. Bu Slater determinantinin kisaltilmis seklidir (Atkins, Friedman, 1997 ve
Atkins, Friedman, 1997).

2.1.1.3. Yar1-ampirik metotlar

Yari-ampirik metotlarin temeli Hartree-Fork teorisine dayanmaktadir. Yapilan
deneylerden elde edilen sonuglar, denklemi daha hizli ve daha dogru ¢6zmek i¢in
kullanilmaktadir. Bu metotlar genellikle kullanilan teorik varsayimlarin kisaltmalari

ile adlandirilmaktadir. Siklikla kullanmilan metotlar PM3, MNDO, AMI1’dir. Bu
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sayllan metotlar diferansiyel iki atomlu Ortiisme integral yaklasgiminin (NDDO)
ihmaline dayanmaktadir. Daha eski metotlar olan CNDO ve INDO daha basit
integral semalarim1 kullanmaktadirlar. Bu ii¢ yaklasimda ZDO smifina aittir. Bu
yaklasimlarda iki elektron arasindaki integral ve merkez atomlar arasindaki yiik
dagilimi ihmal edilmektedir. Parametreye bagli bir¢ok diizenleme, yaklasik kuantum
mekanik modelini  dogrulamak i¢in kullanilmaktadir. Parametrelerin  nasil
belirlendigi yar1 deneysel metodun karakterini belirlemektedir. MNDO, AMI1 ve
PM3 i¢in parametreler belirlenirken, hesaplanan enerji sistemin toplam enerjisi
olarak tanimlanamamaktadir (Kus,2007), yapinin sicakligi olarak tanimlanmaktadir.
Yar1 deneysel metotlar kesin sonuglar vermemektedir. Biiyiik sistemler icin
kullanilabilmektedir. AM1, MNDO/3 ve PM3 MOPAC, AMPAC, HyperChem ve

Gaussian programlarinda kullanilan metotlardan bazilaridir (Ozdemir, 2007).

2.2. Yogunluk Fonksiyonel Teoremi

Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (Density Functional Theory (DFT)), elektron
korelasyon sorununa farkli bir ¢6ziim yolu sunar. N elektronlu bir sistemde YFT,
uzaym herhangi bir noktasinda yerlesik olarak bulunan elektron yogunluklariyla
ilgilenirken, HF metodu bireysel olarak elektronlarin hareketleriyle ilgilenmez. HF
metodunda sisteme ait dalga fonksiyonlarinin yerini, YFT de sistemin elektron
yogunluk fonksiyonelleri almaktadir. YFT’nin temelinde (Schrdodinger’in dalga
mekanigi alanindaki ¢aligmalarindan yaklasik 40 yil sonra) 1964 yilinda Hohenberg-
Kohn (HK) ve 1965°de Kohn-Sham tarafindan ortaya konmus olan iki ana teorem
vardir (Can, 2014).

Hohenberg-Kohn formiilasyonu

YFT metodu, sistemin duragan durum ozelliklerinin elektron yogunlugunun bir
fonksiyonu oldugunu ifade eder. Bu metotta toplam elektron enerjisi ayr1 ayri

hesaplanan bir¢ok terime boliinmektedir.
E = ET +EV +E]+ EXC (26)

Er = Elektronlarin hareketinden ortaya ¢ikan kinetik enerji,

E, = Cekirdek-elektron ¢ekimlerine ve cekirdek ciftlerinin itmesine ait potansiyel
enerjiyi,

E; = Elektron-elektron itmesine ait terimi
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Eyc = Elektron-elektron etkilesimini igeren degis-tokus enerjisini ifade eder.

Buradaki temel nicelik yogunluktur. Hamiltoniyen'i ile verilen N elektronlu sistem
icin yazilan Schrédinger denklemi, N tane tek elektron Schrédinger denklemine
indirgenir. Temel durum enerjisi E, Schrodinger denkleminin direk ¢oziimiinden

veya RayleighRitz minimal prensibinden elde edilebilmektedir (Esitlik 2.7):

E = min FIHIP)
(w|w)

(2.7)

Y (1) yerine p (r) kullanmak Hohenberg-Kohn tarafindan 6nerilmistir. p (r) temel hal
yogunlugu oldugunda, dejenere olmamis temel hal i¢in minimum elde edilebilir.

Enerji 2.8 ve 2.9 kullanilarak hesaplanabilir.

Ey [p] =F [p] + [p(®V(r).dr (2.8)
Flp] = (¥[p]IT + U|¥ [p]) (2.9)
¥Y/p] , U’ nun temel durum potansiyelidir. p, U’ nun temel durumu ve V(r) harici
potansiyelidir. F[p] ise V(r)’a agik bir sekilde bagli olmayan evrensel bir
fonksiyondur.

Kohn-Sham denklemi

Kinetik enerjinin, elektron yogunlugu olarak ifade edilmesinde bir problemdir. 1965’
de Kohn-Sham, ( Kohn ve Sham, 1965) etkilesimdeki elektronlarin kinetik enerjisini,

etkilesimde olmayan denk bir sistem ile degistirmeyi Onermistir.

Esitlik 2.7°deki fonksiyoneli kullanarak, toplam enerji fonksiyoneli, ayrica Kohn-

Sham fonksiyoneli olarak bilinen fonksiyonel elde edilmektedir.
Exslp] = Tlpl + [ p)v()dr + 2 [[E22 drdr’ + Eye [p) (2.10)

Bu sekilde yogunluk fonksiyoneli Kohn-Sham orbital terimleri gibi ifade
edilmektedir. Bu terimler sabit bir yogunluk sartinda kinetik enerjiyi minimize

edebilmektedirler.

2.2.1. B3LYP melez yogunluk fonksiyonu teorisi

Yogunluk fonksiyonlarina melez yaklagimi ilk kez Axel Becke tarafindan 1993’ de
gerceklestirilmistir (Becke,1993a). Dalga mekanigine dayanan HF teorisinin degis
tokus enerjisi i¢in 1yl sonu¢ vermemesi ve korelasyon enerjilerini hesaplayamamasi

ancak kinetik enerji i¢in uygun bir ifade vermesi, buna karsilik saf YFT modellerinin
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ise degis tokus ve korelasyon enerjilerini daha iyi hesaplamasi sebebiyle, tam enerji
ifadesi i¢in saf HF veya saf YFT modelleri yerine toplam elektronik enerji ifadesinde

bu iki modelin gii¢lii yonleri kullanilarak karma hibrit, (melez) modeller tiiretilmistir.

Becke degis tokus ve korelasyon enerjisi EX¢

onermektedir: (Becke,1993Db).

icin asagidaki karma modeli

Eiarma=Cur Efir Corr Ebfr (2.11)

Esitlik 2.11°de c’ler sabit degerledir. Karma modeller i¢inde en iyi sonug
verenlerinden biri; Adimhens P. J. ve arkadaslarinin onerdigi LYP korelasyon
enerjili tic parametreli Becke karma modeli B3LYP’dir (Adimhens ve dig.1994;
Adimbhens ve dig.1996). Bu fonksiyonellerden siklikla kullanilan B3LYP degis tokus
etkilesim fonksiyonu Esitlik 2.12°de belirtildigi gibi agiklanabilmektedir:

EXsivp= Effzo + Co( Effp - Eff30) + C1 A Efget Ewn+ CoEfyp-Efwn) (2.12)

ESGAve ESC4 Becke 88 degis tokus fonksiyonelini iceren genellestirilmis gradient
yaklagimidir (Becke,1988). Bu Lee, Yang ve Parr’in etkilesim fonksiyonelidir
(Chengteh ve dig.1988). EP4ise VWN etkilesim fonksiyonudur.

2.2.2.6-31G (d) ve 6-311G (d,p) baz setleri

Atomik orbitallerin matematiksel ifadesine temel set denir. Molekiillerin atomlardan
olusmast ve aynt cins atomlarin farkli molekiillerde benzer 6zellikler
gostermelerinden dolay1 molekiiler orbital atomik orbitallerin lineer toplamlar1 olarak

yazilabilir. yi molekiiler orbitali, pu de atomik orbitali gostermek tlizere aralarinda:
yi= Xil=1 Cui op (2.13)

bagintist vardir. Burada Cui molekiiler orbital acilim katsayilar;; gu atomik
orbitalleri ise temel fonksiyonlar1 olarak adlandirilir. Gaussian tipi atomik

fonksiyonlar;
g(a,n=cx"y™zte "> (2.14)

seklinde segcilebilir. Burada a fonksiyonun genisligini ifade eden bir sabit, c ise a, I,
m ve n’ ye bagl sabittir. Atomik orbitaller i¢in birgok temel set Onerilmistir.
Bunlardan minimal temel setler; herhangi bir atom igin gerektigi sayida temel
fonksiyon igerir.

Ornegin ;
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H: 1s

C: 1s, 2s,2py, 2py, 2p, split valans temel setleri ise bir valans orbitali igin farkli
biiyiikliikte iki veya daha ¢ok temel fonksiyon igerirler. 3-21G, 4-21G, 6-31G setleri
temel minimal setlerdir. Split valans temel setler orbitallerin biiyiikliigiinii degistirir
fakat seklini degistirmez. Polarize temel setler ise bir atomun taban durumunu
tanimlamak i¢in gerekenden daha fazla agisal momentumu orbitallere ekleyerek
orbitallerin seklini degistirir. Ornegin temel polarize setler karbon atomlar1 igin d
fonksiyonlarimi da g6z Oniine alir. 4-21G* (4-21G(d)), 6-31G*(6-31G(d)) gibi.
Hidrojen atomunda p orbitali de g6z 6niine alinmis ise bu durumda temel setler 6-

31G** (6-31G(d,p)) olarak gosterilir (Giimiistiifek, 2013).

2.2.3. Zamana bagh yogunluk fonksiyoneli teoremi (ZBYFT)

ZBYFT, YFT nin zamana bagimli olaylar i¢in gelistirilmis halidir. ZBYFT, zamana
bagimli kuantum mekaniginin alternatif bir formiilasyonu olarak goriilmektedir.
ZBYFT yonteminde dalga fonksiyonlar1 ve ¢ok bilesenli Schrodinger denklemlerine
dayanan normal yaklasimin tersine, temel degiskeni tek bilesenli -elektron
yogunlugudur. Cok bilesenli dalga fonksiyonu, 3N-boyutlu uzayda bir fonksiyondur
(N sistem i¢indeki elektron sayisidir) ve ¢ok kompleks bir matematiksel ifadedir.
Buna ragmen yogunluk x,y,z koordinatlarina bagli basit bir fonksiyondur.
Denklemleri sayisal olarak hesaplamak kolaydir ve ¢ok yiiksek sayidaki atomlara
sahip sistemler i¢in ¢oziilebilir ZBYFT yonteminde kullanilan sema herhangi bir
zamana bagimli durum i¢in kullanilabilecek kadar geneldir. Buna ragmen iki egilim
gozlemlenebilir: Eger zamana bagimli potansiyel zayif ise, sistemi calismak i¢in
dogrusal cevaba bagvurma yoluna gitmek gerekmektedir. Bu sekilde 6rnegin optik
sogurma spektrumu hesaplanabilir. En sade yaklasim kullanilsa da elde edilen
spektrum sonuclarinin deneysel sonuglara oldukca yakin oldugu goézlenmektedir.
Diger taraftan zamana bagimli potansiyel kuvvetli ise, Kohn-Sham denklemlerinin
tam ¢ozliimii gerekli olur. Bu durumda ZBYFT, yiiksek harmonim iiretim veya ¢oklu
foton iyonlasmasi gibi dogrusal olmayan olaylar1 tanimlamakta da kullanilabilir

(Marques ve Gross, 2013).

2.2.4. Kendi I¢cinde Tutarh Reaksiyon Alami (SCRF)
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Bu anahtar kelime, ¢oziicli reaksiyon alanindaki bosluga ¢oziicii madde varliginda,
¢oziinen madde koyarak gerceklestirilen bir hesaplama gergeklestirmektedir. Kendi
icinde tutarli reaksiyon alanlar1 c¢ozeltideki sistemleri modellemek i¢in DFT
enerjileri, optimizasyonlart ve siklik hesaplamalariyla kullanilabilir. PCM
(Polarlanabilme Siirekli Modeli), farkli bir bigimlilik integral denklemi kullanan, hali
hazirda var olan SCRF (Kendi i¢inde tutarli Reaksiyon Alan) metodudur. Bu metot,
bir takim iist {iste binen alanlar araciligiyla ¢oziinen bosluk yaratir. Bu model ilk
olarak, Tomasi ve arkadaslar1 (Tomasi ve dig. 1981, 1982, 1996, 1997a, 1997b,
1997c, 1997d, 1998a, 1998b, 1999a, 1999h, 2000; Cossi ve dig. 1998, 1999, 2000,
2001a, 2001b, 2002, 2003) ve Pascual-Ahuir ve arkadaslar1 (Pascual-Ahuir ve
dig.1994) tarafindan icat edildi. Bu model, SCRF=PCM’ye karsilik gelir. Chipman
modeli bu metod ile yakindan iliskilidir (Chipman,2000). Diger mevcut modeller,
IPCM (ki bu bosluk icin statik izodansite ylizeyi kullanir), SCIPCM modeli
(Foresman,1996), Onsager modeli (ki bu model, ¢oziicii reaksiyon alaninda kiiresel
bir bosluga ¢ozilinen yerlestirir)’dir (Kirkwood, 1934; Onsager, 1936; Wong ve dig.
19914, 1991b, 1992a, 1992b).

PCM uygulamasinin bir¢ok yonii, Gaussian 03’ten degistirilmistir. Gaussian 09°da,
stirekli ylizey yiikii bigimciligini kullanildi ve bu reaksiyon alanin devamli, diizgiin,
kuvvetli olmasini sagliyor ve Gaussian 09’un harici sapma alanlar1 ve atomik
pozisyonlartyla iliskili siirekli tiirevleri de vardir (Scalmani ve Frisch,2010). Bu,
bosluk yiizeyinin ayriklastirildigi her bir ylizey elementinde yer alan kiiresel
Gaussian fonksiyonlarina dayanarak, ¢oziinen ¢oziicii yilizey alanin1 kuvvetlendiren
goriinen yiizey ylkiinii genisleterek saglanir. Yiizey tiirevlerindeki devamsizliklar,

kiirelerin kesistigi bolgeleri efektif bir sekilde piirtizsiizlestirerek giderildi.

Bu bicimcilik, 1999°da ilk olarak Karplus ve York (York ve Karplus 1999)
tarafindan iletken tarama modeli i¢in Onerildi, ancak hak ettigi degeri bulamadi.
Gaussian 09 da, bu bigimciligi, ¢6ziinme metotlarinin PCM gruplari g¢ergevesinde,
gelistirildi ve genellestirildi ve simdi bu reaksiyon alanlarin1 hesaplayan ve

¢oziiciilerin boslugunu yapilandiran hali hazirda var olan bir yontemdir.

Gaussian 09 daki PCM yontemi, harici bir yineleme prosediirii icermektedir ve bu
program, c¢Ozlinenlerin elektrostatik potansiyeliyle (ki bu o6zellesmis model
kimyasiyla elektron yogunlugunun hesaplanmasindan elde edilir) ¢oziicii reaksiyon
alanmi kendi i¢inde tutarli hale getirerek, c¢ozeltideki enerjiyi hesaplamaktadir
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(Improta ve dig.2006,2007). Bu programin standart yaklasimdan farki ki bu standart
yaklagim degisken yaklagimi veya dogrusal cevap teorisini esas alir. MP2 ile
aciklanabilir. Harici tekrarlama yaklasimi, MP2 yogunluguna gore c¢oziiciiniin
etkisini tutarli bir sekilde hesaplarken, varsayilan prosediir de c¢oziiciinin SCF
yogunlugu {izerindeki etkisini hesaplamaktadir ve sonra MP2 sapmasini
uygulamaktadir. Bu teknik, floresan gibi uyarilmig durum siiregleri i¢in ¢alismak
birincil yontemdir ve ayni zamanda, gradiyentleri saglayan teorik yoOntemlerle

uyarilmamis durum hesaplamalari i¢in de kullanilabilir. (6rn: post-SCF yontemleri).
2.2.4.1. Polarlanabilme Siirekli Modeli (PCM)

PCM, bigimcilik modelinin integral denklemini kullanarak (integral equation
formalism = IEFPCM), reaksiyon alani hesaplamalarini yapmaktadir ve giincel
yontem budur. Bicimciligin bazi detaylar1 ve uygulamalari, Gaussian 03’e gore
degisti (Scalmani ve Frisch,2010). IEFPCM, PCM ile es anlamhidir. PCM,
anisotropik ve iyonik ¢oziiciiler i¢in kullanildiginda, PCM giris boliimiindeki
maddeler, bu tip ¢oziiciiler i¢in anisotropik ve iyonik dielekterik modellerini segmek
i¢in kullanilmalidir. Siirekli yiizey ytikii bicimeiligi, bu tip ¢oziiciilere uygun degil ve

hicbir tlirevleri hesaplanamaz.
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3. HESAPLAMALAR

Bu tez kapsaminda bazi bitkisel antioksidanlar ile bazi radikal siipiiriicii 6zellikli

molekiillerin birbirleri ile olan etkilesimleri YFT yontemiyle incelendi. Buna gore

calisilan molekiillere ayr1 kodlar verilerek isimlendirilmis ve Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calisilan antioksidanlarin ve radikallerin kodu, kapali formiilleri ve
molekiil adlandirilmasi.

Kod Kapah Formiilii Molekiil Adi
ga C;HgO05 3,4,5-trihidroksibenzoik asit
gao4 C;H505 gallikasitoksit
ga’ [C;HgO5] " [Gallik asit]"*
ep C15H1404 3,3'4',5,7—flavanpentol
epo4’ C15H1306 epikatesinoksit
ep” [C15sH1406] [Epikatesin]-*
re C14H1,03 3,5,4'-trihidroksi-transstilben
reo4’ C14H1103 resveratroloksit
re” [C14H1205] " [Resveratrol]-*
ka C15H190s¢ 3,5,7-trihidroksil-2-(4-hidroksilfenil)
kao4’ C15HoOg kamferoloksit
ka™* [C1sH1006] " [Kamferol]-*
hy CgH1003 4- (2-Hidroksietil) -1,2-benzendiol
hyo4 CgHo03 hidroksitirosoloksit
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Cizelge 3.1.devami

hy™ [CgH1p03] " [Hidroksitirosol]"*
abts C1gH1gN404S, 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiyazolin-6-
stilfonik asit)
Abtsr C1gH1gN; 065, 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiyazolin-6-
stilfonik asit)

Frap C3cHyaFe™2Ny, (Demir[11]-2,4,6-tripiridil-s-triazin)
Frapr CscHyaFe™3N, (Demir[l111]-2,4,6-tripiridil-s-triazin)
Dpph C1gH12N504 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin
Dpphr C1g H11N504 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

Cuprac Cy4yHi6CU™N, (Bakar[I]-2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin)

Cupracr CaaH16CU*?N, (Bakar[I1]-2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin)

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar asama asama aciklanmaktadir. Ik olarak
molekiiller YFT yontemiyle B3LYP fonksiyoneli ve 6-31G (d) (Baz 1) baz setinde,
Gaussian 09 paket programi kullanilarak geometri optimizasyonlar1 yapildi Daha
hassas enerji degerlerini hesaplayabilmek i¢in molekiillerin YFT B3LYP/6-311G+
(d,p) (Baz 2) baz seti ile minimum enerji degerleri tekrar hesaplandi. Baz 2 baz seti
kullanilarak hesaplanan enerji degerleri, Baz 1 baz seti kullanilarak hesaplanan enerji
degerleri ile karsilastirildi. Coziiciinlin etkisini hesaba katabilmek i¢cin IEFPCM
metodu ile ortamin dielektrik sabitini degistirerek uygun ¢oziicli ortamu yaratildi ve
molekiiller iki baz seti iginde ¢oziicii ortaminda yeniden optimize edilerek minimum
enerjileri hesaplandi. Kullanilan ¢6ziictiler resveratrol, hidroksitirol, Frap, Abts ve
Cuprac igin su; gallik asit ve epikatesin igin etanol; kamferol ve Dpph igin
metanoldiir. Optimizasyon sonrast hesaplanan enerjiler kullanilarak radikal-
antioksidanlar arasinda gerceklesen reaksiyon enerjileri hesaplandi (denklem 1.3-
1.6). Molekiillerin gaz fazinda Baz 1 i¢in hesaplanan minimum yapili enerjileri
kullanilarak molekiil orbitalleri ¢izdirildi. HOMO-LUMO enerji  degerleri
hesaplanarak orbital sekilleri ¢izdirildi. Calismanin son kisminda ise molekiillerin
ZBYFT Bazl baz seti kullanilarak gaz fazinda ve ¢6ziicli fazinda en diisiik 20 gecis
enerjisi hesaplatildi. Bu degerler kullanilarak UV grafikleri ¢izildi. Bu sonuglara gore

deneysel grafikler ile teorik grafiler karsilastirildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calisma kapsaminda elde edilen sonucglar geometri optimizasyonlarinin

hesaplanmasi, (Cizelge 4.1- 4.5) olarak toparlanmaktadir.

4.1 Molekiillerin Minimum Enerjileri ve Geometrileri Optimizasyonlari

Molekiillerin dayanikli oldugu en diisiik enerjili yapisin1 bulmak igin geometri

optimizasyonlart YFT yontemiyle B3LYP fonksiyoneli Baz 1 baz seti kullanilarak

yapildi. Elde edilen disiik enerjili yapilarin 2 boyutlu goriintiileri Sekil 4.1 de

verilmektedir.
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Sekil 4.1. Calisilan molekiillerin gaz fazinda 6-31G (d) baz setinde optimize edilen
goriintiileri

Calisilan antioksidan molekiillerin biitiin oksidasyon pozisyonlar1 denenerek en
diisiik enerjili oksidasyon yapisi tespit edildi. Farkli oksidasyon basamaklarina sahip
yapilarin atom sayilarini esitlemek igin gerekli yapilarin ayni baz setinde minimum
enerji degerleri hesaplanarak esitleme yapildi. Bu sekilde molekiil farkliliklarindan
kaynaklanan hata minimuma indirilmeye ¢alisildi. Cizelge 4.1-4.5 de radikalik
yapilarin Baz 1 de hesaplanan enerji degerleri au, kkal/mol cinsinden ve modifiye
edilmis yapilarin enerjisi kkal/mol cinsinden verilmektedir. En diisiik enerjili yap1
kirmiz1 ile gosterilmektedir. Daha sonra yapilan calismalar en diisiik enerjili yap1
tizerinden devam edilmektedir. Modifiye yapilarin enerjileri (denklem 4.1)’de

verildigi gibi hesaplanmaktadir.

Modifiye enerji= (oksidasyon enerjisi) + H(n-1) (4.2)
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Cizelge 4.1. Gallik asit i¢cin hesaplanan oksidasyon yapilarinin gaz fazinda Bazl
setinde enerji degerleri

MOLEKUL | E (a.u.) | E (kkal/mol) | Modifiye Enerjisi (+nH)
gao3 -645,84 | -405266,61 -405580,53
gao4 -645,85 | -405269,03 -405582,95
gaos -645,85 | -405268,74 -405582,66
gao34 -645,23 | -404884,52 -405512,36
gao35 -645,20 | -404863,74 -405491,59
gao45 -645,21 | -404868,90 -405496,74
gao345 -644,60 | -404483,84 -405425,60

Cizelge 4.2. Hidroksitirosol i¢in hesaplanan oksidasyon yapilarinin gaz fazinda Baz1
setinde enerji degerleri

MOLEKUL | E (a.u.) | E (kkal/mol) | Modifiye Enerjisi (+nH)
hyol -535,31 | -335908,58 -336536,42
hyo3 -535,88 | -336265,02 -336578,94
hyo4 -535,90 | -336275,81 -336589,73
hyo34 -535,28 | -335886,39 -336514,24
hyol3 -535,27 | -335882,65 -336510,50
hyol4 -535,27 | -335885,06 -336512,90
hyo134 -534,07 | -335128,66 -336384,34
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Cizelge 4.3. Resveratrol icin hesaplanan oksidasyon yapilarinin gaz fazinda Bazl
setinde enerji degerleri

MOLEKUL | E (a.u.) |E (kkal/mol) | Modifiye Enerjisi (+nH)

reo3 -765,72 | -480489,48 -480803,40
reo4’ -765,73 -480495,73 -480809,65
reo5 -765,72 -480490,66 -480804,58
reo34’ -765,06 -480076,90 -480704,74
reo3s -765,05 | -480067,62 -480695,46
reo54’ -765,06 | -480078,21 -480706,05
reo534’ -764,45 -479692,13 -480633,89

Cizelge 4.4. Kamferol i¢in hesaplanan oksidasyon yapilarinin gaz fazinda Bazl
setinde enerji degerleri

MOLEKUL | E (a.u.) E (kkal/mol) | Modifiye Enerjisi (+nH)
kao3 -1028,30 -645258,57 -645572,49
kao4’ -1028,30 -645261,26 -645575,18
kaob5 -1028,30 -645258,12 -645572,04
kao7 -1028,30 -645256,46 -645570,38
kao53 -1027,66 -644853,99 -645481,83

kao54’ -1027,66 -644855,54 -645483,38
kao73 -1027,65 -644853,44 -645481,28
kao74’ -1027,66 -644855,88 -645483,73
kao34’ -1027,69 -644873,69 -645501,53
kao534° -1027,04 -644470,11 -645411,87
kao734° -1027,04 -644468,35 -645410,11
kao753 -1027,02 -644456,19 -645397,95
kao7534' -1026,37 -644045,06 -645300,74
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Cizelge 4.5. Epikatesin i¢in hesaplanan oksidasyon
setinde enerji degerleri

yapilarinin gaz fazinda Bazl

MOLEKUL E (a.u.) E (kkal/mol) Modifiye Enerjisi (+nH)
epo5 -1030,70 -646761,60 -647075,52
epo’/ -1030,69 -646760,14 -647074,06
epo3’ -1030,69 -646759,61 -647073,54
epod’ -1030,71 -646770,13 -647084,05

epo54’ -1030,02 -646339,77 -646967,61
epo34’ -1030,09 -646383,48 -647011,32
epo33’ -1030,09 -646381,61 -647009,45
epo53 -1030,12 -646398,03 -647025,88
epo73 -1029,49 -646004,12 -646945,89
epo73’ -1030,04 -646349,33 -646977,18
epo75 -1030,03 -646342,49 -646970,34
epo534° -1028,82 -645583,65 -646839,33
epo533’ -1028,84 -645596,89 -646852,57
epo754’ -1029,42 -645962,77 -646904,53
epo753’ -1029,44 -645972,94 -646914,71
epo734’ -1028,82 -645581,76 -646837,45
epo733’ -1028,83 -645591,72 -646847,41
epo7534° -1028,22 -645205,98 -646775,58
epo753 -1029,50 -646008,42 -646950,19
epo7533°4° -1027,58 -644804,48 -646688,00
epo3’4’ -1030,09 -646379,67 -647007,51
epo33’4’ -1028,88 -645625,27 -646880,96
epo7533° -1028,23 -645216,09 -646785,70
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Yapilan diger hesaplamalar en kararli oksidasyon yapist kullanilarak yapildi. Daha
yiiksek bir baz seti olan Baz 2 ile molekiillerin enerjileri hesaplanarak Baz 1 ile
hesaplanan enerjiler ile karsilagtirildi. Ortamin dielektrik sabiti degistirilerek ¢oziicii
etkisi incelendi. Her molekiil i¢in uygun bir ¢oziicii secildi. Kullanilan ¢oziiciiler
resveratrol, hidroksitirol, Frap, Abts ve Cuprac igin su; gallik asit ve epikatesin igin
etanol; kamferol ve Dpph ic¢in metanoldiir. Coziici ortam: IEPCM metodu

kullanilarak olusturuldu.

Cizelge 4.6. 6-31G (d) ve 6-311G+(d,p) baz setinde ¢alisilan molekiillerin enerjileri

(kkal/mol)

Baz 1 Baz 2
MOLEKUL Gaz faz Coziicii faz1 Gaz faz Coziicii faz
ga -405661,93 | -405799,83 -405670,32 -405821,77
gao4 -405269,03 | -405400,28 -405277,23 -405417,66
ga” -405482,61 -405552,94 -405610,77 -405683,52
hy -336663,79 | -336776,26 -336671,36 -336794,69
hyo4 -336275,81 -336382,47 -336282,16 -336397,33
hy™* -336497,06 | -336545,65 -336601,19 -336666,11
re -480889,78 | -481033,99 -480900,73 -481045,82
reo4’ -480495,73 | -480635,31 -480506,96 -480648,54
re” -480737,94 | -480782,05 -480874,17 -480919,77
ka -645657,86 | -645851,63 -645671,15 -645866,09
kao4’ -645261,26 | -645449,88 -645274,62 -645465,03
ka™ -645504,69 -645549,17 -645688,99 -645735,23
ep -647158,51 -647362,36 -647171,97 -647376,85
epod’ -646770,13 | -646967,79 -646781,71 -646980,63
ep” -647000,36 | -647042,67 -647194,97 -647238,70
Abts -1857231,06 | -1857532,73 | -1857249,15 | -1857553,15
Abtsr -1857084,10 | -1857379,53 | -1857135,71 | -1857434,50
Dpph -890109,60 | -890355,48 -890119,08 -890366,97




Cizelge 4.6.devami

Dpphr -889715,46 -889958,13 -889725,01 -889969,63
Cupracr -1845124,34 | -1845422,25 | -1845247,03 | -1845546,37
Cuprac -1845320,86 | -1845632,58 | -1845352,08 | -1845664,55
Frapr -2075043,58 | -2075401,93 | -2075292,96 | -2075653,33
Frap -2075285,65 | -2075649,20 | -2075398,11 | -2075763,41
H* 0 - 0 -
H atomu -313,92 - -315,10 -

Yukaridaki Cizelge 4.6’a gore; Baz 1 ile Baz 2 enerji degerleri kiyaslandiginda Baz 2
ile hesaplanan enerjilerin eksi olarak arttig1 gozlenmektedir ¢ilinkii bu sette kullanilan
fonksiyonlarin sayisinin daha fazla olmasi ve gergege daha yakin sonuglar vermesine

baglidir.

Antioksidanlarin oksidasyon yapilarinin gaz fazinda Bazl i¢in hesaplanan en diisiik
enerjili ¢izelgeleri (4.1-4.5) incelendiginde; Cizelge 4.1°de gallik asit i¢in en diisiik
enerji degerinin merkez hidroksil grubu oldugu goriilmiistiir. Bu durum deneysel
verilerle de uyumludur. Her iki orto pozisyonlarda ki elektron verici hidroksil
grublardan merkez hidroksil grubu diisiikk baglanma enerjisine sahiptir. Cizelge
4.2°de hidroksitirosol i¢in en diisiik enerji degerini ortodifenolik 6zellik gdsteren
hidroksil grublarindan OH-4 hidrojen bagi verme fonksiyonunu iistlenmistir. Cizelge
4.3 incelendiginde resveratrol i¢in en diisiik enerji antioksidan 6zellikteki 2.halkada
ki hidroksil grubu oldugu goriilmistiir. Cizelge 4.4 incelendiginde kamferol igin en
diisiik enerji antioksidan 6zellikteki 2.halkada ki hidroksil grubu oldugu goriilmiistiir.
Cizelge 4.5’de epikatesin igin en diisiik enerji degeri 2.halkadaki ortodifenolik
ozellikteki hidroksil grubu oldugu goriilmiistiir. Gama piron halkadaki OH grubu
alkolik oldugundan antioksidan etkisi yoktur ayni zamanda benzen halkalarindaki

OH grublarinin radikal kararlhiliklar1 hidrojen bagi etkilesmesine izin vermez.
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4.2 Reaksiyon Mekanizmalar: ve Reaksiyon Enerjileri

Antioksidanlar ile radikaller arasinda gerceklesen reaksiyonlarin egilimlerine karar

verebilmek i¢in caprazlama yontemi ile tiim radikaller ile antioksidanlar igin

reaksiyon enerjisi hesaplandi. Her bir radikalin oksidasyon basamagi farkli oldugu ve

verebildikleri reaksiyon mekanizmasi farkli oldugu icin radikallere bagli olarak

esitlik 1.3-1.6 arasinda ki denklemeler kullanildi.
nCu(Nc),**+Ar(OH)n — nCu(Nc), " '+n[ArOH]"
[Fe(II)(TPTZ),)*+ArOH— [Fe(IT)(TPTZ),]*+[ArOH]"
DPPH +ArOH— DPPH+ArO" + H*

ABTS " * +ArOH— ABTS+[ArOH]*

AI_IReaksiyon Ener]’isi:AHUriinler - AI—IGirenler

Cizelge 4.7. Kodlama Cizelgesi

Radikaller icin Antioksidanlar icin
abts 1 ga a
frap 2 ep b
dpph 3 re c
cuprac 4 ka d
hy e

(1.3)
(1.4)
(1.5)
(1.6)

(4.2)

Hesaplamalar gaz fazinda her iki baz seti i¢inde yapildi. Gosterim kolayligir olmasi

icin radikallere 1-4 arasi, antioksidanlara ise a-¢ arasi kodlar verildi (Cizelge 4.7).

Reaksiyon enerjisi hesabi i¢cin denklem (4.2) esitligi kullanildi.
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Cizelge 4.8. iki farkli baz seti i¢in gaz fazinda hesaplanan reaksiyon enerjileri
(kkal/mol)

AH

Reaksiyon Baz 1 Baz 2
1-a 32,36 35,87
1-b 11,19 14,19
1-c 4,88 6,63
1-d 6,20 9,44
1-e 19,76 21,87
2-a -62,75 -58,20
2-b -83,91 -79,88
2-C -90,23 -87,45
2-d -88,90 -84,63
2-e 75,34 72,21
3-a -1,24 2,20
3-b -5,76 -2,78
3-C -0,08 1,32
3-d 2,46 4,39
3-e -6,16 -3,56
4-a -17,20 -21,26
4-b -38,37 -42,94
4-c -44,68 -50,50
4-d -43,35 -47,69
4-e -29,79 -35,26
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Reaksiyon enerji ¢izelgesine bakildiginda ¢alisilan antioksidanlarla Abts molekiilii
arasinda gergeklesen reaksiyonlarin endotermik oldugu goézlenmektedir. Bunun
nedeni, bu molekiiliin antioksidanin radikal siiplirme etkisini 6l¢mede
antioksidanlarin giicline kars1 gelemedigi icin yetersiz kaldig1 seklinde agiklanabilir.
Ayni sekilde Dpph ise sadece ka ile her iki bazda endotermik reaksiyon vermektedir.
Bunun nedeni birgok antioksidanin Dpph ile yavas reaksiyona ya da hi¢ girmedigi
olabilir. Bununla birlikte Dpph, ga ve re ile Baz 2’de endotermik, Baz 1 ile
ekzotermik reaksiyon vermektedir. Bu radikal molekiillerden, antioksidanlarla en
diisiik reaksiyon enerjili tepkimeleri her iki baz iginde Cuprac ve Frap vermektedir.
Reaksiyon enerjileri Cuprac ve Frap igin AHy < AHy, < AHgp, < AHpy < AHg,
seklinde siralanmistir. Dpph radikalinin, Baz 1 sisteminde antioksidanlar ile
reaksiyon  enerjileri  karsilastirlldiginda  AHpy<AHe<AHga < AHpe  sirasi
gozlenmektedir. Dpph i¢in Baz 1’de reaksiyon enerjileri sirasiyla AHpy <AHgp <

AHga <AHre Baz 2 ig¢in AHpy, < AHg, seklindedir. Genel anlamda reaksiyon

enerjileri Baz 1’den Baz 2’ye gegerken azalmaktadir. Bunun nedeninin Baz 2 ile
yapilan hesaplamalarda daha fazla fonksiyon kullanildig1 i¢in ger¢ege daha yakin
sonuglar elde edilmektedir. Bu sonuglara gore re ve hy radikal siipiiriicii molekiillerle
verdikleri reaksiyonlar digerlerine gore tercih edilmektedir. Antioksidanlar ve
radikaller farkli c¢oziiciilerde optimize edilerek minimum enerjili yapilar
hesaplandig1 i¢in reaksiyon enerjisinde ¢oziicii etkisini dogru bir sekilde

gozlemlemek imkansizdir.

4.3. HOMO - LUMO Orbitalleri

Caligilan molekiiller i¢in 6-31g(d) baz setinde minimum enerjili yapilarinin
tespitinden sonra bu yapilarin orbital diyagramlari incelendi. Bu diyagramlarda en
yiiksek enerjili dolu orbital (HOMO) ile en diislik enerjili bos orbital (LUMO)
incelenerek gorsellige aktarildi (Sekil 4.2).






re

hy

hyo4

hy

ep

epo4’
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Dpph
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Dpphr

Cuprac

Cupracr

Abts

Abtsr

Frap

Frapr

Sekil 4.2. Molekiillerin HOMO-LUMO yiik yogunluklari.
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Sekil 4.2.’de molekiillerin HOMO-LUMO yiik yogunluklarini inceledigimizde;

Gallik asit icin HOMO yapisindan LUMO yapisina gegiste hidroksil grubu iizerinde
bulunan elektronlar halka tizerine aktarilmistir.

Kamferol icin HOMO yapisindan LUMO yapisina elektronlar m — m * gegisi yaparak
halka iizerinden karboksil gruplarina dogru olmustur.

Resveratrol icin HOMO yapisindan LUMO yapisina gecisler m — m *tlirii olup
benzen halkalarindan kaynaklanmaktadir.

Hidroksitirosol igin HOMO yapisindan LUMO yapisina gegisler hidroksil
gruplarindan halkaya dogru olmustur.

Epikatesin icin HOMO yapisinda LUMO yapisina = — 1 * gegisleri fenil halkasindan
kaynaklanmustir.

Tiim antioksidanlar i¢in okside yapilarinda ve yiiklii yapilarinda da benzer degisimler
gozlenmektedir.

Dpph ve Dpphr i¢cin HOMO yapisindan elektronlar tim yapi tizerinde dagilmisken
LUMO vyapisina geciste benzen halkasi tizerindeki elektronlar diger iki halka {izerine
yayilmaktadir.

Cuprac i¢in HOMO yapisindan LUMO yapisina gegiste elektronlar Cu® iyonundan
simetrik olan fenantrolin halkalarindan biri tizerinde yogunlagmaktadir. Bunun
yaninda Cupracr i¢in Cu*? iyonunda toplanan elektron yogunlugu iki halka {izerine
de esit olarak ge¢mistir.

Abts ve Abtsr icin HOMO yapisindan LUMO yapisina gecisler halkalara bagli olan
N ve S elementlerinden halkanin diger kalan kismina seklinde olmustur.

Frap icin incelemeler yapildiginda Cuprac ile tam ters sonuglar gézlenmistir. HOMO
yapisinda LUMO yapisina geciste elektronlar halkanin ortasina dogru Fe*? iyonlarini
da kapsayacak sekilde hareket etmektedirler. Frapr icin gegisler de Frap ile benzer
sonuclar gostermektedir. Frap radikalik yapisinda Fe tizerindeki arti yiikk miktari
arttigl icin LUMO yapisinda elektronlar tamamen u¢ kisimlarda ki halkalar terk

etmistir.
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Cizelge 4.9. Calisilan molekiillerin Baz 1, gaz faz1 ve ¢oziici
HOMO-LUMO enerji degerleri (eV)

icin hesaplanan

HOMO LUMO Bant Arahg
MOLEKUL Gaz Coziicii Gaz Coziicii Gaz Coziicii
ga -6,01 -6,05 -1,06 -1,19 -4,95 -4,85
gao4 -6,36 -6,16 -1,55 -1,43 -4,81 -4,72
ga” -11,51 -7,34 -6,31 -2,34 -5,20 -5,00
ka -5,29 -5,50 -1,50 -1,71 -3,80 -3,79
kao4’ -5,51 -5,63 -1,85 -1,88 -3,66 -3,74
ka™ -9,49 -6,57 -5,68 -2,78 -3,81 -3,79
re -5,21 -5,37 -1,15 -1,34 -4,06 -4,04
reo4’ -5,41 -5,43 -1,62 -1,62 -3,79 -3,80
re” -9,40 -6,37 -5,70 -2,65 -3,70 -3,71
hy -5,43 -5,64 0,34 -0,13 -5,77 -5,51
hyo4 -5,68 -5,74 -0,31 -0,29 -5,38 -5,45
hy* -10,75 -7,35 -5,31 -1,58 -5,44 -5,77
ep -5,45 -5,74 0,30 0,02 -5,75 -5,75
epo4’ -5,53 -5,80 -0,09 -0,34 -5,45 -5,46
ep” -9,43 -6,67 -3,68 -0,97 -5,75 -5,70
Dpph -6,00 -5,86 -3,30 -3,14 -2,69 -2,72
Dpphr -5,62 -5,53 -2,96 -2,99 -2,67 -2,54
Cuprac -7,65 -5,12 -4,51 -2,00 -3,14 -3,12
Cupracr -12,28 -7,08 -8,06 -2,79 -4,21 -4,29
Abts -5,35 -5,26 -1,45 -1,41 -3,91 -3,84
Abtsr -8,94 -6,13 -4,78 -2,07 -4,16 -4,05
Frap -9,44 -4,80 -7,71 -3,10 -1,73 -1,69
Frapr -13,06 -6,98 -11,54 -4,31 -1,52 -2,68

Cizelge 4.9°da Baz 1 icin antioksidanlarin gaz fazi1 ve ¢oziicii fazinda HOMO-

LUMO enerjileri verilmektedir. Bu gegisler arasindaki farktan yararlanilarak bant
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araliklar1 hesaplandi. Sonuglar incelendigi zaman, antioksidanlar ilk halleri ve okside
hallerinde gaz faz1 ile ¢oziicii fazlar karsilastirildiginda ¢oziicii fazlarin enerjileri
daha distiktiir. Yapilarinda bulunan hidroksil gruplarinin ¢oziicii ile yapmis olduklari
etkilesimler sonucunda daha kararli yapilar olusturmalarindandir. Pozitif yiikli
yapilarda ise gaz fazinda ki enerjileri yiik farkindan 6tiirli ¢oziiciiye gore ¢ok daha
diisiiktiir. Radikaller ise antioksidanlara gore tam ters durum gergeklesmistir. Gaz
fazindaki enerjileri ¢dziicii fazindakinden c¢ok daha diisiiktiir. Ozellikle Frap ve

Cuprac’nin art1 yiiklii yapilarin da bu durum gortiliir.

4.4. UV Grafikleri ve UV Grafiklerindeki Piklere Sebep Olan Gegisler

Calisilan molekiillerin gaz ve ¢oziicli fazinda en diisiik 20 elektronik gegise ait dalga
boylar1 ZBYFT yontemi ile hesaplandi. Kaydedilen bu 20 geg¢is arasindan yogunlugu
en fazla olan ii¢ gecise ait dalga boylar1 Cizelge 4.10’de verilmektedir.

Cizelge 4.10. Calisilan molekiillerin gaz fazi ve ¢oziicii fazi icin Baz 1 setinde
hesaplanan maksimum dalga boylar1 (nm)

Gaz Faz Coziicii Faz
MOLEKUL Al A2 A3 A 22 23
ga 270.64 199.25 - 291.17 207.42
gao4 271.88 265.91 - 281.77 280.78
ga”* 415.02 241.69 209.91 44267 248.66 217.91
ka 399.49 234.15 206.33 42731 279.86 203.50
kao4’ 407.86 - 348.04 427.70 361.03 -
ka™* - 334.13 - 407.79 - 282.92
re 393.86 - 251.99 420.67 253.66 -
reod’ 405.03 389.36 319.80 - 413.74 333.18
re* - 388.69 267.70 - 407.97 276.88
hy 297.96 209.14 300.29 217.91 204.84
hyo4 359.77 246.13 - 372.00 251.94 195.48
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Cizelge 4.10. devami

ep 298.08 196.67 299.14 207.24
epod’ 363.67 266.38 - 365,1 270.00 -
ep” 378.75 265.79 - 387.24 268.50 -
Dpph - - 444 .47 - - 323.20
Dpphr - - 425.47 - - 412.44
Cuprac 536.26 372.80 - 565.76 377.12 -
Cupracr - 403.71 355.08 - 348.46 331.90
Abts 420.57 358.99 301.93 476.20 293.98 231.07
Abtsr - 551.34 356.38 - 548.49 333.88
Frap - 662.67 - - 612.10 -
Frapr - - 489.13 501.32 - 376.74

Hesaplanan maksimum dalga boylarina sebep olan elektronik gegisler incelendi ve

bu gegislere sebep olan molekiiler orbitaller gosterildi (Sekil 4.3-4.25).
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Sekil 4.3. Gallik asit i¢in gaz fazinda maksimum piklere sebep olan gecisler

Gegisler incelendiginde 270 nm dalga boyundaki gecis hidroksil gruplar1 lizerinde

bulunan elektron yogunlugunun karboksilik asit iizerine ge¢mesinden

kaynaklanmaktadir. 199 nm dalga boyunda gozlenen m — m *gegisler benzen

halkasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.4. Gao4 igin gaz fazinda maksimum pike sebep olan gegisler
Gallik asidin okside olmus yapisinda ise karbonil grubu tizerinde ki elektronlar
karboksilik asit grubu iizerine gecislerine ait pik 271 ve 265 nm degerlerinde

gerceklesmektedir. 241 nm elektron gegisleri ise karbonil gruplari tizerinden halkaya

aktarildig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.5. Ga™ igin gaz fazinda maksimum pike sebep olan gegisler
Gallik asidin ga™ yiiklii yapisi icin 415 nm’de karboksilik grubu iizerinde ki
elektronlar hem hidroksilik gruba hemde halkaya aktarilmistir. 241 nm dalga

boyunda gozlenen gecisler benzen halkasindan ve karboksilik asit grubu iizerine
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olmustur. 209 nm elektron gegisleri benzen halkasi iizerine n-n* gegisleri yiiziinden

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.6. Gallik asit i¢in gaz ve ¢oziicli (s ile gdsterilen) fazinda hesaplanan UV
absorbsiyon grafikleri (Nono64, 2011).

Gallik asit 200-400 nm goriiniir bolgede UV grafigi incelendiginde deneysel grafikle
teorik grafiklerin uyumlu oldugu goriildii. Coziicii fazlarda grafiklerin saga dogru
kayarak dalga boylarinin biylidigii goriildi. Bunun nedeninin ¢oziicii ile
molekiillerin hidroksil gruplari arasinda olusan hidrojen baglarindan o6tiirii daha
kararl1 yap1 olusturup enerjilerinin diisiiyor olmast ve dolayisiyla dalga boylarinin

yiikselmesinden kaynaklandigi seklinde yorumlanmasidir.
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Sekil 4.7. Kamferol i¢in gaz fazinda maksimum piklere sebep olan gegisler

Kamferol i¢in 399.49 nm dalga boyunda elektron gecisleri benzen halkasindan m-*
gecisleri yaparak karbonil grubu lizerine olmaktadir. 234 nm dalga boyundaki
elektronlar m-m* gecisi yaparak hidroksilik gruplarin bulundugu halkalardan
karboksil gurubunun bulundugu halkaya dogru ge¢mistir. 206 nm dalga boyunda ise

gecisler karbonil grup lizerinedir.
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Sekil 4.8. Kao4’ i¢in gaz fazinda maksimum pike sebep olan gegis

Kamferol oksidasyon yapisi i¢in 407 nm ile 348 nm arasinda gozlenen gegisler genis

bant aralikli tek bir pik olarak gézlenmektedir.

,‘i"‘;‘i E 334.13 nm R
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Sekil 4.9. Ka™ i¢in gaz fazinda maksimum pike sebep olan gegisler
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Kamferol ka™ (1,2) yiiklii yapisinda 334 nm dalga boyunda genis bir pik
gozlenmektedir. UV grafigi 200-500 nm arasinda incelendigi i¢cin 500 nm iizerinde

olan pikler burada agiklanmamaktadir.
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Sekil 4.10. Kamferol i¢in gaz ve ¢oziicli (s ile gdsterilen) fazinda hesaplanan UV
absorbsiyon grafikleri (Telange ve dig.2014).

Kamferol UV grafigi incelendiginde molekiil orbital enerjileri ile uyumlu olarak gaz
fazindan ¢oziicii fazina gegildiginde daha diisiik enerjili yani daha yiiksek dalga
boyuna dogru gec¢is olmaktadir. Yani band 1 ve band 2’deki dalga boylar
biiylimiistiir. 200-500 nm arasinda ¢ikan pikler -OH grubundan kaynaklanmaktadir.
Yap1 okside oldugunda bu boélgelerde ki pikler kaybolur. Yiikli yapisi (ka.+) igin

genis band aralig1 izlenmistir.
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Sekil 4.11. Resveratrol i¢in gaz fazinda maksimum pike sebep olan gegisler
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Resveratrol iginde diger yapilar icin yapilan yorumlara benzer gozlemler
yapilmaktadir. Goriinlir bolgede gerceklesen gecisler =n-n*  gegislerinden

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.12. Reo4 icin gaz fazinda maksimum pike sebep olan gegisler

Resveratrol oksidasyon yapist i¢in 405 ve 389 nm dalga boylarinda gegisler
hidroksilik gruplardan karbonil grubunu iceren halkaya dogru olmustur. 319 nm

dalga boyunda ise n-n* gecisleri halkalardan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.13. Re ™ igin gaz fazinda maksimum pike sebep olan gegisler
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Resveratrol yiiklii yapisi (re”™) i¢in 388 ve 267 nm dalga boylarinda elektron gegisleri
n-n* gecisleri yaparak hidroksil gruplardan halkaya dogru olmustur.
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Sekil 4.14. Resveratrol i¢in gaz ve ¢oziicii (s ile gosterilen) fazinda hesaplanan UV
absorbsiyon grafikleri (NotWith,2013).

Resveratrol UV grafigi incelendiginde molekiil orbital enerjileri ile uyumlu olarak
gaz fazindan ¢oziicii fazina gecildiginde daha diisiik enerjili yani daha yiiksek dalga
boyuna dogru ge¢is olmaktadir.
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Sekil 4.15. Hidroksitirosol i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler

Hidroksitirosol i¢in 209 ve 297 nm dalga boylarinda elektronlar n-n* gecisleri

yaparak hidroksilik gruplardan halkaya dogru gegisler yapmustir.

57



P @ 359.77 nm %.ﬁ
FY I:; ) *
S .

38 HOMO-3 42 LUMO

246.13 nm

g

4
41 HOMO 43 LUMO+1
Sekil 4.16. Hyo4 i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gecisler

Hidroksitirosol oksidasyon yapisi i¢in 359 nm dalga boyunda elektronlar etanol
grubundan halkaya ve karboksil grubuna gegerken, 246 nm dalga boyunda gegisler
halkadan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.17. Hy " i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler

Hidroksitirosol yiiklii yapisi i¢in (hy™) 399 nm dalga boyunda etanol grubundan
hidroksilik grubuna elektron gegisi olmustur. 238 dalga boylarinda elektronlar etanol

grubundan benzen halkasina ge¢is yapmustir.
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Sekil 4.18. Hidroksitirosol i¢in gaz ve ¢dziicii (s ile gosterilen) fazinda hesaplanan
UV absorbsiyon grafikleri (Ruiz-Gutiérrez ve dig.2000).

Hidroksitirosol 200-400 nm goriiniir bolgede deneysel UV grafigi ile teorik grafigi
uyumlu sonug¢ vermistir. Coziicii devreye girdiginde enerjiler diistiigii i¢in dalga

boylarida saga dogru biiylimiistiir.
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Sekil 4.19. Epikatesin i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gecisler

Epikatesin icin 298.08 nm dalga boyunda elektron gegcisleri fenil halkasindan
kaynaklanmaktadir. 196 nm dalga boyunda elektronlar n-n* gecisi yaparak
benzopiron yapisindan fenil halkasina gegtigi gozlenir.
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Sekil 4.20. Epo3’ i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler

Epikatesin okside olmus yapida 363 nm dalga boyunda gama piron halkadan fenil
halkasina elektron gegisleri olmustur. 247 nm dalga boyunda ise fenil halkasindan ise

benzopiron yapiya gecisler olmustur.
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Sekil 4.21. Ep™ i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler
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Epikatesin yiiklii yapisi (ep™”) i¢in 378 nm dalga boyunda ise benzopiron halkasindan
fenil halkasina elektron gegisleri olmustur. 265 nm dalga boyunda ise n-n* gegisleri

fenil halkasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.22. Epikatesin i¢in gaz ve ¢oziicii (s ile gosterilen) fazinda hesaplanan UV
absorbsiyon grafikleri (Racicot ve dig.2012).

Epikatesin UV grafigi incelendiginde 200-400 nm goriiniir bolgede deneysel grafikle
teorik grafiklerin uyumlu sonug verdigi goriildii. Coziicii devreye girdiginde enerji

diistiigii icin dalga boylarida saga dogru biiytim{istiir.
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Sekil 4.23. Dpph i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gecisler

DPPH yapist i¢in 444 nm dalga boyunda elektron gegisleri nitrojenoksit gruplarimi
tasiyan halkalardan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.24. Dpphr i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler

Dpph radikal yapisi i¢cin 425 nm dalga boyunda elektronlar fenil halkasindan diger
fenil halkasina gecis yapmustir.
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Sekil 4.25. Dpph molekiilii i¢in gaz ve ¢oziicii (s ile gosterilen) fazinda hesaplanan
UV absorbsiyon grafikleri (Pyrzynska ve Pekala,2013).

Dpph molekiiliiniin UV grafigi incelendiginde dpph i¢in 700 nm {izerinde pik
bulunmakta olup c¢oziicli etkisiyle daha diisiik dalga boylarina kayma oldugu

gozlenir. Enerji arttik¢a dalga boylarinin ters orantili olarak diistligli gozlemlenir.
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Sekil 4.26. Cuprac i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler

Cuprac molekiiliiniin 536 nm dalga boyunda elektronlar bakir iyonundan (Cu®) sag
fenantrolin halkasina gec¢is yaparken 372 nm dalga boyunda sag fenantrolin

halkasindan hem bakir iyonuna hem de halkalara dogru gegis yapmustir.
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Sekil 4.27. Cupracr i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler

Cuprac radikal yapisinda (cupracr) 403 nm dalga boyunda elektronlar bakir(Il)
(Cu*™®) iyonundan biitin halkalara gecerken 355 nm dalga boyunda fenantrolin

halkalar1 ve bakir(II) (Cu+2) iyonu arasinda gegis vardir.
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Sekil 4.28. Cuprac molekiilii i¢in gaz ve ¢oziicii (s ile gdsterilen) fazinda hesaplanan
UV absorbsiyon grafikleri (Tiitem,2011).

Cuprac molekiiliiniin UV grafigi incelendiginde, deneysel grafiklerle teorik
grafiklerin uyumluluk goésterdigi goriiliir. Piklerin daha yiiksek nm’ye kaymasinin
sebebi icerdikleri metal gruplarindan dolayidir. Coziicii etkisi ile beraber enerjiler

yiikseldigi i¢in dalga boylarinda diismeler goriiliir.
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Sekil 4.29. Abts i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler

Abts molekiilii i¢in 420 ve 358 nm dalga boyunda ¢ift bagl azot (azino) gruplarindan
benzotiyazolin halkalarina dogru gecis vardir. 301 nm dalga boyu i¢in benzotiyazolin

halkalarindan azot gruplarina (azino) elektron gecisleri vardir.
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Sekil 4.30. Abtsr i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler

Abts radikal molekiilii (abtsr) (1:2) i¢in 551 ve 356 nm dalga boyunda gegisler azino

gruplar ile benzotiyazolin halkalar1 aras1 olmustur.
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Sekil 4.31. Abts molekiilii i¢in gaz ve ¢oziicii (s ile gosterilen) fazinda hesaplanan
UV absorbsiyon grafikleri (Collins ve dig.1998).

Abts molekiilii icin UV grafigi incelendiginde bu molekiiliin ¢6ziicii fazinda diisiik
enerjili yapiya kayma sebebinin ¢oziiciisii ile olusturdugu kuvvvetli etkilesimden
dolay1 oldugu sdylenir. Coziiciiyle beraber enerjiler yiikseldigi i¢in dalga boylarinda

diismeler goriiliir.
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Sekil 4.32. Frap i¢in gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler

Frap molekiilii i¢in 662 nm dalga boyunda elektron gecisleri pikrilazin halkalarindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.33. Frapr icin gaz fazinda maksimum pike sahip olan gegisler

Frap radikal yapisi i¢in (frapr) 627 nm dalga boyunda halkadan pikrilazin halkalaria
elektron gecisi varken, 489 nm dalga boyunda elektron gegisleri pikrilazin
halkalarindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.34. Frap molekiilii icin gaz ve ¢oziicii (s ile gosterilen) fazinda hesaplanan
UV absorbsiyon grafikleri (Berker ve dig.2010).

Frap molekiiliiniin UV grafigi incelendiginde, deneysel grafikle teorik grafiklerin
uyumlu oldugu goriiliir. Piklerin daha yiiksek nm’ye kaymasinin sebebi i¢erdikleri
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metal gruplarindan dolayidir. Coziicii etkiyle beraber enerjiler yiikseldigi icin dalga

boylarinda diismeler goriiliir.
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5. GENEL SONUCLAR

Bu calismada bitkisel bilesenli flavonoid ve fenolik kokenli bazi antioksidanlar
(gallik asit, kamferol, resveratrol, hidroksitirosol, epikatesin) ile antioksidanlarin
radikal siipiiriici etkisini 6lgmede kullanilan ayni zamanda antioksidan kapasite
saptamada da kullanilan bazi radikallerin (Abts, Cuprac, Dpph, Frap) birbirleriyle
olan reaksiyon basamaklarinda yer alan tiim molekiillerin geometri optimizasyonlari
Gaussian 09 paket programi kullanilarak YFT yontemiyle B3LYP fonksiyoneli 6-
31G (d) ve 6-311G+(d) baz setleri ile yapilmistir. Caligilan molekiillerin optimize
yapilarinin enerjileri iki farkli baz seti igin karsilastirildiginda 6-31G (d) baz setinde
hesaplanan tiim molekiillerin enerji degerleri, 6-311G+(d,p) baz setinde hesaplanan
enerji degerlerinden daha diisiikk oldugu gozlenmistir. Bunun sebebi olarak 6-311G
+(d,p) baz seti daha ¢ok fonksiyon kullandig1 i¢in deneysel sonuglara daha
uyumludur. Bunun yaninda molekiiller IEFPCM metodu ile ortamin dielektrik sabiti
degistirilerek ¢oziicli etkisi her iki baz seti i¢inde hesaplanmistir. Her yapi icin
deneysel sonuclar ile uyumlu olabilmesi i¢in farkli ¢oziiciiler kullanildigindan dolay1
farkli molekiiller i¢in karsilastirma yapilmamistir. Molekiillerin reaksiyon
mekanizmalar: belirlenerek bu reaksiyonlarda aciga ¢ikan enerjiler iki baz seti iginde
hesaplanarak incelenmistir. Reaksiyon enerjilerinin sonuglarina goére calisilan tim
antioksidanlarla Abts molekiilii arasinda gerceklesen reaksiyonlarin endotermik
oldugu gozlenmistir. Bu nedenle reaksiyon enerji siralamasma alinmamistir. Ayn
sekilde Dpph ise sadece ka ile her iki bazda endotermik reaksiyon vermektedir.
Radikal siipiiriici molekiillerden, antioksidanlarla en diisiik reaksiyon enerjili
tepkimeleri her iki baz iginde Cuprac ve Frap vermektedir. Reaksiyon enerjileri
Cuprac ve Frap i¢in AH; < AHy, < AHg, < AHyy < AHg, seklinde siralanmigtir.
Dpph radikalinin, Baz 1 sisteminde antioksidanlar ile reaksiyon enerjileri

karsilagtirildiginda AHpy< AHgp< AHga1 < AHe siras1 gozlenmektedir.
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Bu sonuglara gore re ve hy radikal molekiillerle verdikleri reaksiyonlar digerlerine
gore tercih edilmektedir.

Optimize molekiiller, B3LYP/6-31G (d) baz setinde gaz ve ¢oziicii fazinda HOMO-
LUMO enerjiler hesaplanmistir. Buna gore, antioksidanlarin ve okside hallerinin gaz
faz1 ile ¢oziicii fazlari karsilagtirldiginda ¢oziicli fazlarin enerjileri daha diisiik
oldugu gozlenmistir. Yapilarinda bulunan hidroksil gruplarinin ¢oziicti ile yapmis
olduklar1 etkilesimler sonucunda daha kararli yapilar olusturmalarindandir. Pozitif
yiiklii yapilarda ise gaz fazinda ki enerjileri yiik farkindan 6tiirii ¢oziiciiye gore ¢ok
daha distiktiir. Radikaller ise antioksidanlara gore tam ters durum gostermektedir.
Gaz fazindaki enerjileri ¢oziicii fazindakinden ¢ok daha diisiiktiir. Ozellikle frap ve
cuprac’nin igerdikleri metallerden dolay1 bu durumun gergeklestigi diisiiniilmektedir.
Molekiillerin gaz ve ¢oziiciilerindeki en diisiik 20 elektronik gegise ait dalga boylari
ve siddet degerleri kaydedilerek UV grafikleri c¢izilmistir. Bu grafikler, her bir
molekill icin ¢oziicii etkisi karsilastirilmistir. Genel olarak teorik ve deneysel
grafikler uyumlu sonuglar vermistir. Antioksidanlarda ¢oziicii etkisi devreye
girdiginde enerjileri diistiikce dalga boylarimin arttigi gézlenmistir. Enerjilerinin
diismesinin sebebi ¢oziicli ile molekiiliiniin hidroksil gruplar1 arasinda olusan
hidrojen baglarindan 6tiirii daha kararli yapi olusturmalaridir. Radikallerde ise bu
durum tersinedir. Coziicii etkisiyle enerji ylikseldikce dalga boylarinda genel diisiis
gozlemlenmistir.

Molekiillerin molekiil orbitalleri ¢izdirilerek uyarilmis seviyedeki gecislere sebep
olan orbitaller belirlenmis ve bu gegislerin sebeplerine karar verilmistir. Genel olarak
antioksidanlarda elektron gecisleri hidroksil-karbonil gruplar1 ve halkalar arasinda
olurken radikallerde metal gruplari ya da N-S gruplari ile halkalar arast oldugu dogru
gozlemlenmistir.

Antioksidanlarin radikal giderici etkisini teorik olarak gostermek amaciyla yapilan
bu ¢aligmada resveratrol ve hidroksitirosol hem teorik olarak hesaplanan sonuglariyla

hem de deneysel ve teorik grafiklerinin uyumlu olmastyla bunu gosterir.
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